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The antimicrobial compounds extracted either from culture filtrates or mycelia of several tropical Lentinus species
could be detected their existences and locations by bioautographic method. For this purpose, the crude extracts were
deposited as spots on silica gel plates and developed in a n-butanol-acetic acid-water mixture (3:1:1). The dry silica gel
plates were then seeded with Bacillus subtilis and incubated at 35 OC for one night. On these plates, the extracts were
separated into several bioautographic spots or growth inhibition zones. In parallel, the spots were detected by viewing
with chemical revelations or under ultraviolet radiations at 254 nm or 366 nm. On silica gel thin-layer chromatograms,
the crude extracts of Lentinus wer e separated into several bioautographic spots; for thefiltrate extracts of L. squarrosulus
55A into three spots (R¢s 0.75, 0.50, 0.17), the mycelial extracts of L. sajor-caju L SC8 into two spots (R¢s 0.77, 0.54), the
mycelial extract of L. torulosus LU3 into two spots (R¢s0.77, 0.48), thefiltrate extracts of L. cladopus L C6 into one spot (R¢
0.76) but the mycelial extracts of this mushroom separated into two spots (R¢s 0.79, 0.54), thefiltrate and mycelial extracts
of L. cladopus L C4 into three spots respectively (R¢s 0.75, 0.61, 0.45 for the filtrate extract and R¢s 0.83, 0.73, 0.60 for
mycelial extract). By this method, the active compounds wer e detected directly and it is a usual method for further work
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on the purification of the target compounds.

PENDAHULUAN

Lentinus yang dikel ompokkan dalam famili Lentinaceae,
ordo Polyporales, kelas Basidiomycetes ditemukan tumbuh
di seluruh dunia, kecuali di Antartika. Tubuh buahnyayang
makroskopis kebanyakan bersifat xeromor phic dengan tekstur
liat dan kokoh serta tahan lama (Pegler 1983). Banyak jenis
Lentinus yang dapat dimakan di antaranya L. sajor-caju dan
L. squarrosulus. Jenis lain yang dapat dimakan dan dapat
ditemukan di Indonesia antaralain L. tuberregium (Delmas
1989) dan L. badius yang dikonsumsi oleh masyarakat Papua
Barat (Sudirman 2000).

Lentinus ternyata berpotensi menghasilkan berbagai
macam metabolit yang dapat dimanfaatkan untuk kepentingan
kesehatan dan industri. Beberapajenis Lentinustelah diteliti
sebelumnya, di antaranyaialah L. squarrosulus yang berasal
dari daerah Afrikatropisdan jenislain yang berasal dari daerah
subtropisyaitu L. trabeum, L. lepideus, L. adhaerens, dan L.
degener. Potensi Lentinus sebagai antagonisdilaporkan oleh
Sudirman et al. (1992, 1994) yang melaporkan bahwa L.
squarrosulus menghasilkan dua senyawa antibiotik yang
diisolasi dari filtrat kulturnya. Salah satu dari senyawatersebut
ialah senyawa Ls2 yang dapat menghambat pertumbuhan
Bacillus subtilis, Mucor ramannianus, khamir, dan
Rigidoporuslignosus. Senyawaantibiotik dihasilkan jugadari
L. crinitus (Abraham & Abate 1995), L. degener (Anchel et

al. 1948), dan L. adhaerens (Lauer et al. 1991), sedangkan
L. lepideus menghasilkan senyawa pewangi (fragrance
compounds) seskuiterpenadari kultur cairnya (Gross& Asther
1989), metabolit sekunder p-metoksifenilpropanol (Ohtaet
al. 1990) dan senyawaantitumor (Espenshade & Griffith 1966).

