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Abstrak: Perkembangan kasus infeksi dan penggunaan antibiotik yang kurang tepat menimbulkan kasus
resistensi antibiotik. Alternatif dalam mengatasi banyaknya antibiotik yang sudah resisten bakteri, yaitu
dengan penemuan antibiotik baru. Proses penemuan antibiotik salah satunya dari mikroorganisme, yaitu
dari bakteri. Proses eksplorasi penemuan antibiotik tersebut menggunakan pendekatan fase pertumbuhan
bakteri, yaitu fase stasioner dimana bakteri memproduksi metabolit sekunder, salah satunya adalah
senyawa antibiotik. Isolat Te.325 merupakan bakteri penghasil antibiotik tetapi belum diketahui fase
pertumbuhannya yang dapat digunakan untuk melakukan pendekatan proses perolehan antibiotik.
Tujuan penelitian ini untuk mendapatkan waktu fase pertumbuhan isolat Te.325 dan melakukan ekstraksi
senyawa antibiotik dari isolat tersebut. Penentuan kurva pertumbuhan yaitu berdasarkan berat biomassa
sel dan nilai absorbansi pada spektrofotometri UV/ Vis dari kultur yang disampling setiap hari selama
14 hari waktu inkubasi kultur. Hasil penelitian menunjukkan fase log/eksponensial pada hari ke-5 dan
fase stasioner pada hari ke-9. Aktivitas antibakteri ekstrak etil asetat dilakukan pengujian menggunakan
metode sumuran dengan konsentrasi ekstrak 40% yang menghasilkan rata-rata diameter zona hambat
sebesar 8,04 mm terhadap bakteri uji Staphylococcus aureus dan 9,035 mm pada Escherichia coli.
Ekstrak etilasetat Te.325 tergolong dalam potensi sedang.

Kata kunci: Actinomycetes, Escherichia coli, metabolit sekunder, rizosfer, spektrofotometri UV-Vis,
Staphylococcus aureus

Abstract: The development of infection cases and inappropriate use of antibiotics has led to cases of
antibiotic resistance. An alternative to overcoming the many antibiotics that are already resistant to
bacteria has led to the discovery of new antibiotics. One of the processes of discovering antibiotics is
from microorganisms, namely bacteria. The exploration process for the discovery of antibiotics uses a
bacterial growth phase approach, namely the stationary phase which produces secondary metabolites,
one of, which are bacteria that contain antibiotic compounds. Te.325 isolate is a producer of bacterial
antibiotics but The growth phase is not yet known and can be used to approach the process of obtaining
antibiotics. The study was to obtain the growth phase time of the Te.325 isolate and to extract antibiotic
compounds from the isolate. The determination of the growth curve is based on the weight of cell
biomass and the absorbance value on UV/ Vis spectrophotometry of the culture sampled every day for
14 days of culture incubation. The results showed a log/exponential phase on 5th day and a stationary
phase on 9th day. The activity test of the ethyl acetate extract was carried out using the well method with
an extract concentration of 40%, which resulted in an average diameter of 8.04mm in Staphylococcus
aureus and 9.035mm in Escherichia coli. The ethyl acetate extract of Te.325 has medium potency.
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PENDAHULUAN

INFEKSI menjadi salah satu penyebab kasus kematian
sebesar 50-70% pada beberapa rumah sakit. Mayoritas
kasus infeksi yang banyak terjadi di masyarakat,
antara lain: infeksi golongan Enterobacteria dari
golongan Escherichia, Salmonella, Shigella,
Klebsiela, Staphylococcus aureus, dan Pseudomonas
aeruginosa™®.

