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ABSTRAK 

 

ISOLASI DAN KARAKTERISASI SENYAWA BIOAKTIF DARI 

ACTINOMYCETES SEBAGAI ANTIBAKTERI DAN ANTIBIOFILM 

Staphylococcus aureus RESISTEN 

 

 

Oleh 

 

TYA GITA PUTRI UTAMI 

 

 

 

Fenomena pembentukan biofilm oleh bakteri merupakan salah satu faktor penyebab 

meningkatnya resistensi bakteri patogen terhadap berbagai jenis antibiotik. 

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui sifat antibiofilm dari Actinomycetes 

asosiasi biota laut. Dalam penelitian ini, isolat Actinomycetes diperoleh dari deposit 

UPT-LTSIT, Universitas Lampung yang diisolasi dari biota laut di perairan Bali 

dan Gorontalo. Bakteri patogen, Staphyloccocus aureus, diperoleh dari deposit 

RSUD Abdoel Moelek, Bandar Lampung. Uji pembentukan biofilm S. aureus 

dilakukan dengan metode kristal violet. Pertumbuhan bakteri patogen diukur 

menggunakan indikator resazurin. Isolasi senyawa bioaktif dilakukan dengan 

beberapa tahap kromatografi. Fraksi aktif dianalisis dengan metode spektroskopi 

massa. Uji ketahanan yang telah dilakukan menunjukkan bahwa S. aureus memiliki 

kategori resistance terhadap beberapa jenis antibiotik komersial. Hasil skrining 

antibakteri menunjukkan bahwa ekstrak 33A1T2; 33A2T7; 21A1T11; dan 

38A1T12 memiliki aktivitas menghambat pertumbuhan bakteri S. aureus pada 

konsentrasi 500 µg/mL. Hasil skrining antibiofilm menunjukkan bahwa ekstrak 

32A2T1, 50A2T9; 07A1T10; 21A1T11; dan 38A1T12 memiliki potensi sebagai 

antibiofilm terhadap S. aureus pada konsentrasi 250 µg/mL. Ekstrak 07A1T10 

memiliki potensi paling kuat yaitu 61% daya hambat terhadap biofilm S. aureus 

pada konsentrasi 250 µg/mL. Pengamatan menggunakan mikroskop dan SEM 

menunjukkan isolat 19A07A1 memiliki ciri khas Saccharomonospora sp. Hasil 

fraksinasi ekstrak 07A1T10 dengan teknik kromatografi menunjukkan adanya 

senyawa alkaloid pada fraksi aktif T10FbK1K2. Hasil analisis spektroskopi massa 

mengindikasikan fraksi aktif T10FbK1K2 mengandung senyawa indol yang 

memiliki (M+H)+ pada m/z 195,0875 dengan rumus molekul C13H11N2. Informasi 

ini sangat penting sebagai dasar untuk pengembangan senyawa antibiofilm yang 

berasal dari Actinomycetes. 
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ISOLATION AND CHARACTERIZATION OF BIOACTIVE 

COMPOUNDS FROM ACTINOMYCETES AS ANTIBACTERIALS AND 

ANTIBIOFILM OF RESISTANT Staphylococcus aureus 
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The phenomenon of biofilm formation by bacteria is one of the factors causing 

increased resistance of pathogenic bacteria to various types of antibiotics. This 

study aims to determine the antibiofilm properties of marine organisms-derived 

actinomycetes. In this study, actinomycetes isolates were obtained from the UPT-

LTSIT deposit, Lampung University, which isolated from marine organisms in Bali 

and Gorontalo. The pathogenic bacterium, Staphylococcus aureus, was obtained 

from deposit of the Abdul Muluk General Hospital, Bandar Lampung. The biofilm 

formation test was carried out using the crystal violet method. The viability of 

pathogenic bacteria was measured using the indicator resazurin. The isolation of 

bioactive compound was done which several steps of chromatography. The active 

fraction was analyzed by mass spectroscopy method. S. aureus had resistance levels 

to several types of commercial antibiotics. The results of antibacterial screening 

showed that extract 33A1T2; 33A2T7; 21A1T11; and 38A1T12 had activity to 

inhibit the growth of S. aureus at a concentration of 500 µg/mL. The results of the 

antibiofilm screening showed that extracts 32A2T1, 50A2T9; 07A1T10; 21A1T11; 

and 38A1T12 had potential as an antibiofilm against S. aureus at a concentration of 

250 µg/mL. Extract 07A1T10 has the strongest potential, 61% inhibition against S. 

aureus biofilms (250 µg/mL). Observations using a microscope and SEM showed 

isolate 19A07A1 had the characteristics of Saccharomonospora sp. The results of 

fractionation of extract 07A1T10 using chromatographic technique showed the 

presence of alkaloid compounds in the active fraction T10FbK1K2. The results of 

mass spectroscopic analysis indicated that the active fraction T10FbK1K2 

contained an indole compound having (M+H)+ at m/z 195.0875 with the molecular 

formula C13H11N2. This information is very important as the basis for the 

development of antibiofilm compounds derived from actinomycetes. 
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I. PENDAHULUAN 

1.1 Latar Belakang dan Masalah 

Peningkatan kasus resistensi bakteri patogen, Staphylococcus aureus, terhadap 

berbagai jenis antibiotik merupakan masalah kesehatan global yang serius (WHO, 

2020). Berdasarkan data Centers for Disease Control and Prevention (CDC) 

Amerika Serikat, menunjukkan bahwa terjadi 2,8 juta infeksi akibat resistensi 

bakteri setiap tahun, dan lebih dari 35.000 orang meninggal (CDC, 2019). Salah 

satu penyebab terjadinya resistensi yaitu adanya pembentukan biofilm pada bakteri 

patogen. Mengingat dampak dari resistensi tersebut, maka pentingnya studi untuk 

mendapatkan senyawa antibiofilm untuk mengatasi infeksi bakteri akibat adanya 

biofilm.  

 

Fenomena pembentukan biofilm oleh bakteri patogen merupakan salah satu faktor 

penyebab peningkatan resistensi bakteri patogen terhadap berbagai jenis antibiotik 

(Penesyan et al., 2020). Biofilm mampu melindungi bakteri dari serangan luar 

termasuk serangan antibiotik. Telah dibuktikan bahwa bakteri patogen dalam 

biofilm mampu menyebabkan tingkat resistensi lebih tinggi dibandingkan apabila 

tidak di dalam biofilm (Bowler, 2018). Biofilm yang terbentuk, menyebabkan suatu 

bakteri cenderung menjadi resisten terhadap antibiotik. Saat ini masih sangat 

terbatas informasi mengenai agen antibiofilm yang secara khusus menargetkan 

biofilm bakteri. Salah satu upaya untuk mengatasi resistensi tersebut yaitu 

mendapatkan senyawa antibiofilm. Sumber baru untuk mendapatkan senyawa 

antibiofilm salah satunya yaitu berasal dari Actinomycetes (Balasubramanian et al., 

2017). 

 



2 
 

 

Actinomycetes merupakan bakteri gram positif (Li et al., 2016) sebagai salah satu 

sumber potensial penghasil senyawa metabolit sekunder (Subramani and Sipkema, 

2019). Actinomycetes mampu memproduksi metabolit sekunder seperti terpenoid, 

sterol, peptida, alkaloid, dan asam lemak (Abdelmohsen et al., 2014). Sebagian 

besar metabolit sekunder Actinomycetes memiliki aktivitas berbeda-beda seperti 

antibakteri, antijamur, antikanker, atau antimalaria (Subramani and Sipkema, 

2019), dan antibiofilm (Balasubramanian et al., 2017). Actinomycetes pada 

umumnya dapat ditemukan di lingkungan tanah, air tawar, dan laut. Actinomycetes 

juga dapat hidup di dalam jaringan ataupun organ pada tanaman (Janardhan et al., 

2014), serta biota laut seperti sponge (El-Hawary et al., 2018) dan tunicate (Shaala 

et al., 2016). 

 

Subramani and Sipkema (2019) melaporkan terdapat 97 spesies Actinomycetes 

yang telah berhasil diisolasi dari lingkungan laut pada tahun 2013-2017. Senyawa 

bioaktif baru sebanyak 167 ditemukan dari 58 spesies Actinomycetes. Hal tersebut 

membuktikan bahwa Actinomycetes dapat diperoleh dari lingkungan laut. Saat ini, 

kajian mengenai potensi Actinomycetes asosiasi biota laut masih sangat terbatas. 

Kondisi ekosistem laut yang ekstrim sering dikaitkan dengan keragaman struktural 

metabolit yang dihasilkan oleh Actinomycetes. Namun jika dibandingkan dengan 

keanekaragaman Actinomycetes di alam, masih belum banyak bioaktivitas 

Actinomycetes yang telah diuji, hal ini memberikan peluang untuk mendapatkan 

Actinomycetes yang dapat memproduksi senyawa metabolit sekunder berbeda 

(Subramani and Aalbersberg, 2013; dan Dhakal et al., 2017).  