Ekstrak bahan hayati umumnya mengandung berbagai
macam komponen, baik komponen aktif maupun yang tidak
aktif (senyawa pengotor). Salah satu metode untuk
memisahkan komponen-komponen itu dapat dilakukan dengan
metode kromatografi. Senyawa-senyawa yang terpisah atau
bercak padakromatogram biasanyadideteksi dengan pereaksi
pembentuk warnaatau diberi sinar ultraviolet. Keduametode
terakhir ini tidak dapat memberi informasi langsung tentang
bercak aktif di antara bercak-bercak yang ada pada
kromatogram. Akan tetapi melalui metode bioautografi yang
merupakan gabungan metode kimia (kromatografi) dan
mikrobiologi, dapat dihasilkan zona hambatan pertumbuhan
pada senyawa-senyawa yang terpisah pada kromatogram
karenadi atasnyadiberi mediaagar yang mengandung mikrob
uji. Jadi senyawaaktif yang tepat dapat dipilihlangsung untuk
tujuan uji lanjut dan purifikasi, tanpamelalui pengujian aktivitas
setiap bercak yang ada pada kromatogram. Wal aupun metode
ini merupakan metode lamatetapi masih tetap dipakai dengan
sedikit modifikasi (Moreira et al. 2003; Pereira et al. 2003;
Lopesetal. 2004).
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Tujuan penelitian ini ialah mendeteksi pada tahap awal
senyawa antimikrob yang dihasilkan oleh Lentinus tropis
yaitu L. squarrosulus 55A, L. sajor-caju LSC8, L. torulosus
LU3, L. cladopus LC4, dan L. cladopus L C6 dengan metode
biocautografi. Melalui metode ini dapat diketahui langsung
aktivitas dan jumlah minimum senyawa antimikrob yang
terkandung di dalam ekstrak. Juga dapat diketahui langsung
lokasi senyawa antimikrob yang ditentukan berdasarkan nilai
Ry padakromatogram yang sebel umnyadikembangkan pada
sistem pelarut (Betina 1964). Rosner dan Aviv (1980)
menemukan bahwa metode bioautografi lebih sensitif
dibandingkan metode cakram kertas pada mediaagar-agar di
cawan Petri yang biasadipakai padauji aktivitas. Hasil yang
sama juga dilaporkan oleh Jasshi et al. (2002) yang menguji
senyawa sklareol terhadap B. subtilis dengan metode
biocautografi dan metode difusi cakram kertas. Pada metode
yang pertama dihasilkan zona hambatan pertumbuhan
sedangkan pada metode yang ke dua tidak dihasilkan zona
hambatan pertumbuhan sama sekali. Di samping itu metode
ini jugasangat membantu menemukan senyawaantibiotik baru
yang belum dimurnikan (Betina 1973) seperti yang akan
dilakukan terhadap senyawaantimikrob dari Lentinustropis.

BAHAN DAN METODE

Sumber Isolat. Isolat Lentinus cladopus LC4 dan
L. cladopus LC6 merupakan isolat hasil fusi antara hifa
monokariotik dari duasporatunggal yang diperoleh dari tubuh
buah yang dibudidayakan pada substrat serbuk gergajian
kayu. Lentinus sajor-caju LSC8 dan L. torulosus LU3
merupakan isolat yang berasal dari kultur jaringan tubuh buah
jamur. Semua isolat di atas berasal dari Jawa Barat dan
merupakan hasil isolasi dan koleksi Dr. Lisdar I. Sudirman,
Pusat Studi Ilmu Hayati, IPB pada tahun 1994. Lentinus
squarrosulus 55A berasal dari Cameroun, Afrika, koleksi Dr.
Brunck dari Technical Center of Tropical Forestry, Abidjan,
Pantai Gading, Afrika. Isolat terakhir ini diteliti lebih lanjut di
Laboratorium Physiologie Vegetale et Forestiere, Nancy,
Prancis. B. subtilis merupakan koleksi Laboratorium
Mikrobiologi Industri, ENSAIA, Nancy, Prancis.

Produksi Filtrat Kultur. Filtrat kultur diperoleh dari kultur
cair L. cladopus L C6 dan L. cladopus L C4 yang ditumbuhkan
dalam kondisi fermentasi sebagai berikut: Satu potong
inokulum berdiameter masing-masing 7 mm diinokulasikan
pada permukaan media 100 ml ekstrak malt pepton (EMP:
Ekstrak malt 15 g, pepton bakteriologi 5 g, glukosa 20 g, dan
air destilata 1 I) dalam gelas Erlenmeyer 250 ml. Kultur ini
diinkubasikan pada suhu 35 °C dalam keadaan statik selama
30 hari. Kultur dibuat 10 ulangan. Filtrat kultur L. squarrosulus
55A diperoleh dengan cara yang sama tetapi dari satu liter
mediaekstrak malt 1.5% dalam gel as Erlenmeyer 3000 ml yang
diinokulasi dengan sepuluh potong inokulum berdiameter
7 mm, diinkubas padasuhu 30 °C dalam keadaan statik selama
21 hari. Filtrat kultur dari setiap ulangan diekstraks dan ekstrak
kasarnya merupakan stok untuk uji lebih lanjut.

