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ABSTRAK

Telah dilakukan penelitian uji aktifitas antifungi hasil fermentasi
Actinomycetes isolat C asal Kecamatan Larantuka kabupaten Flores
Timur. Penelitian ini bertujuan untuk menentukan waktu fermentasi
optimum yang dapat menghasilkan efek antifungi terbesar . Actinomycetes
diinokulasikan dalam medium GYEA (Gliserol Yeast Extract Agar)
kemudian difermentasikan selama 9 hari, lalu diambil filtrat dan residunya
tiap hari untuk dilakukan pengujian aktivitas antifungi. Pengujian aktivitas
antifungi dilakukan secara in vitro dengan metode difusi menggunakan
kertas cakram dengan masa inkubasi 48 jam, selanjutnya diukur diameter
zona hambatannya. Dari hasil penelitian diketahui bahwa hasil fermentasi
Actinomycetes isolate C memiliki aktifitas antifungi terhadap Candida
albicans dengan waktu fermentasi yang paling baik untuk menghasilkan
efek antifungi terbesar yaitu pada hari ke 6.
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ABSTRACT

Assay of antifungal activity of the fermentation product of
Actinomycetes - C isolated from district of Larantuka, East Flores, The aim
of this research is to determine the period of maximum fermentation which
producing the highest antifungal effect. Actinomycetes — C isolated was
inoculated in GYEA (Glycerol Yeast Extract Agar) then was fermented for
nine days. The filtrate and Supernatant were taken per day for Assay
antifungal activity. Assay of antifungal activity was done by in vitro method
with diffusion technique using paper disc in 48 hours incubation time, then
the inhibition zone diameter was measured. By this research was
concluded that fermentation product of Actinomycetes — C isolated had an
antifungal activity to Candida albicans with the best fermentation time to
get a biggest antifungal effect on the 6™ day.
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PENDAHULUAN \ Frmygy e

Penyakit infeksi masih menduduki urutan pertama pada pola
penyakit di Indonesia dan antibiotika masih merupakan obat pilihan utama
dalam menanggulangi penyakit infeksi, sehingga Kebutuhan antibiotika
baru masih sangat diperlukan, terutama yang efektif melawan bakteri
resisten, virus, protozoa dan fungi. Pada saat ini sebagian besar
antibiotika baru yang diperkenalkan merupakan antibiotika semisintetik.
Walaupun derivatisasi atau biokonversi menjanjikan antibiotika baru yang
berguna, senyawa antibictika baru yang alami masih terus dicari dan
sangat diharapkan (1).

Keberhasilan mendapatkan antibiotika baru dari sumber alami
seperti metabolit mikroba telah menimbulkan asumsi bahwa mikroba
merupakan sumber senyawa baru yang tidak pernah habis. Bahkan selain
aktivitas antibiotik, metabolit mikroba juga menjadi sumber senyawa aktif
farmakologis atau fisiclogis yang berguna dibidang medis (1).

Sumber mikroorganisme penghasil antibiotik antara lain berasal
dari tanah, air laut, lumpur, kompos, limbah domestik, bahan makanan
busuk dan lain-lain. Tanah merupakan tempat interaksi biclogis yang
paling dinamis dan mempunyai lima komponen utama yaitu mineral, air,
udara, zat organik dan organisme hidup dalam tanah, diantaranya: bakteri,

actinomycetes, fungi, algae, dan protozoa (2).



Actinomycetes  merupakan  mikroorganisme tanah  yang
mendapatkan proporsi paling besar karena kebanyakan antibiotik yang
ada dihasilkan oleh actinomycetes. Bakteri Actinomycetes merupakan
mikroorganisme peralihan antara bakteri dan jamur yang mengambil asam
amino dan mengubahnya menjadi antibiotik untuk mengendalikan
patogen, menekan jamur dan bakteri berbahaya dengan cara
menghancurkan khitin yaitu zat essensial untuk pertumbuhannya (2,3).

Setiap organisme yang telah diperoleh, memerlukan pemurnian
untuk mendapatkan strain yang paling berharga. Strain yang diperoleh
dapat ditingkatkan lagi titer antibiotiknya, stabilitas biakan, pertumbuhan
maupun sporulasinya(,4).

Dari hasil penelitian yang telah dilakukan oleh Odel, SB. (2008),
diperaleh hasil isolasi dan karakterisasi terhadap tanah yang berasal dari
kecamatan Larantuka, Flores Timur sebanyak empat isolat tanah (isolat A,
B, C, dan D) yang mengandung Actinomycetes. Isolat A dan B termasuk
genus Actinomyces sedangkan isolat C dan D termasuk dalam genus
streptomyces. Dari keempat isolat tersebut, isolat C merupakan isolat
yang paling baik penghambatannya terhadap mikroba uji. Berdasarkan hal
tersebut dilakukan penelitian untuk mengetahui berapakah wakiu
fermentasi optimum yang dibutubkan oleh actinomycetes isolat C untuk
menghasilkan metabolit sekunder yang dapat digunakan sebagai senyawa

antifungi?



Tujuan dilakukan penelitian ini adalah untuk menentukan waktu
fermentasi optimum untuk produksi antifungi dari Actinomycetes isolat C
asal Larantuka, kecamatan Lewolere Flores Timur dengan menggunakan

Candida albicans sebagai khamir uji.



BAB I

TINJAUAN PUSTAKA

Il.1 Uraian Umum Tanah (6,7,8)

Tanah sangat vital peranannya bagi semua kehidupan di bumi
karena tanah mendukung kehidupan tumbuhan dengan menyediakan
hara dan air sekaligus sebagai penopang akar. Tanah juga menjadi habitat
hidup berbagai mikroorganisme. Tanah merupakan penutup terluar bumi
yang terdiri dari lapisan-lapisan bahan yang tersusun longgar berupa
bahan organik dan anorganik yang susunannya berbeda-beda
tahapannya. Dalam definisi ilmiahnya tanah adalah kumpulan dari benda
alam di permukaan bumi yang tersusun dalam horison, terdiri dari
campuran bahan mineral, bahan organik, air, dan udara.

Tanah diklasifikasikan berdasarkan sifat fisika dan ukuran
partikelnya dari yang berukuran makroskopik pada tanah berkerikil dan
berpasir sampai yang berukuran mikroskopik pada tanah liat, Ada juga
yang berukuran sangat halus yang lebih kecil dari 0,02 mm yang terdapat
pada lumpur. Di dalam tanah terdapat air yang menyatu dengan tanah,
melekat pada partikel tanah, atau berada di sela-sela partikel tanah.

1.2 Uraian Umum Mikroorganisme Tanah (9,10)

Tanah adalah ekosistem dinamis tempat mikroorganisme menjalin
komponen fisika dan biologi. Secara umum tanah mengandung lima
kelompok mikroorganisme yaitu bakteri, actinomycetes, fungi, alga, dan

protczoa. Populasi mikroorganisme dalam tanah dipengaruhi oleh



beberapa faktor yang mempengaruhi pertumbuhan mikroorganisme yaitu
jumiah dan macam zat hara, kelembaban, tingkat aerasi, suhu, pH, dan
perlakuan pada tanah seperti penambahan pupuk atau banjir yang dapat
menyebabakan peningkatan jumlah mikroorganisme. Musim dan interaksi
antara mikroorganisme juga mempengaruhi populasi mikroorganisme.
Protozoa dan Actinomycetes yang dapat menghasilkan antibiotika dapat
mematikan populasi mikroorganisme tertentu,

Pada umumnya mikrocrganisme-mikroorganisme vyang lebih
banyak terdapat dipermukaan tanah. Makin ke dalam maka populasi
semakin berkurang. Salah satu golongan mikroorganisme yang khas
sebagai penghuni tanah dan memberi bau tanah adalah dari kelas

Atinomycetes genus sfreptomyces.

1.3 Uraian umum Actinomycetes (2,7,11)

Actinomycetes merupakan mikroorganisme uniselular, meghasilkan
miselium bercabang dan biasanya mengalami fragmentasi atau
pembelahan untuk membentuk spora. Di alam actinomycetes dapat
ditemui sebagai konidia atau bentuk vegetatif. Di daerah iklim panas
populasinya lebih besar dari pada daerah dingin. Mikroorganisme ini tidak
toleran pada pH rendah, kebanyakan actinomycetes, aktivitasnya sangat
rendah pada pH 5,0 dan pada lingkungan pH tinggi actinomycetes
mendominasi pertumbuhan mikroorganisme.