 

Berdasarkan uraian di atas, menunjukkan bahwa kajian mengenai senyawa bioaktif 

dari Actinomycetes asosiasi biota laut memiliki aktivitas yang berbeda, namun 

informasi mengenai metabolit sekunder yang berpotensi sebagai senyawa 

antibiofilm masih kurang. Oleh karena itu, penelitian ini dilakukan isolasi senyawa 

antibiofilm dari Actinomycetes asosiasi biota laut terhadap S. aureus resisten. 
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1.2 Tujuan dan Manfaat Penelitian 

Tujuan dilakukannya penelitian ini yaitu: 

1. Melakukan skrining antibakteri dan antibiofilm pada ekstrak Actinomycetes 

asosiasi biota laut 

2. Mendapatkan senyawa bioaktif sebagai antibiofilm dari Actinomycetes 

asosiasi biota laut 

 

Manfaat dari penelitian ini adalah membuka peluang pengembangan kajian tentang 

senyawa antibiofilm yang berasal dari Actinomycetes.  

 

 

 

1.3 Kerangka Pemikiran 

Peningkatan kasus resistensi bakteri patogen, terhadap berbagai jenis antibiotik 

merupakan masalah kesehatan global yang serius (WHO, 2020). Fenomena 

pembentukan biofilm dilaporkan menjadi salah satu penyebab terjadinya 

peningkatan resistensi bakteri patogen terhadap berbagai jenis antibiotik (Penesyan 

et al., 2020). Upaya yang dapat dilakukan untuk mengatasi peningkatan resistensi 

yaitu pencarian senyawa antibiofilm dengan pemanfaatan potensi bahan alam 

seperti Actinomycetes (Balasubramanian et al., 2017). Actinomycetes dapat ditemui 

diberbagai tempat salah satunya yaitu dari lingkungan laut. Lautan di Indonesia 

memiliki keanekaragaman hayati yang berpotensi untuk dimanfaatkan seperti 

Perairan Bali dan Gorontalo. Saat ini, kajian mengenai potensi Actinomycetes 

asosiasi biota laut masih sangat terbatas, hal ini memberikan peluang untuk 

mendapatkan senyawa bioaktif baru sebagai antibiofilm. 

 

Upaya yang dilakukan untuk mendapatkan senyawa antibiofilm yaitu dengan 

skrining antibiofilm dan antibakteri terhadap S. aureus resisten dengan metode 

Microtiter assay 96 well plate (Al-Hatmi et al., 2017). Tahap selanjutnya yaitu 

kultivasi skala besar dan isolasi senyawa antibiofilm dengan teknik kromatografi.  

Untuk mengetahui potensi fraksi sebagai antibiofilm, maka perlu dilakukan uji 

antibiofilm lebih lanjut terhadap S. aureus resisten. Tahap berikutnya, isolat unggul 
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Actinomycetes penghasil senyawa antibiofilm, perlu dilakukan identifikasi 

morfologi menggunakan SEM. Analisis menggunakan spektroskopi massa 

dilakukan untuk mengetahui berat molekul dan rumus molekul dari fraksi aktif 

antibiofilm. 
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II. TINJAUAN PUSTAKA 

2.1 Actinomycetes 

Actinomycetes merupakan bakteri gram positif yang memiliki kandungan Guanine-

Cytosine yang tinggi (Li et al., 2016). Actinomycetes termasuk dalam bakteri gram 

positif karena memiliki kemampuan mempertahankan zat warna kristal violet pada 

proses pewarnaan (warna biru atau ungu). Pewarnaan tersebut terjadi akibat bakteri 

gram positif memilki dinding sel yang tebal dengan susunan peptidoglikan yang 

berada pada membran terluar sel (Beveridge, 2001). 

 

Klasifikasi dari Actinomycetes sp. 

Kingdom : Bacteria 

Filum  : Actinobacteria 

Class  : Actinobacteria 

Ordo  : Actinomycetales 

Family  : Actinomycetaceae 

Genus  : Actinomyces 

Spesies  : Actinomyces sp. 

 

Ciri khas dari Actinomycetes yaitu memiliki radial mycelium yang dapat 

berkembang biak menjadi substrate mycelium dan aerial mycelium. Substrate 

mycelium merupakan mycelium primer yang tumbuh dipermukaan media kultur 

yang berfungsi penyerapan nutrisi untuk pertumbuhan Actinomycetes. Pengamatan 

pada mikroskop, substrate mycelium terlihat tipis, transparan, fase-gelap. Secara 

umum warna substrate mycelium dari Actinomycetes bervariasi yaitu putih, kuning, 

orange, abu-abu, merah, hijau, biru, dan ungu. Aerial mycelium merupakan hifa 

yang berkembangbiak dari substrate mycelium ke tahap tertentu dan tumbuh ke 

udara (Li et al., 2016). Secara umum warna aerial mycelium dari Actinomycetes 

bervariasi yaitu putih, abu-abu, merah, hijau, biru, dan ungu (Sharma et al., 2014). 
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Secara morfologi, karakteristik Actinomycetes yaitu adanya rantai spora yang dapat 

diamati dari pertumbuhan miselium substrat dan miselium udara berdasarkan posisi 

dan jumlah spora, struktur permukaan spora, bentuk sporangia, hal ini sebagai ciri 

untuk menentukan klasifikasinya, terlihat pada Gambar 1.  

 

 

 

Gambar 1. Karakteristik morfologi Actinomycetes berdasarkan bentuk, posisi, 

dan jumlah spora (Barka et al., 2016). 

 

 

Jenis pembentukan spora pada Actinomycetes beragam seperti monospora, di- atau 

bisporous (dua spora), oligosporous (sedikit spora), dan polysporous (banyak 

spora) (Li et al., 2016). Monospora merupakan Actinomycetes yang memiliki spora 

tunggal seperti Micromonospora, Thermomonospora, Saccharomonospora, dan 

Thermoactinomyces (Gambar 2). Bisporous merupakan Actinomycetes yang 

memiliki rantai tidak berpori dan mengandung sepasang spora yang membujur 

seperti spesies dari genus Microbispora (Gambar 2). Pembentukan spora tersusun 
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dengan baik dimulai dengan tunas sepanjang aerial hypae yang menghasilkan 

cabang samping yang pendek. Actinomycetes oligospora mayoritas memiliki spora 

7-10 spora pada setiap rantai, setidaknya ada 3 spora. Oligospora dapat berupa 

rantai lurus, dikaitkan dengan loop terbuka, atau spiral tidak beraturan yang 

memiliki hingga empat putaran. Actinomycetes yang termasuk dalam oligospora 

yaitu Nocardia brevicatena yang membentuk rantai pendek 2-7 spora dan rantai 

spora dapat bercabang (Li et al., 2016). 

 

 
 

Gambar 2. Monospora: (A) Micromonospora, (B) Thermomonospora, (C) 

Saccharomonospora; (D) Thermoactinomyces. Disporous: (E) 

Microbispora. Oligosporous: (F) Nocardia brevicatena, (G) 

Catellatospora (Li et al., 2016). 

 

 

Genus Streptomyces merupakan Actinomycetes polysporous yang membentuk 

rantai panjang yang memiliki lebih dari 50 spora (Cross, 1970). Aerial hypae yang 

terdapat pada Streptomyces berbeda-beda, diantaranya (A) rectiflexibiles type, 

memiliki rantai spora lurus; (B) retinaculiaperti type, memiliki rantai spora dengan 

kait, loop terbuka atau spiral pendek tidak beraturan 1-4 putaran; (C) spira type, 

memiliki spora yang berbentuk spiral dengan subtipe: (a) spiral tertutup dan padat; 

(b) spiral terbuka, bebas, dan melebar; (D) verticillati type, memiliki rantai spora 

melingkar. Nocardiopsis merupakan genus lain yang memiliki spora dalam rantai 

panjang, aerial hypae berkembang dengan baik, berbentuk lurus-lentur atau zig-

zag, sepenuhnya menjadi spora dengan berbagai panjang (Gambar 3) (Meyer, 

1989).  
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Gambar 3. Streptomyces: (A) Rectiflexibiles type, (B) Retinaculiaperti type, 

(C) Spira type, (D) Verticillati type. Nocardiopsis: (E) memecah hifa 

udara bercabang (Li et al., 2016). 

 

 

Actinomycetes pada umumnya dapat ditemukan di lingkungan tanah, air tawar, dan 

laut. Beberapa diantaranya dapat hidup di dalam jaringan ataupun organ pada 

tanaman (Janardhan et al., 2014), serta biota laut seperti sponge (El-Hawary et al., 

2018) dan tunicate (Shaala et al., 2016). Lingkungan laut merupakan sumber 

menjanjikan untuk mendapatkan Actinomycetes langka yang diyakini dapat 

memproduksi senyawa baru yang masih belum banyak dimanfaatkan (Subramani 

and Aalbersberg, 2013; dan Dhakal et al., 2017). Actinomycetes langka sebanyak 

80 spesies pada tahun 2007-2013 dilaporkan berasal dari lingkungan laut. 

Actinomycetes tersebut termasuk dalam 23 family langka, dengan 3  family baru dan 

20 genus baru (Subramani and Aalbersberg, 2013). 

 

 

 

2.2 Kultivasi Actinomycetes 

Actinomycetes mampu hidup di lingkungan bernutrisi rendah serta mengonsumsi 

lignin dan selulosa. Suhu optimum untuk pertumbuhannya berkisar antara 25-30°C. 