Penanganan infeksi bakteri yaitu dengan ter-
api antibiotik. Seiring perkembangan kasus infeksi,
terdapat banyak bakteri yang mengalami resistensi
terhadap antibiotik. Resisten antiobiotik dapat menye-
babkan beberapa wabah infeksi yang serius, bahkan
menyebabkan kematian. Alternatif cara mengatasi
banyaknya antibiotik yang sudah resisten bakteri,
salah satunya dengan melakukan penemuan antibiotik
baru. Penemuan antibiotik baru perlu dilakukan yang
bertujuan untuk mendapatkan antibiotik yang mampu
menjadi alternatif penghambatan atau mematikan
bakteri yang telah resisten terhadap beberapa antibi-
otik®. Penemuan senyawa tersebut merupakan hasil
metabolit dari suatu mikroorganisme, salah satunya
bakteri Actinomycetes®. Actinomycetes merupakan
bakteri gram positif yang terbukti mampu menghasil-
kan metabolit sekunder, salah satunya senyawa anti-
biotik. Actinomycetes terutama Streptomyces mampu
menghasilkan sebanyak 95% dari 2000 antibiotik®.
Actinomycetes banyak ditemukan seperti pada rizosfer
ataupun tempat ekstrim seperti daerah kawah gunung
berapi dan membutuhkan temperatur untuk tumbuh
sekitar 25-37°C yang ukuran besar dengan kecend-
erungan untuk membentuk rantai atau filament®.

Senyawa metabolit yang berpotensi sebagai
antibiotik diproduksi setelah bakteri memasuki fase
awal stasioner dan terakumulasi pada fase akhir
stasioner®. Fase pertumbuhan suatu bakteri mempu-
nyai waktu pertumbuhan yang variatif”. Waktu fase
pertumbuhan antar bakteri yang bervariasi mempen-
garuhi waktu inkubasi yang diperlukan suatu bakteri
dalam mencapai fase stasioner dimana bakteri mulai
melakukan metabolisme sekunder yang menghasilkan
metaboli sekunder, salah satunya senyawa antibio-
tik®. Optimasi waktu pertumbuhan dapat dilakukan
berdasarkan serapan spektrofotometer UV/Vis pada
panjang gelombang 600 nm pada Actinomycetes yang
diisolasi di lautan®.

Berdasarkan uraian-uraian tersebut, peneli-
tian mengenai penentuan kurva pertumbuhan isolate
bakteri Te.325 dan uji aktivitas antibakteri ekstrak
etil asetat metabolit sekundernya terhadap bakteri
Staphylococcus aureus dan Escherichia coli.
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BAHAN DAN METODE

BAHAN. Starter isolat Te.325 yang telah dilakukan
isolasi dari rizosfer tanaman tebu (Saccharum
officinarum L) di Madugondo, Desa Sitimulyo,
Kecamatan Piyungan, Kabupaten Bantul,
Provinsi Daerah Istimewa Yogyakarta
(7°49'57.9"S110°26'01.1"E), Starch Nitrate Broth
(SNB)19, media Brain heart infusion (BHI), media
Mueller Hinton, dan bakteri uji Staphylococcus aureus
dan Escherichia coli (E. coli).

METODE. Pembuatan Kultur Stater. Isolat
Te.325 sebanyak 5 mL diinokulasi ke dalam media
SNB sebanyak 50 ml pada erlenmeyer 100 ml (1:10)
yang diinkubasi selama 5 hari pada suhu kamar
dengan pengadukan menggunakan magnetic stirver/
shaker 1V,

Preparasi Kultur Uji. Starter sebanyak 50
ml dimasukkan ke dalam erlenmeyer yang berisi
500 ml media SNB streril. Fermentasi dilakukan
dengan diinkubasi selama 14 hari dengan agitasi
menggunakan magnetic stirrer. Preparasi kultur uji
ini dilakukan dengan cara aseptis di ruang Laminar
Air Flow (LAF)12,

Pemisahan Biomassa Sel dengan
Metabolit. Kultur dilakukan inkubasi 14 hari dan
disampling setiap hari sebanyak 2 ml. Sampling
cairan kultur disentrifuse selama 10 menit pada
kecepatan 8000 rpm. Supernatan dipisahkan dari
endapan biomassa sel dan dimasukkan dalam tabung
eppendorfbaru dan disimpan dalam freezer 2,

Pembuatan Suspensi Bakteri. Stok suspensi
bakteri S. aureus dan E. coli disuspensikan kembali ke
dalam 1 mL media cair BHI baru, diinkubasi selama
18 sampai 24 jam pada suhu 37°C. Sebanyak 100 pL,
dimasukkan kedalam 1 mL BHI dan diinkubasi salama
4 sampai 8 jam pada suhu 37°C. Suspensi diencerkan
menggunakan NaCl 0,9% hingga kekeruhan sesuai
dengan standar Mc Farland (10 CFU/mL)!".

