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ABSTRACT

ISOLATION, CHARACTERIZATION, AND BIOACTIVE COMPOUND
TEST FROM Oscillatoria sp. AS AN ANTIBIOFILM OF Escherichia coli

CHLORAMPHENICHOL RESISTANT

BY

TRI MARITAL

The study of isolation, characterization, and bioactive compound test from
microalgae Oscillatoria sp. as an antibiofilm of Escherichia coli
chloramphenichol resistant has been carried out. Isolation and purification of
compound T4M1 processed through some chromatography step. Purification of
compound T4M1 used crystallization given compound T4M1 about 3.4 mg
(0.002%).  Compound T4M1 were white amorf crystal. Rf value of compound
T4M1 used three different eluents system at silica plate gave results as follow,
i.e.: Etil acetic : Hexane (8:2), Dichloromethane : Etil acetic (10:1), and Hexane
100% were 0.84; 0.6; and 0 respectively.  Characterization by using FTIR showed
presence of hidroxy group (O-H : stretching 3450 cm-1), methyl aliphatic group
(C-H : 2920 cm-1), methyl symmetric group (C-H : 2850 cm-1), carbonyl group
(C=O : 1707 cm-1), alkenes aliphatic (C=C : 1635 cm-1), and amines group (C-N :
1382 cm-1).  Antibiofilm test at 100 µg dose gave result inhibition percentage 74%
and there was no inhibition zone on antibacterial test at 100 µg dose. Based on
FTIR data, compound T4M1 known was an aliphatic compound substituted by
hidroxy, carbonyl, alkenes, amines groups and has bioactivity as an antibiofilm at
100 µg without kill the bacterial itself.

Kata Kunci : Antibiofilm ; Oscillatoria sp. ; Microalgae ; Eschericia coli.
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ABSTRAK

ISOLASI, KARAKTERISASI, DAN PENGUJIAN SENYAWA BIOAKTIF
DARI Oscillatoria sp. SEBAGAI ANTIBIOFILM BAKTERI Escherichia coli

RESISTEN KLORAMFENIKOL

Oleh

TRI MARITAL

Pada penelitian ini telah dilakukan studi isolasi, karakterisasi, dan pengujian
senyawa bioaktif dari mikroalga jenis Oscillatoria sp. sebagai antibiofilm
terhadap bakteri Escherichia coli yang resisten kloramfenikol.  Proses isolasi dan
pemurnian senyawa target melalui beberapa tahapan kromatografi.  Hasil
pemurnian menggunakan metode kristalisasi didapatkan senyawa murni T4M1
sebanyak 3,4 mg (0,002%).  Senyawa T4M1 berupa kristal amorf berwarna putih.
Nilai Rf pada KLT plat silika menggunakan tiga sistem eluen yang berbeda yaitu
Etil asetat : Heksana (8:2), Diklorometana : Etil asetat (10:1), dan Heksana 100%
berturut-turut adalah 0,84; 0,6; dan 0.  Karakterisasi menggunakan FTIR
menunjukkan adanya gugus hidroksi (O-H : vibrasi uluran pada 3450 cm-1), gugus
metil alifatik (C-H : 2920 cm-1), metilen simetris (C-H : 2850 cm-1), karbonil
(C=O : 1707 cm-1), alkena alifatik (1635 cm-1), dan gugus amina (C-N : 1382 cm-

1).  Hasil uji antibiofilm pada dosis 100 µg menunjukkan penghambatan sebesar
74% sedangkan tidak terdapat zona hambat pada uji antibakteri pada dosis 100
µg.  Berdasarkan data FTIR yang diperoleh diketahui senyawa T4M1 merupakan
senyawa alifatik dengan substituen hidroksi, karbonil, alkena dan amina serta
memiliki kemampuan sebagai antibiofilm pada dosis 100 µg tanpa mematikan
bakteri itu sendiri.

Kata Kunci : Antibiofilm ; Oscillatoria sp. ; mikroalga ; Eschericia coli.
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I. PENDAHULUAN

A. Latar Belakang

Badan kesehatan PBB melaporkan bahwa penyakit yang disebabkan oleh

bakteri merupakan penyebab utama kematian di seluruh dunia dan angka

kematian yang disebabkan oleh bakteri mencapai 8,6 juta jiwa (WHO, 2014).

Salah satu faktor yang menyebabkan sulitnya mengatasi masalah infeksi

bakteri adalah akibat perilaku bakteri yang cenderung membentuk selubung

pelindung yang disebut biofilm. Biofilm terbentuk ketika bakteri planktonic

menempel pada suatu permukaan dan memulai pembentukan koloni mikro

yang membentuk kumpulan bakteri yang terbungkus dalam sebuah matriks

ekstraselular yang menyediakan perlindungan tingkat tinggi (Angst et al.,

1923). Biofilm berperan hingga 60% dalam proses infeksi pada manusia dan

diketahui sangat sulit untuk diatasi dengan menggunakan agen antimikroba.

Pengujian secara in vitro menunjukkan bahwa terjadi peningkatan resistensi

yang sangat tinggi pada sel biofilm.

Diperkirakan bahwa biofilm memiliki keterkaitan terhadap 65% infeksi

nosocomial yang terjadi di Amerika serikat, selain itu industri kimia di seluruh

dunia menghabiskan setidaknya sekitar $7 milyar guna menanggulangi

masalah biofilm ini (Licking, 1999).
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Penelitian yang dilakukan guna mendapatkan senyawa antibiofilm, diantaranya

madu Manuka diketahui mampu menghambat pertumbuhan biofilm campuran

antara bakteri pereduksi sulfat (Desulfobrio indonensis) dan bakteri E. coli

(Alkhalil et al., 2014). Menurut Bazargani et al., (2016) minyak esensial dan

ekstrak metanol dari tanaman ketumbar, diketahui memiliki bioaktivitas

penghambat pembentukan biofilm E. coli dan S. aureus.

Dewasa ini mikroalga mendapatkan perhatian lebih sebagai sumber produk

bernilai tinggi. Pemanfaatan senyawa bioaktif dari mikroalga sudah cukup

dikenal luas, seperti fikobiliprotein sebagai bahan pewarna, antiinflamasi,

antioksidan, serta pelindung ujung syaraf (Romay et al., 2003), karotenoid

sebagai antioksidan (Tapiero et al., 2004), karbohidrat dalam bentuk pati,

glukosa, gula, dan bentuk polisakarida lain banyak dimanfaatkan sebagai

sumber pangan manusia dan hewan (Becker, 2004), serta protein sebagai bahan

makanan sehat di Jepang, Taiwan, dan Mexico (Sánchez et al., 2003;

Borowitzka, 2013).

