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Pengaruh Sumber Nitrogen Terhadap Pertumbuhan Endofit Streptomyces
SUK 02 dan Aktiviti Antifungus

(Influence of Nitrogen Source for Streptomyces SUK 02 Growth and its Antifungal Activity)

NORAZIAH MOHAMAD ZIN & MARLINI OTHMAN

ABSTRACT

Bakteria endofit adalah berpotensi untuk menghasilkan antibiotik dan metabolit sekunder yang lain. Penghasilan
metabolit sekunder dapat ditingkatkan melalui pengoptimuman kandungan nutrien seperti sumber nitrogen. Dalam
kajian ini kandungan sumber nitrogen iaitu ammonium sulfat, ammonium dihidrogen fosfat, kalium nitrat dan natrum
nitrat telah diubahsuai di dalam kaldu International Streptomyces Project 4 (1SP4) untuk pertumbuhan Streptomyces SUK
02. Pengekstrakan dilakukan dengan menggunakan etil asetat dan aktiviti antifungus ditentukan dengan menggunakan
teknik serapan agar. Fungus ujian yang digunakan adalah Aspergillus fumigatus dan Fusarium solani. Hasil kajian
menunjukkan peratusan berat (w/v) ekstrak kasar maksima didapati daripada kaldu yang mengandungi natrium nitrat
(3.30%), diikuti oleh ammonium dihidrogen fosfat (2.24%), ammonium sulfat (1.46%) dan kalium nitrat (1.20%,). Aktiviti
antifungus dikesan daripada ekstrak bersumberkan nitrogen ammonium sulfat.Peratus perencatan ekstrak tersebut
terhadap Aspergillus fumigatus dan Fusarium solani adalah 33.0-35.0% dan 17.4-30.0%, masing-masing. Manakala
nilai MIC terhadap Aspergillus fumigatus adalah 1.5 mg/ml. Sebagai kesimpulan, natrium nitrat merupakan sumber
nitrogen yang sesuai bagi partumbuhan optimum Streptomyces SUK 02 manakala kehadiran ammonium sulfat boleh
meningkatkan aktiviti antifungus.

Kata kunci: Streptomyces, endofit, nitrogen, antifungus

ABSTRACT

Endophytic bacteria has the potential to produce antibiotics and other secondary metabolites. The production of
secondary metabolites can be enhanced through the optimization of its nutrient content such as the nitrogen source. In
this study, the content of nitrogen sources such as ammonium sulphate, ammonium dihydrogen phosphate, potassium
nitrate and sodium nitrate have been modified and incorporated in the International Streptomyces Project Medium 4
broth media to optimize the growth of Streptomyces SUK 02. The extraction was carried out using ethyl acetate and
the antifungal activity was assayed using agar diffusion method. The test fungus used was Aspergillus fumigatus and
Fusarium solani. The results showed that the maximum weight percentage (w/v) of crude extract was obtained when
sodium nitrate was used (3.30%), followed by ammonium dihydrogen phosphate (2.24%), ammonium sulfate (1.46%,)
and potassium nitrate (1.20%). Antifungal activity was obtained from the extracts that contained ammonium sulfat. The
percentage of inhibition of this extract against Aspergillus fumigatus and Fusarium solani was 33.0-35.0% and 17.4-
30.0%, respectively. Nevertheless, the MIC value against Aspergillus fumigatus was 1.5 mg/ml In conclusion, natrium
nitrat was a suitable nitrogen source for optimum growth of Streptomyces SUK 02 whereas the presence of ammonium
sulfat was good to increase the antifungal activity.
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PENDAHULUAN et al. 2007; Tan et al. 2006). Penyelidikan mengenai
endofitik bakteria boleh membawa kepada pengenalpastian
antibiotik novel untuk tujuan terapeutik pada manusia,
tumbuhan dan haiwan (Ryan et al. 2008; Strobel et al.
2004).

