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ABSTRAK

KARAKTERISASI SENYAWA BIOAKTIF MIKROBA ENDOFIT YANG
BERASOSIASI PADA TUMBUHAN MANGROVE SEBAGAI
ANTIBIOFILM TERHADAP BAKTERI Pseudomonas aeruginosa
RESISTEN

Oleh

LANANG RACHMADI

Peningkatan kasus resistensi berbagai bakteri patogen, terhadap berbagai antibiotik
telah menjadi masalah kesehatan global serius. Hal tersebut diakibatkan adanya
pembentukan biofilm bakteri patogen salah satunya disebabkan oleh bakteri
Pseudomonas aeruginosa. Penelitian ini dilakukan untuk memperoleh senyawa
antibiofilm dari ekstrak fungi endofit mangrove dan sedimen mangrove. Isolat
Fungi diremajakan menggunakan media Potato dextrose agar (PDA) serta media
agar dengan 1 % koloid kitin dalam air laut buatan. Selanjutnya fungi endofit
dikultivasi pada beberapa jenis media yaitu media cair koloid kitin 1%, media
limbah kulit udang serta media beras dalam air laut buatan dan diinkubasi selama
14 hari dalam kondisi statis. Pada penelitian ini dilakukan uji pembentukan biofilm
P. aeruginosa menggunakan mikrotiterplate 96-well dengan rentang waktu
pengamatan 0 - 28 jam dalam interval pengamatan 2 jam dan diketahui bakteri P.
aeruginosa membentuk biofilm terbaiknya pada jam ke-24. Bioaktivitas
antibiofilm dari ekstrak yang dihasilkan oleh isolat fungi dievaluasi menggunakan
microtiterplate 96-well. Dalam penelitian ini, isolat 20BA0502RF diketahui
sebagai isolat unggul penghasil senyawa antibiofilm dengan aktivitas hambatan
kategori sedang terhadap P. aeruginosa resisten. Selanjutnya dilakukan kultivasi
skala besar dan fraksinasi. Fraksi aktif FLOBAO502T dianalisis menggunakan FTIR
dan LCMS/MS. Analisis FTIR menunjukkan serapan pada beberapa bilangan
gelombang seperti 1371.7 cm™ yang di identifikasikan serapan gugus C-N senyawa
alkaloid, bilangan gelombang 1744,4 cm™ yang menjadi serapan C=0 dan serapan
2922.2 cm* yang merupakan serapan C-C rantai panjang. Analisis LCMS/MS
fraksi FLOBAO502T diperoleh komponen pada base peak memiliki m/z 192 dengan
rumus molekul C7HgNsO mengindikasikan senyawa alkaloid dengan kerangka
dasar pirimidin.

Kata Kunci : Endofit Mangrove, Sedimen Mangrove, antibiofilm, P. aeruginosa,
Pirimidin



ABSTRACT

CHARACTERIZATION OF BIOACTIVE COMPOUNDS ENDOPHYTIC
MICROBIAL ASSOCIATIED MANGROVE PLANTS AS ANTIBIOFILM
AGAINST RESISTANCE BACTERIA Pseudomonas aeruginosa

Oleh

LANANG RACHMADI

Resistance of various pathogenic bacteria, various types of antibiotics a serious
global health problem. This is due to the formation of biofilms of pathogenic
bacteria, one of which is caused by the bacterium Pseudomonas aeruginosa. This
research was conducted to obtain anti-biofilm compounds from extracts of
mangrove endophytic fungi and mangrove sediments. Fungal isolates were
maintenance using Potato dextrose agar (PDA) and agar media with 1% colloidal
chitin in artificial seawater. Furthermore, endophytic fungi were cultivated in
several types of media, with 1% colloidal chitin liquid media, shrimp shell waste
media and rice media in artificial seawater and incubated for 14 days under static
conditions. In this study, a test P. aeruginosa biofilm formation test was carried out
using a 96-well microtiterplate with an observation time range of 0 - 28 hours in a
2-hours and was known that P. aeruginosa bacteria best formed biofilm at 24th
hour. The antibiofilm bioactivity of extracts produced by fungal isolates was
evaluated using a 96-well microtiterplate. In this study, isolate 20BA0502RF was
obtained as a superior isolate producing antibiofilm compounds moderate category
inhibition against resistant P. aeruginosa. Then, scale up and fractionation. The
active fraction FIOBA0502T was analyzed using FTIR and LCMS/MS. FTIR
analysis showed absorption at wave numbers 1371.7 cm™ which is identified as C-
N absorption of alkaloid compounds, wave number 1744.4 cm™ which is C=0
fungtional and 2922.2 cm™* absorption which is long chain C-C. LCMS/MS analysis
of fraction FLOBAO502T obtained compound at the base peak m/z 192 with the
molecular formula C7HgNsO indicating alkaloid compound with base structure of
pyrimidine