Optimasi Pertumbuhan dengan
Spektrofotometri UV-VIS. Penentuan kurva
pertumbuhan isolat bakteri Te.325 berdasarkan
serapan absorbasi spektromoter Ultraviolet-visible
(Uv-Vis) yang dilakukan pada sampling kultur setiap
hari selama 14 hari dan replikasi 3 kali.

Pemanenan dan Ekstraksi . Kultur uji yang
telah diinkubasi selama 14 hari disaring menggunakan
corong buchner kemudian filtrat dipekatkan pada suhu
50°C. Filtrat diekstraksi dengan pelarut etil asetat
dengan perbandingan 1:1.

Uji Aktivitas Ekstrak Etil Asetat. Penapisan
antibakteri ekstrak etil asetat isolat Te.325 dilakukan
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pada bakteri Staphylococcus aureus dan bakteri
Escherichia coli dengan kertas cakram yang diberi
20 pl ekstrak etil asetat 40% isolat Te.325 dan
ditempel pada permukaan media. Hasil perlakuan
diinkubasi selama 18 sampai 24 jam pada suhu 37°C
kemudian diamati dan diukur rata-rata diameter zona
hambatnya?.

Kromatografi Lapis Tipis (KLT). Ekstrak
ditotolkan pada plat dengan bantuan pipa kapiler 5
uL. Ekstrak etil asetat sebanyak 8 mg dilarutkan
dengan 40 uL metanol. Fase diam yang digunakan
adalah silica gel F254. Fase gerak yang digunakan
adalah kloroform: metanol (7:3). Plat KLT dielusi,
dikeringkan, kemudian diamati profil pemisahannya
di bawah lampu UV 254 nm dan 366 nm kemudian
hitung nilai Rf nyat?.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Pembuatan Kultur Starter. Kultur starter pada
penelitian ini menggunakan media SNB (Starch
Nitrat Borth) steril. Media SNB (Starch Nitrat Borth)
digunakan karena terdapat nutrisi yang diperlukan
untuk petumbuhan bakteri Actinomycetes. Media
SNB (Starch Nitrat Borth) digunakan karena terdapat
sumber karbon dan mineral yang berasal dari pati dan
gliserol pada soluble starch. Media pertumbuhan yang
baik adalah media yang dapat menyediakan sumber
karbon dan mineral-mineral lain yang dibutuhkan
isolate bakteri untuk pertumbuhan bakteri. Mineral-
mineral lain tersebut adalah sumber nitrogen yang
berasal dari NO,, banyak isi sel, terutama protein,
mengandung nitrogen dan aktivator enzim, mineral
yang diperlukan sebagai aktivator enzim, seperti Mg,
Fe, K, dan Ca¥. Pembuatan kultur starter dilakukan
dengan perbandingan (1:10) isolate Te.325 dan media
SNB dan diinkubasi selama 5 hari dengan agitasi
menggunakan magnetic stirrer'V. Inkubasi selama 5
hari dilakukan untuk membuat kultur starter agar ada
proses penyesuaian dengan media yang digunakan
dan telah mencapai fase log, yaitu fase dimana
pertumbuhan sel secara optimal'?,

Pembuatan Kultur Uji. Pembuatan kultur uji
ini dilakukan dengan cara memasukkan 5 mL cairan
kultur starter yang sudah diinkubasi selama 5 hari ke
dalam erlenmeyer berisi 50 mL media SNB yang telah
disterilkan. Pemindahan kultur uji ini dilakukan
secara aseptis di dalam LAF agar tidak terjadi
kontaminasi. Pembuatan kultur uji ini dilakukan dengan
perbandingan antara kultur starter dengan media SNB
dengan perbandingan 1:10. Selanjutnya dilakukan
inkubasi selama 14 hari dengan pengadukan di
atas hotplate stirrer'V. Selama masa inkubasi 14
hari terjadi perubahan warna dari warna putih keruh
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menjadi kekuningan. Terjadinya perubahan warna
cairan kultur ini karena Actinomycetes mengeluarkan
pigmen warna yang mampu berdifusi maupun tidak
pada media selama masa inkubasi yaitu 14 hari dengan
suhu ruangan. Suhu ruangan dibutuhkan karena suhu
optimum untuk pertumbuhan ini berkisar antara 25-
35°CU, Pernyataan tersebut dapat menunjukkan
bahwa perubahan warna yang terjadi pada cairan
kultur isolat Te.325 disebabkan karena isolat Te.325
mengeluarkan pigmen warna dan bakteri mengalami
pertumbuhan. Hasil pengamatan pada kultur yang
diinkubasi mengalami perubahan warna pada kultur
uji ditunjukkan pada Tabel 1 dan Gambar 1.

