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Abstract
Determination of  Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and chemical structure elucidation of antibiotic produced by Streptomyces sp A11 have been carried out. Broth of antibiotic was obtained by liquid fermentation using Streptomyces sp A11. Purification of antibiotic was carried out by silica gel column chromatography and preparative HPLC.  Structure elucidation was carried out using ESI-MS, 1HNMR, 13CNMR, and 13C DEPT NMR. Pure antibiotic showed inhibition activity to gram negative and gram positive bacteria. MIC to Escherichia coli ATCC 25922 was  27 µg/mL, Pseudomonas aeroginosa ATCC27853  68,7 µg/mL, Staphylococcus aureus ATCC25923 80,2  µg/mL, and Bacillus Subtilis ATCC 66923 73,7 µg/mL. Identification using ESI-MS showed that molecular weight of this antibiotic was 260 g/mol,  and molecule formula was C14H16N2O3. Elucidation of chemical structure using 1HNMR, 13CNMR, and 13C DEPT NMR showed that antibiotic was cyclo (tyrosyl-prolyl). They have maximum UV visible absorbance at 210 and 274.5 nm.

Keywords : Antibiotic, Streptomyces, Minimum Inhibitory Concentration, Structure Elucidation
PENDAHULUAN

Meningkatnya resistensi mikroba akibat penggunaan antibiotik dan munculnya mikroba patogen baru telah mengilhami pencarian antibiotik baru dari mikroba. Keadaan ini mendorong semakin pentingnya usaha untuk mendapatkan bahan antibiotik yang murah tersedia secara kontinu dalam jumlah besar dan memiliki semua unsur-unsur yang dibutuhkan untuk pembuatan antibiotik tersebut. 

Kurang lebih 800 antibiotik golongan peptida telah diketemukan dan dipelajari oleh beberapa peneliti, sebagian dari antibiotik peptida tersebut telah masuk dalam uji klinik dan telah digunakan dalam beberapa obat klinik seperti actinomycin, gramicidine, bacitracin, polymyxyn, tyrocidine, dan masih banyak lagi antibiotik peptida lainnya (Dubin et.al, 2005). 

Antibiotik golongan peptida merupakan sistem pertahanan dari semua bentuk kehidupan beberapa makluk hidup dari mikroorganisme, tanaman, spesies invertebrata dan vertebrata termasuk mamalia. Dalam banyak hal, peran utama antibiotik peptida adalah untuk membunuh mikroba pathogen musuh, disamping itu ada beberapa antibiotik peptida yang berfungsi sebagai  respon sistem kekebalan dari organisme derajat yang lebih tinggi seperti mamalia (Jenssen, et.al, 2006). Antibiotik peptida yang dihasilkan oleh mikroorganisme seperti bakteri, kapang, dan yeast biasanya memiliki bobot molekul tidak lebih dari  10kDa dan memiliki aktivitas sebagai antimikroba (Boman, 1995).  Penggolongan utama antibiotik peptida meliputi (a) α helik, (b) β-sheet dan protein dengan berat molekul kecil, (c) peptida dengan cincin thio-ether, (d) peptida yang terdiri dari satu atau dua asam amino, (e) lipopeptida, dan (f) peptida makrosiklik (Tincu, et.al, 2004).

Perkembangan ilmu pengetahuan dan penemuan-penemuan  antibiotik golongan peptida  mengawali perkembangan obat baru, khususnya  untuk pengobatan infeksi (antibakteri dan anti jamur) (De Lucca, 2000; Hancock 2000). Demikian juga penemuan antibiotik peptida yang memiliki aktivitas antimikroba dengan spektrum luas menjadikan potensi peptida sebagai  obat anti kanker (Tanaka, 2001) dan anti virus (Chinchar et al, 2001) atau infeksi karena parasit (viziole dan Salzet, 2003).

Salah satu anggota golongan antibiotik peptida yang paling sederhana struktur molekulnya dengan berat molekul rendah adalah antibiotik kelompok siklo dipeptida. Walaupun antibiotik golongan siklo dipeptida memiliki bobot molekul yang rendah dengan struktur molekul yang lebih sederhana, antibiotik ini dikenal sebagai antibiotik yang memiliki aktivitas antimikroba dengan spektrum yang luas (Prasad, 1995). Sebagai contoh  antibiotik siklo (leu-pro) memiliki konsentrasi hambatan minimum (MIC)  32 mg/L terhadap E.faecium K-99-38, dan  MIC 64 mg/L terhadap E.faecalis K-01-511.  Antibiotik siklo(phe-pro) memiliki konsetrasi hambatan minimum (MIC) 64 mg/L terhadap  E.faecium K-99-38, dan MIC 32mg/L  terhadap  E.faecium K-99-38. Kombinasi siklo(leu-pro) dengan siklo leu-pro) mampu menaikkan  aktivtas antimikroba, dimana MIC terhadap  E.faecium K-99-38 sebesar 1 mg/L dan MIC terhadap E.faecalis K-01-511 sebesar 0,5 mg/L (Rhee, 2004).