Key words : Endophytic Mangrove, Mangrove Sediment, antibiofilm, P.
aeruginosa, Pirimidine.
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I. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Peningkatan kasus resistensi berbagai bakteri patogen, terhadap berbagai jenis
antibiotik merupakan masalah kesehatan global yang serius (WHO, 2020). Centers
for Disease Control and Prevention (CDC) Amerika Serikat pada tahun 2019
melaporkan telah terjadi 2,8 juta infeksi akibat resistensi bakteri setiap tahunnya,
dan setidaknya 35.000 orang meninggal dunia. Fenomena tersebut diakibatkan
adanya pembentukan biofilm pada bakteri patogen, salah satunya disebabkan oleh
bakteri Pseudomonas aeruginosa. Peristiwa pembentukan biofilm yang dihasilkan
bakteri patogen menjadi salah satu faktor penyebab peningkatan resistensi bakteri
terhadap berbagai jenis antibiotik dan diperkirakan sekitar 80% dari infeksi kronis
disebabkan oleh pembentukan biofilm bakteri (Penesyan et al., 2020). Berdasarkan
besarnya dampak dari resistensi tersebut, maka pentingnya penelitian ini dilakukan
untuk mendapatkan senyawa antibiofilm untuk mengatasi infeksi bakteri akibat

adanya biofilm.

Senyawa antibiofilm memiliki kemampuan dalam menghambat pembentukan
matriks polimer, pelekatan sel, menekan adhesi, serta menghalangi jaringan
quorum sensing (Guzzo et al., 2020). Studi literatur melaporkan bahwa senyawa
dari tumbuhan darat diketahui mampu menghambat pertumbuhan biofilm
Pseudomonas aeruginosa. Contohnya, tanin dari ekstrak teh (O’May dan Tufenkji,
2011), senyawa alkaloid indol dari pohon Teucrium polium (Lee et al., 2012), dan
senyawa herdonine dari kecambah barley (Zhang et al.,2017). Namun, senyawa
bioaktif yang bersumber dari jamur laut dan lumpur berkaitan dengan bakteri
resisten belum banyak dilaporkan.
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Pada penelitian ini, ekstrak fungi mangrove dan fungi lumpur mangrove dipelajari
efektivitasnya terhadap pembentukan biofilm Pseudomonas aeruginosa resisten.
Pemilihan sumber bahan alam mangrove disebabkan mangrove dapat yang hidup
dalam ekosistem unik dan menjanjikan dalam mengganggu bakteri (Glasenapp et
al., 2019). Berbagai bagian dari tanaman mangrove serta ekosistemnya telah
terbukti memiliki daya hambat yang baik dalam melawan patogen tanaman, hewan,
dan manusia (Nadu, 2015).

Tanaman mangrove tumbuh pada ekosistem pantai yang ekstrem dan toleran
terhadap garam yang didukung oleh akibat sistem akar penopang serta akar udara
sehingga mendorong organisme tumbuh subur di ekosistem mangrove (Jeewon et
al., 2019). Tanaman mangrove menjadi salah satu vegetasi tanaman yang banyak
ditemukan di beberapa wilayah Indonesia, sebagian besar terdapat pada kawasan
yang berada pada pulau Sumatera dan Jawa. Pada Pulau Sumatera, Pesisir
Lampung menjadi salah satu kawasan yang memiliki keberagaman jenis tanaman
mangrove. Salah satu organisme yang dapat berasosiasi pada mangrove adalah
jamur. Jamur endofit yang berasal dari mangrove menyediakan berbagai senyawa
bioaktif menjanjikan untuk mendapatkan struktur obat yang belum pernah ada
sebelumnya dengan bioaktivitas yang sangat baik (Palanichamy et al., 2018).
Penelitian terkait senyawa bioaktif telah banyak dilakukan dalam beberapa tahun
ini, namun penelitian mengenai fungi endofit yang berasosiasi dengan tanaman
mangrove sebagai sumber senyawa potensial terhadap antibiofilm masih terbatas,

khususnya potensi tinggi senyawa antibiofilm terhadap bakteri P. aeruginosa.