Tabel 1. Perubahan warna inkubasi kultur isolat bakteri
(Te.325) selama 14 hari.

Hari Warna Hari Warna
1. Putih kekuningan 8. Kuning keruh
2. Putih kekuningan 9. Kuning
3. Putih kekuningan 10. Kuning
4. Putih kekuningan 11. Kuning
5. Putih kekuningan 12. Kuning
6. Putih kekuningan 13. Kuning
7. Kuning keruh 14. Kuning

Gambar 1. Perubahan wana kultur selama masa inkubasi
selama 14 hari. (a) Hari ke-1, (a) Hari ke-5, (¢) Hari ke-10,
(d) Hari ke-14.

Profil Pertumbuhan Bakteri Actinomycetes
Isolate Te.325. Profil pertumbuhan bakteri
Actinomycetes (Isolat Te.325) dihasilkan dari
pemisahan antara supernatan dan endapan (biomassa
sel) selama 14 hari. Supernatan digunakan untuk
menguji aktivitas antibakteri dan endapan (biomassa
sel) digunakan untuk mengetahui profil pertumbuhan
bakteri. Endapan dikeringkan dan ditimbang setiap
harinya sehingga di peroleh grafik. Grafik yang
diperoleh fase eksponensial tercapai pada hari ke-
9. Penelitian penentuan fase pertumbuhan yang
dilakukan oleh Dahlan dkk (2017) adalah dengan
membuat sebuah grafik pertumbuhan, sehingga
dapat mengetahui waktu tumbuh optimum (fase
eksponensial) dari mikroba tersebut'®. Hasil dari
grafik pertumbuhan biomasa sel, yaitu semakin
kecil kekeruhan maka biomasa sel semakin sedikit,
sedangkan semakin besar kekeruhan maka biomasa sel
semakin banyak. Pengujian untuk memperoleh profil
pertumbuhan tersebut dilakukan dengan cara kultur
uji yang telah diambil selama 14 hari disentrifius



255 SYARIFUDDIN ET AL.

dengan kecepatan 8000 rpm selama 10 menit'”. Hasil
dari biomassa sel dikeringkan menggunakan oven
pada suhu 50°C kemudian di timbang menggunakan
timbangan analitik dan didapatkan hasil berat
sel. Grafik yang diperoleh sebagai pertumbuhan
bakteri Actinomycetes (isolat Te.325)!®. Profil
pertumbuhan isolat Te.325 ditunjukkan pada Gambar
2. Pertumbuhan bakteri terdapat empat fase, yaitu fase
lag, fase log, fase stasioner, serta fase kematian. Fase
lag bakteri Actinomycetes isolat Te.325 dimulai pada
hari ke-1 dimana pada hari ke-1 ini bakteri beradaptasi
dengan lingkungan sekitar, seperti pH, suhu, nutrisi,
dan lain sebagainya. Pada fase ini peningkatan jumlah
sel bakteri berlangsung lambat. Fase kedua adalah fase
Log, pertumbuhan bakteri berlangsung sangat cepat,
pada fase ini suatu jenis mikroba memperbanyak diri
dengan cara membelah diri menjadi dua, kemudian
masing- masing membelah lagi menjadi dua sehingga
pada setiap generasi jumlahnya menjadi dua kali
populasi sebelumnya. Waktu yang dibutuhkan untuk
terjadinya proses ini disebut waktu generasi'”. Fase
log isolat Te.325 dimulai pada hari ke-5 dimana
bakteri mulai membelah diri dan memasuki masa
pertumbuhan. Pada fase ini kecepatan pertumbuhan
sangat dipengaruhi oleh media tempat tumbuh seperti
pH dan kandungan nutrien, juga kondisi lingkungan
termasuk suhu dan kelembaban udara. Fase Stasioner
dimulai pada hari ke-9 dimana pertumbuhan dan
kematian seimbang dan terdapat titik puncak, terjadi
peningkatan yang signifikan sehingga dianggap
telah mencapai fase stasioner jumlah sel tidak lagi
mengalami peningkatan.
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Gambar 2. Grafik pertumbuhan bakteri berdasarkan bobot
sel.