Actinomycetes adalah organisme tanah yang memiliki sifat-sifat

yang umum dimiliki oleh bakteri dan jamur tetapi juga mempunyai ciri khas



yang cukup berbeda yang membatasinya menjadi satu kelompok yang
jelas berbeda. Dalam hal taksonomi yang seksama, actinomycetes
dikelompokkan dengan bakteri dalam kelas yang sama yaitu
Schizomycetes tetapi terbatas hanya dalam ordo actinomycetales. Pada
lempeng agar, mereka dapat dibedakan dengan mudah dari bakteri yang
sebenarnya. Tidak seperti koloni bakteri sebenamya yang jelas berendir
dan tumbuh dengan cepat, koloni actinomycetes muncul periahan,
menunjukkan konsistensi berbubuk dan melekat erat pada permukaan
agar.

Actinomycetes terdiri dari 10-50% total populasi mikroba dalam
tanah. Kelimpahan populasi actinomycetes di dalam tanah adalah
terbesar kedua setelah bakteri. Actinomycetes bersifat aerobik, karena itu
membutuhkan oksigen untuk pertumbuhan. Oleh karena itu, tidak dapat
tumbuh dengan baik pada tanah yang basah. Actinomycetes tumbuh
sangat lambat pada suhu 5°C dan dapat diisolasi lebih banyak dari tanah
yang lebih panas daripada tanah yang dingin. Demikian pula sporanya
yang dapat tumbuh pada semua keadaan, baik tanah yang yang lebih
panas maupun tanah yang lebih kering, tetapi tidak berarti organisme
tersebut menyukai panas. Pertumbuhan optimum pada suhu antara 28-
37°C, tetapi beberapa actinomycetes tumbuh pada suhu 55-65°C. di
dalam kompos.

Actinomycetes toleran terhadap keadaan basa. Dalam tanah yang

bersifat alkali, 95% dari isolat mikroba terdiri dari Actinomycetes, berarti



juga organisme tersebut tidak tahan terhadap asam. Pada pH lebih kecil
dari pada 5, Actinomycetes hanya merupakan bagian kurang dari 1% dari

populasi mikroba.

Il.4 Pertumbuhan Mikroba (12)

-

Pertumbuhan dapat didefenisikan 3abaga.1i pertambahan secara
teratur semua komponen didalam sel hidup. Pada organisme multiseluler,
pertumbuhan adalah peningkatan jumlah sel per organisme, dimana
ukuran sel juga menjadi lebih besar. Pada organisme uniselular (bersel
tunggal) yang disebut pertumbuhan adalah pertambahan jumiah sel, yang
berarti juga pertambahan jumlah organisme, misalnya pertumbuhan yang
terjadi pada suatu kultur mikroba.Pertumbuhan mikroba didalam suatu

kultur dapat dilihat seperti pada fase pertumbuhan dibawah ini -

1. Fase adaptasi
Pada fase ini mikroorganisme melakukan penyesuaian diri dengan
lingkungannya yang baru. Berbagai macam enzim dan zat-zat
perantara yang dibentuk pada fase ini, sehingga memungkinkan akan
terjadi pertumbuhan lebih lanjut. Sel-sel pada fase ini mulai
memebesar, tetapi belum melakukan pembelahan sel,

2. Fase pertumbuhan yang dipercepat
Pada fase ini mikroorganisme mulai melakukan pembelahan diri tetapi

waktu generasinya masih panjang.



3. Fase pertumbuhan logaritma
Pada fase ini kecepatan pertumbuhannya paling cepat, waktu
generasinya pendek dan konstan. Selama fase ini metabolisme paling
cepat dan pesat, jadi sintesa bahan sel sangat cepat dan konstan.
4. Fase pertumbuhan mulai terhambat
Pada fase ini pertumbuhan mulai terhambat, hal ini disebabkan karena
adanya pengurangan nutrient dan mulai terjadi penimbunan hasil-hasil
metabolism yang bersifat racun, juga terjadi perubahan flingkungan
seperti pH dan lain-lain.
5. Fase stasioner atau fase konstan
Karena adanya penurunan kadar nutrient dan adanya penimbunan zat-
zat vyang bersifat racun, maka kecepatan pertumbuhan dan
perbanyakan mikroorganisme akan terhambat.
6. Fase kematian dipercepat dan fase kematian logaritma
Kedua fase ini sering disebut sebagai fase penurunan kematian. Pada
fase ini kecepata kematian meningkat sedangkan kecepatan
pembelahan menjadi nol. Setelah sampai ke fase kematian logaritma

kecepatan kematian mencapai maksimum,

Il.5 Pengaruh faktor lingkungan pada pertumbuhan mikroorganisme
(13)

Faktor-faktor yang mempengaruhi pertumbuhan mikroorganisme

dapat dibedakan menjadi faktor fisik dan faktor kimia.



I.5.1 Pengaruh faktor fisik pada pertumbuhan

1. Temperatur
Temperatur menentukan aktivitas enzim yang terlibat dalam aktivitas
kimia. Peningkatan temperatur sebesar 10°C dapat meningkatkan
aktivitas enzim sebesar dua kali lipat. Pada temperatur yang sangat
tinggi akan terjadi denaturasi protein yang tidak dapat balik
(irreversible), sedangkan pada temperature yang sangat rendah
aktivitas enzim akan berhenti. Pada temperatur pertumbuhan optimal
akan terjadi kecepatan pertumbuhan optimal dan dihasilkan jumiah sel
yang maksimal.

2. pH
Ph merupakan indikasi konsentrasi ion hydrogen. Peningkatan dan
penurunan konsentrasi ion hydrogen dapat menyebabkan ionisasi
gugus-gugus dalam protein, amino dan karboksilat. Hal ini dapat
menyebabkan denaturasi protein yang mengganggu pertumbuhan sel.

3. Tekanan osmosis
Osmosis merupakan perpindahan  air melewati  membran
semipermeabel karena ketidakseimbangan material terlarut dalam
media. Dalam larutan hipotonik air akan masuk ke dalam sel
mikroorganisme, sedangkan dalam larutan hipertonik air akan keluar
dari dalam sel mikroorganisme sehingga membrane plasma mengkerut
dan lepas dari dinding sel (plasmolisis) serta menyebabkan sel secara

metabolic tidak aktif.
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4. Oksigen
Berdasarkan kebutuhan oksigen, dikenal mikroorganisme yang
bersifat aerob dan anaerob. Mikroorganisme aerob memerlukan
oksigen untuk bernafas, sedangkan mikroorganisme anaerob tidak
memerlukan oksigen untuk bernafas, Adanya oksigen pada
mikroorganisme anaercb justru akan menghambat pertumbuhannya.
Energy pada mikroorganisme anaerob dihasilkan dengan cara
fermentasi.

5. Radiasi
Sumber utama radiasi di bumi dalai sinar matahari yang mencakup
cahaya tampak (visible light), radiasi UV {ultraviolet), sinar inframerah,
dan gelombang radio. Radiasi yang berbahaya untuk mikroorganisme
dalai radiasi pengionisasi (ionizing radiation), yaitu radiasi dar
panjang gelombang yang sangat pendek dan berenergi tinggi yang
dapat menyebabkan atom kehilangan electron (ionisasi). Pada level
rendah, radiasi pengionisasi ini dapat mengakibatkan mutasi yang
mungkin mengarah pada kematian, sedangkan pada level tinggi
pengaruh radiasi bersifat letal. Radiasi sinar ultraviolet menyebabkan
terbentuknya dimer timin dalam DNA, di mana dua timin yang

berdekatan saling berikatan secara kovalen sehingga menghambat

replikasi DNA.
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11.5.2 Pengaruh faktor kimia pada pertumbuhan

1.

Mutrisi

Nutrisi merupakan substansi yang diperlukan untuk biosintesis dan
pembentukan energy. Berdasarkan kebutuhannya, nutrisi dibedakan
menjadi dua yaitu makroelemen, yaitu elemen-elemen nutrisi yang
diperlukan dalam jumlah banyak (garm) dan mikroelemen , yaitu
elemen-elemen nutrisi yang diperlukan dalam jumiah sedikit (dalam
takaran mg hingga ppm).

