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Abstrak

Sefalosporin merupakan antibiotik B-laktam yang mempunyai efektivitas dalam melawan bakteri
Gram positif dan negatif. Antibiotik ini dihasilkan oleh kapang Acremonium chrysogenum. Media
kultivasi yang optimum dapat meningkatkan produksi sefalosporin. Komposisi media kultivasi yang
paling berpengaruh adalah induser. Induser dapat meningkatkan produksi sefalosporin dari kapang
A. chrysogenum. Penelitian ini bertujuan untuk melihat pengaruh metionin dalam media produksi
sefalosporin dari kapang A. chrysogenum CB 2/11/1. Inokulum A.chrysogenum dibiakkan pada
media Kkultivasi sefalosporin tanpa penambahan DL-metionin dan pada media kultivasi dengan
penambahan DL-metionin. Penentuan level konsentrasi DL-metionin dirancang menggunakan
Rancangan Acak Lengkap 1 faktor pada tiap-tiap proses penentuan nutrisi. Data yang diperoleh dari
masing-masing perlakuan dianalisis sidik ragam pada taraf nyata 5%. Hasil penelitian menunjukkan
bahwa metionin sebagai induser dapat meningkatkan produksi sefalosporin sebesar 1,2 Kkali
dibandingkan dengan media kultivasi yang tanpa menggunakan metionin. Pada pengujian level
konsentrasi DL-metionin menunjukkan bahwa konsentrasi terbaik metionin adalah 0,4 g/L
menghasilkan sefalosporin sebesar 3989 mg/L.

Kata kunci: Kultivasi; Metionin; Sefalosporin

Abstract

Cephalosporins is a f-lactam antibiotic that has effectiveness against Gram-positive and negative
bacteria. This antibiotic is produced by Acremonium chrysogenum. Optimum cultivation medium
can increase the production of cephalosporins. The most influential cultivation medium composition
is an inducer that increases production of cephalosporin from the fungi. The objective of this study
was to investigate the influence of methionine in the cephalosporin production medium containing
A. chrysogenum CB 2/11/1, with DL-methionine as the inducer. The inoculum was cultivated in the
cultivation media containing cephalosporins without the addition of DL-metionin and in the media
with the addition of DL-metionin. The result showed that the DL-methionine increased
cephalosporins production 1.2 fold compared to those without using methionine. The assay on the
concentration level of DL-methionine showed the best concentration methionine of 0.4 g/L
produced cephalosporin by 3989 mg/L.
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PENDAHULUAN

Sefalosporin ~ merupakan  antibiotik
golongan B-laktam yang bekerja menghambat
sintesis dinding sel bakteri. Efektivitasnya
terhadap bakteri Gram positif dan negatif lebih
unggul jika dibandingkan antibiotik dari
golongan B-laktam yang lainnya (Ruiz et al.,
2010). Berdasarkan penemuannya sefalosporin
C merupakan contoh sefalosporin yang paling
awal ditemukan. Fungsinya sebagai antibiotik
yang cukup potensial menjadikannya produk
antibiotik yang banyak dihasilkan setelah
penisilin. Berbagai senyawa sefalosporin
semisintetik dengan sifat yang berbeda-beda
dapat diperoleh dengan cara mengubah gugus
samping dari sefalosporin C (Yin et al., 2011).

Kelebihan sefalosporin  dibandingkan
penisilin yang termasuk dalam golongan -
laktam yaitu mampu menghambat pertumbuh-
an bakteri Gram positif dan negatif (Kresse et
al., 2007). Selain itu sefalosporin lebih resisten
terhadap enzim beta laktamase yang dihasilkan
bakteri untuk menghambat kerja penisilin
(Agbor et al., 2011). Berdasarkan kelebihan
yang dimiliki menyebabkan sefalosporin
dibutuhkan dalam jumlah yang lebih besar.

Kapang A. chrysogenum merupakan
salah satu penghasil sefalosporin. Untuk meng-
hasilkan sefalosporin dalam jumlah maksi-
mum, kapang membutuhkan nutrisi di dalam
media Kkultivasi. Nutrisi yang dibutuhkan
kapang sangat komplek diantaranya dibutuh-
kan sumber karbon, nitrogen, dan beberapa
macam asam amino di dalam media kultivasi
(Srivastava et al., 2006). Selain itu di dalam
media kultivasi juga dibutuhkan induser yang
berfungsi untuk mengoptimumkan produksi
sefalosporin (Cuadra et al., 2008). Hal ini
karena media kultivasi yang optimum sangat
berpengaruh dalam setiap fase pertumbuhan
kapang.