Profil pertumbuhan bakteri Actinomycetes (Isolat
Te.325) dihasilkan dari pemisahan antara supernatan
dan endapan (biomassa sel) selama 14 hari. Supernatan
digunakan untuk menguji aktivitas antibakteri dan
endapan (biomassa sel) digunakan untuk mengetahui
profil pertumbuhan bakteri. Endapan dikeringkan
dan ditimbang setiap harinya sehingga di peroleh
grafik. Grafik yang diperoleh fase eksponensial
tercapai pada hari ke-9. Penelitian penentuan fase
pertumbuhan yang dilakukan oleh Dahlan dkk (2017)
adalah dengan membuat sebuah grafik pertumbuhan,
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sehingga dapat mengetahui waktu tumbuh optimum
(fase eksponensial) dari mikroba tersebut®, Hasil
dari grafik pertumbuhan biomasa sel, yaitu semakin
kecil kekeruhan maka biomasa sel semakin sedikit,
sedangkan semakin besar kekeruhan maka biomasa sel
semakin banyak. Pengujian untuk memperoleh profil
pertumbuhan tersebut dilakukan dengan cara kultur
uji yang telah diambil selama 14 hari disentrifius
dengan kecepatan 8000 rpm selama 10 menit!”. Hasil
dari biomassa sel dikeringkan menggunakan oven
pada suhu 50°C kemudian di timbang menggunakan
timbangan analitik dan didapatkan hasil berat
sel. Grafik yang diperoleh sebagai pertumbuhan
bakteri Actinomycetes (isolat Te.325)!®. Profil
pertumbuhan isolat Te.325 ditunjukkan pada Gambar
2. Pertumbuhan bakteri terdapat empat fase, yaitu fase
lag, fase log, fase stasioner, serta fase kematian. Fase
lag bakteri Actinomycetes isolat Te.325 dimulai pada
hari ke-1 dimana pada hari ke-1 ini bakteri beradaptasi
dengan lingkungan sekitar, seperti pH, suhu, nutrisi,
dan lain sebagainya. Pada fase ini peningkatan jumlah
sel bakteri berlangsung lambat. Fase kedua adalah fase
Log, pertumbuhan bakteri berlangsung sangat cepat,
pada fase ini suatu jenis mikroba memperbanyak diri
dengan cara membelah diri menjadi dua, kemudian
masing- masing membelah lagi menjadi dua sehingga
pada setiap generasi jumlahnya menjadi dua kali
populasi sebelumnya. Waktu yang dibutuhkan untuk
terjadinya proses ini disebut waktu generasi‘'¥. Fase
log isolat Te.325 dimulai pada hari ke-5 dimana
bakteri mulai membelah diri dan memasuki masa
pertumbuhan. Pada fase ini kecepatan pertumbuhan
sangat dipengaruhi oleh media tempat tumbuh seperti
pH dan kandungan nutrien, juga kondisi lingkungan
termasuk suhu dan kelembaban udara. Fase Stasioner
dimulai pada hari ke-9 dimana pertumbuhan dan
kematian seimbang dan terdapat titik puncak, terjadi
peningkatan yang signifikan sehingga dianggap
telah mencapai fase stasioner jumlah sel tidak lagi
mengalami peningkatan.