Kajian terhadap antibiotik yang dihasilkan oleh

endofitik Streptomyces berterusan dengan penemuan

Endofit merujuk kepada lokasi organisma, di mana “endo~"
bermaksud di dalam manakala “~phyte” bermaksud
tumbuhan. Oleh itu, endofit adalah organisma yang hidup
di dalam tumbuhan namun tidak memberikan kesan negatif
terhadap perumah (Ryan et al. 2008). Endofit bakteria

mempunyai banyak kesan positif pada hos contohnya,
di dalam pengikatan nitrogen, aktiviti antibakteria dan
antifungus dan juga merangsang pertumbuhan pada
tumbuhan (Berg et al. 2005; Brooks et al. 1994; Rijavec
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beberapa antibiotik baru seperti munumbicins E-4 dan E-5
(Castillo etal. 2006) yang diperolehi daripada Streptomyces
sp. NRRL 30562 pencilan daripada tumbuhan K.nigriscans
dan juga coronamycins (Ezra et al. 2004) daripada
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Streptomyces sp. MSU-2110 yang dipencilkan daripada
tumbuhan Monstera sp. Kajian oleh Yan et al. (2010)
pula menunjukkan terdapatnya penghasilan antimycin
A, daripada Streptomyces albidoflavus pencilan daripada
pokok Bruguiera gymnorrhiza. Hingga kini, masih terdapat
banyak lagi bakteria endofit yang masih dalam kajian dan
perlu diterokai dalam pencarian antibiotik yang baru.

Kajian di Malaysia juga telah dilakukan di mana
tiga endofit Streptomycete telah berjaya dipencilkan
daripada tumbuhan Thottea grandiflora, Ployalthia sp.,
dan Mapania sp. yang menunjukkan aktiviti antifungal
terhadap satu atau lebih fungus patogenik (Zin et al. 2007).
Selain itu, kajian oleh Ghadin et al. (2008) menunjukkan
endofit Streptomyces SUK 06 mengandungi aktiviti
antibakteria yang baik terhadap bakteria ujian seperti
Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853,
dan Bacillus cereus.

Sumber nutrien seperti karbon, nitrogen dan mineral,
faktor persekitaran seperti masa, suhu, dan pH didapati
mempengaruhi penghasilan antibiotik oleh aktinomiset.
(Himabindu & Jetty 2006; Sanchez & Demain 2002). Strain
Streptomyces yang berbeza memerlukan sumber nitrogen
yang berbeza dalam pertumbuhan dan penghasilan metabolit
sekundernya. Memandangkan kepentingan Streptomyces
dalam kajian sebagai sumber metabolit sekunder,, maka
kajian ini telah memfokuskan kepada pengaruh daripada
pengubahsuaian kaldu pertumbuhan terhadap aktiviti
antimikrob pencilan Streptomyces SUK 02.

BAHAN DAN KAEDAH

MIKRO ORGANISMA

Endofit Streptomyces SUK 02 digunakan telah dipencilkan
daripada pokok Mapania sp. Dua bakteria gram positif
dan dua fungus ujian: Bacillus subtilis ATCC 6633 dan
Methicilin-Resistant Staphylococcus aureus (MRSA) ATCC
33591, Aspergillus fumigatus dan Fusarium solani.

MEDIA

Kaldu International Streptomyces Project Medium 4 (1SP4)
terdiri daripada (g/400 ml): larutan kanji 8.0; K,HPO, 0.8,
MgSO0,.7H,0 0.8,NaCl1 0.8, (NH,),SO, 1.6, CaCO, 1.6 dan
larutan unsur surih sebanyak 1ml (g/100 ml) (FeSO,.7H,0
0.1, MnC1,4H,0 0.1, ZnSO,.7H,0 0.1). Setiap sumber
nitrogen diubahsuai supaya mengandungi kepekatan unsur
nitrogen 84 mg/ml masing-masing dan dimasukkan ke
dalam 1SP4 setiap satunya iaitu KNO, 2.4, (NH,),HPO,
2.8, NaNO, 2.2.

KAEDAH PENGKULTURAN

Pengkulturan mikroorganisma dilakukan dengan
menggunakan kaedah streak plate.Pengkulturan
Streptomyces SUK 02 dengan menggunakan agar ISP2,
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bakteria ujian dikultur menggunakan agar Mueller Hinton,
manakala fungus ujian dikultur dengan menggunakan agar
dektros kentang.