Oleh karena itu, penelitian ini menjadi penelitian lanjutan dari sebelumnya dimana
seluruh isolat endofit mangrove dan sedimen mangrove yang dipelajari pada
penelitian ini telah diidentifikasi aktivitasnya sebagai antibakteri patogen. Pada
penelitian saat ini, dilakukan pengkajian aktivitas senyawa bioaktif hasil produksi
endofit mangrove dan sedimen mangrove sebagai antibiofilm terhadap P.
aeruginosa serta karakterisasi senyawa yang memiliki aktivitas terbaik
menggunakan Liquid Chromatography Mass Spectrometry (LC-MS/MS) serta
Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FT-IR).



1.2 Tujuan Penelitian

Tujuan dari penelitian ini adalah sebagai berikut:

1. Memperoleh senyawa bioaktif yang diisolasi dari endofit yang berasosiasi
dengan tanaman mangrove terhadap bakteri Pseudomonas aeruginosa.

2. Mengetahui bioaktivitas antibiofilm senyawa bioaktif yang dihasilkan oleh fungi
endofit mangrove terhadap Pseudomonas aeruginosa.

3. Melakukan karakterisasi senyawa bioaktif yang berpotensi sebagai antibiofilm

terhadap bakteri Pseudomonas aeruginosa menggunakan LC-MS/MS dan FTIR.

1.3 Manfaat Penelitian

Manfaat dari penelitian ini untuk menginformasikan senyawa bioaktif yang
diperoleh dari fungi endofit yang berasosiasi pada mangrove di Pesisir Lampung
memiliki potensi menjadi sumber senyawa bioaktif yang menjanjikan terhadap
bakteri Pseudomonas aeruginosa khususnya berkaitan dengan sifat antibiofilm.
Lebih lanjut, diharapkan informasi dari penelitian ini dapat diterapkan di bidang

ilmu kimia bahan hayati.



Il. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Ekosistem Mangrove

Ekosistem mangrove terdiri atas hutan yang terletak di antara daratan dan lautan
serta memiliki karakteristik lingkungan kondisi salinitas tinggi, nilai pH rendah,
dan perendaman pasang surut berkala (He et al., 2019). (Gambar 1). kondisi
salinitas tinggi, nilai pH rendah, dan perendaman pasang surut berkala (He et al.,
2019). Telah dilaporkan bahwa setidaknya seperempat garis pantai di dunia
telah didominasi oleh mangrove yang tersebar pada 112 negara dengan total
wilayah sekitar 181.000 km?,

ik

Gambar 1 Ekosistem Mangrove

Ekosistem mangrove memiliki peran dalam ekosistem laut sebagai salah satu
penyedia berbagai kebutuhan penting bagi hidup manusia dan makhluk hidup
lainnya dengan menawarkan banyak keuntungan, seperti penyerapan karbon
(Adame et al.,2018), penyerap nutrisi yang difasilitasi oleh denitrifikasi dan fiksasi
nitrogen (Romafach et al., 2018), serta mampu menstabilisasi garis pantai akibat
ombak. Hutan mangrove dapat menjadi pusat keragaman hayati mikroba terutama

fungi



Menurut Nurunnabi et al. (2020), ekosistem mangrove menyediakan beragam
nutrisi bagi pertumbuhan berbagai mikroorganisme termasuk endofit yang
berasosiasi terhadap tumbuhan yang ada pada ekosistem laut. Interaksi endofit
pada kondisi lingkungan pada ekosistem mangrove menjadikan seluruh mikroba
yang bertahan hidup memiliki adaptasi khusus, sehingga mampu menghasilkan
berbagai senyawa metabolit. Mangrove telah dilaporkan sebagai tanaman yang
kaya akan sumber fungi dan fungi endofit yang berasal dari ekologi mangrove

menjadi kelompok terbesar kedua setelah fungi endofit yang berasal dari laut.