Waktu inkubasi Actinomycetes biasanya 7-14 hari (Chavan et al., 2013).  
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Teknik kultivasi Actinomycetes dapat dilakukan dengan beberapa cara yaitu: 

• Solid-State Fermentation (SSF) 

SSF merupakan suatu teknik kultur secara fermentasi menggunakan media 

padat, seperti ampas tebu. Keuntungan menggunakan teknik ini yaitu media 

adalah bahan limbah yang kaya nutrisi yang dapat dengan mudah didaur ulang 

sebagai media. Teknik fermentasi ini, media dimanfaatkan dengan sangat 

lambat dan terus-menerus, sehingga media yang sama dapat digunakan untuk 

periode fermentasi yang lama. SSF paling cocok untuk teknik fermentasi yang 

melibatkan jamur dan mikroorganisme yang membutuhkan kadar air lebih 

sedikit. SSF tidak dapat digunakan dalam proses fermentasi yang melibatkan 

organisme yang membutuhkan aktivitas air tinggi (Babu and Satyanarayana, 

1996). 

• Submerged Fermentation (SmF)/Liquid Fermentation (LF) 

SmF yaitu suatu teknik kultur secara fermentasi menggunakan substrat cair 

yang mengalir bebas, seperti molase dan kaldu. Substrat dimanfaatkan cukup 

cepat; karenanya perlu terus-menerus diganti atau ditambah dengan nutrisi. 

Teknik fermentasi ini paling cocok untuk mikroorganisme seperti bakteri yang 

membutuhkan kadar air tinggi. Keuntungan tambahan dari teknik ini adalah 

pemurnian produk lebih mudah. 

 

Siklus pertumbuhan Actinomycetes terjadi diawali dengan spora menyesuaikan diri 

pada kondisi pertumbuhan. Spora yang telah mendapatkan kondisi lingkungan yang 

menguntungkan akan mengalami pematangan. Spora matang akan berkecambah 

membentuk pertumbuhan vegetatif yang terstruktur dalam suatu jaringan, sehingga 

akan menghasilkan miselium primer seperti miselium substrat yang berperan 

menyerap nutrisi dari media. Miselium primer tumbuh menjadi miselium sekunder 

yaitu aerial hypae yang tumbuh di atas substrat/media. Aerial hypae akan tumbuh 

menjadi melingkar dalam kondisi yang tidak menguntungkan (kekurangan unsur 

hara). Septa akan terbentuk di antara hifa vegetatif yang matang dan membentuk 

rantai spora. Spora terbentuk oleh fragmentasi atau pembengkakan hifa. Saat terjadi 

kondisi yang tidak menguntungkan, spora akan dipisahkan dari hifa vegetatif dan 

hidup bebas di lingkungan (Barka et al., 2016).  
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Hasil kultivasi Actinomycetes sangat bervariasi untuk setiap substrat/media, oleh 

karena itu sangat penting untuk memilih media yang tepat. Produksi senyawa 

metabolit sekunder dapat diperoleh secara optimal melalui proses kultivasi dengan 

memperhatikan media pertumbuhan. Actinomycetes dapat tumbuh pada media 

selektif koloid kitin, hal ini terjadi karena kemampuan Actinomycetes dalam 

menghasilkan enzim kitinase. Enzim kitinase yang ada tersebut, Actinomycetes 

dapat memperoleh sumber karbon dari kitin (Asif et al., 2019; Pramesti and Puspita, 

2020). Jeuniaux (1955) melaporkan bahwa Actinomycetes mampu tumbuh dalam 

media agar kitin sebagai sumber karbon dan nitrogen. Menurut Lingappa and 

Lockwood (1961), media dengan kitin sebagai sumber karbon dan nitrogen yang 

selektif untuk pertumbuhan Actinomycetes. Produksi senyawa metabolit sekunder 

pada Actinomycetes terjadi pada fase lag, fase stasioner, fase kematian (Harir et al., 

2018). 

 

Kondisi lain yang memengaruhi suatu pertumbuhan mikroorganisme yaitu kondisi 

kultivasi menggunakan shaker ataupun secara statis. Hu et al. (2018) melaporkan 

selama kultivasi dengan kondisi statis, proses pertumbuhan miselium suatu 

mikroorganisme di permukaan bersentuhan dengan konsentrasi oksigen yang lebih 

tinggi dan hal tersebut yang mungkin menjadi alasan mengapa lapisan miselium 

eksternal terbentuk lebih cepat dan mengakumulasi tingkat senyawa metabolit 

sekunder yang jauh lebih tinggi daripada miselium dengan kondisi shaker. 

Keuntungan kultivasi dengan kondisi statis yaitu dapat menghemat biaya untuk 

produksi metabolit sekunder dari suatu mikroorganisme. 

 

Produksi metabolit sekunder saat proses kultivasi juga dipengaruhi dengan kondisi 

oksigen yang ada akibat volume media kultivasi yang digunakan. Semakin 

meningkat volume media kultivasi yang digunakan, maka produksi senyawa 

metabolit sekunder akan menurun, hal ini menunjukkan bahwa suplai oksigen 

menjadi salah satu faktor penting yang signifikan (Hu et al., 2018) 
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2.3 Senyawa Metabolit Sekunder Actinomycetes Asosiasi Biota Laut 

Actinomycetes memiliki jenis yang beragam dan unik dengan kemampuan 

memproduksi metabolit sekunder yang berbeda-beda. Senyawa ini pada suatu 

organisme pada umumnya berfungsi untuk bertahan dari predator, kompetitor, dan 

untuk mendukung proses reproduksi. Actinomycetes mampu memproduksi 

metabolit sekunder seperti terpenoid, sterol, peptida, alkaloid, dan asam lemak 

(Abdelmohsen et al., 2014). Metabolit sekunder Actinomycetes memiliki aktivitas 

berbeda-beda seperti antibakteri, antijamur, antikanker, atau antimalaria 

(Subramani and Sipkema, 2019), dan antibiofilm (Balasubramanian et al., 2017). 

Sejauh ini informasi mengenai senyawa bioaktif Actinomycetes sebagai antibiofilm 

masih sangat terbatas dibandingkan dengan keanekaragaman yang sudah 

dilaporkan. 

 

Senyawa alkaloid sebagian besar telah berhasil diisolasi dari Actinomycetes. 

Alkaloid adalah suatu golongan senyawa organik bersifat basa dan sebagian besar 

atom nitrogennya merupakan bagian dari cincin heterosiklik. Senyawa alkaloid 

mengandung paling sedikit satu atom nitrogen. Suzuki et al. (2015) mengisolasi 

senyawa alkaloid jenis tripyrrole yang diberi nama streptorubin B dari 

Streptomyces sp. yang memiliki aktivitas menghambat biofilm S. aureus resisten 

(Gambar 4). 

 

 
 

Gambar 4. Struktur streptorubin B dari Streptomyces sp. (Suzuki et al., 2015). 

 

 



12 
 

 

Lee et al. (2017) mengisolasi senyawa alkaloid jenis piridin yang diberi nama 

collismycin C dari Streptomyces sp. yang memiliki aktivitas menghambat biofilm 

S. aureus resisten pada konsentrasi 50  μg/mL (Gambar 5). 

 

 
 

Gambar 5. Senyawa collismycin C dari Streptomyces sp. (Lee et al., 2017). 

 

 

Driche et al. (2017) mengisolasi senyawa 5-[(5E,7E,11E)-2,10-dihydroxy-9,11-

dimethyl-5,7,11tridecatrien-1-yl]-2-hydroxy-2-(1-hydroxyethyl)-4-methyl3(2H)-

furanone dari Streptomyces sp. yang memiliki aktivitas menghambat biofilm S. 

aureus resisten pada konsentrasi 10-15  μg/mL (Gambar 6). 

 

 
 

Gambar 6. Senyawa antibiofilm dari Streptomyces sp. (Driche et al., 2017). 

 

 

 

2.4 Isolasi Senyawa Metabolit Sekunder 

2.4.1 Ekstraksi 

Ekstraksi adalah suatu proses pemisahan komponen-komponen senyawa pada suatu 

sampel menggunakan pelarut tertentu. Prinsip ekstraksi didasarkan pada distribusi 

senyawa yang terlarut dalam dua pelarut yang tidak saling melarutkan (Khopkar, 

2002).  
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Pemilihan pelarut merupakan suatu hal yang sangat penting diperhatikan pada 

proses ekstraksi. Hal yang perlu dipertimbangkan dalam pemilihan pelarut yaitu 

selektivitas, kelarutan, biaya, dan keamanan. Berdasarkan sifat like dissolve like, 

pelarut dengan sifat polaritas yang mendekati polaritas zat terlarut cenderung 

menjadi pilihan untuk mendapatkan hasil ekstraksi yang lebih baik dan sebaliknya 

(Zhang et al., 2016). Metode ekstraksi yang dilakukan pada penelitian ini yaitu 

metode ekstraksi cair-cair. 

 

 

 

2.4.1.1 Ekstraksi Cair-Cair (Partisi) 

Partisi merupakan suatu proses pemisahan komponen campuran didasarkan pada 

prinsip distribusi zat terlarut (analit) antara dua pelarut yang tidak saling bercampur. 