Sefalosporin secara optimum dihasilkan
pada saat kapang A. chrysogenum mencapai
fase pembentukan arthrospora (Muniz et al.,
2007). Arthrospora yang terdapat dalam fase
stasioner merupakan pembengkakan hifa,
sefalosporin maksimal diproduksi (Oijikas et
al., 2010). Untuk mempercepat kapang menca-
pai fase tersebut, dibutuhkan induser yang
mampu menginduksi pembentukan arthrosopra
(Schmitt et al., 2004). DL-metionin merupakan
salah satu asam amino yang umum digunakan

untuk menginduksi beberapa kapang dalam
meningkatkan hasil produksi, seperti yang
dilakukan oleh Bok et al. (2011) menggunakan
DL-metionin dalam produksi tanin yang
digunakan sebagai induser untuk menginduksi
peningkatan produksi. Oleh karena itu, perlu
diteliti lebih lanjut apakah terdapat pengaruh
penambahan  DL-metionin dalam  media
kultivasi terhadap produksi sefalosporin serta
batas penambahan DL-metionin dalam media
kultivasi untuk menghasilkan sefalosporin
dalam jumlah maksimal.

MATERIAL DAN METODE

Bahan yang digunakan dalam penelitian
ini adalah isolat kapang A. chrysogenum
CB2/11/1 yang merupakan kultur koleksi Balai
Pengkajian Bioteknologi-Badan Pengkajian
dan Penerapan Teknologi (BPB-BPPT)
Serpong, Tangerang Selatan. Molases, malto
dekstrin, sukrosa dan minyak sawit dan
glukosa sebagai sumber karbon, sedangkan
urea, ammonium sulfat, yeast ekstrak dan corn
step liquor sebagai sumber nitrogen,
MgS0,.7H,0, CaCOs3, parafin, minyak kedelai
dan DL-metionin.

Penyiapan Inokulum

Kapang A. chrysogenum CB2/11/1 dalam
agar miring berumur 10 hari disuspensi dengan
6 mL garam fisiologis, kemudian sebanyak 0,5
mL diinokulasi pada media seed culture.
Media seed culture yang telah dinokulasi
kemudian diinkubasi pada inkubator kocok
dengan agitasi 220 rpm, suhu 28 °C selama 72
jam. Inokulum selanjutnya digunakan sebagai
starter untuk media kultivasi.

Komposisi Media Kultivasi Sefalosporin
tanpa Penambahan DL-Metionin
(Farmitalia, 2001)

Media basal untuk produksi sefalosporin
terdiri dari 50 g/L malto dekstrin, 110 g/L
CSL, 9 g/L ammonium sulfat, 2,1 g/L urea, 5,6
g/L MgSO,.7H,0, 10 g¢g/L CaCOsz; 4 g/L
parafin dan 10 g/L trace element kemudian
disterilisasi selama 25 menit pada suhu 121 °C.

Komposisi Media Kultivasi Sefalosporin
dengan Penambahan DL-Metionin
(Farmitalia, 2001)

Media basal untuk produksi sefalosporin
terdiri dari 50 g/L malto dekstrin, 110 g/L
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CSL, 9 g/L ammonium sulfat, 2,1 g/L urea, 5,6
g/L MgS0O,.7H,0, 10 g¢g/L CaCOsz; 4 ¢/L
parafin dan 10 g/L trace element kemudian
disterilisasi selama 25 menit pada suhu 121 °C.
Setelah disterilisasi ditambahkan 0,5 g/L DL-
metionin.

Proses Kultivasi

Inokulum hasil inkubasi pada media seed
culture diinolukasikan sebanyak 10% ke dalam
media Kultivasi, setelah itu media kultivasi
diinkubasi pada inkubator kocok dengan
agitasi 220 rpm, suhu 25 °C selama 120 jam.

Panen Ekstrak Kasar dan Analisis Kadar
Sefalosporin (Farmitalia, 2001)

Panen dilakukan dengan cara sentrifugasi
kaldu hasil kultivasi sefalosporin sebanyak 10
mL pada kecepatan 3000 rpm selama 20 menit
pada suhu 4 °C. Supernatan diambil sebagai
ekstrak kasar dan disentrifugasi kembali pada
kecepatan 15000 rpm 4 °C selama 15 menit
dengan tujuan mengurangi pengotor yang
terdapat dalam ekstrak. Supernatan yang
terbentuk dianalisis dengan menggunakan
Kromatografi Cair Kinerja Tinggi (KCKT).
Metode KCKT yang digunakan yaitu KH,PO4
dan metanol sebagai fase gerak dengan
perbandingan sebesar 55:45%. Detektor Photo
Dioda Array (PDA) UV vis pada A 254 nm dan
kolom C-18 (4.6 x 150 mm).