Makroelemen meliputi karbon (C), oksigen (O}, hydrogen (H), nitrogen
(N), sulfur (), fosfor (P), kalium (K), magnesium (Mg), kalsium (Ca),
besi (Fe). CHONSP diperlukan dalam jumlah besar (takaran gram)
untuk pembentukan karbohidrat, lemeak, protein, dan asam nukleat.
P. K. Ca, dan Mg diperlukan dalam jumiah yang lebih kecil (mg) dan
berperan sebagai kation dalam sel. Contohnya, K" diperlukan oleh
sejumlah enzim untuk mensintesis protein, dan Ca** berperan dalam
resistensi endospora bakteri terhadap panas.

Mikroelermen meliputi mangan (Mn), zinc (Zn), kobalt (Co),
molybdenum (Mo), nikel (Ni), dan tembaga (Cu). Mikroelemen kadang
merupakan bagian enzim atau kofaktor yang membantu katalisis dan
membentuk protein. Contohnya, Zn“"berada pada sisi aktif beberapa
macam enzim dan terlibat dalam pengatauran dan katalisis enzim
aspartat karbamolitransferase sedangkan kobalt diperlukan dalam

biosintesis vitamin Biz.
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Selain makroelemen dan mikroelemen, dikenal pula accessorys
nutrient, yang merupakan factor pertumbuhan (growth factor), yaitu
bagian yang diperlukan oleh sel namun tidak dapat disintesis oleh sel
tersebut. Accessory nutrient meliputi vitamin yang merupakan molekul
organik kecil yang umumnya merupakan seluruh ataupun sebagian
kofaktor enzim, dan hanya sejumlah kecil yang digunakkan untuk
pertumbuhan , asam amino yang diperlukan dalam sintesis protein,
serta purin dan pirimidin yang diperlukan dalam sintesis asam nukleat.
. Media kultur

Bahan dan nutrisi vyang digunakan untuk pertumbuhan
mikroorganisme di laboratorium disebut media kultur. Pengetahuan
tentang habitat normal mikroorganisme sangat membantu dalam
pemilihan media yang cocok untuk pertumbuhan mikroorganisme di
laboratorium. Berdasarkan konsistensinya, media dikelompokkan
menjadi dua macam yaitu media cair (liquid media) dan media padat
(solid media). Apabila media cair merupakan ekstrk kompleks material
biologis, maka media tersebut dinamakan rich media atau broth.
Media padat menggunakan bahan pembeku (solidifying agent),
misalnya Agar, suatu kompleks polisakarida yang diperoleh dari alga
merah (red algae). Agar memiliki komposisi kimia berupa D-galaktosa,
3 G-anhidro-L-galaktosa, D-glucuronic acid. Agar sebagai bahan
pembeku akan mencair saat dididihkan, kemudian didinginkan pada

suhu 40-42°C sebelum dibekukan. Medium Agar ini tidak akan
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mencair lagi kecuali pada suhu 80-80°C. agar merupakan agen
pengeras yang bagus skali karena tidak dapat didegradasi oleh

mikroarganisme.

1.6 Fermentasi (14,15,16)

Fermentasi merupakan aktivitas metabolisme microbial baik melalui
proses aerobik ataupun anaerobik dimana terjadi perubahan kimia spesifik
dari suatu substrat organik. Ditinjau dari pandangan industry mikrobiologi
maka pengertian ini berkembang menjadi semua proses yang terjadi
dikarenakan oleh mikroorganisme yang menghasilkan produk yang
bernilai ekonomis. Banyak produk hasil fermentasi microbial yang memiliki
nilai komersil yang telah dipelajari secara intensif, tetapi dari semuanya

hanya beberapa yang diterapkan hingga sekarang.

Dalam proses fermentasi mikroorganisme, pemilihan medium yang
tepat adalah hal yang sangat penting terhadap kesuksesan industri
fermentasi. Disamping itu dibutuhkan subsirat yang murah, mudah
tersedia dan efisien penggunaannya. Dalam pertumbuhannya, mikroba
membutuhkan zat-zat nutrisi untuk  sintesa komponen sel dan
menghasilkan energi. Sumber energy untuk menghasilkan ATP dibutuhkan
karbohidrat dan protein. Selain itu mikroba juga membutuhkan beberapa
factor pertumbuhan yaitu asam amino sebagai bagian dari protein, purin
dan pirimidin sebagai bagian dari asam nukleat dan vitamin sebagai grup

prostetik dari enzim. Mikroba bervariasi dalam kebutuhnnya akan zat
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nutrisi. Komposisi kimia sel mikroba umum menunjukkan kebutuhan
mikroba akan unsur carbon, oksigen, nitrogen, hidrogen, phospat dan
sulfat menyusun 96% dari berat kering sel dan unsur-unsur mikro seperti
kalium, calsium, magnesium, besi, mangan, tembaga, dan zink diperlukan

oleh hampir semua mikroba (fisiologi fermentasi).

Ada beberapa metode yang dapat digunakan dalam proses

fermentasi mikroorganisme antara lain:

1. Kultur permukaan (surface culture)

Pada metode ini, medium diinokulasikan spora atau miselium.
Miselium akan tumbuh diseluruh permukaan medium cair membentuk
suatu koloni bervariasi. Ini merupakan metode yang paling mudah dan
murah, akan tetapi memiliki beberapa kerugian yaitu pertumbuhan
yang tidak hemogen dimana koloni terdiri dari beberapa miselium yang
berbeda pertumbuhannya dan lingkungan tumbuhnya dimana miselium
yang berada diatas permukaan koloni berada dalam kondisi yang lebih
aerobic dibandingkan yang dibawah permukaan koloni. Hal ini
berkebalikan pada keadaan kontak dengan medium.

2. Kultur dengan pengocokan (shaker culture)

Pada metode ini medium dikocok setelah diinokulasikan spora atau

misalium sehingga pertumbuhan akan tampak pada seluruh medium.

Kelebihan metode ini dibandingkan dengan metode kultur permukaan
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yaitu pemanfaatan medium oleh mikroorganisme lebih efisien,
mempercepat pertumbuhan dan pertumbuhannya lebih homogen.
3. Kultur dengan pengocokan, mengalirkan udara (stirred aerate culture)

Metode ini merupakan pengembangan dari metode kultur dengan
pengocokan, kemudian digunakan pengaduk medium dan jalur udara
atau oksigen. Dikarenakan efisiensi pengocokan dan aerasi produksi
dapat meningkat pesat dan ini merupakan metode yang paling efisien
untuk memproduksi metabolit mikroba dalam skala besar.

4. Kultur berkelanjutan (continuous culture)

Metode ini dilakukan dengan cara berkala mengganti medium padsa
fermentor dengan medium fermentasi yang baru, hal ini akan
menyebabkan proses fermentasi akan terus berlangsung. Metode ini
akan sangat bermanfaat untuk penelitian laboratorium fermentasi,
karena dengan menjaga ketersediaan medium baru kita dapat
menjaga proses fermentasi pada tahapan yang diinginkan sementara

efek yang lain dipelajari.