Sejauh ini sudah banyak pemanfaatan senyawa bioaktif yang berasal dari

mikroalga, namun untuk bidang antibiofilm belum pernah dilakukan penelitian

lebih lanjut, berdasarkan uraian diatas maka dalam penelitian ini dilakukan

upaya mengisolasi, mengkarakterisasi, dan menguji senyawa bioaktif dari

mikroalga Oscillatoria sp. terhadap biofilm dari bakteri Escherichia coli.
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B. Tujuan Penelitian

Penelitian ini bertujuan untuk mengisolasi, mengkarakterisasi, dan menguji

senyawa bioaktif dari mikroalga Oscillatoria sp. terhadap biofilm dari bakteri

Escherichia coli resisten kloramfenikol.

C. Manfaat Penelitian

Manfaat dari penelitian ini adalah mengetahui potensi senyawa bioaktif dari

mikroalga Oscillatoria sp. yang dapat dikembangkan sebagai agen antibiofilm.
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II. TINJAUAN PUSTAKA  

  

  

  

  

A. Infeksi Bakteri  

 

 

Infeksi yang disebabkan oleh bakteri menarik banyak perhatian, salah satunya 

adalah infeksi nosokomial.  Infeksi nosokomial adalah suatu infeksi yang 

diperoleh atau dialami oleh pasien selama dia dirawat di rumah sakit dan 

menunjukkan gejala infeksi baru setelah 72 jam pasien berada di rumah sakit 

serta infeksi itu tidak ditemukan atau diderita pada saat pasien masuk ke rumah 

sakit (Ducel, 2002).  Infeksi nosokomial banyak terjadi di seluruh dunia 

dengan kejadian terbanyak di negara miskin dan negara berkembang karena 

penyakit-penyakit infeksi masih menjadi masalah utama. Suatu penelitian yang 

dilakukan oleh WHO menunjukkan bahwa sekitar 8,7 % dari 55 rumah sakit 

dari 14 negara yang berasal dari Eropa, Timur Tengah, Asia Tenggara dan 

Pasifik menunjukkan adanya kasus infeksi nosokomial, sedangkan di Asia 

Tenggara sebanyak 10,0% (Ducel, 2002) . 

 

B. Eschericia coli 

 

Escherichia coli merupakan bakteri Gram negatif berbentuk batang pendek 

yang memiliki panjang sekitar 2 µm, diameter 0,4-0,7 µm dan bersifat anaerob 

fakultatif.  E. coli membentuk koloni yang bundar, cembung, dan halus dengan 
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tepi yang nyata (Smith-Keary, 1988).  Penampakan Sel Eschericia coli 

ditunjukkan oleh Gambar 1. 

 

 

 
 

Gambar 1. Sel Eschericia coli (Rocky Mountain Laboratories). 

 

 

 

Escherichia coli merupakan golongan bakteri mesofilik yaitu bakteri yang suhu 

pertumbuhan optimumnya 15-45°C dan dapat hidup pada pH 5,5 – 8.  Menurut 

penelitian yang dilakukan oleh Hawa et al. (2011), E. coli memiliki suhu 

maksimum pertumbuhan 40-45°C, di atas suhu tersebut bakteri akan 

mengalami inaktivasi. 

 

Bakteri Escherichia coli secara normal berada di saluran pencernaan bagian 

bawah dan akan dapat berubah menjadi patogen jika perkembangan kuman di 

dalam tubuh yang melebihi batas normal, akibat perubahan makanan secara 

mendadak serta perubahan lingkungan dari panas ke hujan atau sebaliknya.  

Dampak yang muncul pada penderita ialah : menurunnya berat badan dan 

kondisi tubuh, pertumbuhan terhambat, dan jika tidak segera ditangani dapat 

menimbulkan kematian. 
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C. Biofilm Bakteri 

 

Biofilm adalah kumpulan sel mikroorganisme, khususnya bakteri, yang 

melekat di suatu permukaan dan diselimuti oleh pelekat karbohidrat yang 

dikeluarkan oleh bakteri tersebut.  Pelekatan suatu sel pada suatu permukaan 

adalah hasil dari sinyal untuk mengekspresikan gen-gen pembentuk biofilm.  

Gen-gen ini mengkodekan protein-protein untuk melakukan sintesis sinyal 

komunikasi antarsel dan memulai pembentukan polisakarida.  Pada 

bakteri gram negatif seperti Pseudomonas aeruginosa, molekul sinyal yang 

utama adalah komponen yang disebut homoserin lakton yang berfungsi sebagai 

agen kemostatik untuk mengumpulkan sel-sel P. aeruginosa yang berdekatan 

(melalui mekanisme quorum sensing) dan membentuk biofilm 

(Madigan and Martinko, 2006). 

 

Biofilm terbentuk karena mikroorganisme cenderung menciptakan lingkungan 

mikro dan relung (niche) mereka sendiri.  Biofilm memerangkap nutrisi untuk 

pertumbuhan populasi mikroorganisme dan membantu mencegah lepasnya sel-

sel dari permukaan pada sistem yang mengalir.  Permukaan biofilm sendiri 

adalah habitat yang penting bagi mikroorganisme dalam biofilm 

karena nutrisi dapat terjerap pada permukaan sehingga kandungan nutrisinya 

dapat lebih tinggi daripada di dalam larutan.  Konsekuensinya, jumlah dan 

aktivitas mikroba pada permukaan biasanya lebih tinggi daripada di air 

(Madigan and Martinko, 2006). 

 

https://id.wikipedia.org/wiki/Sel
https://id.wikipedia.org/wiki/Mikroorganisme
https://id.wikipedia.org/wiki/Bakteri
https://id.wikipedia.org/wiki/Karbohidrat
https://id.wikipedia.org/wiki/Gram_negatif
https://id.wikipedia.org/wiki/Pseudomonas_aeruginosa
https://id.wikipedia.org/w/index.php?title=Homoserin_lakton&action=edit&redlink=1
https://id.wikipedia.org/wiki/Quorum_sensing
https://id.wikipedia.org/wiki/Relung
https://id.wikipedia.org/wiki/Habitat
https://id.wikipedia.org/wiki/Nutrisi
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Gambar 2. Biofilm Staphylococcus aureus (CDC Laboratories (2005). 

 

 

 

Pemicu pembentukan biofilm salah satunya adalah kondisi lingkungan yang 

kurang menguntungkan, contohnya adalah produksi EPS oleh  

Escherichia coli dan P. aeruginosa saat ketersediaan nutrisi menipis 

(Wrangstadh et al., 1990).  Hingga tahun 1980-an, pertumbuhan biofilm lebih 

dianggap sebagai sesuatu yang menarik saja dan bukan sebagai suatu studi 

ilmiah yang serius.  Namun demikian, bukti-bukti yang terkumpul kemudian 

menunjukkan bahwa pembentukan biofilm lebih disukai oleh mikroorganisme, 

dan hampir semua permukaan yang terkena kontak dengan mikroba dapat 

mendukung pembentukan biofilm sehingga memengaruhi kehidupan 

manusia.  Berdasarkan hal tersebut, studi mengenai biofilm menjadi lebih 

intensif.  Selain bakteri, mikroorganisme lainnya seperti alga dan khamir 

(fungi bersel satu) juga dapat membentuk biofilm, namun biofilm bakteri 

adalah yang paling banyak dipelajari dan dirujuk sebagai contoh (Lerner and 

Lerner, 2003).  