Produksi Miselium. Miselium diperoleh dari kultur cair
L. sajor cajuLSC8, L. torulosus LU3, L. cladopus L C6 dan
L. cladopus L C4 yang ditumbuhkan dalam kondisi fermentasi
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yang sama seperti di atas. Miselium dari setiap ulangan
diekstraksi dan ekstrak kasarnya merupakan stok untuk uji
lebih lanjut.

Ekstraksi Filtrat Kultur. Ekstrak filtrat kultur L.
squarrosulus 55A diperoleh dengan caramemisahkan filtrat
terlebih dahulu dari miselium dengan kertas saring, kemudian
filtrat diekstraksi duakali dengan n-butanol (1:1 v/v). Ekstrak
butanol dikeringkan dengan alat evaporator putar, dalam
kondisi vakum, pada suhu bak 40 °C, kemudian dilarutkan
dengan metanol hingga larut sempurna.

Ekstrak filtrat kultur L. cladopusL C6 dan L. cladopusL C4
diperoleh dengan cara filtrat langsung dievaporasi hingga
kering dengan alat evaporator putar, dalam kondisi vakum,
pada suhu bak 30 °C, kemudian dilarutkan dengan metanol
hinggalarut.

Ekstraksi Miselium. Miselium yang berasal dari masing-
masing kultur di atas dipisahkan dari filtrat kultur dengan kertas
saring. Kemudian miselium dihancurkan dengan bantuan
mortar dan diekstraksi sebanyak dua kali dengan masing-
masing 50 ml metanol dan dikocok dengan shaker selama satu
malam untuk setiap kali ekstraksi. Ekstrak dalam metanol
dipisahkan dari fragmen miselium dengan fritted glass filter
nomor 3 dengan bantuan pompa vakum. Kemudian ekstrak
metanol dikeringkan dengan evaporator putar, dalam kondisi
vakum, pada suhu air bak 30 °C. Ekstrak kering kemudian
dilarutkan kembali dengan metanol hinggalarut.

Kromatografi Lapis Tipis Analitik. Adsorben yang
digunakan ialah gel silika, Kielselgel 60 F 254 (MERCK).
Kromatografi dilakukan menurut Wallhausser (1969) sebagai
berikut: Ekstrak metanol, baik dari filtrat kultur maupun dari
miselium, diteteskan secukupnyapadatitik awal di lempengan
atau lapisantipisgel silikaberukuran 5x 20 cmatau 10x 20cm.
Kromatografi ini dibuat padaempat buah |lempengan dengan
masing-masing terdiri atas satu atau duatempat penetesan di
titik awal, bergantung pada ukuran lempengan.

Bejana pengembang diisi dengan campuran pelarut
n-butanol, asam asetat dan air dengan nisbah 3:1:1 (v/v/v)
(Ikekawa et al. 1963) dan dibiarkan selama dua jam sampai
lingkungan dalam bejana menjadi jenuh. Lempengan
dimasukkan ke dalam bejanadan dibiarkan selamalebih kurang
tiga jam, sampai batas pelarut atau garis depan mencapai
bagian ujung lempengan. Batas pelarut ditandai dengan pensil
segerasetelah lempengan dikeluarkan dari bejana. Sisapelarut
pada lempengan diuapkan dengan membiarkannya dua atau
tigahari pada suhu kamar.