II.7 Uraian umum antibotika (17,18,19)

Antibiotika adalah suatu senyawa kimia yang dihasilkan oleh fungi
dan bakteri, yang memiliki khasiat mematikan atau menghambat
pertumbuhan kuman, sedangkan toksisitasnya bagi manusia relatif kecil.
Aktivitas antibiotika untuk pertama kalinya ditemukan secara kebetulan
oleh Sir Alexander Fleming (Inggris, 1929, Penicillin) yang merupakan titik

tolak penelitian yang menghasilkan senyawa dengan daya anti infeksi
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yang sangat menakjubkan, yang sekarang dikenal dengan nama
antibiotika. Akan tetapi penemuan Fleming tersebut tidak mempuni_.ra.i arti .
dalam pengobatan praktis, sebelum Florey dan Chain serta kawan-
kawannya di Oxford melakukan penelitian penerapan antibiotika tersebut
dalam terapi. Namun jauh sebelumnya manusia telah menggunakan
sejumlah bahan yang pada saat ini diduga efekiif karena mengandung
bahan yang bersifat antibiotika

Penemuan Vuilemin pada tahun 1889 telah menggunakan istilah
antibiosis (melawan kehidupan) yang diartikan bahwa suatu organisme
menghancurkan organisme lain dalam melindungi kepentingan hidupnya
sendiri. Dari kata dasar inilah berkembang menjadi antibiotika yang luas
digunakan baik oleh masyarakat awam, profesi kesehatan ataupun oleh
ilmu pengetahuan lainnya, sehingga istilah tersebut hampir tidak mungkin
untuk didefinisikan secara memuaskan. Demikan pula Waksman pada
tahun 1943 mengatakan definisi yang lebih luas digunakan, bahwa
antibiotika atau bahan antibiotika adalah bahan yang dihasilkan oleh
mikroorganisme  yang mempunyai kemampuan menghambat atau
mematikan mikroorganisme lain. Di samping itu Bennedict dan Langlyke
mengatakan bahwa antibiotika adalah senyawa kimia yang diturunkan
dari atau diproduksi oleh organisme hidup yang dalam kadar kecil mampu
menginhibisi proses kehidupan mikroorganisme lain. Suatu senyawa yang
digolongkan antibiotika, apabila:

1. Bahan tersebut merupakan produk metabolisme.
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2. Bahan tersebut adalah produk sintesis yang dihasilkan sebagai analog
struktur suatu antibiotika yang terdapat di alam.

3. Bahan tersebut mengantagonis pertumbuhan dan atau keselamatan
satu spesies mikroorganisme atau lebih.

4. Bahan tersebut efektif dalam kosentrasi rendah.

11.7.1 Penggolongan Antibiotika

Antibiotika dapat dibedakan berdasarkan

1. cara kerja atau tipe kerjanya yaitu :

- Bakterisid yaitu suatu senyawa yang pada dosis biasa dapat
berkhasiat mematikan, Bakteri-bakteri yang terkena efek dari zat
bakterisid ini tidak bisa aktif lagi walaupun zat ini sudah dihilangkan
dari lingkungan bakteri itu.

- Bakteriostatik yaitu suatu senyawa yang memiliki kemampuan
menghambat pertumbuhan atau perbanyakan bakteri pada dosis
biasa. Pertumbuhan atau perbanyakan dari bakteri itu akan
berlangsung kambali jika efek zat atau senyawa tersebut sudah
hilang.

- Fungisida yaitu suatu senyawa yang dapat mematikan fungi

- Fungistatik yaitu suatu senyawa yang pada dosis biasa dapat
menghambat perturmbuhan dan perbanyakan fungi. Pertumbuhan

dan perbanyakan ini akan berlangsung kembali jika efek dari

senyawa fungistatik hilang.
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2. Penggolongan antibiotika berdasarkan spektrum aktivitasnya, yaitu :

1 Antibiotika dengan spektrum luas, efektif baik terhadap gram positif
maupun gram negatif. Sebagai contoh adalah turunan tetrasiklin,
turunan amfenikol, turunan aminoglikosida, turunan makrolida,
rifampisin, beberapa turunan penisilin (ampisilin, amoksisilin,
bakampisin, karbenisilin, hetasilin dan lain-lain dan sabagian
turunan sefalosforin,

2 Antibiotika yang aktivitasnya lebih dominan terhadap bakteri gram
positif. Sebagai contoh adalah basitrasin, eritromisin, sebagian
besar turunan penisilin seperti benzil pe;nis'rlim kloksasilin, penisilin
G prokain dan beberapa turunan sefalosporin.

3 Antibiotika yang aktivitasnya lebih dominan terhadap bakteri gram
negatif, sebagai contoh dalah kolistin, polimiksin B sulfat dan
sulfomisin.

4 Antibiotika yang aktivitasnya lebih dominan pada Mycobacteriae,
sebagai contoh adalah streptomisin, kanamisin, sikloserin, vimisin
dan lain-lain.

5 Antibiotika yang aktif terhadap jamur, sebagai contoh adalah
griseofulvin, antibiotika polien (nistatin dan amfoterisin B).

Griseofulvin  merupakan obat antifungi untuk infeksi
dermatofit yang disebabkan  oleh jamur  Trichophyton,
Epidermophyton, dan Microsporum. Terhadap sel muda yang

sedang berkembang grisecfulvin bersifat fungisidal. Obat ini tidak
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efektif terhadap bakteri dan jamur lain dan ragi, Actinomyces dan
Nacordia. Griseofulvin bekerja dengan menghambat mitosis jamur
dengan mengikat protein mikrotubular dalam sel. Griseofulvin
kurang baik penyerapannya pada saluran cerna bagian atas
karena obat ini tidak larut dalam air. Obat ini mengalami
metabolisme dihati dan metabolit utamanya adalah -
metilgriseofulvin.

Nistatin merupakan suatu antibiotik polien yang dihasilkan
oleh Streptomyces noursei. Nistatin menghambat pertumbuhan
berbagai jamur dan ragi, tetapi tidak aktif terhadap bakteri, protozoa
dan virus, jadi tidak menimbulkan masalah superinfeksi. Nistatin
terutama digunakan untuk infeksi candida di kulit, selaput lendir dan
saluran cerna, Obat ini tidak efektif untuk kandidiasis pada kuku
dan kulit yang mengalami hiperkeratinisasi atau berkrusta.
Larutannya mudah terurai dalam air ataupun plasma. Sekalipun
nistatin mempunyai struktur kimia dan mekanisme Kkerja mirip
dengan amfoterisin B, nistatin lebih toksik sehingga tidak digunakan
sebagai obat sisternik. Nistatin tidak diserap melalui saluran cerna,
kulit atau vagina.

Amfoterisin B merupakan hasil fermentasi Strepfomyces
nodosus. Amfoterisin B menyerang sel yang sedang tumbuh dan
sel matang. Aktivitas antijamur nyata pada pH 6,0 - 7,5, berkurang

pada pH yang lebih rendah. Antibiotik ini bersifat fungistatik atau
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fungisidal tergantung dari dosis dan sensitivitas jamur yang
dipengaruhi. Amfoterisin B berikatan kuat dengan sterol yang
terdapat pada membran sel jamur. Ikatan ini akan menyebabkan
membran sel bocor, sehingga terjadi kehilangan beberapa bahan
intrasel dan mengakibatkan kerusakan yang tetap pada sel. Bakteri,
virus dan riketsia tidak dipengaruhi oleh antibiotik ini karena jasad
renik ini tidak mempunyai gugus sterol pada membran seinya.
Pengikatan kolesterol pada membran sel hewan dan manusia oleh
antibiotik ini diduga merupakan salah satu penyebab efek
toksiknya. Resistensi terhadap amfoterisin B ini  mungkin
disebabkan oleh terjadinya perubahan reseptor sterol pada
membrane sel.

& Antibiotika yang aktif terhadap neoplasma (antikanker), Contohnya

adalah aktinomisin, bleomisin, mitomisin, mitramisin dan lain-lain.

11.7.2 Mekanisme Kerja Antibiotika

Berdasarkan mekanisme kerjanya antibiotika dikelompokkan ke

dalam:

1.

Antibiotika yang mengganggu serta merusak metabolisme sel
mikroba.

Mikroba membutuhkan asam folat untuk kelangsungan hidupnya,
karena bakteri pathogen harus mensintesis sendiri asam folat dari
asam para amino benzoat (PABA). Apabila suatu zat antimikroba

menang bersaing dengan asam para amino benzoate untuk diikut
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sertakan dalam pembentukan asam folat maka terbentuk analog asam
folat yang non fungsional, akibatnya kehidupan mikroba akan
terganggu. Contohnya Sulfonamida, Trimetoprin, Asam p-amino
salisilat dan Sulfon.

. Antibiotika yang menghambat sintesis dinding sel mikroba.

Dinding sel mikroba secara kimia adalah peptidoglikan yaitu suatu
kompleks plimer mukopeptida (glikopeptida). Struktur dinding sel dapat
dirusak dengan cara menghambat reaksi pembentukannya atau
mengubahnya setelah dinding sel tersebut selesai dibentuk. Karena
tekanan osmotic dalam sel mikroba lebih tinggi daripada luar sel, maka
kerusakan dinding sel mikroba akan menyebabkan terjadinya lisis. Hal
ini berdasarkan efek bakterisid pada mikroba yang sensitif. Contohnya
Penisilin, Sefalosforin, Basitrasin, Vankomisin dan Sikloserin.