Tujuan penelitian ini adalah untuk mendapatkan  informasi bioaktivitas antibiotik yang dihasilkan  oleh Streptomyces sp A11 serta mendapatkan rumus molekul dan struktur molekul antibiotik yang dihasilkannya.
BAHAN DAN METODE.

Fermentasi  produksi antibiotik.

Fermentasi dilakukan dengan menggunakan medium yeast peptone (Kanoh,et.al, 2005) dengan komposisi sebagai berikut; Bacto peptone 15 gr/L (oxoid), yeast extract 3 gr/L (oxoid), Fe citrate n H2O 0,3 gr/L (Merck), air demineral 250 mL, dan air laut 750 mL, pH awal diatur pada pH 7,6, volume total sebanyak 10.000 mL dengan volume kerja 1000 mL/flask, dengan volume flask sebesar 2000 mL. Fermentasi dilakukan selama 5 hari dengan suhu inkubasi 280C, agitasi 150 rpm.
Pemisahan dan pemurnian antibiotik dari broth fermentasi.

Biomasa  dan cairan fermentasi dipisahkan  dengan cara disentrifus 8000 rpm selama 15 menit. Cairan yang berwarna coklat tua diekstraksi menggunakan etil asetat dengan perbandingan  fasa air dengan fasa organik adalah 1:1. Selanjutnya fasa organik dipisahkan dan fasa air diekstraksi kembali  dengan pelarut yang sama. Kedua ektrak etil asetat digabungkan dan dipekatkan dalam kondisi vakum.
Ektrak yang sudah dipekatkan selanjutnya difraksinasi menggunakan kolom kromatografi, dimana fasa diam yang digunakan adalah silika gel  60 (0,063-0,200mm) Merck dan fasa gerak digunakan campuran metanol-kloroform dengan elusi secara gradien bertahap dari kloroform: metanol (100%:0)  berubah dengan berkurangnya 10% kloroform, sampai diperoleh elusi kloroform:metanol (0:100%). Sebanyak 30 fraksi (volume masing-masing fraksi  20 mL) dikumpulkan dan diuji bioaktivitasnya.
Fraksi aktif dimurnikan lagi dengan kolom kromatografi seperti prosedur diatas. Selanjutnya fraksi aktif dipisahkan dan dimurnikan kembali menggunakan preparatif HPLC. Preparatif HPLC dilakukan dengan menggunakan HPLC Water 2695, dengan detektor photodiode array detector (PDA), Water Column Puresil 5( C18 4,6x150 mm, volume injek 100 uL/injek dengan kecepatan alir 1 mL/menit, tekanan kolom 1267 psi. Semua fraksi hasil pemurnian dengan preparatif HPLC dikumpulkan dan diuji bioaktivitasnya. Fraksi aktif murni dikumpulkan dan ditentukan struktur molekulnya menggunakan  ESI-MS, 1HNMR, 13CNMR, dan 13CDEPT NMR
Uji bioaktivitas

Uji bioaktivitas dilakukan menggunakan metode agar difusi dengan kertas cakram (diameter kertas cakram 6 mm). Cairan ekstrak yang akan diuji diteteskan ke dalam kertas cakram dan dikeringkan. Pada saat yang sama  medium agar yang belum mengeras (suhu 400C) diinokulasikan bakteri uji  Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC25923, Bacillus Subtilis ATCC 66923, Pseudomonas aeroginosa ATCC27853 pada masing-masing cawan Petri dan dibiarkan mongering. Kertas cakram yang telah diteteskan ekstrak uji diletakkan dalam permukaan agar yang telah diinokulasikan mikroba uji. Selanjutnya diinkubasi pada suhu 280C selama 24 jam. Zona bening yang terbentuk diukur diameternya.
Penentuan MIC (Minimum Inhibitory Concentration)