Penentuan Konsentrasi DL-Metionin

Konsentrasi DL-metionin yang diuji
dalam media kultivasi antara lain 0,1; 0,2; 0,3;
0,4; 0,5; 0,6; 0,7; 0,8; 0,9 g/L. Masing-masing
konsentrasi DL-metionin yang telah ditentukan
ditambahkan  dengan  komposisi  media
kultivasi yang lain yaitu 50 g/L malto dekstrin,
110 g¢/L corn step liquor, 2,1 g/L urea,
ammonium sulfat 5 g/L, 5,6 g/L MgSQO,.7H,0,
10 g/L CaCOs, 4 g/L parafin dan 10 g/L trace
element.

Penentuan level konsentrasi DL-metionin
dirancang menggunakan Rancangan Acak
Lengkap (RAL) 1 faktor pada tiap-tiap proses
penentuan nutrisi. Data yang diperoleh dari
masing-masing perlakuan dianalisis sidik
ragam (ANOVA). Apabila hasilnya
menunjukkan perbedaan yang nyata, analisis
akan dilanjutkan dengan uji t pada taraf 5%
menggunakan software Minitab 14.

HASIL

Pertumbuhan kapang A. chrysogenum
dalam media kultivasi dapat dilihat melalui
perkembangan bentuk morfologinya. Seperti
terlihat pada Gambar 3. Kapang yang
ditumbuhan pada media Kkultivasi tanpa
tambahan DL-metionin menunjukkan bentuk
hifa yang cenderung lebih kecil dibandingkan
morfologi kapang yang ditumbuhkan pada
media kultivasi yang ditambahkan DL-
metionin (Gambar 3) yang cenderung lebih
besar. Pengamatan dilakukan menggunakan
mikroskop cahaya dengan perbesaran 10 x 40.

Media yang sebelumnya telah dilihat
morfologi kapang hasil kultivasi, kemudian
dilanjutkan pengujian kadar sefalosporin
terhadap pengaruh perlakukan media. Hasil
pengujian konsentrasi sefalosporin mengguna-
kan analisis KCKT. Penentuan kadar
sefalosporin menggunakan sefalosporin murni
komersial yang dibuat dalam kurva standar
dengan konsentrasi yang dibuat dari jarak O
mg/L sampai dengan konsentrasi 3000 mg/L.

Hasil perlakuan media kultivasi tanpa
penambahan DL-metionin dalam menghasil-
kan sefalosporin terdeteksi pada waktu retensi
3 menit dengan serapan gelombang 214-532
nm. Berdasarkan hasil kromatogram didapat-
kan banyak puncak, hal ini terjadi karena
didalam media Kkultivasi terdapat beragam
senyawa. Puncak tertinggi terdapat pada menit
ke-3 yang menunjukkan sefalosporin yang
dihasilkan oleh media kultivasi perlakuan
tanpa penambahan DL-metionin (Gambar 4).

Berdasarkan  hasil analisis KCKT,
konsentrasi sefalosporin dari media kultivasi
tanpa tambahan DL-metionin (Gambar 4)
didapatkan luas area 1,2 kali lebih rendah jika
dibandingkan konsentrasi sefalosporin yang
berasal dari media kultivasi  dengan
penambahan  DL-metionin  (Gambar 5).
Konsentrasi sefalosporin dengan perlakuan
media menghasilkan perbedaan konsentrasi
3289 mg/L dalam media tanpa penambahan
DL-metionin dan 3989 mg/L pada media
dengan penambahan DL-metionin.

Penentuan level konsentrasi DL-metionin
dilakukan untuk mengetahui batas toleransi
penggunaan metionin dalam media kultivasi
untuk produksi sefalosporin. Pada pengujian
konsentrasi (Gambar 6) level penggunaan DL-
metionin yang diberikan bervariasi yaitu antara
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0,1 g/L sampai dengan 0,9 g/L ke dalam
masing-masing media kultivasi. Setelah di-
lakukan pengujian, didapatkan metionin kon-
sentrasi 0,4 g/L menghasilkan sefalosporin ter-
DL-metionin

tinggi. dalam  metabolisme

kapang A. chrysogenum berfungsi sebagai
sumber sulfur, jika sulfur dalam media jumlah-
nya sedikit akan mengganggu metabolisme.
Dalam jumlah berlebih sulfur dalam media
akan berubah menjadi senyawa racun.