 

Aspek terpenting yang membuat pembentukan biofilm bakteri menjadi sangat 

diminati untuk diteliti adalah terjadinya peningkatan resistensi mikroba 

https://id.wikipedia.org/wiki/Escherichia_coli
https://id.wikipedia.org/wiki/Alga
https://id.wikipedia.org/wiki/Khamir
https://id.wikipedia.org/wiki/Fungi
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terhadap antibiotik dan agen antimikroba lainnya.  Sifat struktural dan 

karakteristik dari biofilm menyebabkan adanya resistensi yang erat kaitannya 

dengan mekanisme perlindungan dan pertahanan dari kondisi yang buruk.  

Berikut ini adalah mekanisme pertahanan intrinsik sel biofilm yang 

menyebabkan resistensi menurut Paraje (2011) : 

1. Matriks biofilm dapat bertindak sebagai penghalang difusi fisik  

Biofilm sebagai penghalang difusi fisik untuk mencegah antibiotik 

mencapai target.  Antibiotik mampu menembus struktur campuran 

eksopolisakarida, DNA, dan protein untuk mencapai target tetapi tidak 

mampu mencapai konsentrasi efektif di semua bagian. 

2. Pembentukan lingkungan mikro dalam biofilm 

Menipisnya jumlah nutrisi dan oksigen di dalam biofilm dapat 

menyebabkan aktivitas metabolisme diubah dan menyebabkan 

perlambatan pertumbuhan bakteri. 

3. Diferensiasi menjadi sel persister 

Persister sel dianggap tidak tumbuh atau tumbuh lambat, dan juga 

memiliki kerentanan yang sangat berkurang terhadap antibiotik.  Dalam 

teori persister, rute dari sub populasi kecil bakteri dalam biofilm berubah 

menjadi sel aktif, mampu bertahan terhadap pengobatan antibiotik yang 

ekstrem karena perubahan genetik yang stabil. 

4. Peningkatan produksi tekanan oksidatif 

Tekanan oksidatif yang disebabkan oleh tidak seimbangnya antara jumlah 

oksidan, seperti radikal bebas, peroksida dan oksida nitrat, dengan 

antioksidannya.  Gangguan keseimbangan pro oksidan - antioksidan 
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menyebabkan kelebihan produksi senyawa oksigen reaktif (SOR) yang 

dapat mengakibatkan kerusakan pada komponen seluler, termasuk DNA, 

protein dan lipid.  Bakteri akan membentuk senyawa antioksidan sebagai 

respons fisiologis terhadap SOR, sehingga bakteri dapat beradaptasi 

terhadap tekanan oksidatif yang menyebabkan perubahan metabolik yang 

cepat.  Enzim utama yang terlibat dalam sistem pertahanan antioksidan 

dan katalase (CAT). 

5. Aksi antagonis antibiotik dan mekanisme degradasi aktif di beberapa 

bagian biofilm 

Microenvironments dapat melawan aksi dari antibiotik dengan mekanisme 

degradasi aktif di beberapa bagian biofilm.  Bakteri saling berkomunikasi 

dan mengaktifkan gen-gen tertentu sehingga menghasilkan enzim atau 

toksin yang dapat mendegradasi antibiotik. 

 

D. Kontrol Biofilm  

 

 

Ada beberapa cara yang dapat dilakukan dalam mengendalikan 

pembentukan dan pertumbuhan biofilm, yaitu : 

a)  Fisik ; langkah yang dilakukan yakni mencegah agar bakteri tidak 

dapat menempel pada suatu permukaan.  Salah satu cara untuk 

menghalangi penempelan bakteri pada suatu permukaan adalah 

dengan proses pelapisan (Coating) serta modifikasi permukaan 

(Titanium) dengan lapisan nano tembaga (Cu) dan Nikel (Ni)  

(Vishwakarma et al., 2009). 
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b)  Kimia ; metode yang dilakukan dengan menggunakan suatu bahan 

kimia yang dapat membunuh atau menghilangkan mikroorganisme 

penyebab biofilm. Cheng et al., (2008) melaporkan bahwa 

penggunaan senyawa turunan Polimetakrilat dengan rantai samping 

kationik efektif digunakan sebagai pelapis untuk mematikan bakteri 

yang menempel pada suatu permukaan hingga mencapai 99%. 

c)  Biologi (Bakteriofage) ; strategi dengan memanfaatkan virus tertentu 

yang menginfeksi bakteri.  Virus akan menghancurkan bakteri dengan 

cara masuk ke sel inang dan melekat pada reseptor spesifik pada 

permukaan bakteri, termasuk lipopolisakarida, protein, atau bahkan 

flagella. Sehingga bakteri akan mati dan terjadinya penurunan biofilm 

(Esperanza et al., 2011). 

  

E. Mikroalga  

 

 

Mikroalga termasuk dalam spesies uniseluler yang hidup secara tersendiri 

maupun secara berkelompok membentuk rangkaian tertentu, ukurannya 

berkisar antara beberapa mikrometer (µm) hingga beberapa ratus mikrometer 

tergantung pada spesiesnya.  Mikroalga sangat unik karena terbiasa dengan 

lingkungan yang mempunyai kepekatan cukup tinggi, mikroalga juga mampu 

melakukan fotosintesis sehingga mampu menopang kebutuhan makannya 

sendiri serta mampu menyediakan kira-kira setengah dari oksigen yang ada di 

atmosfer bumi saat ini dengan secara terus menerus mengurai karbon dioksida 

yang ada di udara bebas, selain itu mikroalga juga menyediakan sumber energi 
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yang dapat dimanfaatkan oleh manusia contohnya protein dan karbohidrat 

(Thrush et al., 2006). 

 

Menurut Lee (1997) alga digolongkan menjadi  beberapa kelompok 

berdasarkan susunan membran kloroplasnya, sebagai berikut  : 

1. Golongan pertama adalah golongan yang termasuk sianobakteria prokariotik 

dimana secara filogenetik termasuk dalam eubakteria.  Golongan kedua 

merupakan mikroalga yang kloroplasnya hanya tersusun dari dua lapisan 

membran pembungkus kloroplas. 

2. Golongan kedua termasuk di dalamnya adalah rhodophyta (alga merah) dan 

chlorophyta (green alga). 

3. Golongan ketiga termasuk  di dalamnya euglenophyta (euglenoid) dan 

dinophyta (dinoflagellata) dimana kloroplas dari mikroalga ini tersusun oleh 

satu tambahan membran pembungkus kloroplas. 

4. Golongan keempat antara lain cryptophyta (chryptopytes), chlorara, 

chianophyta, heterokontophyta, termasuk diatom dan phaeophyceae (alga 

coklat), dan haptophyta.   