Komponen campuran biasanya terdiri dari fase air dan fase organik, seperti 

diklorometan, dietil eter, etil asetat, atau kloroform. Komponen campuran yang 

tidak saling bercampur akan membentuk dua lapisan dan zat yang memiliki massa 

jenis lebih besar berada di bawah, sedangkan zat dengan massa jenis lebih kecil 

berada di atas. Berdasarkan sifat like dissolve like, suatu senyawa yang bersifat 

polar akan terbawa dalam pelarut polar, sedangkan senyawa semipolar akan 

terbawa dalam pelarut yang bersifat semipolar, dan senyawa yang bersifat nonpolar 

akan terbawa dalam pelarut bersifat nonpolar (Khopkar, 2002).  

 

Suatu sampel campuran yang terdiri dari senyawa polar dan nonpolar dapat 

dilakukan pemisahan menggunakan teknik partisi. Pemisahan dengan teknik partisi 

dilakukan menggunakan corong pisah dengan cara larutan sampel campuran yang 

akan dipisahkan dikocok dengan tujuan memperluas area permukaan kontak di 

antara kedua pelarut sehingga pendistribusian zat terlarut di antara keduanya dapat 

berlangsung dengan baik. Syarat pelarut dalam tahap ekstraksi yaitu memiliki sifat 

kepolaran yang sesuai dengan senyawa yang akan diekstraksi serta harus terpisah 

setelah proses pengocokan (Khopkar, 2002). 
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2.4.2 Kromatografi 

Kromatografi adalah teknik pemisahan komponen pada suatu campuran yang 

didasarkan atas perbedaan laju distribusi komponen-komponen campuran tersebut 

diantara dua fase yaitu fase diam dan fase gerak. Fase diam (adsorben) bertindak 

sebagai pemisah campuran sedangkan fase gerak (eluen) bertindak sebagai 

pembawa campuran. Prinsip kerja dari teknik kromatografi yaitu proses pemisahan 

komponen-komponen sampel berdasarkan perbedaan kepolaran antara sampel 

dengan pelarut yang digunakan. Berdasarkan karakteristik molekul dan tipe 

interaksi, kromatografi bermacam-macam yaitu adsorpsi permukaan (padat-cair), 

pertukaran ion, partisi (padat-cair), dan perbedaan berat molekul atau afinitas. 

Teknik kromatografi lainnya didasarkan pada fasa diam, yaitu kromatografi kolom, 

lapis tipis, dan kertas (Ismail and Nielsen, 2010). Penelitian ini dilakukan 

pemisahan menggunakan metode kromatografi lapis tipis (KLT) dan kromatografi 

kolom (KK). 

 

 

 

2.4.2.1 Kromatografi Lapis Tipis (KLT) 

KLT merupakan suatu metode pemisahan yang didasarkan pada perbedaan adsorpsi 

dan afinitas suatu komponen campuran oleh fase diam terhadap fase gerak (eluen) 

(Hostettman dkk., 1995). Proses pemisahan pada teknik KLT yaitu menggerakkan 

eluen di atas permukaan fase diam, dimana suatu senyawa yang teradsorpsi lebih 

kuat pada fase diam, maka perpindahan yang terjadi tidak akan jauh (Rf rendah), 

sebaliknya jika senyawa yang teradsorpsi lebih lemah maka perpindahan yang 

terjadi akan semakin cepat mengikuti pergerakkan eluen (Rf tinggi) (Kumar et al., 

2013). Data yang diperoleh dari uji KLT yaitu memberikan informasi mengenai 

komponen dalam sampel serta tingkat kepolaran komponen dalam suatu senyawa.  

 

Mekanisme pada proses KLT yaitu suatu sampel ditotolkan pada fase diam dengan 

jumlah tertentu, kemudian dielusi menggunakan eluen yang sesuai hingga tanda 

batas. Pada proses elusi tersebut akan terjadi perpindahan komponen sesuai dengan 

afinitasnya di atas permukaan fase diam. Fase diam pada KLT pada umumnya 
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berupa silika gel yang bersifat elektropositif, hal ini yang menyebabkan silika 

bersifat sangat polar. Proses KLT menggunakan plat silika yang bersifat polar, 

menyebabkan suatu senyawa polar memiliki afinitas besar dan bergerak lambat 

akibat adanya interaksi antara senyawa dengan gugus –OH yang terdapat pada 

silika (nilai Rf kecil) sedangkan eluen akan naik cepat membawa senyawa non polar 

yang tidak berinteraksi dengan fase diam (silika) (Kumar et al., 2013). Setelah 

dielusi, proses yang dilakukan yaitu deteksi bercak dengan 2 cara, yaitu secara 

fisika dan kimia. Fase diam lain pada KLT dapat berupa lempeng C18. Bagian ujung 

pada fase diam C18 diikat oleh karbon 18, hal ini yang menyebabkan fase diam 

tersebut bersifat nonpolar maka akan terikat pada senyawa bersifat nonpolar. 

 

Deteksi bercak secara fisika, dilakukan menggunakan sinar UV yang akan 

menampilkan senyawa yang mengalami fluoresensi. Panjang gelombang UV yang 

umum digunakan yaitu 254 nm dan 366 nm. Deteksi bercak secara kimia, dilakukan 

menggunakan pereaksi spesifik yang kemudian dipanaskan dengan tujuan untuk 

mengoksidasi sampel organik yang akan tampak sebagai bercak berwarna sesuai 

pereaksi yang digunakan. Pereaksi yang biasa digunakan yaitu Dragendorff, 

ninhidrin, dan serium sulfat. Pada pereaksi Dragendorff, ditandai dengan noda 

orange yang mengindikasikan adanya N tersier (senyawa alkaloid) dalam suatu 

sampel. Pereaksi ninhidrin, saat uji ditandai dengan adanya noda ungu yang 

mengindikasikan terdapat gugus NH2 dan noda orange/kuning adanya gugus NH 

pada sampel. Hasil uji positif pada serium sulfat ditandai dengan noda coklat 

kehitaman yang memberikan informasi adanya kandungan senyawa organik dalam 

sampel. 

 

Distribusi komponen senyawa pada uji KLT biasa disebut sebagai Rf (Retention 

factor), secara sistematis ditentukan dengan rumus sebagai berikut: 

 

Rf =  
Jarak yang ditempuh senyawa

Jarak yang ditempuh oleh pelarut
 

 

Nilai Rf yang diperoleh akan semakin besar apabila jarak yang ditempuh senyawa 

pada fase diam semakin besar. Saat membandingkan dua sampel yang berbeda di 

bawah kondisi kromatografi yang sama, bila suatu sampel memiliki nilai Rf yang 
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sama maka senyawa tersebut dapat dikatakan memiliki karakteristik yang sama atau 

mirip (Kumar et al., 2013). 

 

 

 

2.4.2.2 Kromatografi Kolom (KK) 

Kromatografi kolom adalah suatu metode yang sering digunakan untuk pemisahan 

dan pemurnian senyawa dalam suatu campuran. Prinsip utama kromatografi kolom 

yaitu proses pemisahan komponen campuran berdasarkan perbedaan interaksi daya 

serap atau partisi suatu fase diam terhadap komponen-komponen sampel yang akan 

dipisahkan yang digerakkan oleh fase gerak (eluen) (Ismail and Nielsen, 2010). 

 

Suatu sampel yang akan dipisahkan dilarutkan dengan eluen yang sesuai, kemudian 

dibiarkan mengalir melewati fase diam dengan adanya gaya gravitasi, maka akan 

terjadi perbedaan kecepatan pada masing-masing komponen sampel, perbedaan 

tersebut tergantung pada afinitas suatu zat terhadap fase diam. Dalam kolom akan 

terjadi kesetimbangan antara zat terlarut yang diadsorbsi adsorben dan pelarut yang 

mengalir melewati kolom, sehingga terjadi pola pemisahan dari masing-masing 

komponen senyawa. Komponen yang memiliki adsorpsi dan afinitas yang rendah 

terhadap fase diam, akan cepat keluar dibandingkan dengan komponen yang 

memiliki adsorpsi dan afinitas yang lebih besar terhadap fase diam (Ismail and 

Nielsen, 2010). 

 

Pada teknik kromatografi kolom digunakan kolom yang terbuat dari kaca yang 

ditempatkan secara vertikal, sehingga pada proses pemisahan, zat dapat turun 

dengan bantuan gaya gravitasi. Pada kolom, terdapat keran yang berfungsi untuk 

mengatur aliran eluen sehingga dapat mengatur zat yang akan ditampung dalam 

wadah. Fase diam merupakan bahan padat yang memiliki sifat adsorpsi yang baik 

sesuai untuk memisahkan zat. Fase diam yang umum digunakan yaitu silika gel 

yang bersifat polar dan C18 bersifat nonpolar. Fase gerak merupakan pelarut yang 

digunakan sebagai eluen yang umumnya digunakan dengan variasi kepolaran 

pelarut untuk menghasilkan pemisahan yang optimum. 