Deteksi Senyawa Aktif dengan Bioautografi. Metode
bicautografi dilakukan sesuai dengan metode yang dilakukan
oleh Sudirman (1992). L empengan kromatogram di atasyang
tidak berbau pelarut 1agi diletakkan di atas penyanggadi dalam
kotak inkubasi yang dilapisi kertaslembap steril (Gambar 1).
Untuk mengurangi kontaminan, lempengan disinari dengan
sinar ultraviolet sekitar satu jam. Kemudian kromatogram
dilapisi dengan sekitar 15 ml mediaTGY (Tripton 5 g, ekstrak
khamir 59, glukosal g, K,HPO, 19, agar-agar 7.5, ar destilatal I)
yang telah mengandung bakteri B. subtilis sekitar 1-3 x 10°
per ml. Sebelum diinkubasi pada suhu 35 °C selama 24 jam,
kromatogram terlebih dahulu diinkubasi padasuhu sekitar 10°C
selama3-4 jam supayasenyawaaktif dapat berdifusi kedalam
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media. Apabila terjadi hambatan pertumbuhan (growth
inhibition zones) terhadap B. subtilis, makaakan terlihat zona
bening pada tempat-tempat tertentu sepanjang ekstrak
bermigrasi padalempengan kromatogram yang menandakan
adanya aktivitas dari senyawa-senyawa yang telah terpisah.
Nilai Ry dari tiap zonahambatan pertumbuhan diukur dengan
membagi antarajarak zona dengan jarak batas pelarut, yang
diukur dari tempat ekstrak diteteskan atau titik awal.

Deteksi Senyawa Aktif dengan Pereaksi Pembentuk
Warna dan Sinar Ultraviolet. Hasil bicautografi di atas
kemudian dicocokkan dengan hasil pereaksi pembentuk warna
dan dengan hasil penyinaran dengan sinar ultraviolet pada
lempengan kromatogram yang lain. Untuk itu lempengan
tersebut disemprot merata pada permukaannya dengan
pereaksi diantaranya pereaksi vanillin-asam sulfat (Krebs et
al. 1969). Lempengan dipanaskan pada oven bersuhu 120 °C
hinggatimbul warnayang jelas padabercak yang mempunyai
R yang samadengan Ry zonabening dari hasil bioautografi.
Penyinaran kromatogram dapat dilakukan pada |lempengan
yang samatetapi sebelum disemprot pereaksi warna. Bercak
tertentu akan berfluoresens

HASL

Senyawa Aktif dari Lentinus tropis. Berbagai jenis
Lentinustropisyang telah disebutkan terdahulu dan dianalisis
dalam penelitianini dengan B. subtilis, masing-masing paling
sedikit menghasilkan |ebih dari satu senyawaantimikrob yang
diisolasi baik dari filtrat kultur maupun miselium. Bahkan dari
satu sumber, seperti dari miselium saja dapat diperoleh lebih
dari satu senyawaantimikrob (Tabel 1). Tidak semuasumber
ekstrak dianalisis dengan bioautografi, seperti pada L.
squarrosulus 55A, ekstrak miselium tidak dianalisis karena
berdasarkan uji aktivitas dengan metode cakram kertas tidak
memberikan hasil yang menjanjikan (hasil uji aktivitastidak
dipublikasikan).

Bioautogr afi. Lokas senyawa-senyawaantimikrob pada
kromatogram, dinyatakan dalam nilai R¢, berpencar dengan
tigavariasi lokasi. Variasi pertamalberkisar pada Ry 0.73-0.83,
varias kedua0.45-0.61 dan varias ketiga0.17. Sebagai contoh
hasil bioautografi ekstrak kasar filtrat kultur L. squarrosulus
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55A (Gambar 2 & 3a). Ekstrak ini menghasilkantigasenyawa
antimikrob yang berbeda, yaitu senyawa dengan R maing-
masing 0.75, 0.50, dan 0.17. Apabilanilai R hasil bioautografi
ini dibandingkan dengan nilai Ry hasil reaksi kimiadan dengan
Ry hasil penyinaran kromatogram dengan sinar ultraviolet
maka dapat diketahui langsung sifat senyawa aktif (Gambar
2.

K etigazona hambatan pertumbuhan tersebut mengandung
senyawa yang bereaksi positif dengan vanillin-asam sulfat,
yang memberikan warnaungu (R 0.75) dan abu-abu (Rf 0.50
dan R 0.17) (Tabel 1).