 

Semua jenis alga diatas memiliki persamaan yakni dua membran  tambahan 

penyusun kloroplas retikulum endoplastik kloroplastik.  Beberapa contoh 

spesies mikroalga disajikan dalam Gambar 3. 
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(a) 

 
(b) 

 
(c) 

 
(d) 

 

(e) 

 

Gambar 3. Beberapa spesies mikroalga dari kelas yang berbeda. 

(a)Amphiprora, (b)Tetraselmis chuui, (c) Nannochloropsis 

occulata, (d) Pinnularia, (e) Oscillatoria sp. (University of 

Winconsin Botanical image collection). 

 

 

 

F. Oscillatoria sp.  

  

  

Oscillatoria sp. merupakan mikroalga yang termasuk dalam golongan 

sianobakteria.  Menurut Guiry (2014), klasifikasi dari Oscillatoria adalah 

sebagai berikut : 

Kingdom   : Protista 

Divisi   : Cyanophyta 

Kelas   : Cyanophyceae 

Ordo  : Oscillatoriales 

Famili  : Oscillatoriaceae 

Genus  : Oscillatoria 

Spesies  : Oscillatoria sp. 
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Sel Oscillatoria sp. membentuk filamen panjang yang dapat pecah menjadi 

fragmen yang disebut hormogonia.  Hormogonia ini dapat tumbuh menjadi 

filamen baru yang lebih panjang lagi.  Pemecahan filamen biasanya terjadi 

ketika ada sel yang mati (necridia).  Oscillatoria sp. menggunakan fotosintesis 

untuk hidup dan bereproduksi.  Setiap filamen pada Oscillatoria sp. terdiri dari 

trikoma yang terbuat dari sel baris.  Ujung dari trikoma dapat  berosilasi seperti 

pendulum (Guiry, 2014).  Penampakan Oscillatoria sp. ditunjukkan oleh 

Gambar 4. 

 

 

 
 

Gambar 4. Penampakan fisik Oscillatoria sp. (University of Wisconsin 

Botanical Images Collection) 

 

 

 

Oscillatoria sp. merupakan salah satu kelompok sianobakteria yang berpotensi 

menjadi sumber senyawa bioaktif.  Sebagai contoh, Oscillatoria sp. merupakan 

penghasil dari butylated hydroxytoluene (BHT) atau hidroksitoluena terbutilasi 

yang sering digunakan sebagai antioksidan, zat aditif makanan, dan industri 
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kimia (Babu and Wu, 2008).  Oscillatoria sp. juga diketahui menghasilkan 

senyawa asam lemak yang bersifat sebagai antibakteri (Singh et al., 2011). 

 

G. Metode Pemanenan Mikroalga  

 

 

Pemanenan mikroalga untuk tujuan komersil sudah banyak dikembangkan oleh 

berbagai pihak.  Beberapa metode yang sering digunakan yaitu diantaranya 

sentrifugasi, flokulasi, flotasi, sedimentasi serta teknik  filtrasi yang dianggap 

merupakan teknik-teknik pemanenan generasi kedua serta memiliki 

keunggulan dalam bidang biaya dan efisiensi dalam penggunaan energi 

(Schenk et al., 2008). 

 

Salah satu metode pemanenan mikroalga yang cukup diminati yaitu teknik 

flokulasi atau penggumpalan.  Selama proses flokulasi terjadi, sel mikroalga 

yang terpisah-pisah akan saling berkumpul dan membentuk partikel yang lebih 

besar dengan kecepatan mengendap semakin meningkat. Flokulasi dapat 

dilakukan dengan pelbagai cara, diantaranya dengan penambahan bahan kimia 

seperti menggunakan Zn
2+

, Al
3+

, Fe
3+

 atau bahan kimia lain sebagai agen 

pengkhelat (Lee, 1997).  Pemanenan dengan prinsip flokulasi dapat juga 

menggunakan bantuan energi listrik yaitu elektrolisis.  Teknik flokulasi-

koagulasi ini didasarkan fakta bahwa mikroalga mempunyai sifat sebagai 

partikel koloid, sehingga memungkinkan bergerak dalam pengaruh medan 

listrik.  Penggunaan teknik elektrolisis akan meningkatkan hasil pemanenan 

biomassa Oscillatoria sp. karena hampir seluruh Oscillatoria sp. yang ada di 

dalam media mengalami penggumpalan atau flokulasi sehingga lebih mudah 

diambil dari medianya (Aragon et al., 1992).  
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H. Senyawa Bioaktif Mikroalga 
 

 

Seiring perkembangan bioteknologi mikroalga, sejumlah penelitian mulai 

dilakukan untuk memperoleh produk bermanfaat yang bernilai tinggi 

diantaranya sebagai sumber bahan kimia yang dapat menghasilkan produk 

seperti gliserol, vitamin, protein, pigmen, enzim, dan bahan-bahan bioaktif 

lain. Bahan-bahan bioaktif yang telah diketahui dapat dihasilkan dari mikroalga 

yaitu antioksidan, toksin, bahan obat-obatan, dan zat pengatur pertumbuhan 

(Kabinawa, 1994).  

 

Mikroalga memiliki keuntungan tambahan dari plastisitas metaboliknya yang 

besar, tergantung pada keadaan fisiologisnya, selain itu metabolisme sekunder 

mereka dapat dengan mudah dipicu oleh kebanyakan bentuk tekanan eksternal 

yang terjadi (misalnya terbatasnya sumber nitrogen) (Guedes et al., 2011). 

Mikroalga telah lama digunakan dengan tujuan pengobatan; penapisan 

sistematis senyawa bioaktif mikroalga dimulai pada tahun 1950-an.  Pada 

dekade terakhir mikroalga telah menjadi fokus penelitian yang luas, yang 

bertujuan untuk menemukan senyawa baru yang mungkin dapat menjadi agen 

obat yang berguna (Mayer et al., 2005).  Mikroalga sementara telah diketahui 

untuk menghasilkan antibiotik : sejumlah besar ekstrak mikroalga dan atau 

produk ekstraseluler telah terbukti berguna sebagai antibakteri, antijamur, 

antiprotozoa dan antiplasmodial (Ghasemi et al., 2004).  Aktivitas anti mikroba 

dari mikroalga dikaitkan dengan senyawa kimia beberapa kelas termasuk 

indoles, terpen, acetogenins, fenol, asam lemak dan hidrokarbon terhalogenasi 

stabil (Mayer et al., 2005).  Beberapa senyawa metabolit mikroalga tersebut 
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telah digunakan secara komersil dalam bidang industri dan kosmetik.  Sebagai 

contoh, senyawa turunan karotenoid (1) dan astaksantin (2) dari mikroalga laut 

adalah bahan yang digunakan dalam kosmetik sebagai antioksidan  

(Thomas and Kim, 2013). Selain itu contoh senyawa antibakteri dari genus 

Oscillatoria sp. yang telah diketahui antara lain senyawa asam lemak yang 

bersifat sebagai antibakteri (Mundt et al., 2003).  Rodrigues et al., (2015) 

menyatakan bahwa senyawa dari golongan karotenoid (echinenone, 

myxoxanthophyll, dan canthaxanthin) dan klorofil  diketahui memiliki potensi 

menjadi agen anti radikal.  Struktur senyawa bioaktif dari mikroalga disajikan 

pada Gambar 5. 