KAEDAH FERMENTASI DAN PENGEKSTRAKAN

Beberapa kiub agar ISP 2 yang mengandungi kultur
Streptomyces SUK 02 dimasukkan ke dalam 400 ml kaldu
ISP 4 yang telah diubah suai sumber nitrogennya dan
diletakkan pada rotary shaker pada pusingan 140 rpm.
Pengkulturan di dalam kaldu dilakukan pada suhu 27°C
selama 14 hari. Kemuadian kultur dituras untuk memisahkan
bahagian miselia dengan supernatan. Supernatan kemudian
dicampurkan dengan etil asctat pada nisbah 1 L filtrat
dengan 300 mL etil asetat. Campuran digoncang sehingga
sebati di dalam corong pemisahan dan kemudian dibiarkan
dalam keaadan statik supaya berlaku pemisahan antara
fasa pelarut organik (etil asetat) dengan fasa akueus. Fasa
pelarut organik dikumpulkan dan proses pengekstrakan
menggunakan supernatan yang telah digunakan, diulangi
sebanyak 2 kali menggunakan 300 mL etil asetat untuk
setiap kali pengekstrakan. Bahagian fasa organik yang telah
dikumpulkan seterusnya dikeringkan dengan menggunakan
rotary evaporator (BUCHI vacuum controller V-800) pada
tekanan 240 mbar dan suhu rendaman air 40°C untuk
mendapatkan ekstrak kasar.

UJIAN PENYARINGAN ANTIFUNGUS

Sebanyak 50 ul ekstrak dititiskan pada bahagian tengah
agar dektros kentang. Fungus ujian yang telah dipotong
membentuk kiub 5 mm x 5 mm diletakkan pada jarak
1.5 cm daripada ekstrak. Nilai perencatan diukur dengan
membandingkan diameter fungus pada plat kawalan
dan plat ujian (Zin et al. 2007). Peratusan dikira dengan
menggunakan rumus seperti berikut;

Rumus pengiraan Peratusan Aktiviti Antifungus

Peratusan zon perencatan =% *x100%

Petunjuk:

A - Diameter fungus pada plat kawalan negatif
B - Diameter fungus plat ujian

UJIAN KEPEKATAN PERENCATAN MINIMUM (MIC)

Ujian ini menentukan kebolehan ekstrak untuk merencat
pertumbuhan mikro-organisma pada kepekatan yang
minimum. Tiub yang mengandungi kepekatan ekstrak kasar
dalam julat 4 mg/ml-0.0039 mg/ml diinokulasikan dengan
suspensi bacteria pada kepekatan 105 CFU/ml dan dieram
pada suhu 37°C selama 24 jam. Bagi ujian MIC fungus
pula, media RPMI digunakan sebagai media pengkulturan
(cLsI 2002). Nilai MIC ditentukan daripada tiub pertama
yang tidak menunjukkan pertumbuhan mikro-organisma
(jernih).
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HASIL KAJTIAN

BERAT EKSTRAK KASAR

Jadual 1 menunjukkan penghasilan eckstrak kasar bagi
Streptomyces SUK 02. Penghasilan ekstrak kasar adalah
paling tinggi bagi kaldu ISP 4 dengan menggunakan
natrium nitrat sebagai sumber nitrogen iaitu dengan
3.30% w/v. Ini diikuti dengan penghasilan ekstrak kasar
dengan menggunakan sumber nitrogen ammonium fosfat,
ammonium sulfat dan akhir sekali kalium nitrat.

JADUAL 1. Peratusan berat ekstrak kasar yang diperolehi
daripada pengubahsuaian sumber nitrogen bagi kaldu 1S 4

Sumber nitrogen Peratusan berat bersih (%w/v)
Ammonium sulfat 1.46
Kalium nitrat 1.20
Amonium dihidrogen fosfat 2.24
Natrium nitrat 3.30

UJIAN PENYARINGAN AKTIVITI ANTIFUNGUS

Jadual 2 menunjukkan peratus perencatan fungus ujian,
Aspergillus fumigatus terhadap empat jenis ekstrak yang
dihasilkan daripada kaldu yang mengandungi sumber
nitrogen yang berbeza. Berdasarkan jadual, didapati, peratus
perencatan paling tinggi adalah pada ekstrak daripada kaldu
yang mengandungi ammonium sulfat (33 —35%) dan diikuti
dengan ekstrak daripada kaldu ammonium dihidrogen
fosfat (26.7 — 35%). Manakala, peratus perencatan yang
paling rendah adalah pada ekstrak daripada kaldu yang
mengandungi kalium nitrat dan natrium nitrat.