Gambar 3. Morfologi kapang A. chrysogenum

CB 2/11/1 pada media kultivasi a) Tanpa

penambahan DL-metionin b) Dengan penambahan DL-metionin

44, 13498

Retentc

Gambar 4. Hasil analisis kromatografi kandun
penambahan DL-metionin

- <

.
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gan sefalosporin dari media kutivasi tanpa

dhddadddiiaidaaaadaasad it daiiadadatdiadal

Gambar 5. Hasil analisis kromatrografi kandungan sefalosporin dari media kultivasi dengan

penambahan DL-metionin
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Gambar 6. Pengaruh level konsentrasi DL-metionin terhadap produksi sefalosporin. Huruf yang
berbeda menunjukkan beda nyata perlakuan pada taraf uji 5%

PEMBAHASAN
Pertumbuhan Kapang A. chrysogenum
dalam Media Kultivasi

Pertumbuhan mikroorganisme sangat

mempengaruhi produk yang akan dihasilkan.
Pengamatan terhadap fase pertumbuhan sangat
diperlukan, hal ini dilakukan karena pada saat
kapang memproduksi produk yang Kkita
inginkan diketahui, maka fase-fase yang lain
dapat dipercepat ataupun fase produksi dapat
dipertahankan agar produk yang dihasilkan
dalam jumlah optimum (Duan et al., 2011).
Penelitian serupa dilakukan oleh (Nagana-
gouda et al., 2008 dan Mochtarani et al., 2010)
keduanya sangat memperhatikan  fase
pertumbuhan kapang Aspergilus oryzae.

Berdasarkan kurva pertumbuhan kapang
A. chrysogenum diketahui produksi sefalo-
sporin berada di fase stationer, maka di dalam
media ditambahkan senyawa yang dapat mem-
percepat fase pertumbuhan. Salah satu senya-
wa yang dapat mempercepat fase pertumbuhan
adalah DL-metionin. DL-metionin di dalam
media berfungsi sebagai penginduksi hifa
untuk lebih besar sehingga fase pertumbuhan
lebih cepat. Hal ini bertujuan untuk membuat
kapang lebih cepat memasuki fase stasioner
yang ditandai dengan pembengkakan hifa
dalam memproduksi sefalosporin.

Kapang A. chrysogenum dalam proses
pembentukan hifa membutuhkan asupan nitrat
untuk dapat tumbuh membesar dan menghasil-
kan sefalosporin dalam jumlah optimum. Hal
ini sesuai dengan penelitian Zusuki et al.
(2009) bahwa nitrat mempengaruhi pembeng-
kakan hifa sehingga mempercepat kapang A.

chrysogenum memasuki fase stasioner ketika
sefalosporin optimum dihasilkan.

Cao et al. (2013) menyatakan bahwa
antibiotik yang termasuk metabolit sekunder
dihasilkan pada fase stasioner, dimana pada
fase stasioner antibiotik dihasilkan dengan
jumlah tertinggi. Pertumbuhan kapang pada
fase stasioner ditandai dengan perubahan
morfologi hifa kapang menjadi bentuk
arthrospora (Wieman et al., 2011). Hal ini
menjadi acuan bahwa dengan seiring dengan
pembengkakan yang terjadi pada hifa
menandakan hasil metabolit sekunder yaitu
antibiotik sefalosporin semakin tinggi.

DL-metionin pada media kultivasi
kapang A. chrysogenum berfungsi sebagai
sumber sulfur. Selain sebagai sumber sulfur,
menurut Martian (2012) DL-metionin dalam
media produksi sefalosporin juga mempunyai
fungsi sebagai penginduksi enzim yang
berperan dalam jalur biosisntesis sefalosporin.
Selain itu DL-metionin juga berfungsi
menstimulasi kapang A. chrysogenum dalam
pembentukan arthrospora  vyaitu fase
sefalosporin optimum dihasilkan.

Pengujian Perlakuan Media
Konsentrasi Sefalosporin
Perbedaan perlakuan media mempenga-
ruhi sefalosporin yang dihasilkan oleh kapang
A. chrysogenum, maka dari itu perlu dilakukan
pengujian kadar sefalosporin yang dihasilkan.
Metode pengujian kadar sefalosporin menurut
Lu et al. (2006) yang akurat yaitu meng-
gunakan KCKT. Pengujian dengan metode

KCKT membutuhkan penggunaan kurva

terhadap
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standar, yang digunakan untuk mengkonversi
luas area yang didapat untuk menentukan
konsentrasi  sefalosporin  yang dihasilkan
(Sokolova et al., 2012). Area puncak pada
KCKT diukur melalui integrasi sinyal elek-
tronik dari detektor. Luas area proporsional
dengan konsentrasi senyawa yang uji
(Hedhammar et al., 2013).