2.2 Sedimen Mangrove

Sedimen mangrove menjadi bagian dari lingkungan anaerobik dengan kandungan
sulfat dan bahan organik yang beragam (Crémiére et al., 2017). Pada suatu
ekosistem mangrove, sedimen mempunyai karakteristik berpasir. Sedimen laut
diketahui sebagai salah satu habitat terbesar di planet bumi. Keanekaragaman
komunitas mikroba dalam sedimen laut menjadi salah satu keanekaragaman
mikroba tertinggi. Namun penelitian yang dikhususkan mengenai keanekaragaman

mikroba sedimen laut masih terbatas.

2.3 Mikroba Endofit Asosiasi Mangrove dan Sedimen Mangrove

Singh et al (2018) menyebutkan endofit dapat berupa fungi, bakteri maupun
aktinomisetes yang dapat bertahan hidup dengan nutrisi yang dihasilkan tanaman
pada jaringan antar seluler maupun intraseluler di bagian tumbuhan yang berbeda
(batang, tangkai daun, akar, daun) tanpa menyebabkan penyakit pada tanaman
inangnya (Palanichamy et al., 2018). Fungi endofit dikenal sebagai jamur yang
umumnya diketahui berdasarkan pengamatan makroskopis (koloni) dan
mikroskopis. Identifikasi fungi endofit secara mikroskopis dilakukan dengan
teknik culture slide sehingga dapat teramati seperti morfologi spora, bentuk, warna,
ukuran, formasi konidia, karakteristik phialide, dan susunan konidia (Calabon et
al., 2019)



Studi telah menunjukkan bahwa isolat fungi dengan genus Aspergillus, Penicillium,
dan Fusarium merupakan genus dominan yang ditemukan pada ekosistem laut
(Zhang et al., 2017). Fungi Genus Aspergillus sp. secara umum mempunyai
konidiofor dengan phialides yang diatur pada vesikel bengkak, serta menghasilkan
rantai konidia, dan hifa bersepta. Sedangkan, fungi genus Penicillium sp. umumnya
dicirikan dengan konidiofor berbentuk menyerupai sikat, dan konidia yang

berurutan terakumulasi dalam rantai.

Berbagai senyawa metabolit sekunder telah berhasil diisolasi dan dipelajari sifat
bioaktivitasnya serta memiliki keragaman struktural dan fungsinya (Sun et al.,
2019). Mikroba yang berasosiasi terhadap tanaman mangrove dan sedimen
mangrove menjadi salah satu sumber dalam memperoleh berbagai senyawa dengan
aktivitas biokimia baru, serta keragaman struktural unik yang memiliki aktivitas
secara farmakologis (Simdes et al., 2015). Berbagai mikroba yang diisolasi dari
sedimen mangrove secara umum mempunyai peran dalam degradasi bahan organik
dengan mengkonversi lignin dan selulosa menjadi bentuk karbon. Jamur efisien
mensintesis enzim yang terlibat untuk degradasi non-spesifik (Gofar, 2011).
Mikroba endofit diketahui memiliki siklus biogeokimia pada ekosistem mangrove

sebagai pemasok sumber energi bagi organisme hewan maupun tumbuhan.

2.4 Biomaterial Penghasil Senyawa Bioaktif Antibiofilm

Selama 2 dekade terakhir, lebih dari 1.000 metabolit baru berhasil diisolasi dari
mikroba mangrove, dan di antaranya 850 senyawa metabolit dihasilkan oleh jamur
endofit dan 150 senyawa metabolit lain dihasilkan oleh bakteri (Ancheeva et al.,
2018). Metabolit sekunder berperan untuk memberikan manfaat biologis bagi
produsen dalam menghadapi tekanan lingkungannya (Chiang et al., 2011). Fungi
Endofit menghasilkan berbagai metabolit sekunder seperti alkaloid, flavonoid,
terpenoid, senyawa organik volatil (VOC), fenol dan turunannya, dan enzim
hidrolitik potensial untuk banyak aplikasi (Strobel, 2018). Berbagai metabolit
sekunder yang telah berhasil diidentifikasi berasal dari fungi endofit mangrove

memiliki beragam aktivitas seperti antibakteri, antijamur, antikanker, serta



antibiofilm (Balasubramanian et al., 2017). Hingga saat ini, informasi mengenai
senyawa bioaktif fungi endofit mangrove sebagai antibiofilm masih sangat terbatas.