Ketiga cara deteksi senyawa aktif yaitu metode
bioautografi, reaksi kimia dan penyinaran dengan sinar
ultraviolet akan memberikan hasil yang optimum apabila
ekstrak yang dianalisis adalah ekstrak yang telah dimurnikan,
seperti yang diperlihatkan oleh ekstrak filtrat kultur L.
squarrosulus 55A pada Gambar 3b, ¢, dan d yang terdiri dari
hanyaduasenyawa(Rs 0.75 dan Ry 0.50) yang telah mengal ami
proses purifikasi (tahap purifikasi tidak dijelaskan). Kedua
senyawa tersebut memberikan hasil reaksi yang positif
terhadap pereaksi vanillin-asam sulfat (Gambar 3c), sama
seperti hasil dari ekstrak kasarnya (Tabel 1) dan kedua
senyawa tersebut berfluoresens di bawah sinar ultraviolet
pada = 366 nm dengan jelas (Gambar 3d). Pereaksi vanillin-
asam sulfat merupakan pereaksi kimia umum. Senyawa-
senyawaalkohal, fenol, steroid, dan minyak esensial bereaksi
positif dengan pereaksi ini. Untuk mengetahui lebih lanjut
sifat-sifat senyawaantimikrob tersebut makadapat digunakan
pereaksi kimiayang lebih spesifik.

Kadangkala zona hambatan pertumbuhan pada
kromatogram hasil bioautografi tidak cukup kontras dengan
sekelilingnya. Oleh karena itu Begue dan Kline (1972)
menyarankan penggunaan garam tetrazolium yang
disemprotkan ke kromatogram yang telah diberi perlakuan
bioautografi. Padapenelitianini keadaan tersebut dapat diatasi
dengan cara pengeringan kromatogram, seperti pada
bioautografi ekstrak kasar miselium L. cladopus LC4 yang
telah dikeringudarakan (Gambar 4). Lapisan agar-agar yang
mengering menjadi lapisan tipis yang tetap menempel pada
kromatogram. K etigazonahambatan pertumbuhan mempunyai
nilai Rf masing-masing 0.83, 0.73, dan 0.60 (Tabel 1).

Tabel 1. Jumlah dan lokasi senyawa antimikrob dari berbagai jenis Lentinus tropis yang dianalisis dengan metode bioautografi dan metode kimia

Jumlah zona hambatan pertumbuhan Ry zona hambatan pertumbuhan  Pereaksi pembentuk warna

Jenis Lentinus Bahan ekstrak (Growth inhibition zones) (Growth inhibition zones) Vanilin-asam sulfat
L. squarrosulus 55A Filtrat 3 0.75 Positif (ungu)
0.50 Positif (abu-abu)
0.17 Positif (abu-abu)
L. sajor-caju LSC8 Miselium 2 0.77 Positif (ungu muda)
0.54 Negatif
L. torulosus LU3 Miselium 2 0.77 Positif (abu-abu)
0.48 Negatif
L. cladopus LC6 Filtrat 1 0.76 Positif (abu-abu)
Miselium 2 0.79 Positif (abu-abu)
0.54 Negatif
L. cladopus LC4 Filtrat 3 0.75 Positif (abu-abu)
0.61 Positif (abu-abu)
0.45 Positif (abu-abu muda)
Miselium 3 0.83 Positif (biru kehitaman)
0.73 Negatif

0.60 Negatif
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PEMBAHASAN

Lentinus tropis berdasarkan analisis bioautografi dan uji
aktivitas dengan metode cakram kertas (Sudirman et al. 1996)
ternyata berpotensi sebagai sumber penghasil senyawa
antimikrob. Senyawaantimikrob dari Lentinusdapat diisolasi
dari filtrat kultur, sel (miselium), dan dari tubuh buah (Sudirman
& Adijuwana2000). Pendlitian potensi Lentinusspesiestropis
baik sebagai penghasil senyawa antimikrob maupun sebagai
penghasil metabolit penting lainnya masih belum banyak
dilakukan. Di alam, Lentinusternyatatidak mudah ditemukan
kecuali L. squarrosulusdan L. sajor-caju.

Kromatogram
Penyangga
Kertas saring Kromatogram
lembap steril

Penyangga
Gambar 1. Metode bioautografi. Kotak digunakan untuk menginkubasi
kromatogram yang telah dilapisi dengan media yang
mengandung mikrob uji.