Pengujian menggunakan kromatografi
cair Kinerja tinggi didasarkan pada panjang
gelombang serapan serta waktu retensi pada
menit ke-3. Hal ini sesuai dengan prinsip
kromatografi kolom bahwa senyawa yang
terelusi merupakan senyawa yang larut dengan
eluen yang digunakan. Jumlah senyawa sefalo-
sporin yang mengacu pada kurva standar yang
telah dibuat sehingga dapat dipastikan senyawa
yang dihasilkan oleh kapang A. chrysogenum
adalah sefalosporin karena puncak yang
muncul ada pada menit yang sama.

Perbedaan  konsentrasi  sefalosporin
dalam media yang diberikan penambahan DL-
metionin dan tanpa penambahan sangat
signifikan. Hal ini karena DL-metionin dalam
media kultivasi berfungsi sebagai sumber sulfur
dalam proses pembentukan sefalosporin, selain
itu juga berfungsi sebagai penginduksi Iso-
penisilin N sintetase (Pichichero et al., 2006).

Biosintesis sefalosporin C dimulai dari
kondensasi tiga asam amino, asam L-a-
aminodipik, L-sistein, dan L-valin, untuk
membentuk tripeptida (L-o-amoniadipyl)-L-
sisteinil-D-valin (LLD-ACV) dengan meng-
gunakan enzim ACV sintetase. Tripeptida
LLD-ACV kemudian dibuat siklik untuk
membentuk inti penam (penam nucleus),
isopenisilin N, dengan enzim isopenisilin N
sintetase atau siklase (Cheng et al., 2013).
Pada saat inilah peran sulfur yang dihasilkan
metionin  menginduksi enzim isopenisilin
sintetase dalam proses siklikasi.

Pengujian Level Konsentrasi DL-Metionin
untuk Produksi Sefalosporin pada A.
chrysogenum

DL-Metionin pada media kultivasi
kapang A. chrysogenum berfungsi sebagai
sumber sulfur sehingga ketika jumlah yang
digunakan sesuai dengan kebutuhan kapang
DL-metionin akan menginduksi produksi
sefalosporin, tetapi ketika jumlahnya ber-
lebihan akan berubah menjadi racun (Holker et

al., 2004). Hal ini terjadi karena DL-metionin
yang awalnya digunakan sebagai sumber sulfur
akan direduksi menjadi sulfida. Akumulasi
jumlah sulfida akibat perombakan DL-
metionin akan disimpan dalam bentuk sulfur
oksida yang bersifat racun bagi kapang. Racun
dalam bentuk sulfur oksida yang menghambat
produksi sefalosporin.

DL-metionin dalam biosintesis sefalo-
sporin digunakan sebagai sumber sulfur yang
akan menginduksi enzim yang berperan dalam
jalur pembentukan sefalosporin. Selain itu DL-
metionin juga berfungsi menstimulasi kapang
A. chrysogenum dalam pembentukan arthro-
spora yaitu fase sefalosporin optimum dihasil-
kan. Pengujian level DL-metionin ini adalah
tahapan yang sangat penting, agar diketahui
batas toleransi penggunaannya dalam media
kultivasi. Penggunaan yang tepat akan meng-
induksi terbentuknya sepalosporin lebih tinggi,
tetapi jika di dalam media DL-metionin dengan
jumlah berlebih yang terjadi penghambatan
produk oleh substrat (Martian, 2012).

Penggunaan DL-metionin dalam jumlah
tepat terbukti dapat meningkatkan produksi
sefalosporin. Hal ini disebabkan metionin yang
digunakan sebagai induser dalam media
kultivasi, hanya digunakan sebagai sumber
sulfur untuk menginduksi enzim dalam
pembentukan sefalosporin. Jika jumlah DL-
metionin berlebihan setelah digunakan sebagai
induksi, sisa sulfur yang tidak digunakan akan
terakumulasi dan disimpan dalam bentuk
sulfur oksida. Sulfur oksida tidak dapat diurai
oleh kapang, bahkan dapat membuat kapang
mengalami penyusutan bobot massa kapang
sebagai efek lain dari penggunaan DL-
metionin secara berlebihan (Lee et al., 2010).

KESIMPULAN

DL-metionin sebagai induser yang ditam-
bahan dalam media kultivasi terbukti dapat
meningkatkan produksi sefalosporin sebesar
1,2 kali dibandingkan produksi sefalosporin
yang dikultivasi dalam media tanpa penam-
bahan DL-metionin yaitu menghasilkan kon-
sentrasi sefalosporin sebesar 3989 mg/L.
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