JADUAL 2. Peratus perencatan fungus ujian Aspergillus
fumigatus oleh ekstrak kasar Streptomyces SUK 02 dengan
pengubahsuaian sumber nitrogen

Sumber nitrogen ~ Diameter (mm) Peratus perencatan
(mm)+ sisihan piawai
Kawalan negatif 35 0.00+0
Ammonium sulfat 23 34.2+0.58
Kalium nitrat 28 20.0 +1.15
Amonium 24 31.4+0.58
dihidrogen fosfat
Natrium nitrat 31 114+ 1.15

Seterusnya, Jadual 3 menunjukkan peratus perencatan
bagi keempat-empat jenis ekstrak daripada kaldu yang
telah diubah suai sumber nitrogennya terhadap fungus
ujian, Fusarium solani. Hasil kajian mendapati peratus
perencatan bagi Fusarium solani adalah paling tinggi bagi
ekstrak daripada kaldu yang mengandungi ammonium
sulfat (17.4 — 30.0%) diikuti dengan ekstrak daripada
kaldu yang mengandungi ammonium dihidrogen fosfat
(17.4 —21.2%). Peratus perencatan terhadap fungus ujian
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adalah paling rendah bagi ekstrak daripada kaldu yang
mengandungi natrium nitrat (8.7 — 12.1%).

JADUAL 3. Peratus perencatan fungus Fusarium solani oleh
ekstrak kasar Streptomyces SUK 02 dengan pengubahsuaian
sumber nitrogen

Sumber nitrogen ~ Diameter (mm) Peratus perencatan

(mm)+ sisihan piawai

Kawalan negatif 28.0 0.00+0

Ammonium sulfat 21.0 25.0+1.15

Kalium nitrat 24.5 12.5+0.58

Ammonium 22.5 19.6 +1.15
dihidrogen fosfat

Natrium nitrat 25.0 10.7 + 0.58

Daripada hasil kajian, perencatan fungus ujian
tidak dipengaruhi oleh peratusan penghasilan ekstrak
kasar. Peratusan perencatan fungus ujian adalah paling
tinggi bagi ekstrak yang mengandungi ammonium sulfat
walaupun penghasilan ekstrak kasar yang agak rendah
berbanding ekstrak kasar yang lain. Ekstrak kasar daripada
sumber nitrogen natrium nitrat dan kalium nitrat tidak
menunjukkan aktiviti perencatan yang baik bagi kedua-dua
fungus ujian walaupun penghasilan ekstrak kasar optimum
dicatatkan oleh kedua-dua ekstrak. Nilai MIC bagi ekstrak
kasar ammonium sulfat terhadap fungus ujian Aspergillus
fumigatus adalah 1.5 mg/ml manakala bagi natrium nitrat
pula 2.0 mg/ml.

PERBINCANGAN

BERAT EKSTRAK KASAR

Hasil kajian menunjukkan berat ekstrak kasar paling
tinggi diperolehi daripada pengekstrakan kaldu yang
mengandungi sumber natrium nitrat sebagai sumber
nitrogen tunggal. Hasil kajian ini adalah sama dengan
kajian yang telah dilakukan oleh Ripa et al. (2009), di
mana di dalam kajian beliau, pertumbuhan dan penghasilan
ekstrak kasar yang optimum dicapai apabila natrium nitrat
digunakan sebagai sumber nitrogen tunggal di dalam
media kaldu.

Justeru, daripada hasil kajian ini, Streptomyces SUK
02 mencapai pertumbuhan yang optimum dan seterusnya
menghasilkan ekstrak kasar yang maksimum dengan
kehadiran natrium nitrat berbanding sumber nitrogen yang
lain. Menurut Dekleva et al. (1985), nitrat adalah sumber
nitrogen yang digunakan secara meluas oleh kebanyakan
spesies Streptomyces dengan beberapa pengecualian seperti
S. clavuligerus. Di samping itu, natrium nitrat merupakan
sumber nitrogen yang mempunyai pH beralkali. Oleh
itu, penambahan sumber nitrogen ini, sedikit sebanyak
meningkatkan pH di dalam media kaldu Streptomyces SUK
02. Terdapat kajian menunjukkan bahawa Streptomyces
aburaviensis strain Kut-8 mencapai pertumbuhan
maksimum pada pH 9 (Thumar et al. 2010). Pertumbuhan
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bakteria aktinomiset adalah lebih baik dalam keadaan
beralkali terutamanya Streptomyces sp. (Vijay et al. 2009).
Ini adalah berbeza dengan sumber nitrogen daripada
ammonium yang bersifat asidik, yang mungkin tidak sesuai
bagi pertumbuhan Streptomyces SUK 02.