Garizs dapan
e
.05 W Fluoresens pada 366 nm
Absormpsipada 254 mm
S tpsi pa
Zeona hambatan pertumbuhan
) (Growth infgbition zones)
L
Ry 017
Titik awal

Gambar 2. Gambar skematik kromatografi lapis tipis gel silika ekstrak
kasar filtrat kultur Lentinus squarrosulus 55A, bioautografi
dan penyinaran kromatogram dengan A=366 nm dan
254 nm. Pelarut: n-butanol-asam asetat-air (3:1:1).
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Gambar 3. Bioautografi ekstrak kasar (a) dari filtrat kultur Lentinus
squarrosulus 55A dengan Bacillus subtilis menghasilkan
tiga zona hambatan pertumbuhan (ZHP), zona dengan R¢
0.75, R¢ 0.50, dan Ry 0.17. Bioautografi ekstrak yang
telah dimurnikan (b) menghasilkan dua ZHP, zona dengan
R¢ 0.75 dan Ry 0.50 serta penampakan ke dua senyawa
tersebut dengan pereaksi vanillin-asam sulfat (c) dan sinar
ultraviolet pada A=366 nm (d).

___1

Ry 0.83

R;0.73

Ry 0.60

|

Gambar 4. Bioautografi ekstrak miselium Lentinus cladopus LC4 dengan
Bacillus subtilis memperlihatkan tiga zona hambatan
pertumbuhan (ZHP). Kromatogram dikeringanginkan dan
ZHP diberi tanda dengan pena.

Bercak-bercak yang timbul pada kromatogram dengan Ry
yang berbeda dapat terdiri dari senyawa antimikrob dan
senyawa pengotor. Bioautografi yang dilakukan terhadap
kromatogram tersebut bertujuan untuk mengetahui bercak
mana yang merupakan senyawa antimikrob. Bercak yang
menimbulkan zona hambatan pertumbuhan terhadap B.
subtilis, merupakan senyawa antimikrob sedangkan bercak
yang tidak menimbulkan zona hambatan pertumbuhan
merupakan senyawa pengotor atau senyawa aktif yang tidak
terdeteksi dengan B. subtilis. Padapenelitianini setiap ekstrak
dari Lentinustropisbaik ekstrak dari miselium maupun ekstrak
dari filtrat kultur, menghasilkan banyak bercak yang
menimbulkan zona hambatan pertumbuhan terhadap B.
subtilis. Jadi secara langsung melalui metode bioautografi
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dapat diketahui berapa banyak senyawa aktif yang dapat
diisolasi dari setiap isolat Lentinus tropis. Pada umumnya
satu mikrob dapat menghasilkan banyak senyawaaktif, seperti
cendawan Tolypocladium niveum dapat menghasilkan lima
senyawaantibiotik peptida, efrapeptinC, D, E, F, dan G (Nagargj
et al. 2001), demikian juga cendawan serangga Beauveria
brongniartii dapat menghasilkan senyawa antibiotik
beauvericin dan oosporine (Strasser et al. 2000). Bahkan
Streptomyces hygroscopi cus dapat menghasilkan 58 antibiotik
yang berbeda (Breton et al. 1989).

Pencarian senyawa antimikrob baru biasanya didahului
dengan penapisan tahap pertama, yaitu uji antagonis isolat-
isolat terhadap mikrob uji dengan metode konfrontas di media
agar-agar di cawan Petri. Isolat yang berpotensi kemudian
diuji lebihlanjut dengan menumbuhkan isolat padamediacair.
Padatahap ini sumber ekstrak dapat berasal dari filtrat kultur
atau sel. Filtrat kultur dapat diuji langsung pada media agar-
agar di cawan Petri dengan metode sumur atau dapat diekstrak
terlebih dahulu, demikian jugadengan sel yang harus diekstrak
terlebih dahulu sebelum diuji dengan metode cakram kertas.
Penapi san tahap ketigaia ah untuk mengetahui sifat-sifat awal
dari senyawa-senyawa antimikrob tersebut. Untuk itu perlu
dilakukan purifikasi atau pemisahan senyawa aktif dari
senyawa aktif yang lain atau dari senyawa pengotor yang
ada. Pada tahap inilah metode deteksi senyawa antimikrob,
yaitu bioautografi, reaksi pembentuk warna dan penyinaran
dengan sinar ultraviolet digunakan sebagai pelacak. Ketiga
metode deteksi tersebut sangat berperan dalam setiap tahap
purifikasi, selain untuk mengetahui tingkat kemurnian
senyawa-senyawa yang ingin dipisahkan, juga untuk
mengetahui keberadaannya yang mungkin karena proses
purifikasi mengalami perubahan sehinggamenjadi tidak aktif.
Metode bioautografi selain dapat digunakan untuk
mengetahui perkiraan jumlah senyawa antimikrob yang
terkandung dalam ekstrak kasar yang diuji, metode ini juga
berguna untuk melihat hasil pemisahan dua senyawa
antimikrob yang mempunyal sifat kepolaran yang sangat dekat
sehingga sangat sulit dipisahkan (Sudirman 1992). Metode
bioautografi sebenarnyatel ah dilakukan oleh banyak peneliti
sebelumnya dengan carayang berbeda tetapi dengan prinsip
yang sama(Mackeen et al. 2001; Pessini et al. 2003). Suwandhi
(1993) menggunakan gel hasil elektroforesis sebagai
kromatogram yang akan dibiocautografi. Gel diletakkan di
cawan Petri yang selanjutnyadilapisi dengan mediaagar-agar
yang mengandung mikrob uji. M etode bioautografi jugadapat
dilakukan pada kromatografi kertas (Betina 1973; Rosner &
Aviv 1980) atau padakromatografi |apistipisdengan penjerap
yang berbeda, seperti aluminium, poliamid danlain-lain (Billow
& Speaker 1972).