. Antibiotika yang mengganggu keutuhan membran sel mikroba.

Membran sitoplasma mempertahankan bahan-bahan tertentu
didalam sel dan mengatur aliran keluar masuknya bahan-bahan
lain.membran sel memelihara integritas komponen-komponen seluler,
Kerusakan pada membrane ini akan mengakibatkan terhambatnya
pertumbuhan sel atau matinya sel, akibatnya mikroba mati. Contohnya
Palimiksin dan golongan Polien.

. Antibiotika yang menghambat sintesis protein sel mikroba.
Sintesis protein berlangsung diribosom dengan bantuan mRNA dan

tRNA. Pada bakteri ribosom terbagi atas 2 sub unit berdasarkan
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konstanta sedimentasi yaitu ribosom 30S dan 50S. penghambatan
antimikroba dapat terjadi dengan cara; pertama, zat antimikroba
berikatan dengan 30S dan menyebabkan kode pada mRNA salah
dibaca oleh tRNA pada waktu sintesis, akibatnya akan terbentuk
protein yang abnormal dan nonfungsional bagi sel mikroba. Contohnya
Streptomisin dan Kloramfenikol.

Cara yang kedua, zat antimikroba berikatan dengan ribosom 505
dan menghambat translokasi kompleks tRNA peptida dari lokasi asam
amino ke lokasi peptida. Akibatnya rantai polipeptida tidak dapat
diperpanjang karena lokasi asam amino tidak dapat menerima
kompleks tRNA-asam amino yang baru. Contohnya Streptomisin dan
Kloramfenikol.

. Antibiotika yang menghambat sintesis asam nukleat sel mikroba.

DNA dan RNA memegang peranan penting dalam proses
kehidupan normal sel. Hal ini berartl bahwa gangguan apapun yang
terjadi pada pembentukan atau pada fungsi zat-zat tersebut dapat
mengakibatkan kerusakan total pada sel, Zat antimikroba bekerja
dengan cara berikatan dengan enzim polymerase-RNA (pada sub unit)
sehingga menghambat sintesis RNA dan DNA oleh enzim tersebut.

Contohnya Rifampisin dan golongan Kuinolon.



I1.8 Pengujian Aktivitas antibiotika (9) \\\\
I1.8.1 Metode Pengenceran (Turbidimetri)

Metode ini menggunakan teknik tabung pengenceran
penghambatan pertumbuhan (berkurangnya pertumbuhan) yang di
hasilkan oleh sampel yang di uji terhadap pertumbuhan mikroarganisme
dapat di ukur dengan alat Fotokolorimeter. Prinsip kerjanya yaitu cahaya
yang mengenai selsel mikroorganisme di dalam sampel akan
dihamburkan sedangkan cahaya yang diteruskan setelah melewati
suspensi mikroorganisme akan mengaktivasi foto tabung yang akan
mencatat persen transmitan (%T). Makin sedikit jenis sel di dalam
suspensi maka makin besar intensitas cahaya yang lolos dan semakin
tinggi pula persen transmitan yang tercatat.

I.8.2 Metode Difusi

Metode difusi adalah proses perembesan larutan contoh media.
Pada media ini kemampuan zat antibiotika ditentukan berdasarkan daerah
hambatan yang dibentuk oleh larutan contoh terhadap pertumbuhan
mikroorganisme uji pada media tersebut. Beberapa modifikasi dari cara
ini adalah :

1, Metode Difusi dengan Plat Silinder

Cara ini berdasarkan perbandingan antara daerah hambatan yang
dibentuk oleh larutan contoh terhadap pertumbuhan mikroorganisme

dengan daerah hambatan yang terjadi oleh larutan pembanding. Pada
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cara ini digunakan plate silinder yang diletakkan pada media
kemudian larutan contoh dimasukkan ke dalam plate silinder tersebut.
Metode Difusi dengan Cup Plate

Prinsip cara ini sama dengan plat silinder perbedaannya disini
digunakan mangkok yang dibuat langsung pada media agarnya.
Metode Difusi dengan Kertas Saring.

FPerbedaan metode ini dengan cara-cara di atas yaitu pada metode ini
digunakan kertas saring yang dibuat dengan bentuk dan ukuran
tertentu biasanya berbentuk bulat dengan diameter 0,7-1,0 cm yang
nanti akan dicelupkan dalam larutan contoh dan larutan pembanding.
Pengamatan dilakukan setelah masa inkubasi dengan mengukur
daerah hambatan yang terjadi.

Metode Difusi Kirby Bauer

Pinsip dan cara kerjanya sama dengan metode difusi kertas saring.
Perbedaanya adalah di sini menggunakan alat untuk meletakkan
kertas saring ke dalam cawan petri yang berukuran 15x150 mm
sehingga langsung di uji dengan berbagai variasi konsentrasi dalam
larutan contoh.

Metode Agar Berlapis

Cara ini merupakan dari cara Kirby Bauer. Perbedaannya adalah
pada cara ini menggunakan dua lapis agar, lapisan pertama "Base
Layer" tidak mengandung bakteri, sedangkan lapisan kedua "Up

Layer” mengandung bakteri yang dicampurkan pada media agar.



25

1.8.3 Metode Enzimatik

Metode pengujian ini sangat spesifik, dan secara kuantitatif dalam
waktu singkat dapat menentukan jumlah produk hasil fermentasi, juga
dapat membedakan antara komponen yang aktif secara biologi dengan
yang tidak aktif. Caranya adalah dengan menambahkan sejumlah enzim
tertentu kedalam medium kultur cair yang telah diinokulasikan mikroba uji
serta ditambahkan komponen yang akan diujikan sehingga akan
menyebabkan terjadinya beberapa perubahan pada produk hasil

fermentasi yang dapat diukur.



119 Sistematika Mikroba Uji (20,21)

1.9.1 Candida albicans

Divisi : Eumycophyta
Kelas : Ascomycetes
Bangsa : Saccharomycetales
Famili : Cryptococcaceae
Genus : Candida

Species : Candida albicans

Spesies candida dianggap Yeast karena tumbuh pada budaya
tipikal pada ukuran 4-6 pm, berbentuk lingkaran atau oval dibawah kondisi
dan suhu terbaik. Perhatian besar lebih banyak ditujukan kepada
Candida albicans karena sering menyebabkan penyakit dibandingkan
dengan spesies lainnya. Penyakit yang disebabkan oleh candida adalah
Kandidiasis. Kandidiasis ini yang paling sering dijumpai pada infeksi akut

dan kronik dari kulit, kuku dan membran mukosa.



BAB Il
PELAKSANAAN PENELITIAN

ll.1 Alat dan bahan yang digunakan

Alat-alat yang digunakanadalah autoklaf, botol pengencer, cawan
petri (Pyrex), inkubator (Memmert), jangka sorong (Sunlon), Laminar Air
Flow (Enviro), lemari pendingin (Panasonic), Lampu spritus, mikroskop
(Passed), oven (WTE Binder), ose, Paper disc (oxoid), sentrifuge (DSD
154), Spektrofotometri UV-Vis (Model 340), Shaker (MSP VX2), timbangan
analitik (Chyo JL 200).

Bahan-bahan vyang digunakan dalai Actinomycetes isolat C,
Alkohol 70%, Aluminium foil, biakan murni Candida albicans, larutan NaCl
fisiologis, Medium Glicerol yeast Ekstrak Agar (Difco), Medium produksi
(Difco), Medium Maltose Yeast Ekstrak Broth (Difco), Medium Potato

Dextrosa Agar (Pronadisa).

1.2 Sterilisasi Alat

Alat-alat yang digunakan dicuci dengan air dan detergen kemudian
dibilas dengan air suling, selanjutnya dikeringkan, dibungkus dan

disterilkan. Uniuk alat-alat yang terbuat dari gelas disterilkan

menggunakan oven pada suhu 170°C selama 2 jam. Alat-alat logam

disterilkan dengan cara dipijarkan menggunakan lampu spritus,

sedangkan untuk alat-alat yang tidak tahan pada pemanasan tinggi

27
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disterilkan dalam autoklaf pada suhu 121°C, tekanan 2 atm selama 15

menit.