 

http://id.wikipedia.org/w/index.php?title=Karakteristik&action=edit&redlink=1
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2.5 Karakterisasi Fraksi Aktif 

2.5.1 Bioassay 

2.5.1.1 Bakteri  

Bakteri merupakan mikroorganisme mikroskopis (kurang dari 10 µm) yang 

memiliki sel tunggal dengan struktur internal sederhana yang tidak memiliki 

membran inti sel. Bakteri berdasarkan bentuknya digolongkan menjadi tiga yaitu: 

• Bakteri bundar yang disebut cocci (coccus), contohnya S. aureus 

• Bakteri spiral yang disebut spirilla (spirillium), contohnya Spirillium minor 

• Bakteri berbentuk kapsul yang disebut basil (bacillus), contohnya B. subtilis 

 

Berdasarkan pewarnaan gram, bakteri dibagi menjadi dua yaitu bakteri Gram positif 

dan Gram negatif. Perbedaan tersebut didasarkan pada kemampuan suatu bakteri 

mempertahankan zat warna seperti kristal violet pada proses pewarnaan. Bakteri 

Gram positif berwarna biru atau ungu sedangkan bakteri Gram negatif berwarna 

merah. Hal ini terjadi karena peptidoglikan (dinding sel) pada Gram positif jauh 

lebih besar, akibatnya zat warna seperti kristal violet mengendap di dinding sel yang 

menebal dan tidak dielusi oleh alkohol saat proses pencucian zat warna. Bakteri 

Gram negatif, saat proses pencucian zat warna, zat warna (kristal violet) mudah 

dielusi dari bakteri (Beveridge, 2001). 

 

Kurva pertumbuhan bakteri menunjukkan jumlah sel hidup dalam populasi bakteri 

selama periode waktu tertentu. Terdapat empat fase berbeda dari kurva 

pertumbuhan bakteri, yaitu: 

• Fase awal (fase lag) merupakan fase suatu bakteri menyesuaikan diri dengan 

kondisi pertumbuhan, di mana bakteri individu menjadi dewasa dan belum 

dapat membelah. 

• Fase eksponensial (log) adalah waktu pertumbuhan eksponensial, fase ini 

merupakan periode yang ditandai dengan penggandaan sel. 
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• Fase stasioner (fase diam), terjadi disebabkan oleh penghambatan pertumbuhan 

seperti penipisan nutrisi. Pada fase diam, pertumbuhan mencapai titik optimum 

karena jumlah sel yang mati sama dengan jumlah sel yang membelah. 

• Fase kematian ditandai dengan penurunan jumlah sel hidup (bakteri mati). 

 

S. aureus adalah salah satu bakteri Gram positif berbentuk bulat berdiameter 0,7-

1,2 µm, tersusun dalam kelompok yang tidak teratur, fakultatif anaerob, tidak 

membentuk spora, dan tidak bergerak. Bakteri ini tumbuh pada suhu optimum 37ºC. 

S. aureus dapat membentuk biofilm serta dapat menyebabkan infeksi pada kulit, 

hidung, uretra, vagina, dan saluran pencernaan. Berdasarkan data yang dirilis oleh 

Centers for Disease Control and Prevention (CDC) Amerika Serikat pada 5 Maret 

2019, menunjukkan bahwa infeksi dari Staphylococcus aureus adalah masalah 

utama di Amerika Serikat, terjadi 2,8 juta infeksi akibat resistensi bakteri setiap 

tahunnya dan lebih dari 35.000 orang meninggal (CDC, 2019). 

 

Bakteri patogen mampu menyebabkan berbagai penyakit terhadap makhluk hidup. 

Salah satu upaya untuk mengatasi berbagai penyakit akibat bakteri yaitu dengan 

antibiotik. Antibiotik adalah senyawa kimia yang berasal dari atau diproduksi oleh 

organisme hidup, yang dalam konsentrasi kecil, dapat digunakan untuk mengatasi 

penyakit yang disebabkan oleh bakteri patogen. Bakteri patogen memiliki 

kemampuan dengan menolak kerja sistem imun maupun menciptakan suatu 

resistensi bakteri terhadap antibiotik. Resistensi antimikroba merupakan masalah 

kesehatan serius yang dialami masyarakat di dunia. 

 

Mekanisme utama dari resistensi (Reygaert, 2018) yaitu: 

• Bakteri dapat menghasilkan pompa pembuangan yang berada di membran atau 

dinding selnya. Pompa pembuangan ini sangat umum terjadi pada bakteri dan 

dapat mengangkut berbagai senyawa seperti molekul sinyal dan nutrisi. Pompa 

juga dapat mengangkut antibiotik ke luar dari bakteri, hal ini dapat menurunkan 

konsentrasi antibiotik di dalam sel bakteri. Dalam beberapa kasus, mutasi pada 

DNA bakteri dapat membuat bakteri menghasilkan lebih banyak pompa 

tertentu, hal ini dapat meningkatkan resistensi. 
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• Menurunkan permeabilitas membran yang mengelilingi sel bakteri. Perubahan 

tertentu pada membran bakteri membuatnya lebih sulit untuk dilewati, dengan 

cara ini, lebih sedikit antibiotik yang masuk ke dalam bakteri. 

• Menghancurkan antibiotik. Ada enzim bakteri yang dapat menonaktifkan 

antibiotik. Contohnya adalah enzim β-laktamase yang dapat menghancurkan 

komponen aktif penisilin (cincin β-laktam), antibiotik yang sangat penting 

untuk mengobati infeksi manusia. 

• Ubah antibiotik. Bakteri terkadang dapat menghasilkan enzim yang mampu 

menambahkan kelompok kimia yang berbeda ke dalam antibiotik. Hal ini pada 

gilirannya melarang pengikatan antara antibiotik dan targetnya di dalam sel 

bakteri. 

 

Penyebab lain yang dapat meningkatkan terjadinya resistensi yaitu adanya 

pembentukan biofilm pada bakteri. Fenomena pembentukan biofilm oleh bakteri 

patogen merupakan salah satu faktor penyebab peningkatan resistensi bakteri 

patogen terhadap berbagai jenis antibiotik (Penesyan et al., 2020). 

 

Mekanisme umum resistensi akibat biofilm yaitu matriks biofilm membatasi proses 

difusi suatu antibiotik akibat kelebihan produksi EPS (Tseng et al., 2013); enzim 

dalam matriks biofilm dapat menonaktifkan molekul antibiotik (Fux et al., 2005); 

dan sel-sel yang tidak aktif secara metabolik di lapisan biofilm yang lebih dalam 

menunjukkan respons stres adaptif yang mengatur daya tahan biofilm yang 

disebabkan oleh kekurangan nutrisi, faktor ekologi, dan beberapa respons adaptif 

lainnya seperti SOS dan respons yang ketat (Harms et al., 2016; Ciofu and Tolker-

Nielsen, 2019; Soares et al., 2012). 

 

 

 

2.5.1.2 Antibakteri 

Antibakeri merupakan senyawa yang dapat mengganggu pertumbuhan bakteri atau 

bahkan membunuh bakteri dengan cara mengganggu metabolisme suatu bakteri 

tersebut. Senyawa antibakteri dapat digunakan jika hanya memiliki sifat toksik 

selektif yaitu hanya dapat membunuh bakteri yang menyebabkan suatu penyakit 
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tanpa bersifat beracun bagi penderitanya. Mekanisme kerja dari senyawa 

antibakteri, secara umum yaitu dengan cara merusak dinding sel bakteri, 

menghambat kerja enzim, dan menghambat sintesis asam nukleat serta protein 

(Brooks et al., 2013).  Penentuan aktivitas senyawa antibakteri dapat diuji dengan 

metode secara difusi ataupun dilusi, yaitu: 

• Metode difusi 

Metode difusi merupakan salah satu metode yang sering digunakan, yaitu 

menggunakan difusi agar. Pada metode ini, dilakukan inokulasi bakteri secara 

merata pada media permukaan agar, kemudian sampel akan ditempatkan di atas 

permukaan tersebut. Sampel tersebut kemudian akan berdifusi ke media agar 

yang telah ditumbuhi bakteri, sehingga sampel akan menghambat pertumbuhan 

bakteri. Pengamatan yang dilakukan pada metode difusi didasarkan pada 

pengukuran zona bening di sekeliling cakram. Zona bening yang tampak 

mengindikasikan adanya hambatan pertumbuhan bakteri, yang menunjukkan 

senyawa tersebut berpotensi sebagai antibakteri (Brooks et al., 2013). 

• Metode dilusi 

Metode dilusi merupakan metode yang pada umumnya menggunakan variasi 

konsentrasi sampel (pengenceran). Metode ini dilakukan dengan cara 

mencampurkan suatu sampel dengan media yang diinokulasi dengan suatu 

bakteri. Keuntungan dari metode dilusi yaitu dapat digunakan untuk 

menentukan konsentrasi minimum suatu sampel yang mampu menghambat 

pertumbuhan bakteri (Madigan et al., 2015). 

 

 

 

2.5.1.3 Biofilm 

Biofilm adalah lapisan yang terbentuk oleh koloni sel-sel mikroba dan melekat pada 

permukaan substrat, berada dalam keadaan diam, berlendir, dan tidak mudah 

terlepas. Biofilm mengandung extracellular polysaccharides substance (EPS) yang 

berfungsi untuk melekatkan diri dan melindungi sel-sel bakteri tersebut 

(Gowrishankar et al., 2012).  
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Mekanisme pembentukan biofilm yaitu sebagai berikut (Reygaert, 2018): 

• Fase pelekatan (adhesion atau adherence) 

Pembentukan biofilm dimulai dengan melekatnya bakteri ke permukaan yang 

bertindak sebagai substrat untuk adhesi mikroba, berlanjut dengan agregasi 

yang dibentuk oleh adhesi sel-sel. Pada tahap pelekatan awal, sel-sel bakteri 

tidak melekat dengan kuat (reversible) akibat adanya interaksi mikroba dengan 

permukaan. 