MIC ditentukan dengan cara melarutkan senyawa antibiotik hasil purifikasi dalam berbagai konsentrasi yaitu dari konsentrasi 10.000 (g/mL sampai dengan 100 (g/mL. Masing-masing konsentrasi diuji aktivitas antibakterinya menggunakan metode difusi agar. MIC ditentukan terhadap 4 macam bakteri uji yaitu Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC25923, Bacillus Subtilis ATCC 66923, Pseudomonas aeroginosa ATCC27853. Diameter kertas cakram yang digunakan adalah 6 mm. Zona bening yang terbentuk diukur diameternya. Selanjutnya dibuat kurva Log (C(  (konsentrasi) sebagai sumbu Y melawan X2 (diameter zona bening) sebagai sumbu X. Titik potong  sumbu Y  pada X=0 merupakan nilai Log MIC. Metode penentuan MIC ini mengikuti Bonev et al (2008)  dan Andrews (2001).
Elusidasi struktur molekul  antibiotik.
Bobot molekul antibiotik ditentukan dengan menggunakan  ESI-MS (LCT Premier-XE waters), struktur molekul antibiotik ditentukan dengan menggunakan  1HNMR, 13CNMR, and 13C DEPT (Buker AV-500 (500 MHz)). 
HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil uji bioaktivitas ekstrak  broth fermentasi menunjukkan bahwa senyawa aktif  memiliki daya hambat terhadap empat bakteri uji yang digunakan. Besarnya daya hambat dari masing-masing bakteri uji disajikan dalam Tabel 1.
Tabel 1.

Dari Tabel 1 terlihat bahwa senyawa aktif yang dihasilkan mampu menghambat  baik bakteri gram positif maupun bakteri gram negatif.  Menurut Rhee (2004) antibiotik peptida khususnya siklik dipeptida sebagian besar memiliki sifat-sifat antimikroba dengan spektrum luas. Beberapa siklo peptida selain memiliki sifat antimikroba dengan spektrum luas juga mampu bertindak sebagai anti virus dan anti kanker. Hal yang sama disampaikan oleh Marshall, 2003; Hancock et al, 1997.
Ekstrak supernatan selanjutnya dimurnikan menggunakan kolom kromatografi dan HPLC preparatif.  Untuk mengetahui hasil pemurniannya maka fraksi aktif dianalisis kembali menggunakan analisis HPLC. Hasil analisis HPLC menggunakan kolom Water Column symmetry C250 mm (C18) menunjukkan bahwa antibiotik tersebut memiliki  waktu retensi 12 menit  dan serapan panjang gelombang maksimum pada 210 dan 274,5 nm. Kromatogram analisis HPLC  dan  serapan UV vis  antibiotik yang telah dimurnikan disajikan dalam Gambar 1a & 1b.
Gambar 1a.

Gambar 1b.


Senyawa aktif murni selanjutnya diuji bioaktivitasnya untuk mengetahui MIC terhadap masing-masing bakteri uji. Hasil penentuan MIC dari senyawa aktif murni yang telah diisolasi disajikan dalam Tabel 2.
Tabel 2.
Tabel 2 menunjukkan bahwa senyawa hasil isolasi memiliki daya hambat yang kuat melawan bakteri gram positif maupun gram negatif.  Terhadap Escherichia coli ATCC 25922 yang merupakan bakteri gram negatif, senyawa ini menunjukkan MIC sebesar 27 µg/mL, demikian juga dengan Pseudomonas aeroginosa ATCC27853 menunjukkan MIC sebesar 68,7 µg/mL. Apabila dibandingkan dengan tetrasiklin, senyawa hasil isolasi memiliki daya hambat lebih tinggi terhadap  Escherichia coli ATCC 25922, namun lebih rendah daya hambat  terhadap Pseudomonas aeroginosa ATCC2785.  Senyawa hasil isolasi juga memiliki hambatan yang kuat terhadap bakteri gram positif walaupun hambatannya tidak sekuat  Escherichia coli ATCC 25922. Terhadap Staphylococcus aureus ATCC25923 yang merupakan bakteri gram positif, senyawa hasil isolasi memiliki MIC sebesar 80,2  µg/mL dan terhadap Bacillus Subtilis ATCC 66923 memiliki MIC sebesar 73,7 µg/mL. Dibandingkan dengan tetrasiklin senyawa ini masih lebih tinggi daya hambatnya terhadap Staphylococcus aureus ATCC25923 dan Bacillus Subtilis ATCC 6692.  Menurut Tanaka, 2001, sebagian besar antibiotik golongan peptida memiliki daya hambat yang kuat terhadap bakteri gram positif dan bakteri gram negatif. 