 

1. 

   .  

2. 
   

3. 

 

 

 

Gambar 5. Contoh senyawa bioaktif mikroalga (1) Astaksantin  

(2) 13-hydroxy-9Z-11E-octadeca-dienoic (3) Klorofil a  
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I. Isolasi Senyawa Bioaktif  

  

  

1. Ekstraksi  

  

  

Ekstraksi merupakan proses penarikan komponen atau senyawa aktif pada 

suatu sampel dengan menggunakan pelarut tertentu.  Secara umum, hampir 

semua metode ekstraksi menggunakan pelarut didasarkan pada interaksi dan 

percampuran antara sampel dengan pelarut yang sesuai, serta dapat juga 

berdasarkan distribusi sampel dalam dua sistem pelarut yang berbeda.  

Campuran antara dua atau lebih pelarut tersebut harus dapat larut satu sama 

lain (Poole and Poole, 2010). 

 

Metode ekstraksi tradisional seperti maserasi dianggap kurang efektif karena 

membutuhkan waktu cukup panjang hingga sekitar 2 sampai 10 hari 

(Cunha et al., 2004).  Hingga kini, metode ekstraksi modern telah 

dikembangkan untuk memperoleh senyawa organik lebih cepat dan efisien dari 

sampel, beberapa contoh metode ekstraksi yang banyak digunakan yakni 

Microwave Assisted Extraction (MAE) dan Ultrasonic Extraction (UE) 

merupakan metode yang menjanjikan dalam proses ekstraksi senyawa bahan 

alam (Kaufmann et al., 2002).  

 

a. Maserasi Dengan Ultrasonikasi 

 

Salah satu metode ekstraksi yang paling umum yaitu maserasi.  Maserasi 

merupakan metode ekstraksi dengan perendaman sampel menggunakan 

pelarut organik pada suhu ruang.  Metode ekstraksi ini sangat 
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menguntungkan dalam proses isolasi senyawa organik bahan alam karena 

struktur senyawa dari suatu sampel tidak mudah rusak. 

Keuntungan penggunaan ultrasonikasi dalam metode ekstraksi yaitu karena 

kemampuannya dalam memberikan efek mekanis pada proses kavitasi 

(pembentukan gelembung-gelembung kecil di dalam sel sampel).  Metode 

maserasi dengan ultrasonikasi diketahui memiliki potensi untuk mengurangi 

waktu yang diperlukan dalam proses ekstraksi secara signifikan serta mampu 

meningkatkan perolehan hasil ekstraksi (Liu et al., 2004). 

   

b. Partisi (ekstraksi cair-cair)  

 

 

Ekstraksi cair-cair (ECC), atau ekstraksi pelarut, merupakan salah satu 

metode tertua dan paling sering digunakan dalam preparasi sampel analisis 

kualitatif dan kuantitatif.  Ekstraksi cair-cair melibatkan distribusi komponen 

sampel diantara dua fase larutan yang tidak saling bercampur. 

 

Dalam prakteknya digunakan corong pisah dengan cara mengguncangkan 

corong berisi campuran pelarut dan sampel untuk memisahkan sampel 

berdasarkan kelarutan komponennya dalam masing-masing pelarut  

(Craig et al., 1956).  Senyawa polar akan terbawa dalam pelarut polar, 

senyawa semi polar akan terbawa dalam pelarut semi polar, dan senyawa non 

polar akan terbawa dalam pelarut non polar.  
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2. Kromatografi  

  

  

Kemampuan pemisahan oleh teknik kromatografi dimanfaatkan dalam proses 

isolasi dan identifikasi campuran senyawa yang sulit untuk diketahui 

komponennya.  Kromatografi dalam arti luas mengacu pada proses yang 

memungkinkan pemisahan suatu campuran senyawa kimia sebagai akibat dari 

perbedaan kemampuan komponen tersebut bergerak melalui fase diam dengan 

pengaruh fase gerak. 

 

Kecepatan bergeraknya komponen suatu campuran bervariasi berdasarkan 

pertimbangan perbedaan rasio distribusi, contohnya perbedaan dalam proporsi 

waktu yang dihabiskan dalam fase gerak.  Perpindahan dari fase gerak ke fase 

diam disebut dengan istilah adsorpsi, dan memiliki empat mekanisme yang 

berbeda yakni :  (a) Adsorpsi Permukaan (b) Partisi (c) Pertukaran Ion  

(d) Eksklusi ukuran (Straw, 1985). 

 

Berdasarkan jenis fase diam dan gerak yang dipartisi, kromatografi dapat 

digolongkan menjadi beberapa golongan seperti pada Tabel 1 berikut ini.  

 

 

Tabel 1. Penggolongan kromatografi berdasarkan fase diam dan fase gerak 

 

Fase diam Fase gerak  Sistem kromatografi  

Padat 

Padat 

Cair 

Cair 

Cair  

Gas  

Cair  

Gas  

Cair-adsorbsi  

Gas-adsorbsi  

Cair-partisi  

Gas-partisi   

(Johnson dan Stevenson, 1991).  
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Pada sistem kromatografi, pemilihan eluen (fase gerak) merupakan faktor 

yang sangat penting dalam mengisolasi senyawa organik.  Berikut ini adalah 

urutan eluen pada kromatografi berdasarkan kemampuan elusi menurut 

Gritter et al. (1991):   

 

Air > Metanol > Etil asetat > Metilen klorida > n-heksana 

Naiknya kepolaran 

 

a. Kromatografi Lapis Tipis (KLT)  

  

  

Kromatografi lapis tipis (KLT) juga digunakan dalam pemisahan campuran 

senyawa yang tidak mudah menguap.  KLT terdiri dari fase diam (fase 

stasioner) dan fase gerak.  Fase diam yang sering digunakan yaitu silika gel, 

aluminium oksida (alumina), dan selulosa (Harry et al., 1989).  Pemisahan 

senyawa pada metode KLT terjadi karena masing-masing komponen 

senyawa memiliki kemampuan berbeda dalam berinteraksi dengan fase 

diam.  Fase gerak yang digunakan umumnya memiliki perbedaan polaritas 

dengan fase diam (Fair and Kormos, 2008). 

 

Distribusi senyawa-senyawa pada sampel, dihitung dengan membandingkan 

jarak elusi yang ditempuh senyawa dengan jarak yang ditempuh eluen yang 

digunakan dan disebut sebagai Rf (Retention factor), yang secara sistematis 

dinyatakan sebagai berikut:  

Rf  =  
                           

                                
 

 

Terdapat dua faktor yang mempengaruhi nilai Rf pada kromatografi lapis 

tipis, yaitu penjerap dan pelarut yang digunakan. Pada kromatografi jerapan 
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dimana penjerapnya adalah silika gel, senyawa polar akan memiliki afinitas 

besar terhadap penjerap, dan bermigrasi lambat ke atas tidak seperti halnya 

pelarut. 