• Fase pematangan 

Bakteri yang sudah melekat pada permukaan jaringan/substrat, pembentukan 

mikrokoloni segera terjadi. Bakteri akan mengalami multiplikasi/proliferasi dan 

sambil mengalami quorum sensing (QS) yaitu mengeluarkan sinyal kimia yang 

berguna untuk berkomunikasi kepada bakteri-bakteri di sekitarnya. Hal ini 

terjadi agar jumlah sel mencukupi, saat jumlah sel mikroba sudah cukup 

banyak, maka hal ini akan memicu pembentukan biofilm. Bakteri akan 

memproduksi EPS, yang berfungsi untuk melekatkan bakteri yang telah 

bereplikasi, membentuk mikrokoloni. Mikrokoloni ini menyebabkan perlekatan 

bakteri dengan permukaan jaringan menjadi lebih stabil. Sel-sel yang melekat 

dengan kuat pada permukaan substrat, akan bergabung melalui interaksi 

antarsel. Pada fase pematangan, biofilm akan terus tumbuh seiring dengan 

pertumbuhan koloni. 

• Fase pelepasan 

Pada tahap ini, sel-sel melepaskan diri dari biofilm berubah menjadi keadaan 

planktonik yang dapat menyebar dan berkolonisasi di tempat lain untuk 

pembentukan biofilm baru. Pelepasan dapat terjadi akibat ketersediaan nutrisi 

mulai habis. 

 

Biofilm pada suatu bakteri mampu melindungi bakteri dari serangan luar termasuk 

serangan antibiotik. Akibat adanya biofilm tersebut, menyebabkan adanya 

permasalahan baru yaitu efektifitas antibiotik terhadap bakteri menjadi menurun, 

sehingga biofilm yang terbentuk mampu menyebabkan suatu resistensi bakteri 

terhadap suatu antibiotik.  Telah dibuktikan bahwa bakteri patogen dalam biofilm 

mampu menyebabkan tingkat resistensi lebih tinggi dibandingkan apabila tidak di 
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dalam biofilm (Bowler, 2018). Oleh karena itu, untuk mengatasi infeksi biofilm 

tersebut, maka diperlukan senyawa antibiofilm. 

 

 

 

2.5.1.4 Antibiofilm 

Antibiofilm adalah zat yang dapat menghambat pertumbuhan biofilm yang 

mengakibatkan suatu bakteri menjadi resisten terhadap antibiotik. Secara umum, 

studi tentang agen antibiofilm berkaitan dengan pencegahan pembentukan biofilm, 

gangguan atau penyebaran biofilm, dan pembunuhan bakteri, terutama subpopulasi 

yang tersisa (Bhattacharya et al., 2015). Beberapa strategi mengatasi biofilm yaitu: 

• Fase pertama dalam pembentukan biofilm yaitu proses perlekatan (bergantung 

apakah bakteri S. aureus menempel pada permukaan abiotik atau biotik). Oleh 

karena itu, strategi dalam mengatasi biofilm melibatkan pengembangan 

pelapisan antibakteri untuk mencegah perlekatan bakteri. Windolf et al. (2014) 

membuktikan strategi implan ortopedi dilapisi dengan lysostaphin (antibakteri) 

mampu mengurangi pertumbuhan bakteri (model mencit). Strategi ini 

digunakan untuk mengatasi infeksi biofilm pada permukaan buatan atau abiotik 

seperti seperti kaca, logam (Co-Cr, 316SS, titanium) dan plastik (poliester, 

silikon, polietilen). 

• Agen pendegradasi matriks 

Matriks ekstraseluler biofilm terdiri dari protein, DNA ekstraseluler (eDNA), 

dan polisakarid yang dapat menjadi penghalang untuk melindungi bakteri dalam 

biofilm dari serangan luar seperti antibiotik. Matriks tersebut mampu 

menghambat penerobosan senyawa antibiotik ke dalam biofilm, sehingga 

memperlambat fungsi antibiotik dalam membunuh bakteri. Strategi mengatasi 

hal tersebut dengan mencari agen pendegradasi matriks yang diduga melindungi 

bakteri sehingga melumpuhkan fungsi antibiotik dalam menyerang bakteri. 
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2.5.2 Mass Spectroscopy (MS) 

Mass Spectroscopy (MS) merupakan suatu teknik analisis yang digunakan untuk 

mengetahui berat molekul (g/mol) serta rumus molekul dari suatu senyawa yang 

dianalisis. Prinsip spektroskopi massa yaitu suatu sampel dalam keadaan gas akan 

dibombardir oleh energi dengan elektron yang tinggi (energi potensial ionisasi rata-

rata 185-300 kkal/mol), dapat menyebabkan elektron dari molekul yang terdapat 

dalam sampel akan lepas dan menghasilkan ion organik (Silverstein et al., 2005). 

 

Liquid Chromatography-Mass Spectrometry (LCMS/MS) merupakan salah satu 

teknik yang digunakan untuk analisis senyawa bahan alam. LCMS adalah teknik 

analisis yang menggabungkan pemisahan kromatografi resolusi tinggi dengan 

deteksi spektrometer massa yang sensitif dan spesifik. Pada LC-MS, sampel yang 

diinjeksikan, akan dipisahkan dalam perangkat LC, komponen yang sudah 

dipisahkan akan disemprotkan ke sumber ion tekanan atmosfer, sehingga akan 

diubah menjadi ion dalam fasa gas. Mass analyzer kemudian digunakan untuk 

mengurutkan ion menurut rasio massa terhadap muatannya dan detektor 

menghitung ion yang muncul dari mass analyzer dan juga dapat memperkuat sinyal 

yang dihasilkan dari setiap ion. Spektrum massa yang dihasilkan, digunakan untuk 

menentukan massa partikel dan molekul serta untuk menjelaskan struktur kimia 

molekul (Korfmacher, 2005). 

 

Umumnya MS terdiri dari sumber ionisasi, mass analyzer, mass spectrometric data 

acquisition. Salah satu sumber ionisasi yaitu electrospray ionization (ESI). 

Elektrospray diproduksi dengan menerapkan medan listrik yang kuat ke cairan 

yang melewati tabung kapiler dengan fluks yang lemah. Sensitivitas pendeteksian 

pada teknik ini dibatasi pada 10-8 µL dan membutuhkan volume yang besar untuk 

meningkatkan kepekaan pendeteksian. Kelemahan sumber ionisasi ESI adalah 

sensitivitas yang buruk, fragmentasi rendah, dan sumber tidak stabil. Prinsip teknik 

APCI melibatkan nebulasi fase gerak dengan gas nitrogen dan penguapan dengan 

memanaskan hingga suhu yang relatif tinggi (di atas 400°C). MALDI adalah teknik 

ionisasi untuk molekul besar dan/atau labil seperti peptida, protein, polimer 

(Calderaro et al., 2014). 
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Analyzer adalah komponen spektrometer massa yang mengambil molekul 

terionisasi dan memisahkannya berdasarkan rasio muatan terhadap massa dan 

mengeluarkannya ke detektor kemudian molekul tersebut dideteksi dan diubah 

menjadi keluar digital. Time of  Flight (TOF) analyzer adalah salah satu alat 

analyzer. Time of  Flight (TOF) analyzer, prinsip kerjanya yaitu pembentukan ion 

dari sumber ion dan akan dipercepat menjadi kecepatan tinggi oleh medan listrik 

yang ada di 'tabung penyimpangan' instrumen. Ion yang dipercepat akan dideteksi 

oleh detektor dengan mode linier atau mode refleksi (Chernushevich et al., 2001). 

 

Salah satu senyawa alkaloid dari Actinomycetes yang telah berhasil dianalisis 

menggunakan MS yaitu senyawa golongan benziimidazol terlihat pada Gambar 7. 

Fraksi aktif C38BK2FA golongan alkaloid diisolasi dari Kocuria palustris 

19C38A1, hasil analisis menggunakan ESI TOF MSMS, menunjukkan puncak ion 

molekul [M+H]+ pada m/z 365,2344 dengan rumus molekul C22H28N4O (Setiawan 

et al., 2022). 

 

 

 

Gambar 7. Spektrum ESI TOF MSMS fraksi C38BK2FA (Setiawan et al., 2022). 

 

 

 

 

 

 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Chernushevich+IV&cauthor_id=11523084
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III. METODE PENELITIAN 

3.1 Waktu dan Tempat 

Penelitian dilakukan pada bulan Maret - Desember 2021 di Unit Pelaksana Teknis 

Laboratorium Terpadu dan Sentra Inovasi Teknologi (UPT-LTSIT), Universitas 

Lampung. Identifikasi isolat unggul dengan Scanning Electron Microscopy (SEM) 

dilakukan di Unit Pelaksana Teknis Laboratorium Terpadu dan Sentra Inovasi 

Teknologi (UPT-LTSIT), Universitas Lampung. Analisis LCMS dilakukan di Pusat 

Laboratorium Forensik, Bogor. 