1l.3 Pembuatan Medium (23)

a. Medium GYEA (Glycerol Yeast Extract Agar) dengan komposisi :

Gliserol 5,0 gram
Ekstark Yeast 2,0 gram
Agar 15,0 gram
KaHPO, 0,1 gram
Pepton 25,0 gram
Air suling ad 1000 ml
pH 7.0
Cara mebuat :

Bahan-bahan ditimbang sesuai dengan kebutuhan kemudian
masing-masing bahan-bahan tersebut disuspensikan dengan air lalu
dipanaskan sampai mendidih hingga semua bahan homogen, diukur
pH nya. Air yang hilang selama pemanasan diganti dengan
menambahkan air suling sampai volume 1000 ml. disterilkkan dalam

autoklaf pada suhu 121°C selama 15 menit pada tekanan 2 atm.

b. Potato Dextrose Agar (PDA) dengan komposisi :

Potato 10,0 gram

Glukosa 40,0 gram

Agar 15,0 gram
5,6

pH d
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Cara membuat :

Bahan-bahan ditimbang sesuai kebutuhan kemudian masing-
masing bahan tersebut disuspensikan dengan air lalu dipanaskan
sampai mendidih hingga semua bahan homogen, diukur pH nya. Air
yang hilang selama pemanasan diganti dengan menambahkan air
suling sampai volume 1000 ml. disterilkan dalam autoklaf pada suhu
121°C selama 15 menit pada tekanan 2 atm.

Maltose Yeast Extract Broth dengan komposisi :

Extract yeast 4,0 gram
Air suling ad 1000 mi

Cara membuat :

Bahan-bahan ditimbang sesuai kebutuhan kemudian masing-
masing bahan tersebut disuspensikan dengan air lalu dipanaskan
sampai mendidih hingga semua bahan homogen, diukur pH nya. Air
yang hilang selama pemanasan diganti dengan menambahkan air
suling sampai volume 1000 ml. disterilkan dalam autoklaf pada suhu

121°C selama 15 menit pada tekanan 2 atm.

Medium Produksi dengan komposisi :

Glukosa 20,0 gram
Pati terlarut 10,0 gram
Tepung kedelai 25,0 gram

10,0 gram

Extract yeast
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MNaCl

2,0 gram
Air Suling ad 1000 mil
pH 7,0

Cara membuat :

Bahan-bahan ditimbang sesuai kebutuhan kemudian masing-
masing bahan tersebut disuspensikan dengan air lalu diaduk hingga
semua bahan homogen, diukur pH nya. Air yang hilang selama
pemanasan diganti dengan menambahkan air suling sampai volume
1000 ml. disterilkan dalam autoklaf pada suhu 121°C selama 15 menit

pada tekanan 2 atm.

ll.4 Pengambilan dan penyiapan sampel
lil.4.1 Pengambilan sampel

Sampel diambil dari koleksi laboratorium Mikrobiologi Fakultas
Farmasi Universitas Hasanuddin, yang merupakan hasil isolasi dan
karakterisasi dari Odel SB.
Il.4.2 Peremajaan sampel isolat Cc

Sampel isolat C diinokulasikan 1 ose dalam medium Glycerol yeast
extract agar kemudian diinkubasi selama 1x24 jam pada suhu 37°C

kernudian ditambahkan larutan NaCl fisiologis sebanyak 10 ml.

Il.4.3 Pembiakan Sampel isolat &

Suspensi sampel yang telah diremajakan, diinckulasikan dalam 100

ml medium pembenihan cairf MY-Broth lalu diinkubasi pada suhu kamar
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selama 1x24 jam dan dikocok menggunakan shaker dengan kecepatan
170 rpm.

l.4.4 Fermentasi Isolat C

Dimasukkan 75 ml Inokulum kedalam erlenmeyer yang berisi 750 ml
medium produksi, lalu difermentasikan selama 7x24 jam pada suhu
kamar, kemudian diambil tiap hari masing-masing 40 ml dan dimasukkan

kedalam 4 tabung sentrifuge untuk dipisahkan filtrat dan residunya.

lll.5 Penyiapan Mikroorganisme uji
l11.5.1 Peremajaan khamir uji (24)

Khamir uji yaitu Candida albicans yang berasal dari biakan mumi
diambil 1 ose lalu diinokulasikan dengan cara digoreskan pada medijum
PDA miring lalu diinkubasi pada suhu kamar selama 3x24 jam.

I1.5.2 Pembuatan Suspensi khamir uji (24)

Khamir uji yang telah diremajakan disuspensikan dengan larutan

NaCl fisiologis steril lalu diukur transmitannya pada 75% T menggunakan

Spektrofotometer, sebagai blanko digunakan larutan NaCl fisiologis.

I1l.6 Pemeriksaan aktivitas antifungi
Medium Potato Dextrosa Agar (PDA) didinginkan hingga suhu
259C. kemudian 15 mi medium PDA dicampur dengan 2 ml suspensi

mikroba uji dan dituang secara aseptik kedalam cawan petri steril dan

dibiarkan hingga Etengah memadat. Kemudian masing—masing paper disc

yang sudah ditetesi dengan filtrat dan residu hasil fermentasi diletakkan
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secara aseptic, sebanyak 0,2 ml dalam cawan petri tersebut, kemudian

diinkubasi pada suhu kamar selama 2x24 jam. Daerah hambatan berupa

zona bening disekitar paper disc, diukur dan dicatat.

.7 Pengolahan dan Analisis Data

Data vyang diperoleh dikumpulkan dari masing-masing hasil

pengujian akiivitas antifungi filtrat dan residu.

Ill.B Penarikan Kesimpulan

Kesimpulan diambil berdasarkan hasil pembahasan dan

perhitungan statistik.



BAB IV

HASIL DAN PEMBAHASAN

IV.1 Hasil Penelitian
Setelah dilakukan fermentasi selama 9 hari terhadap Actinomycetes
isolat C diperoleh data seperti pada tabel 1.

Tabel 1. Hasil Pengukuran Daya Hambat Filtrat dan Residu Hasil
Fermentasi Actinomycetes isolat C Terhadap Mikroba Uji Candida

albicans
Replikasi Lama Fermentasi (hari)
1 ]2 [3 4 5 3 7 B 9
I [0 |0 [11,35 [14,80 | 16,10 | 17,25 | 15,20 | 13,40 | 7,55
F
! W |o |0 |[12,25 14,60 | 17,00 | 19,15 | 17,10 | 14,15 | 8,70
L
R (M |o |o [915 |1210 |1510 |17,10 | 14,60 | 13,60 |8,20
A
1 T |0 |0 |38,05 4150|4820 [53,50 [46,90 | 41,15 | 24,45
x |0 |0 |1268 |13.83 |1607 |17,83 | 15863 | 13,72 | 8,15
i |0 |0 |70 |9.30 1220 [1240 [11,15 [8,75 [835
g In |o |o |70 |1015 |13,10 (11,70 | 1065 | 9,60 |7,75
E
5
, m |o |o |700 |e50 |[1265|12,00 |10,30 |9,00 (7,20
o
* = 10 |0 |21.80 |2895 37,95 3610 | 32,10 | 2835 |23,30
« |lo |o |720 |e65 |1265 12,03 |10,70 (945 |(7.77
-

IV.2 Pembahasan
Fermentasi Actinomycetes isolat C yang berasal dari tanah asal

kecamatan Larantuka kabupaten Flores Timur dilakukan dengan

menumbuhkannya pada medium Glicerol Yeast Extract Agar. Medium ini

merupakan sumber nitrogen, asam-asam amino peptida, vitamin dan juga

karbohidrat kemudian diinkubasi selama 1x24 jam pada suhu 37°C.