 

Untuk pemisahan menggunakan fase diam polar seperti silika gel, polaritas 

fase gerak akan menentukan kecepatan migrasi senyawa yang juga berarti 

menentukan nilai Rf.  Silika gel dapat membentuk ikatan hidrogen di 

permukaannya karena pada permukaannya terikat gugus hidroksi.  Oleh 

karena itu silika gel bersifat sangat polar sementara itu fase gerak yang 

digunakan sifatnya non polar, maka saat campuran dimasukkan senyawa-

senyawa yang semakin polar akan semakin lama tertahan di fase stasioner 

dan senyawa-senyawa yang kurang polar/semakin tidak polar akan terbawa 

keluar lebih cepat (Sarker et al., 2006). 

 

Dalam kromatografi lapis tipis, untuk mengetahui jenis komponen senyawa 

yang terjerap di fase diam maka dilakukan visualisasi menggunakan reagen 

yang spesifik.  Reagen spesifik yang sering digunakan yaitu serium sulfat. 

Serium sulfat merupakan suatu senyawa anorganik berbentuk padatan 

garam anhidrat berwarna kuning.  Serium sulfat berperan sebagai oksidator 

terhadap komponen yang terjerap pada fase diam dan menghasilkan noda 

berwarna hitam.  Noda hitam diakibatkan oleh oksidasi karbon-karbon 

senyawa target (Mariappan et al., 2001). 
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b. Kromatografi Kolom  

  

  

Pada prinsipnya kromatografi kolom digunakan untuk pemisahan campuran 

beberapa senyawa yang diperoleh dari hasil ekstraksi. Konsepnya sama 

seperti KLT, pemisahan komponen-komponen suatu zat dalam eluen yang 

bergerak melalui fase diam sebagai absorben terjadi akibat adanya 

perbedaan daya absorpsi pada komponen-komponen tersebut. Ada beberapa 

jenis kromatografi yang sering digunakan seperti kromatografi kolom 

gravitasi dan kromatografi tekanan (HPLC). 

 

Metode kromatografi kolom gravitasi lebih sering digunakan karena lebih 

simple dan mudah disiapkan. Selain itu ini cocok digunakan untuk 

pemisahan senyawa yang tidak mudah menguap serta tidak stabil pada suhu 

tinggi.  Mekanisme utama pada kromatografi kolom dalam pemisahan 

senyawa yang berbeda yaitu berdasarkan perbedaan kemampuan migrasi 

(Church, W., 2005). 

 

J. Spektroskopi Fourier Transform Infra Red (FTIR) 

 

 

Metode spektroskopi Fourier Transform Infrared (FTIR) banyak digunakan 

dalam identifikasi mikroorganisme dalam beberapa tahun belakangan. 

Spektroskopi FTIR dalam mikrobiologi masih berada pada tingkat awal, namun 

berdasarkan potensi manfaat penggunaannya menunjukkan bahwa metode ini 

sangat menjanjikan.  Dalam bidang biofilm, metode ini mampu memberikan 

informasi penting melalui data spektrum yang terbentuk, seperti perkembangan 

pembentukan biofilm, perubahan permukaan biofilm, dan deteksi pengaruh agen 
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mikrobial pada permukaan biofilm (Schmitt et al., 1988). Selain itu spektroskopi 

FTIR juga digunakan sebagai pendukung dalam proses isolasi makromolekul 

seperti asam nukleat, protein, lipid, polisakarida  (Stuart, 1997). 

 

Vibrasi ulur C-H yang terikat pada rantai tunggal alifatik umumnya muncul pada 

daerah bilangan gelombang antara 3000 – 2800 cm
-1

, serta mengalami vibrasi 

tekukan pada daerah bilangan gelombang antara 1500 – 1300 cm
-1

.  Pita serapan 

dari vibrasi ulur C-H dapat sedikit bergeser akibat perbedaan jenis rantai yang 

terikat, energi yang dibutuhkan oleh C-H untuk tereksitasi sedikit meningkat 

pada vibrasi rantai asimetris dibanding rantai simetris.  Pita serapan uluran C-H 

pada rantai asimetris dari metil dan metilen memberikan puncak serapan pada 

2960 dan 2930 cm
-1

, sedangkan pada rantai simetris puncak yang muncul dari 

metil dan metilen yakni pada 2875 dan  2855 cm
-1

.  Selain jenis rantai yang 

terikat masih ada beberapa faktor yang memengaruhi bentuk dan letak puncak 

serapan, seperti induksi elektronik, induksi spasial atau efek entropi. 

 

Secara umum vibrasi ulur C=O terlihat pada daerah bilangan gelombang antara 

1840-1630 cm
-1

. Posisi puncak serapan dari uluran C=O muncul berbeda-beda 

bergantung pada jenis senyawa dimana gugus fungsi tersebut terikat.  Vibrasi 

ulur C=O pada ester memberikan puncak serapan pada 1750-1735 cm
-1

, pada 

aldehid memberikan serapan pada 1740-1720 cm
-1

, pada keton memberikan 

puncak serapan pada 1750-1705 cm
-1

,  sedangkan pada karboksilat memberikan 

serapan pada 1750-1700 cm
-1

.  Puncak serapan vibrasi ulur C=O dapat bergeser 

oleh pengaruh suatu cincin serta konjugasi ikatan pi, contoh puncak serapan 

C=O akan muncul pada 1700-1680 cm
-1

 pada keton yang terikat pada cincin 
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benzene (Burke, 1997).  Selain itu serapan dari C=O pada lakton (cincin ester) 

akan meningkat seiring naiknya tekanan pada cincin, contoh puncak serapan 

C=O pada y-methyl-butanolide muncul pada 1790 cm
-1

 (Jones et al., 1959).  

Contoh lain yaitu pita serapan pada daerah bilangan gelombang 1740 cm
-1

 

dilaporkan merupakan puncak serapan C=O ester dari lipid yang ada dalam 

mikroalga (Meng et al., 2014).  

 

Secara umum, gugus O-H akan memberikan serapan pada daerah bilangan 

gelombang antara 3650 – 3200 cm-1 (Burke, 1997).  Pada senyawa karboksilat 

puncak serapan dari gugus O-H akan membentuk serapan yang kuat dan melebar 

kearah daerah bilangan gelombang yang lebih rendah, hal ini disebabkan karena 

terjadi ikatan hidrogen baik intramolekul, maupun intermolekul membentuk 

struktur dimer karboksilat yang stabil.  Pada kondisi tertentu puncak serapan dari 

O-H dapat berbentuk tajam dan bergeser kearah bilangan gelombang yang lebih 

besar apabila dipengaruhi oleh efek halangan sterik atau karena sampel dalam 

keadaan gas, selain itu dapat terjadi jika sampel dilarutkan dalam pelarut non 

polar. Ciri khusus dari serapan O-H ini dapat digunakan dalam mengidentifikasi 

jenis senyawa fenol. 