Analisis Actinomycetes dengan
Spektrofotometri UV-VIS. Analisis Spektrofotometri
UV-VIS merupakan salah satu metode pengukuran
biomassa sel. Hasil pembacaan ditunjukkan pada
Gambar 3. Fase pertumbuhan bakteri Actinomycetes
isolat Te.325 berdasarkan serapan pada spektrofotometri
UV-VIS dilakukan menggunakan cairan yang
disampling per hari selama 14 hari, dimana semakin
keruh maka nilai absorbansinya semakin tinggi. Hal
tersebut ada peningkatan jumlah sel bakteri sehingga
meningkatkan kekeruhan. Kurva pertumbuhan terdiri
dari fase lag, fase log, fase stasioner. Tujuan dari
pengukuran biomassa sel adalah untuk mengetahui
kurva pertumbuhan dari isolat bakteri yang diperoleh
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bakteri yang bermultiplikasi pada media cair SNB
akan menyebabkan media menjadi keruh. Semakin
keruh media maka pertumbuhan bakteri Actinomycetes
akan semakin tinggi. Aquadest digunakan sebagai
larutan standar kemudian dilakukan pengujian
dengan supernatan yang telah dipisahkan dengan
endapan (biomassa sel) dengan pengambilan sampel
selama 14 hari dari panjang gelombang maksimal
275,5 nm kemudian dari data yang diperoleh ini
menjadi standar untuk pembuatan kurva pertumbuhan
bakteri Actinomycetes isolat Te.325. Penelitian yang
dilakukan oleh Khoiriyah dan Ardiningsih (2014)
dinyatakan bahwa hasil pengukuran isolat 16IM7 pada
spektrofotometer dengan panjang gelombang 600 nm
berada dalam fase log dimulai pada hari ke-2 waktu
inkubasi hingga hari ke-11 dan fase stasioner dimulai
hari ke-1419. Tsolat Te.325 memiliki perbedaan fase
pertumbuhan karena Actinomycetes mempunyai waktu
pertumbuhan yang sangat variatif.
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Gambar 3. Profil Pertumbuhan Bakteri Actinomycetes Iso-
lat Te.235 Berdasarkan Serapan Pada Spektrofotometri UV-
VIS.

Bakteri melakukan proses adaptasi terhadap
kondisi lingkungannya Pada fase lag seperti: pH,
suhu, nutrisi, Peningkatan jumlah sel bakteri pada fase
ini berlangsung lambat. Fase lag ini dimulai dihari
ke-3. Fase log, dimana pada fase ini pertumbuhan
bakteri sangat cepat dimulai pada hari ke-6. Pada
fase ini bakteri memperbanyak diri, fase stasioner
berada pada hari ke-9. Dimana pada fase ini tidak
terjadi penambahan jumlah bakteri yang tumbuh
karena bakteri yang tumbuh dan yang mati jumlahnya
seimbang!?,

Profil pertumbuhan bakteri Actinomycetes isolat
TE325 yang di uji menggunakan spektrofotometri
UV-VIS sebanding dengan profil pertumbuhan bakteri
Actinomycetes isolat Te.325 yang di uji berdasarkan
bobot sel. Banyaknya biomasa sel Actinomycetes
didalam larutan uji sebanding dengan besarnya
absorbansi yang di peroleh. Semakin besar absorbansi
larutan yang di peroleh, maka biomasa sel di dalam
larutan semakin banyak, pada awal pengukuran,
terbentuk daerah kurva yang konstan antara absorbansi
dengan panjang gelombang. Daerah ini digunakan
untuk menentukan nilai puncak panjang gelombang
dari hari 1-14.
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Uji Aktivitas Antibakteri. Uji antibakteri
dilakukan untuk mengetahui aktivitas antibakteri
dari ekstrak etil asetat isolat Te.325 terhadap
bakteri Staphylococcus aureus dan E.coli. Metode
yang digunakan dalam pengujian ini, yaitu metode
difusi sumuran yang direplikasi sebanyak 3 kali.
Hasil pengamatan berupa diameter zona bening
disekeliling sumuran. Pengukuran diameter zona
hambat dapat menggunakan penggaris atau jangka
sorong. Proses pembuatan suspensi bakteri terdapat
dua tahap inkubasi. Inkubasi yang pertama dilakukan
selama 18-24 jam tujuannya untuk mendapatkan
banyak bakteri yang tumbuh, sedangkan inkubasi
yang kedua dilakukan selama 3-5 jam tujuannya
untuk mempertahankan bakteri pada fase log
dimana pada fase log ini merupakan metabolisme
yang paling aktif®D. Hasil uji aktivitas Ekstrak etil
asetat isolat Actinomycetes TE325 terhadap bakteri
Staphylococcus aureus disajikan pada Gambar
4 — 5 serta Tabel 2 — 3. Berdasarkan pengujian
aktivitas antibakteri ekstrak etil astetat isolat TE325
menunjukkan adanya daya hambat yang berbeda-beda
terhadap bakteri Staphylococcus aureus dan E.coli
adanya zona hambat dikedua bakteri menunjukkan
bahwa isolat Actinomycetes (isolat Te.3325) memiliki
aktivitas antibakteri spektrum luas. Potensi antibakteri
diperoleh dengan pengukuran diameter zona hambat
dan dibagi ke dalam 4 kategori kekuatan daya hambat,
yaitu sangat kuat (zona hambat > 20 mm), kuat (zona
hambat 10-20 mm), sedang (zona hambat 5-10 mm)
dan lemah (zona hambat < 5 mm). Berdasarkan
kategori tersebut dapat dilihat bahwa ekstrak etil
asetat isolat TE325 memiliki aktivitas penghambatan
sedang karena memiliki kemampuan menghambat
pada S. ureus dan E. coli dengan rata rata 8,04 mm
dan 9,035 mm.