Hasil isolasi senyawa yang telah dimurnikan selanjutnya diidentifikasi menggunakan  ESI-MS, 1HNMR, 13CNMR, dan 13C DEPT. Dengan  ESI-MS diketahui bahwa bobot molekul senyawa tersebut sebesar 260 g/mol dengan rumus molekul C14H16N2O3.  Spektrum ESI-MS senyawa aktif  hasil isolasi disajikan dalam Gambar 2.
Gambar 2.


Selanjutnya untuk menentukan tata letak atom  hidrogen digunakan proton NMR dan karbon NMR. Spektrum yang diperoleh dari  Buker AV-500 (500 MHz) dengan  tetramethylsilane (TMS) dalam pelarut CDCl3 sebagai standar internal  diperoleh data sebagai berikut; 
δH: 4.358 (t, 1H), 4.048(1H, dd), 2.088 (2H, m), 1.801(2H, m), 3.518 (2H, dd), 3.066 (2,H, dd), 7.031 (2H, d), 6.690 (2H, d), dan 13C spektrum : 170.795 (s), 57.926 (d), 166.935 (s), 60.082 (d), 29.421 (t), 22.477 (t), 45.942 (t), 37.694 (t), 127.651 (s), 132.135 (d), 116.315 (d), 157.699 (s). Kromatogram  1HNMR dan 13CNMR  ditunjukkan dalam Gambar 3 dan Gambar 4.
Gambar 3.

Gambar 4.


Dari informasi ESI-MS yang menunjukkan bobot molekul 260 g/mol, 1HNMR, dan 13CNMR,  diduga struktur molekul senyawa aktif tersebut adalah sebagai berikut:
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Gambar 5. Struktur molekul  senyawa aktif  yang dihasilkan  oleh Streptomyces sp A11

Data spektrum  1HNMR, 13CNMR yang menunjukkan tata letak atom hidrogen dan atom karbon disajikan dalam Tabel 3.

Tabel 3.

Intepretasi struktur molekul senyawa aktif ini diperkuat oleh data 13C DEPT yang ditunjukkan dalam Gambar 6. 
Gambar 6.


Dua singlet atom karbon pada geseran kimia δ 170.795 (s) merupakan atom karbon no.1 (C1) dan δ 166.935 (s) merupakan (C4) (lihat Tabel 3 dan Gambar 5). Analisis lebih lanjut dengan  13C NMR, dua atom karbon yang tidak tersubstitusi (C1’) ditunjukkan pada geseran kimia δ 127.651  ,  C4’ ditunjukkan pada geseran kimia δ 157.699.  Enam karbon methine ditunjukkan pada δ 57.926 (C3) yang mengikat nitrogen dan karbon alifatik, δ 60.082 (C6) yang mengikat nitrogen dan karbon alifatik, δ 132.135 (C2’), δ 116.315 (C3’), δ 116.215 (C5’), δ 132.135 (C6’),  dan empat karbon methylene [δ 29.42 (C7), δ 22.477 (C8), δ 45.942 (C9) yang mengikat atom nitrogen dan karbon alifatik, δ  37.694 (C10)]. Spektrum DEPT 450 pada Gambar 6. menunjukkan ada empat atom karbon yang tidak tersubstitusi [δ 127.651 (C1’), δ 157.699 (C4’), δ 170.795 (s) (C1), dan δ 166.935 (C4)]. DEPT 1350 and 900  menunjukkan bahwa ada 6 karbon methine [δ 57.926 (C3), 60.082 (C6), 132.135 (C2’), 116.315 (C3’), 116.215 (C5’), 132.135 (C6’)] dan ada 4 karbon methylene [δ 29.42 (C7), 22.477 (C8), 45.942 (C9)(. DEPT 1350  menunjukkan tidak adanya  karbon methyl dalam senyawa ini.
Karbon pada posisi  3’ dan 5’ terlihat lebih upfield dari pada C2’ and C6’. Hal ini disebabkan oleh efek terlidungi (shielding) oleh adanya gugus hidroksi C4’ diantara atom karbon C3’ dan  C5’. Hal yang sama terjadi pada C1’ (membentuk kopel para dengan C4’) yang menyebabkan pergeseran kimianya lebih upfield dibandingkan dengan C2’ dan C6’.  Dari hasil intepretasi tersebut diatas senyawa aktif tersebut adalah Cyclo tyrosil-prolyl yang merupakan senyawa antibiotik golongan siklo dipeptida. Senyawa ini telah diketahui sebelumnya yang dihasilkan oleh fungi Alternaria alternata dan digunakan sebagai antibiotik herbisida yang memiliki sifat fitotoksin terhadap tanaman rumput-rumputan  spotted knapweed (Stierle et al, 1988). Namun demikian pada penelitian ini, senyawa aktif  Cyclo tyrosil-prolyl ini dihasilkan oleh  Streptomyces sp A11 yang merupakan isolat lokal actinomycetes yang diambil dari sedimen laut. 
KESIMPULAN.