Streptomyces daripada strain yang berbeza mempunyai
metabolisme yang berbeza dalam utilisasi sumber nitrogen.
Ini mungkin disebabkan oleh kehadiran enzim tertentu
dalam metabolisme nitrogen di dalam sel tersebut. Contoh
enzim tersebut adalah seperti glutamate dehydrogenase
(GDH) dan glutamine synthetase (GS) yang penting dalam
metabolisme nitrogen daripada sumber ammonium (Reitzer
1996; Schreier 1993). Walau bagaimanapun, enzim-enzim
ini tidak wujud di dalam semua spesies Streptomyces.
Tambahan lagi, metabolisme nitrogen yang utama di dalam
Streptomyces masih belum lagi dicirikan sepenuhnya dan
kawal aturnya masih belum lagi dikenalpasti (Shapiro
et al. 1985).

UJIAN PENYARINGAN AKTIVITI ANTIFUNGUS

Ujian penyaringan antifungus dijalankan dengan kepekatan
ekstrak ditetapkan pada kepekatan 4 mg/ml. Daripada
hasil kajian, didapati bahawa kesan perencatan adalah
berbeza bagi kesemua fungus ujian. Kesan perencatan
maksimum terhadap pertumbuhan Aspergillus fumigatus
dan Fusarium solani adalah pada ekstrak daripada kaldu ISP
4 yang menggunakan sumber nitrogen daripada ammonium
sulfat. Jlon ammonium yang terdapat di dalam ammonium
sulfat dan ammonium dihidrogen fosfat boleh memberikan
kesan perencatan yang tinggi terhadap pertumbuhan
fungus ujian (Marwick et al. 1999). Hal ini menyebabkan
peratus perencatan yang optimum dicatatkan bagi ekstrak
kasar dengan pengubahsuaian sumber nitrogen daripada
ammonium. Sumber nitrogen ini berbeza dengan sumber
nitrogen nitrat yang hanya membantu dalam pertumbuhan
Streptomyces namun tidak membantu dalam aktiviti
antimikrobnya (Thakur et al. 2009).

Daripada hasil kajian ini, peratus perencatan yang
paling minimum sekali adalah ekstrak natrium nitrat
berbanding ekstrak daripada sumber nitrogen yang lain
seperti ammonium sulfat dan ammonium dihidrogen fosfat.
Terdapat beberapa faktor yang boleh menyumbang kepada
fenomena ini. Pertama, ini mungkin adalah disebabkan oleh
metabolit yang hadir di dalam ekstrak ini lebih berkesan
dalam merencat fungus atau mikroorganisma yang lain,
ataupun metabolit yang terhasil adalah dalam kuantiti yang
sedikit untuk merencat pertumbuhan fungus dan bakteria
ujian (Zhou et al. 2010).

Manakala bagi ekstrak kasar daripada sumber nitrogen
kaldu ammonium sulfat dan ammonium dihidrogen fosfat
pula mengandungi agen antifungus yang boleh merencat
pertumbuhan fungus ujian secara maksimum. Selain itu,
faktor-faktor luaran seperti pH juga boleh mempengaruhi
penghasilan metabolit ini. Kajian oleh Mustafa (2009)
mendapati bahawa pertumbuhan dan penghasilan metabolit
dipengaruhi oleh pH media.

38

JSKM bab 6.indd 38

Daripada ujian antimikrob ini, secara ringkasnya,
didapati bahawa hasil daripada pengubahsuaian sumber
nitrogen ekstrak kasar daripada Streptomyces SUK 02
mengandungi agen antifungus yang lebih tinggi berbanding
agen antibakteria.

UJIAN KEPEKATAN PERENCATAN MINIMUM (MIC)

Ujian kepekatan perencatan minimum (MIC) dijalankan
terhadap ekstrak daripada pengubahsuaian sumber nitrogen
ammonium sulfat dan natrium nitrat. Nilai MIC bagi ekstrak
yang lain tidak dapat dijalankan kerana jumlah ekstrak
kasar yang terhad. Daripada ujian MIC, didapati bahawa
nilai MIC bagi ekstrak ammonium sulfat adalah lebih
rendah (1.5 mg/ml) daripada ekstrak natrium nitrat. Ini
menunjukkan bahawa ekstrak daripada ammonium sulfat
ini lebih berkesan dalam memberikan kesan perencatan
terhadap fungus ujian.

KESIMPULAN

Sebagai kesimpulan, ammonium sulfat merupakan sumber
nitrogen yang sesuai bagi penghasilan metabolit sekunder
yang berupaya dalam merencat pertumbuhan fungus ujian
Aspergillus fumigatus dan Fusarium solani. Sumber
nitrogen natrium nitrat pula merupakan sumber nitrogen
yang sesuai bagi pertumbuhan Streptomyces SUK 02.
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