Actinomycetes ieolat C yang telah ditumbuhkan kemudian dipindahkan

33
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kedalam medium MY-Broth (Maltosa Yeast Broth) hal ini dilakukan agar
Actinomycetes isolat C tetap terpenuhi kebutuhan nutrisinya sehingga
dapat berkembangbiak dengan baik kemudian dikocok menggunakan
shaker dengan kecepatan 150 rpm selama 1x24 jam pada suhu kamar.
Penggunaan shaker bertujuan agar perkembangbiakan isolat C dan nutrisi
yang terdapat didalam Erlenmeyer terbagi secara merata. Setelah
dishaker selama 1x24 jam isolat C tersebut difermentasikan selama 9 hari.
Pada penelitian ini dilakukan fermentasi selama 9 hari dengan variasi
pengambilan Actinomycetes isclat C setiap 1x24 jam. Hal ini
dimaksudkan, agar dapat diketahui waktu yang paling baik untuk
memproduksi Actinomycetes isolat C yaitu saat terjadi pembentukan zat
aktif antifungi yang maksimal. Kebanyakan dari produk antibiotika
dihasilkan dari metabolit sekunder mikroba yang pembentukannya terjadi,
pada saat fase stasioner yaitu saat kepadatan seinya menjadi lebih tinggi.
Hipotesis sel yang dapat diambil, pada kepadatan sel yang rendah,
pertumbuhan secara cepat dan oleh sebab itu metabolisme primer
merupakan prioritas utama, hanya pada saat pertumbuhan menjadi

perlahan, yaitu saat kepadatan sel tinggi, menyebabkan sel mengeluarkan

banyak energy untuk bisa memproduksi metabolit sekunder berupa

antibiotik (4). Setelah isolat difermentasikan, isolat C tersebut disentrifuge

dengan kecepatan 750 rpm selama 15 menit untuk memisahkan filtrat dan

residunya, hal ini dilakukan karena mikroorganisme dapat menghasilkan

antifungi diluar sel (ekstra sel) yaitu yang terdapat pada filtrat atau dapat
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puls dianiienn. ik miam sa mikroorganisme (intrasel) yang terdapat pada

residu(25).

Pengujan aktivitas antifungi dilakukan berdasarkan metode difusi
agar dengan menggunakan paper disc, medium PDA (Potato Dextrosa
Agar) dan Candida albicans sebagai mikroba uji. Daya kerja antifungi
dapat dilihat pada saat isolat C yang terdapat pada paper disc berdifusi ke
medium uji untuk menghambat pertumbuhan Candida albicans. Daerah
hambatan Actinomycetes isolat C berupa Zona bening disekitar paper
disc. Metode ini merupakan salah satu cara untuk menguji kesanggupan
antifungi dalam membunuh atau menghambat pertumbuhan
mikroorganisme hidup (3).

Hasil fermentasi yang dilakukan terhadap actinomycetes isolat C
selama 9 hari menunjukkan bahwa ada pengaruh antara lama fermentasi
dengan produksi antifungi. Data yang diperoleh memperiihatkan akfivitas
antifungi paling besar yaitu pada filtrat hari ke 6 sebesar 17,25 mm, 18,15

mm, dan 16,30 mm. hal ini dapat dilihat pada gambar 1.
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Gambar 1. Grafik Zona hambatan Actinomycetes terhadap pertumbuhan
Candida albicans.

Jika dibandingkan dengan hasil penelitan Odel SB (5) yang
memperlihatkan daya hambat paling besar terjadi pada residu hari ke 5,
maka terlihat adanya perbedaan hasil yang diperoleh. Hal ini dikarenakan,
pada penelitian sebelumnya masih menggunakan skala tabung reaksi
untuk fermentasi. pada kondisi tersebut tidak terjadi pengadukan yang
baik dalam media fermentasi, juga terjadi perbedaan kadar oksigen pada

skala tabung reaksi dengan Erlenmeyer. Selain itu, pada penelitian

sebelumnya residu yang diperoleh langsung diuji, padahal disekitar sel

masih tersisa filtrat dan daerah disekitar sel merupakan daerah yang

paling pekat sehingga memungkinkan pada saat pengujian yang teruji

adalah filtrat.
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Dari d : .
an data yang diperoleh Jika dihubungkan dengan pustaka (12)

tentang kurva pertumbuhan maka hari pertama dan kedua terjadi fase

adaptasi,pertumbuhannya dipercepat dan terjadi fase pertumbuhan

logaritmik karena pada saat tersebut belum terjadi penghambatan

actinomycetes terhadap pertumbuhan Candida albicans. Pada hari ketiga
kemungkinan terjadi fase pertumbuhan mulai terhambat, hal ini
disebabkan karena pada hari ketiga sudah mulai terjadi pengurangan
nutrient dan sudah mulai terjadi penimbunan hasil-hasil metabolisme
sehingga pada fase ini mikroba mulai mengeluarkan metabolitnnya.
Kemudian pada hari ke 4-7 mulai masuk pada fase stasioner karena
pertumbuhan mikroorganisme mulai berhenti dan terjadi keseimbangan
antara jumlah sel yang membelah dengan jumiah sel yang mati, dan
puncaknya terjadi pada hari ke enam, ini dapat dilihat dari zona hambatan
yang terbentuk merupakan zona hambatan terbesar aclinomycetes

terhadap pertumbuhan Candida albicans. Pada hari 8-9 masik pada fase

kematian logaritma hal ini dapat dilihat dari zona hambatan yang terbentuk

semakin kecil karena jumiah sel yang mati terus meningkat, penysbabnys

adalah karena ketidaktersediaan nutrisi.



kedalom medin MY-Broth (Malicas Yeast Broth) hal ini dilakukan

Actinomycetes isolat C tetap

agar
terpenuhi kebutuhan nutrisinya sehingga
dapat berkembangbiak dengan baik kemudian dikocok menggunakan

shaker dengan kecepatan 150 rpm selama 1x24 jam pada suhu kamar.

Penggunaan shaker bertujuan agar perkembangbiakan isclat C dan nutrisi
yang terdapal didalam Erlenmeyer terbagi secara merata. Setelah
dishaker selama 1x24 jam isolat C tersebut difermentasikan selama 9 hari.
Pada penelitian ini dilakukan fermentasi selama 8 hari dengan variasi
pengambilan Actinomycetes isolat C setiap 1x24 jam. Hal ini
dimaksudkan, agar dapat diketahui waktu yang paling baik untuk
memproduksi Actinomycetes isolat C yaitu saat terjadi pembentukan zat
aktif antifungi yang maksimal. Kebanyakan dari produk antibiotika
dihasilkan dari metabolit sekunder mikroba yang pembentukannya terjadi,
pada saat fase stasioner yaitu saat kepadatan selnya menjadi lebih tinggi.
Hipotesis sel yang dapat diambil, pada kepadatan sel yang rendah,

pertumbuhan secara cepat dan oleh sebab itu metabolisme pﬁmar

merupakan prioritas utama, hanya pada saat pertumbuhan menjadi

perlahan, yaitu saat kepadatan sel tinggi, menyebabkan s ORI

banyak energy untuk bisa memproduksi metabolit sekunder berupa

- : isentrif
antibiotik (4). Setelah isolat difermentasikan, isolat C tersebut disentrifuge

dengan kecepatan 750 rpm selama 15 menit untuk memisahkan filtrat dan
- | =

residunya, hal ini dilakukan karena mikroorganisme dapat menghasilkan
' i da filtrat atau dapat
antifungi diluar sel (ekstra sel) yaitu yang terdapat pa
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pula dihasilkan didalam se| mikroorganisme (intrasel) yang terdapat pada
residu(29).

Pengujan aktivitas antifungi dilakukan berdasarkan metode difusi
agar dengan menggunakan paper disc, medium PDA (Potato Dextrosa
Agar) dan Candida albicans sebagai mikroba 4. Daya kerja antifungi
dapat dilihat pada saat isolat C yang terdapat pada paper disc berdifusi ke
medium uji untuk menghambat pertumbuhan Candida albicans. Daerah
hambatan Actinomycetes isolat C berupa Zona bening disekitar paper
disc. Metode ini merupakan salah satu cara untuk menguji kesanggupan
antifungi dalam  membunuh atau menghambat pertumbuhan
mikroorganisme hidup (3).

Hasil fermentasi yang dilakukan terhadap actinomycetes isolat C
selama 9 hari menunjukkan bahwa ada pengaruh antara lama fermentasi
dengan produksi antifungi. Data yang diperoleh memperlihatkan aktivitas
antifungi paling besar yaitu pada filtrat hari ke 6 sebesar 17,25 mm, 19,15

mm, dan 16,30 mm. hal ini dapat dilihat pada gambar 1.
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Gambar 1. Grafik Zona hambatan Actinomycetes terhadap pertumbuhan
Candida albicans.