Dari hasil penelitian ini dapat ditarik kesilpulan sebagai berikut;

Senyawa aktif yang diisolasi dari Streptomyces sp A11 memiliki daya hambat dengan spektrum luas terhadap bakteri gram positif maupun gram negatif. Terhadap Escherichia coli ATCC 25922, senyawa ini memiliki  MIC sebesar 27 µg/mL, Pseudomonas aeroginosa ATCC27853 memiliki MIC sebesar 68,7 µg/mL, Staphylococcus aureus ATCC25923 memiliki MIC sebesar 80,2  µg/mL, dan terhadap Bacillus Subtilis ATCC 66923 memiliki MIC sebesar 73,7 µg/mL. Dari hasil elusidasi struktur kimia, senyawa aktif termasuk dalam golongan antibiotik dipeptida dengan nama Cyclo tyrosil-prolyl, rumus molekul  C14H16N2O3  dan bobot molekul sebesar 260 g/mol. Senyawa ini memiliki serapan maksimum UVvis pada panjang gelombang 210 dan 274,5 nm.
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Tabel 1.
Tabel 1. Uji bioaktivitas ekstrak supernatan dari  fermentasi isolat Streptomyces sp A11
	Sampel
	Diameter zona bening (mm)

	
	Staphilococcus areus
	Bacillus.s
	Pseudomonas araginosa
	e.coli

	Ekstrak biomasa
	0
	0
	0
	0

	Ekstrak supernatan 
	10,39
	24,43
	9,64
	9,55

	kontrol (rifampin 500 ppm)
	21,27
	44,57
	10,08
	10,12


Diameter of disk paper : 6 mm

Gambar 1.
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Gambar 1. a. Kromatogram analisis HPLC. b. Spektrum serapan  UV vis  antibiotik yang dihasilkan oleh Streptomyces sp A11
Tabel 2.
Tabel  2. Konsentrasi Hambatan Minimum (MIC) senyawa aktif yang telah dimurnikan
	 
	Konsentrasi Hambatan Minimum (MIC) µg/mL

	Sampel
	Escherichia coli ATCC 25922
	Staphylococcus aureus ATCC25923
	Bacillus Subtilis ATCC 66923
	Pseudomonas aeroginosa ATCC27853 

	Senyawa hasil pemurnian
	27
	80.2
	73.7
	68.7

	Tetrasiklin (senyawa pembanding)
	64,0
	256
	128
	12,5
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Gambar2
Gambar 2. Spektrum ESI-MS m/z 261 (M+H)+ senyawa aktif hasil isolasi.
Gambar 3.
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Gambar 3. Spektrum 1HNMR senyawa aktif yang dihasilkan oleh Streptomyces sp A11.
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Gambar  4
Gambar 4. Spektrum 13C NMR senyawa aktif yang dihasilkan oleh Streptomyces sp A11
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Gambar 5. 

Gambar 5. Struktur molekul  senyawa aktif (cyclotyrosil-prolyl) yang dihasilkan  oleh Streptomyces sp A11
Tabel 3.
Tabel 3. Data Spektrum  1H NMR and 13CNMR senyawa aktif yang dihasilkan oleh Streptomyces sp A11.
	No
	δ 13C (ppm)
	δ 1H (ppm) 

(in MeOD)

	1
	170.795 (s)
	

	2
	
	

	3
	57.926 (d)
	4.358 (t)

	4
	166.935 (s)
	

	5
	
	

	6
	60.082 (d)
	4.048(dd)

	7
	29.421 (t)
	2.088 (m)

	8
	22.477 (t)
	1.801 (m)

	9
	45.942 (t)
	3.518 (dd)

	10
	37.694 (t)
	3.066 (dd)

	1’
	127.651 (s)
	

	2’
	132.135 (d)
	7.031 (d)

	3’
	116.315 (d)
	6.690 (d)

	4’
	157.699 (s)
	

	5’
	116.315 (d)
	6.690 (d)

	6’
	132.135 (d)
	7.031 (d)
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Gambar 6. Spektrum  13C DEPT senyawa aktif yang dihasilkan oleh Streptomyces sp  A11
a
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