Gambar 4. Diameter zona hambat bakteri Staphylococcus
aureus.

Kromatografi Lapis Tipis (KLT). Hasil dari
analisis KLT ekstrak etil asetat isolat Actinomycetes
(isolat Te.325) setelah dielusi dan dilihat pada sinar
UV 254 dan 366 dapat dilihat pada Gambar 6.

Penapisan senyawa antibiotik dapat dilihat pada
bercak yang ada pada lempeng. Hasil pada sinar UV
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Gambar 5. Diameter zona hambat bakteri E. coli.

Tabel 2. Respon hambat ekstrak etil asetat terhadap
bakteri Staphylococcus aureus.

Perlakuan Mean
Kontrol positif (Kloramfenikol) 27,06 mm
Kontrol negatif (DMSO10%) -
Isolat  Actinomycetes  (isolat 8,04 mm
Te.325)
Tabel 3. Respon hambat ekstrak etil asetat terhadap
bakteri E.coli.

Perlakuan Mean
Kontrol positif (Kloramfenikol) 27,06 mm
Kontrol negative (DMSO 10%) -
Ekstrak isolat Te.325 9,035 mm

- 0.75

| 025

B €

Gambar 6. Hasil KLT ekstrak isolat Actinomycetes Te.325, A:
Pengamatan Visual, B: Lampu UV 366, C: Lampu UV 254.

254 memperlihatkan satu bercak yang berfluorensi
menjadi warna hitam yang dilihat secara langsung
dengan nilai Rf sebesar 0,95. Penyerapan sinar UV
disebabkan karena adanya molekul kromofor yang
terdiri ikatan rangkap dua atau ikatan rangkap 3 dan
ikatan rangkap tersebut terkonjugasi. Hasil pada sinar
UV 366 memperlihatkan satu bercak yang berfluorensi
menjadi warna pink ungu yang dilihat secara langsung
dengan nilai Rf sebesar 0,95. Flouresensi atau
berpendamya bercak pada sinar lampu UV 366 nm
karena adanya interaksi lampu UV dengan gugus
kromofor yang terikat oleh ausokrom®?.
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Tujuan dari penggunaan metode KLT adalah
untuk penapisan senyawa antibiotik dengan meninjau
bercak pada nilai Rf yang dihasilkan®*?¥, Berdasarkan
hasil analisis menggunakan KLT hanya terdapat satu
bercak yang diduga sebagai antibiotik. bercak yang
aktif sebagai antibiotik dapat terbaca pada sinar UV
254 nm dan sinar UV 366 nm pada Rf 0,95 dari
masing-masing panjang gelombang. Penelitian yang
dilakukan oleh Syarifuddin et al., (2019) uji KLT
biautografi ekstrak etil asetat isolat AL6 didapatkan
senyawa pada nilai Rf 0,94 dengan konsentrasi 40%
memiliki aktivitas antibiotik®). Isolat dan AL6 dan
Te.325 merupakan isolat Actinomycetes dari hasil
isolasi rizosfer tanah tebu. Identifikasi nilai Rf isolat
AL6 memiliki nilai yang hampir sama dengan isolat
Te.325 maka, senyawa tersebut dapat dikatakan
memiliki kemungkinan karakteristik senyawa yang
sama jika ditinjau dari nilai Rf nya.

SIMPULAN

Fase pertumbuhan isolat Te.325 memasuki fase log
pada hari ke-5 dan fase stasioner pada hari ke-9. Ak-
tivitas antibiotik ekstrak etil asetat Te.325 pada bakteri
S. aureus dan E. coli tergolong dalam potensi sedang.
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