 

Puncak serapan dari vibrasi ulur O-H pada alkohol dipengaruhi oleh derajat 

substitusi (primer, sekunder, dan tersier).  Selain derajat substitusi, adanya 

serapan vibrasi ulur C-O juga mempengaruhi letak munculnya suatu vibrasi ulur 

O-H dari alkohol serta serapan dari vibrasi tekuk O-H pada daerah 1350 – 590 

cm
-1

.  Berikut daerah serapan gugus O-H disajikan pada Tabel 2. 
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Tabel 2. Frekuensi gugus hidroksi dan senyawa alkohol 

 

Gugus Frekuensi (cm
-1

) Keterangan 

O-H 3570-3200 (melebar) Gugus hidroksi, H terikat pada uluran O-H 

 3400-3200 Uluran OH “Polimer” bentuk normal atau biasa 

 3550-3450 Uluran OH (membentuk dimer) 

 3570-3540 Uluran OH terikat secara internal 

O-H 3645-3600 (Tajam) Gugus hidroksi nonikatan, uluran OH 

 3645-3630 Alkohol primer, uluran OH 

 3635-3620 Alkohol sekunder, uluran OH 

 3620-3540 Alkohol tersier, uluran OH 

 3640-3530
a
 Fenol, uluran OH 

O-H 1350-1260 Alkohol primer atau sekunder, tekukan OH sebidang 

 1410-1310 Fenol atau alkohol tersier, tekukan OH 

 720-590 Alkohol, tekukan OH tak sebidang 

C-O 1050 Alkohol primer, uluran C-O  

 1100 Alkohol sekunder, uluran C-O 

 1050 Alkohol tersier, uluran C-O 

 1200 Fenol, uluran C-O 

(Coates, 2000). 

 

 

Gugus alkena dan alkuna terbagi menjadi dua jenis, yaitu gugus terminal dan 

internal.  Alkena/alkuna terminal memiliki ikatan pi sebagai penghubung karbon 

1 dan 2 pada ujung rantai, sedangkan alkena/alkuna internal memiliki ikatan pi 

yang menghubungkan antar karbon yang terikat dengan karbon lain.  Uluran    

C-H pada suatu alkena (metilen) akan memberikan serapan pada daerah bilangan 

gelombang antara 3100-3000 cm
-1

, sedangkan uluran C=C pada alkena 

memberikan serapan pada daerah bilangan gelombang antara 1680-1610 cm
-1

.  

Frekuensi C=C akan menurun apabila dalam kondisi simetris, sterik, serta 

terkonjugasi.  Vibrasi ulur C-H pada alkuna terminal memberikan serapan pada 

daerah bilangan gelombang antara 3320-3280 cm
-1

 dan memiliki intensitas 

cukup kuat.  Serapan pada daerah bilangan gelombang 2260-2100 cm
-1

 

menunjukkan vibrasi ulur dari C≡C.  Puncak serapan pada 3320-3280 cm
-1

 tidak 

akan muncul pada alkuna internal, hal ini dikarenakan tidak terdapatnya gugus 
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C-H sp.  Berdasarkan hukum Hooke, frekuensi suatu gugus dipengaruhi oleh 

kekuatan ikatan dan massa atom sedangkan intensitas dari suatu serapan 

dipengaruhi oleh berbagai faktor, seperti jumlah ikatan sejenis, efek kepolaran, 

dan orde ikatan (Burke, 1997). 
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III. METODE PENELITIAN

A. Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini dilakukan pada bulan April - November 2016 di UPT

Laboratorium Terpadu dan Sentra Inovasi Teknologi Universitas Lampung.

Analisis FTIR dilakukan di laboratorium Kimia Analitik Institut Teknologi

Bandung (ITB).

B. Alat dan Bahan

1. Alat-alat yang digunakan

Adapun alat-alat yang diperlukan dalam penelitian ini antara lain neraca

analitik, autoclave kleinfield-Germany/HV-L25, centrifuge, laminar air flow

ESCO/AVC4A1, mikroskop Illuminating System Zeiss Axio A10, microplate

reader Hospitex-Italy, mikroplate 96-well, aerator, jarum ose, pinset, kaca

preparat, cover-slip, lampu spiritus, mikropipet, oven, timbangan, ultrasonik,

penguap putar vakum Buchii/R205, lampu UV kohler/SN402006, seperangkat

alat KLT dan kromatografi kolom, Spektrofotometer Jasco IR-300, dan alat-

alat gelas yang biasa digunakan di laboratorium meliputi gelas piala, labu

erlenmeyer, gelas ukur, labu takar, dan corong pisah.
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2. Bahan-bahan yang digunakan

Bahan-bahan yang digunakan antara lain media F/2-Si yang terdiri dari

makronutrien, mikronutrien, larutan vitamin dan antibiotik. Media bakteri

Tryptic Soy Broth (TSB), diklorometana, etanol, metanol (MeOH), heksana,

etil asetat, asam asetat 30%, serium sulfat, plat silika HPTLC Silica gel 60

RP-18 F254S, plat silika TLC silica gel 60 W, silika gel 60 (70-230 mesh),

Cosmosil 75C18 OPN, asam sulfat, kristal violet 1%, asetonitril, akuades, dan

bahan-bahan pendukung seperti tisu, alumunium foil, dan sebagainya.

Biomaterial yang digunakan antara lain isolat mikroalga Oscilatoria sp.,

diperoleh dari UPT Laboratorium Terpadu dan Sentra Inovasi Teknologi, dan

isolat bakteri E. coli, diperoleh dari Rumah Sakit Abdul Muluk Bandar

Lampung.

C. Prosedur Penelitian

1. Kultivasi dan Pemanenan Oscillatoria sp.

Metode kultivasi mengacu pada metode yang dilakukan Guillard (2005)

yang dimodifikasi. Sebanyak 200 mL media F2+Si dimasukkan ke dalam

labu kultur dan ditambahkan dengan 25 mL kultur Oscilatoria sp. Induk

dan dikultivasi selama satu minggu, pada suhu ruang, dengan sistem aerasi

ke dalam media dan sistem pencahayaan selama 24 jam menggunakan

lampu TL 40 watt. Kultur tersebut kemudian diperbesar hingga skala 13L.

Kultur selanjutnya dibiakkan pada sistem terbuka menggunakan wadah

kaca (V 13 L), sistem aerasi, dan menggunakan cahaya matahari serta
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waktu kultivasi selama 7 hari. Morfologi mikroalga Oscillatoria sp.

diidentifikasi menggunakan mikroskop AXIO Imager.A1 dengan

perbesaran 40X.