Metode bioautografi sebenarnya dapat menggunakan
mikrob lain selain B. subtilis yang sensitif. Metode
bioautografi dengan khamir Rhodotorula mucilaginosa
pernah dilakukan terhadap ekstrak kasar filtrat kultur L.
squarrosulus 55A dan ternyata zona hambatan pertumbuhan
hanya terdapat pada senyawa dengan Ry = 0.17, sedangkan
padabercak dengan Ry 0.75 dan Ry 0.50 tidak terbentuk zona
hambatan pertumbuhan terhadap R. mucilaginosa, akan tetapi
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terbentuk zona hambatan pertumbuhan terhadap B. subtilis
(Sudirman 1992). Hal yang sama juga dilakukan terhadap
ekstrak kasar miselium dari L. cladopus LC4 yang
dibioautografi dengan Xanthomonas campestris. Percobaan
yang terakhir ini tidak berhasil, artinyatidak ditemukan zona
hambatan pertumbuhan pada kromatogram, bahkan bakteri
tersebut tidak tumbuh, kecuali padakromatogram kontrol. Hal
ini disebabkan antaralain karena aktivitas ekstrak miselium
dari L. cladopus L C4 ini sangat kuat pada uji dengan metode
cakram Kkertas, yaitu menghasilkan besar zona hambatan
pertumbuhan yang hampir seluas cawan Petri (Sudirman 2003).
Sedangkan metode bioautografi lebih sensitif dibandingkan
metode uji aktivitaslainnya(Rosner & Aviv 1980). Bioautografi
juga dapat dilakukan dengan menggunakan zoospora
cendawan Phytophthora capsici, P. megasperma, dan
Pythium aphanider matum yang telah menjadi sista sebagai
mikrob uji (Lazarovitset al. 1982).

Berdasarkan hasil penelitianini dan hasil uji aktivitasyang
dilakukan sebelumnya maka L. cladopus L C4 dipilih untuk
diteliti lebih lanjut, karenalebih berpotens dibandingkanisolat
Lentinus tropis lainnya yang diuji pada penelitian ini.
Walaupun demikian, isolat-isolat tersebut masih berpeluang
untuk dikembangkan selain sebagai sumber senyawa
antimikrob, jugadapat dikembangkan untuk penghasil enzim
karenamemiliki sifat lignolitik. Ekstrak miselium L. cladopus
L C4 selanjutnyadimurnikan dengan metode kromatografi lapis
tipis preparatif. Pita penjerap yang dikerok adalah pitayang
sesuai dengan nilai Ry dari hasil bioautografi sebelumnya.
Pemurnian dapat dilakukan beberapakali dengan metode yang
sama atau dengan metode lain, seperti kromatografi kolom
atau kromatografi cair kinerjatinggi. Apabilasenyawamurni
telah diperoleh cukup banyak maka senyawa tersebut dapat
dianalisis lebih lanjut sehingga dapat ditentukan sifat dan
struktur molekulnyamelalui metode spektroskopi antaralain
spektroskopi ultraviolet dan spektrum tampak, infra merah,
massa, dan resonansi magnet inti (Harbone 1987).
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