 

 

 

3.2 Alat dan Bahan 

Alat-alat yang digunakan yaitu alat-alat gelas di antaranya: pipet tetes, gelas kimia, 

Erlenmeyer, gelas ukur, tabung reaksi. Alat-alat lainnya seperti tip, mikropipet, 

microplate 96-well IWAKI, ose, spatula, ring, spirtus dan alat pemantik, cell 

spreader, microtube, wrapp, label. Alat-alat instrumen seperti autoclave Tomy SX-

700 High Pressure Steam Sterilizer, mikroskop Zeiss Axioo imager A1, laminar 

air flow ESCO, incubator CO2 memmert 2007, seperangkat alat vacuum rotary 

evaporator Buchii/Rotavator R-210, neraca analitik KERN ABJ/BBJ-220-4M, satu 

set perlengkapan Kromatografi Lapis Tipis (KLT) dengan plat aluminium silika gel 

F254 (Merck) dan lampu UV Kohler/SN402006, set perlengkapan kromatografi 

kolom dengan fase diam silika gel 60 (Merck), microplate reader (hospitex 

diagnostic/plate screen), SEM EVO. 

 

Bahan-bahan yang digunakan yaitu limbah kulit udang, akuades, HCl pekat, NaOH, 

artifical sea water (ASW) (NaCl 22100 mg/L, MgCl2·6 H2O 9900 mg/L, Na2SO4 
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3900 mg/L, CaCl2.2H2O 1500 mg/L, NaHCO3 190 mg/L, KCl 610 mg/L, KBr 96 

mg/L, Na2B4O7.10H2O 78 mg/L, SrCl2 13 mg/L, NaF 3 mg/L, LiCl 1 mg/L dan 

lainnya 0,12 mg/L), agar, nutrient agar (NA) (1.05450.0500), glukosa, tryptic soy 

broth (TSB) (1.05459.0500), alkohol 70%, diklorometan (DCM), metanol 

(MeOH), n-heksana, etil asetat, butanol, isopropil alkohol, kristal violet 

(1.01408.0025), resazurin, etanol, pereaksi Dragendorff, pereaksi serium sulfat, 

pereaksi ninhidrin. Cara pembuatan pereaksi serium sulfat dan Dragendorff terlihat 

pada Lampiran 2. 

 

 

 

3.3 Metode 

3.3.1 Biomaterial 

Pada penelitian ini diperoleh 12 strain Actinomycetes dari deposit Unit Pelayanan 

Teknis Laboratorium Terpadu Pusat Inovasi dan Teknologi (UPT-LTSIT), 

Universitas Lampung. Strain Actinomycetes diisolasi dari organisme laut yang 

diambil secara acak dengan teknik selam SCUBA pada kedalaman 10-30 meter 

pada koordinat 8°07'20.9” S-114°34'03.8” E di perairan Buleleng, Bali pada tahun 

2018 dan di perairan Teluk Oluhuta, Gorontalo pada tahun 2019 pada koordinat 

0°25'11.9" N-123°08'31.8" E. Staphylococcus aureus resisten diperoleh dari 

deposit RSUD Abdoel Moelek, Bandar Lampung yang diisolasi dari kulit pasien. 

Isolat S. aureus diremajakan pada media 2% (b/v) NA (Wijesinghe et al., 2018). 

 

 

 

3.3.2 Persiapan Limbah Kulit Udang dan Koloid Kitin 

Limbah kulit udang diperoleh dari pasar bebas di kawasan Teluk Betung, Bandar 

Lampung. Limbah dibersihkan dan dikeringkan (pada oven 55oC semalam) untuk 

mendapatkan kulit udang kering yang digunakan sebagai bahan baku substrat. 

Pembuatan koloid kitin mengacu pada metode Hsu and Lockwood (1975) dengan 

beberapa modifikasi. Limbah kulit udang didemineralisasi menggunakan HCl 6N 
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(1:10), kemudian di deproteinasi menggunakan NaOH 10%. Hasil deproteinasi 

dikeringkan dalam oven (pada oven 55oC semalam) dan ditimbang berat yang 

diperoleh, produk yang diperoleh merupakan kitin. Kitin yang didapat selanjutnya 

ditambahkan HCl pekat (1:10 w/v) dan diaduk selama 2 jam, dinetralkan hingga pH 

7. Filtrat dan endapan dipisahkan menggunakan sentrifius 6000 rpm, 4oC, selama 

10 menit. Produk koloid kitin netral disimpan dalam kulkas 4oC. 

 

 

 

3.3.3 Analisis Makroskopis Actinomycetes 

Peremajaan isolat Actinomycetes dilakukan menggunakan metode Hsu and 

Lockwood (1985) dengan beberapa modifikasi. Isolat Actinomycetes diremajakan 

dalam media 1% koloid kitin dan 2% NA dalam ASW. Actinomycetes selanjutnya 

diamati secara makroskopis berupa warna aerial mycelium dan substrate mycelium. 

 

 

 

3.3.4 Analisis Mikroskopis Actinomycetes 

Susunan spora dan struktur sporulasi diamati secara mikroskopis menggunakan 

metode kultur cover slip mengacu pada Kawato and Shinobu (1959). Isolat digores 

pada cover slip steril yang telah dimasukkan di tengah pelat agar kitin 1% dengan 

sudut kemiringan 45°. Setelah 7 hari diinkubasi pada suhu 30°C, cover slip dilepas 

dan diletakkan di atas kaca objek yang bersih. Spora diamati di bawah mikroskop 

Zeiss Axioo Imager A1 (400 M). 

 

 

 

3.3.5 Skrining Senyawa Bioaktif Actinomycetes 

Isolat Actinomycetes dikultivasi dalam media cair koloid kitin mengacu pada Hsu 

and Lockwood (1975) dengan beberapa modifikasi. Inokulum dibuat menggunakan 

5 mL media koloid kitin 1% (b/v) yang dilarutkan dalam ASW. Setelah tumbuh, 

kultur ditambahkan (1:10) ke media koloid kitin baru sebanyak 50 mL pada 
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erlenmeyer 250 mL, kemudian diinkubasi hingga 14 hari pada suhu 30°C dalam 

kondisi statis. Actinomycetes yang dikultur selanjutnya diekstraksi menggunakan 

metanol, kemudian disentrifugasi dengan kecepatan 6000 rpm untuk memisahkan 

supernatan dan residu. Supernatan yang diperoleh dipekatkan menggunakan 

vacuum rotary evaporator pada suhu 40°C dengan tekanan 122 mbar. Ekstrak kasar 

dibuat larutan stok 2 mg/mL untuk skrining antibakteri dan 0,5 mg/mL untuk 

skrining antibiofilm. 

 

 

 

3.3.5.1 Uji Ketahanan Staphylococcus aureus 

Uji ketahanan disk diffusion (Bauer et al., 1966) digunakan untuk mengetahui pola 

resistensi antibiotik pada bakteri dengan beberapa modifikasi. Menurut Clinical 

and Laboratory Standards Institute (CLSI) (2017), 8 antibiotik umum digunakan 

yaitu clindamycin 2 µg (CDM), doxycycline hyclate  30 µg (DCH), ciprofloxacin 5 

µg (CFX), cefadroxil 30 µg (CFDX), lincomycin 2 µg (LC), amoxicillin 25 µg 

(AMX), amoxicillin clavulanate 30 µg (AMX-CL), dan erythromycin 15 µg (ERH). 

S. aureus dipelihara pada 2% (w/v) nutrient agar (NA). Inokulum disesuaikan 

dengan kekeruhan standar 0,5 McFarland (OD630 0,08-0,1). Setelah 18 jam 

diinkubasi, diukur zona bening untuk setiap antibiotik. 

 

 

 

3.3.5.2 Skrining Antibakteri 

Isolat Actinomycetes selanjutnya dilakukan skrining antibakteri. Metode pengujian 

antibakteri mengacu pada CLSI (2017) dengan beberapa modifikasi. Pengujian 

dilakukan dengan menggunakan microplate 96-well. Mula-mula disiapkan kultur 

S. aureus dalam media NA selama 18 jam. Inokulum bakteri selanjutnya disiapkan 

dengan cara, koloni S. aureus diambil dan dimasukkan dalam wadah, inokulum 

kemudian disesuaikan dengan kekeruhan standar 0,5 McFarland (OD630 0,08-0,1) 

(Blando et al., 2019) dan diencerkan menjadi 1:100. Pengujian dilakukan dalam 3 

ulangan, masing-masing well diisi 145 µL media TSB, 25 µL inokulum bakteri, 50 
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µL larutan kloramfenikol 2 mg/mL sebagai kontrol positif, 50 µL MeOH 12,5% 

sebagai kontrol negatif, dan 50 µL ekstrak metanol 2 mg/mL sebagai senyawa uji. 

Proses inkubasi dilakukan selama 18 jam pada suhu 37°C. Setelah itu ditambahkan 

resazurin dan dilakukan pengukuran nilai OD630 menggunakan hospitex diagnostic 

pada 630 nm. 