Pemanenan biomassa Oscillatoria sp. dilakukan menggunakan teknik

elektrolisis (Jungmin et al., 2013) dan teknik filtrasi atau penyaringan

(Vonshak et al., 2002). Isolat mikroalga Oscilatoria sp. dipanen setelah

satu minggu. Teknik elektrolisis pada proses pemanenan Oscillatoria sp.

dilakukan dengan menggunakan elektroda alumunium, tegangan 8-10 volt

(Jungmin et al, 2013) serta menggunakan kain saring (planktonic net)

50 mikron. Biomassa basah yang diperoleh dikumpulkan dan disimpan

dalam lemari pendingin (suhu 4 oC) jika tidak langsung digunakan.

2. Ekstraksi

Ekstraksi biomassa Oscillatoria mengacu pada metode yang dilakukan

Ryckebosch et al., (2012) dengan beberapa modifikasi. Biomassa

diekstraksi menggunakan pelarut diklorometana : metanol (1:1) dengan

rasio biomassa : pelarut adalah 1 : 5, dalam wadah tertutup kemudian

disonikasi dengan frekuensi 20 kHz selama 30 menit. Hasil ekstraksi

tersebut disaring dengan kapas untuk menghilangkan ampasnya sehingga

diperoleh ekstrak dengan pelarut. Untuk mendapatkan ekstrak pekat,

dihilangkan pelarutnya menggunakan rotary vacuum evaporator suhu

40 °C, kecepatan 60 rpm, dan tekanan 122 mBar sampai tidak ada lagi

pelarut yang menetes (McCloud, 2010). Ekstrak selanjutnya dilarutkan

dalam larutan partisi DCM-air (1:1) dalam corong pisah. Larutan dikocok
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beberapa kali dan didiamkan hingga terbentuk dua fase. Hasil akhir

tahapan partisi akan diperoleh dua fraksi, yaitu fraksi DCM, dan fraksi air.

Kedua fraksi tersebut dipekatkan menggunakan mesin Rotary Vacuum

Evaporator hingga diperoleh ekstrak pekat, untuk selanjutnya dilakukan

uji antibiofilm.

3. Uji Antibiofilm

Pengujian ini mengacu pada metode yang dilakukan Nikolic et al., (2014)

dengan sedikit modifikasi. Mikroplate diisi dengan 100 µL media TSB, 50

µL kultur E.coli (skala McFarland 1.0) serta 50 µL senyawa uji sebagai

well uji. Untuk kontrol negatif, well diisi dengan 50 μL kultur bakteri dan

100 μL media TSB, sedangkan sebagai kontrol positif well hanya diisi

dengan 150 μL asam asetat 30%.  Seluruh serial uji dilakukan tiga kali

pengulangan (triplet), setelah itu mikroplat diinkubasi pada suhu 37°C

selama 48 jam. Mikroplate yang sudah diinkubasi dikeluarkan isinya lalu

masing-masing well dicuci dengan akuades 200 μL sebanyak 3 kali,

selanjutnya dimasukkan 150 μL kristal violet 1% dan didiamkan selama 10

menit dalam suhu ruang.

Pengujian menggunakan kristal violet 1% akan menghasilkan larutan

berwarna biru-keunguan, semakin pekat warna larutan maka

mengindikasikan semakin banyak biofilm yang terbentuk, hal ini

disebabkan kristal violet akan menempel pada biofilm yang ada didalam

well dan akan terlarut kembali (lepas dari biofilm) dengan penambahan

etanol maupun asam asetat (O’toole, 1999). Larutan kristal violet
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selanjutnya dikeluarkan dan masing-masing well dibilas dengan akuades

200 μL sebanyak 3 kali lalu yang terakhir masukkan 150 μL asam asetat

96% dan didiamkan selama 5 menit. Isi mikroplate selanjutnya

dipindahkan ke mikroplate flat bottom dan diukur serapannya

menggunakan microplate reader pada panjang gelombang 630 nm.

Persentase penghambatan biofilm dihitung dengan menggunakan rumus

berikut (Nikolic et al., 2014) :

% Penghambatan biofilm = X 100%

4. Isolasi dan Pemurnian Senyawa Bioaktif

Ekstrak kasar dari Oscillatoria sp. yang memiliki aktivitas paling baik

sebagai antibiofilm E. coli kemudian diuji secara KLT menggunakan

variasi pelarut DCM, MeOH, etilasetat, heksana serta visualisasi

menggunakan serium sulfat.  Hasil uji KLT tersebut digunakan sebagai

acuan dalam pemisahan selanjutnya dengan kolom silika dan C18 , eluen

MeOH-air. Fraksi-fraksi yang dikumpulkan diuji aktivitas antibiofilmnya

pada mikroplat dan diukur dengan microplate reader pada panjang

gelombang 630 nm.

Pemurnian senyawa target dilakukan dengan metode kristalisasi teknik

difusi cair-cair menggunakan dua pelarut yang memiliki perbedaan

kemampuan dalam melarutkan senyawa target.  Pelarut yang sering

digunakan diantaranya diklorometana dan metanol.
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5. Karakterisasi Gugus Fungsi

Karakterisasi pada penelitian ini menggunakan Spektroskopi FTIR

(Fourier Transform Infra Red). Senyawa target yang berbentuk padat

digerus dengan garam KBr (1 : 100) lalu dibuat pelet menggunakan

diameter 7 mm.  Pelet kemudian diletakkan pada sample holder dan diukur

serapannya menggunakan spektrometer FTIR pada daerah 4000-400 cm-1.

Sampel yang akan dianalisis harus dipastikan dalam kondisi kering serta

bebas dari kotoran sekitar wadah penampung.  Data hasil analisis

selanjutnya diolah dengan menggunakan Ms. EXCEL 2013

(Sigee et al., 2002).
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V. SIMPULAN DAN SARAN

A. Simpulan

Berdasarkan pembahasan hasil penelitian yang telah dilakukan dapat

disimpulkan bahwa:

1. Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan didapatkan isolat senyawa

T4M1 yang memiliki kemampuan sebagai antibiofilm bakteri Escherichia

coli resisten kloramfenikol pada dosis 100 µg sebesar 74%.

2. Hasil analisis menggunakan FTIR menunjukkan bahwa isolate senyawa

T4M1 merupakan senyawa alifatik rantai panjang dengan substituen gugus

Hidroksi, keton, alkena, dan amina yang ditunjukkan pita pada bilangan

gelombang 3450 cm-1 (O-H), 2920 cm-1 (C-H), 1707 cm-1 (C=O), 1635 cm-1

(C=C), serta 1382 cm-1 (C-N).
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B. Saran

Berdasarkan dari penelitian ini, maka disarankan untuk penelitian selanjutnya

yaitu mencukupi penelitian sampai elusidasi struktur, mengetahui secara pasti

kondisi bakteri setelah diuji antibiofilm, mengkaji lebih lanjut untuk mengetahui

serta mempelajari mekanisme antibiofilm senyawa bioaktif dari ekstrak

Oscillatoria sp.
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