Jika dibandingkan dengan hasil penelitian Odel SB (5) yang
memperlihatkan daya hambat paling besar terjadi pada residu hari ke 5,
maka terlihat adanya perbedaan hasil yang diperoleh. Hal ini dikarenakan,
pada penelitian sebelumnya masih menggunakan skala tabung reaksi

untuk fermentasi. pada kondisi tersebut tidak terjadi pengadukan yang

baik dalam media fermentasi, juga terjadi perbedaan kadar oksigen pada

skala tabung reaksi dengan Erlenmeyer. Selain itu, pada penelitian

sebelumnya residu yang diperoleh langsung diuji, padahal disekitar sel

masih tersisa filtrat dan daerah disekitar sel merupakan daerah yang

paling pekat sehingga memungkinkan pada saat pengujian yang teruji

adalah filtrat.



L ay

Dari data i ii i \
yang diperoleh jika dihubungkan dengan pustaka {12]:'.

tentang kurva pertumbuhan maka hari pertama dan kedua terjadi f;
riadi fase

adaptasipertumbuhannya dipercepat dan terjadi fase pertumbuhan

logaritmik karena pada saat tersebyt belum terjadi penghambatan

actinomycetes terhadap pertumbuhan Candida albicans. Pada hari ketiga
kemungkinan terjadi fase pertumbuhan mulai terhambat hal ini
disebabkan karena pada hari ketiga sudah mulai terfadi pengurangan
nutrient dan sudah mulai terjadi penimbunan hasil-hasil metabolisme
sehingga pada fase ini mikroba mulai mengeluarkan metabolitnnya.
Kemudian pada hari ke 4-7 mulai masuk pada fase stasioner karena
pertumbuhan mikroorganisme mulai berhenti dan terjadi keseimbangan
antara jumlah sel yang membelah dengan jumiah sel yang mati, dan
puncaknya terjadi pada hari ke enam, ini dapat dilihat dari zona hambatan

yang terbentuk merupakan Zona hambatan terbesar actinomycetes

terhadap pertumbuhan Candida albicans. Pada hari 8-9 masik pada fase

kematian logaritma hal ini dapat dilihat dari zona hambatan yang terbentuk

: i babn
semakin kecil karena jumiah sel yang mati terus meningkat, penye ya

adalah karena ketidaktersediaan nutrisi.



BAB V

KESIMPULAN DAN SARAN

V.1 Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan, maka dapat

diambil kesimpulan bahwa:

Lama fermentasi yang paling baik untuk menghasilkan senyawa antifungi
dari Actinomycetes isolat C dengan melihat zona hambatan paling besar

adalah selama 6 har.

V.2 Saran

1. Disarankan untuk melakukan pengujian terhadap pengaruh
penggunaan sumber carbon dan Nitrogen untuk meningkatkan
produksi

2. Disarankan untuk melanjutkan fermentasi dalam skala yang lebih

besar dengan menggunakan Fermentor

3. Disarankan untuk melakukan elusidasi struktur untuk menentukan

senyawa antifunginya.

a8
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Lampiran 1

SKEMA KERJA

l Dinckulasikan pada Medium GYEA,
Diinkubasi 1x24 jam pada suhu kamar

Isciat G yang telak Diremajakan

l- Disuspansikan dengan 10 mi

Mall fisiologis

Pembenihan

* + TS5 ml Medium MY-BROTH
+ Diinkubasi 1x24 Jam pada suhu kamar

- Dishaker 1x24 jam

Dhfermentasi

+ + Mediom produksi 750 mi
* Dimasukkan dalam fermenior 9x24 jam pada

Biakan Muni Khamir

Liji

* Diinckulasikan pada
Bedium PO,

+ Dinkubasi x24 jam
pada subu kamar

Fharmir Ui yang
telah Eﬁr‘ﬂ.m.jai;gn

* Disuspansikan dengan
10 mil HaCl fisiologis

Buspens
Ehimnir Lji

TE% T mengguneken
spekirofolomeler

suhu kamar
Hasil Frementasi
l- Disentrifuge
Sampel Ui
» [Filtrat & Residu
— Medmirn Ui —
= + Medium PDA
» Dinkubasi 2x 24 jam pada subu kamar
Fona Hambatan

Pangamatan dan Pengumpulan Data

v

Analisis data Stabstik

¥

Pembahasan

v

Kesimpulan

= Diukur transmittannya pada
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{(32,75)% + (a1 5)° + (48,2)2 +
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JK Perlakuan = ... (24,45)%)
3 - FK
12386,08
= - 3064,54
3
= 4128,69 - 3064,54
= 1064,15
JK Galat = JK Total — JK Perlakuan
= 1084,15 - 106415
= 20
Tabel Analisis Varians (ANAVA)
E hi F table
SK DB JK KT itung e o
Perlakuan B8 |1084,15| 59,12 |53,75% 2,591 3,71
Galat 18 20 1"
Total 26 | 1084,15
Keterangan :

ss = sangat signifikan

Kesimpulan :

Karena F hitung > F tabel 5

s, dan 1%, maka ada pengaruh yang sangat
dan hasil fermentasi

nyata antara lama fermentasi

KK =

KTG

x 100 %
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4148,69 — 3064,54

1084,15

Lampiran ||
Hasil Perhitungan Filtrat Acting i
m
Rancangan Acak Lengkap (RAL) yeeles isolat C dengan metode
Lama Replikasi
fermentasi l e z X
(hari) I T

2 0 0 0 0 0

3 11.35 12,25 9,15 36,60 12,20
4 14,80 14,60 12,10 41,50 13,83
5 16,10 17,00 15,10 48,20 16,07
6 17,25 19,15 16,30 52,70 17,57
7 15,20 17,10 14,60 48,90 15,63
8 13,40 14,15 13,60 41,15 13,72
2] 7.55 8,70 8,20 24,45 8,15
¥ 95.65 102,95 89,05 287 65 95,58
| X 10,63 11,44 9,89 31,06 10,65

(287,65)°
FK = = 3064 54
27
JKTotal = {(11,35)+(12,25)*+(9,16)*+.....(8.20)} - FK
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V1
= X 100 %
10,65
1,048
= — x100%
10,65
= 98%

karena nilai koefisien keragaman yakni 9.8% maka dilanjutkan dengan

analisis uji BNT (beda nyata terkecil)

=“~J 0,244

= 0,49

BNTO005 =t0,05x049
=2.101 x 0,49
= 1,03

t 0,01 x 0,49

]

BNT 0,01

2 878 x 0,49

=141
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Pengaruh

et A B T oo el Pada Jarak P

A D) = A = F T G THTi
B (0) 0 " ¢ i ) - i
C(10,92) |1092% [1092% | .

D(13,83) | 1383% | 1383% |29¢5%| _ z |
E(16,07) | 16,07% | 16,07° | 5,15%8 | 9.9458

F (17,57) 17.67% | 17,57%% | 6,65 | 3,745 | 15% | 3
G(1563) | 1563 | 1563% | 4,715 | 185 | paq™ 1045 | TN B
H{13.71) | 13,71% | 13,71%% | 2,79° | 012" | 2,365 | 3.85%° 102% . |.
I (8,15) 8" | 815™ | 2.77% | 568% | 7.92% | g.42% | 7.45% 556% | -
Keterangan :

S5 = Sangat Signifikan

S = Signifikan

NS = Non Signifikan

Kesimpulan :
Dari hasil pengukuran daya hambat, diketahui bahwa hasil fermentasi hari

ke 6 adalah yang paling besar zona hambatannya terhadap candida
albicans dan setelah dilakukan uji Beda Nyata Terkecil (BNT) diketahui

bahwa hari ke 6 semuanya berbeda sangat nyata terhadap waktu

fermentasinya.
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Gambar 2. Daya hambat dari aktivitas antifungi dari hasil fermentasi hari
ke 5 Actynomycetes isolat C terhadap Candida albicans.



Gambar 3. Daya hambat dari aktivitas a
enam Actinomycetes isolat C te

ETITRAT

ntifungi hasil fermentasi hari ke
rhadap Candida albicans.
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Gambar 4. Daya hambat dari aktivitas antifungi hasil fermentasi hari ke
Candida albicans.

tujuh Actinomycetes isglat C terhadap