 

 

 

3.3.5.3 Uji Pembentukan Biofilm 

Metode uji pembentukan biofilm mengacu pada Kwasny and Opperman (2010) 

menggunakan microplate 96-well. S. aureus dikultur pada 2% (b/v) NA. Inokulum 

disiapkan dengan mengencerkan biakan semalam 1:100 dalam media uji. Media 

yang digunakan adalah TSB yang mengandung glukosa 0,25% dengan cara 

membuat 1,88 ml glukosa 40% dan ditambahkan 100 mL TSB. Inokulum sebanyak 

100 µL dan 100 µL media ditambahkan ke masing-masing well, yang sesuai dengan 

inokulum sekitar 5×106 sel, sebagai kontrol untuk pertumbuhan biofilm. Inokulum 

pada pelat uji diinkubasi selama ± 16-18 jam pada suhu 37°C. Setelah diinkubasi, 

media dibuang, dan bakteri yang tidak melekat dihilangkan dengan mencuci setiap 

well 3-4 kali dengan akuades. Lebih lanjut pewarnaan dilakukan dengan 

menambahkan 200 µL larutan kristal violet 0,1% (b/v) (Blando et al., 2019), dan 

didiamkan selama 5-15 menit. Setelah reaksi pewarnaan selesai, dihilangkan noda 

berlebih dengan pencucian berulang (3-4 kali) dengan akuades. Kemudian 

ditambahkan 200 µL etanol, dibiarkan pewarnaan dilakukan minimal 60 menit. 

Nilai OD diukur menggunakan hospitex diagnostic pada 630 nm. Nilai OD630 

diukur pada 0, 4, 8, 12, 16, 20, dan 24 jam. 

 

 

 

3.3.5.4 Skrining Antibiofilm 

Metode mengacu pada Kwasny dan Opperman (2010) dengan menggunakan 

microplate 96-well. S. aureus dikultur pada 2% (b/v) NA yang dilarutkan dalam 

akuades. Inokulum disiapkan dengan mengencerkan biakan semalam 1:100 dalam 



30 
 

 

media uji. Media sebanyak 100 µL dan 100 µL inokulum dipindahkan ke well 

sebagai kontrol untuk pertumbuhan biofilm. Pada senyawa uji ditambahkan 100 µL 

ekstrak 0,5 mg/mL dan 100 µL inokulum. Dilakukan inkubasi selama ± 16-18 jam 

pada suhu 37°C. Setelah diinkubasi, media dibuang dan dihilangkan bakteri yang 

tidak melekat dengan cara mencuci tiap well 3-4 kali dengan akuades. Pewarnaan 

dilakukan dengan menambahkan 200 µL larutan kristal violet 0,1% (b/v) (Blando 

et al., 2019) dan didiamkan selama 5-15 menit. Setelah reaksi pewarnaan selesai, 

dihilangkan sisa noda dengan pencucian 3-4 kali dengan akuades. Kemudian 

ditambahkan 200 µL etanol, dibiarkan pewarnaan dilakukan minimal 60 menit. 

Nilai OD diukur menggunakan hospitex diagnostic pada 630 nm. Nilai % hambatan 

dihitung berdasarkan rumus Blando et al. (2019), sebagai berikut: 

 

% hambatan biofilm =
OD kontrol –  OD sampel

OD kontrol
𝑥 100% 

 

 

 

3.3.6. Scanning Electron Microscopy (SEM) 

Identifikasi menggunakan Scanning Electron Microscopy (SEM) EVO dilakukan 

untuk mempelajari susunan miselium dan spora dari isolat unggul Actinomycetes, 

mengacu pada metode Setiawan et al. (2021). Actinomycetes di kultur pada kulit 

udang. Setelah 14 hari, sebagian kecil kulit udang dipotong menggunakan 

mikrotom SLEE Disposible Blades sehingga diperoleh potongan berukuran 0,5 cm 

x 0,5 cm dengan ketebalan 0,1 cm. Sampel yang telah disiapkan ditempatkan pada 

stub aluminium, yang difiksasi dengan tab perekat karbon. Permukaan atas setiap 

rintisan kemudian dilapisi, di bawah vakum, dengan lapisan emas. Proses pelapisan 

emas selesai dalam 20 menit. Rintisan logam berlapis emas dilihat pada SEM pada 

tegangan tinggi elektron 10 kV, Zeiss EVO MA 10. 
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3.3.7 Isolasi Senyawa Bioaktif Antibiofilm 

Isolat Actinomycetes dikultivasi skala besar dalam media cair koloid kitin mengacu 

pada Hsu and Lockwood (1975) dengan beberapa modifikasi. Mula-mula, dibuat 

inokulum menggunakan media koloid kitin 1% (b/v) yang dilarutkan dalam ASW 

sebanyak 50 mL. Setelah tumbuh, kultur ditambahkan (1:10) ke media koloid kitin 

baru sebanyak 500 mL pada erlenmeyer 2 L, kemudian diinkubasi hingga 14 hari 

pada suhu 30°C dalam kondisi statis. Actinomycetes yang dikultur selanjutnya 

diekstraksi menggunakan metanol, kemudian disentrifugasi dengan kecepatan 6000 

rpm untuk memisahkan supernatan dan residu. Supernatan yang diperoleh 

dipekatkan menggunakan vacuum rotary evaporator pada suhu 40°C dengan 

tekanan 122 mbar. Ekstrak kasar yang diperoleh kemudian dilakukan identifikasi 

komponen dengan metode kromatografi lapis tipis (KLT). 

 

Ekstrak kasar yang telah diidentifikasi dengan KLT, selanjutnya dilakukan partisi 

menggunakan corong pisah dengan pelarut butanol-air (1:1). Kedua fraksi 

kemudian dipekatkan menggunakan vacuum rotary evaporator pada suhu 40°C 

dengan tekanan 122 mbar. Ekstrak yang diperoleh kemudian dilakukan uji KLT 

untuk mengetahui komponen senyawa dari sampel. Fraksi dominan alkaloid 

kemudian dilakukan fraksinasi menggunakan metode kromatografi kolom dengan 

fase diam C18 dan fase gerak MeOH-air. Fraksinasi lebih lanjut dilakukan 

menggunakan metode kromatografi kolom dengan fase diam silika dan fase gerak 

DCM 100%. Setiap proses isolasi senyawa, dilakukan uji KLT untuk mengetahui 

komponen senyawa dari sampel. Uji KLT dilakukan menggunakan plat silika F254 

sebagai fase diam dan variasi pelarut sebagai fase gerak. Selanjutnya KLT 

divisualisasi dengan pereaksi serium sulfat dan Dragendorff. Fraksi dominan 

alkaloid selanjutnya dilakukan uji antibiofilm untuk mengetahui kemampuan fraksi 

dalam menghambat pertumbuhan biofilm. 
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3.3.8 Minimum Biofilm Inhibitory Concentration (MBIC) 

Pada fraksi dominan alkaloid, dilakukan uji MBIC mengacu pada metode uji 

antibiofilm (Kwasny and Opperman, 2010). Senyawa uji yang digunakan pada 

MBIC menggunakan beberapa konsentrasi yaitu ekstrak 15,6 µg/mL-250 µg/mL. 

Plat uji diinkubasi selama 18 jam pada suhu 37°C. Pewarnaan dilakukan 

menggunakan kristal violet 0,1% (w/v) (Blando et al., 2019). Nilai OD diukur 

menggunakan hospitex diagnostic pada 630 nm. 

 

 

 

3.3.9. Karakterisasi Fraksi Aktif dengan Liquid Chromatography-Mass 

Spectroscopy (LC-MS) 

 

 

Fraksi aktif selanjutnya dianalisis menggunakan Liquid Chromatography-Mass 

Spectroscopy (LC-MS). LC-MS/MS digunakan untuk mengetahui berat molekul 

(m/z) dan rumus molekul yang terdapat pada sampel (Silverstein et al., 2005). 

Fraksi aktif dilarutkan dengan metanol, kemudian 5 µL sampel dianalisis dengan 

LCMS yang dilengkapi dengan kolom ACQUITY UPLC® HSS C18 (1.8 µm 

2.1x100 mm) (waters, USA) dan Xevo G2-S Qtof Mass Spectro (waters, USA) 

 

Diagram alir penelitian dapat dilihat pada Lampiran 1. 
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V. SIMPULAN DAN SARAN 

5.1 Simpulan 

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan, dapat disimpulkan bahwa: 

1. Hasil skrining antibakteri menunjukkan bahwa ekstrak metanol 33A1T2; 

33A2T7; 21A1T11; dan 38A1T12 memiliki aktivitas menghambat pertumbuhan 

bakteri S. aureus pada konsentrasi 500 µg/mL.  

2. Hasil skrining antibiofilm menunjukkan bahwa ekstrak 32A2T1, 50A2T9; 

07A1T10; 21A1T11; dan 38A1T12 memiliki potensi sebagai antibiofilm 

terhadap S. aureus pada konsentrasi 250 µg/mL. 

3. Isolat 19A07A1 mampu menghasilkan senyawa bioaktif sebagai antibiofilm dari 

Actinomycetes asosiasi biota laut tanpa memengaruhi pertumbuhan bakteri S. 

aureus. 

4. Karakterisasi menggunakan LCMS-MS menunjukkan fraksi aktif T10FbK1K2 

mengandung senyawa alkaloid golongan indol dengan nama indole,2-(3-

pyridyl)- yang memiliki potensi menghambat pembentukan biofilm. 

 

 

 

5.2 Saran 

Untuk dapat dimanfaatkan sebagai senyawa antibiofilm, maka perlu dilakukan 

kajian lebih lanjut terkait kajian sinergis senyawa antibiofilm dengan antibiotik 

yang sudah tidak memberikan efek antibakteri terhadap suatu bakteri.  
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