Beberapa senyawa bioaktif telah diisolasi dari fungi endofit yang berasal dari
mikroba yang diisolasi dari tanaman terestrial. (Lee et al., 2012) menyelidiki sifat
senyawa alkaloid jenis turunan indol sebagai penghambatan pembentukan struktur

biofilm dan aktivitas hemolitik dari bakteri P. aeruginosa (Gambar 2)

NH

/
Gambar 2. Struktur 7- Fluoroindol

Zhang et al., (2017) berhasil memperoleh senyawa alkaloid turunan piridin yaitu
herdonine dari kecambah barley yang memiliki aktivitas mengurangi proses
pembentukan biofilm, motilitas, dan faktor virulensi P.aeruginosa pada konsentrasi
1,0 mg/mL (Gambar 3).

Gambar 3. Struktur Hordenin

Qu et al., (2016) menyelidiki potensi norspermidine sebagai zat pengontrol biofilm
terhadap P. aeruginosa yang berpotensi baik pada strain standar PAOL dan isolat
klinis. menunjukkan sifat yang luar biasa akibat kemampuannya yang telah
diketahui dapat menghambat pembentukan biofilm P. aeruginosa serta
mendegradasi biofilm yang sudah terbentuk pada konsentrasi 0,46 mg/mL (Gambar
4).
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Gambar 4 Struktur Norspermidin



Metabolit sekunder yang diperoleh dari mikroba laut membuka peluang untuk
mengembangkan berbagai senyawa alami baru. Mikroba laut telah terbukti menjadi
sumber yang menarik untuk pengembangan agen terapeutik baru seperti
antimikroba yang diperlukan untuk melawan patogen yang resisten terhadap obat
selama 100 tahun ke depan (Srinivasan et al., 2021). Namun, hingga saat ini
keragaman dan jumlah metabolit sekunder pada mikroorganisme mangrove belum

dieksplorasi secara detail.

2.5 Kultivasi

Kultivasi sangat penting untuk pertumbuhan sel dan produksi bioaktif senyawa oleh
mikroorganisme (Mustafa et al., 2011). Proses kultivasi dipengaruhi oleh beberapa
faktor penting seperti suhu lingkungan, pH lingkungan, serta ketersediaan intensitas
cahaya. Endofit Mangrove memiliki kemampuan hidup pada lingkungan bernutrisi
rendah serta mengonsumsi lignin dan selulosa dengan suhu optimum
pertumbuhannya berkisar antara 25- 30°C. Waktu inkubasi yang diperlukan endofit
mangrove untuk tumbuh pada media nutrisinya berkisar 7-14 hari.

Solid State Fermentation (SSF) merupakan teknik fermentasi menggunakan
substrat/media padat, seperti kulit udang dan beras dengan kondisi pertumbuhan
yang menyerupai lingkungan asal dari mikroorganisme (Thomas et al.,2013). SSF
telah diterapkan dalam produksi metabolit maupun remediasi (Wang et al., 2010).
Kelebihan penggunaan metode SSF sebagai media pertumbuhan adalah bahan
limbah yang kaya nutrisi dapat dengan mudah didaur ulang untuk kembali
digunakan sebagai substrat.

Limbah kulit udang menjadi salah satu media padat yang dapat diterapkan sebagai
substrat pada teknik SSF ini. Teknik ini memanfaatkan limbah kulit udang yang
berperan sebagai substrat dengan sangat lambat dan terus-menerus, sehingga dapat
digunakan untuk periode fermentasi yang lama dan berulang kali. Hamed et al.,
(2016) melaporkan limbah kulit udang mengandung berbagai zat bermanfaat yang
memungkinkan dimanfaatkan mikroorganisme sebagai sumber nutrisi seperti kitin,

protein, serta kalsium karbonat.



Teknik SSF menggunakan kulit udang membuka peluang untuk layak secara
ekonomi.  Beberapa penelitian produksi senyawa metabolit mikroba telah
memanfaatkan teknik SSF untuk menumbuhkan jamur dan mikroorganisme dalam

media yang membutuhkan kadar air lebih sedikit (\Vastrad and Neelagund, 2012).

Telah diketahui bahwa fungi endofit dapat ditumbuhkan pada media cair (Liquid
Fermentation). Liquid Fermentation (LF) merupakan suatu teknik kultivasi dengan
cara fermentasi menggunakan substrat cair, seperti molase dan kaldu. Penelitian
yang dilakukan oleh (Setiawan et al., 2021) memanfaatkan media cair koloid kitin
dari kulit udang dalam air laut buatan sebagai media pertumbuhan aktinomisetes
untuk menghasilkan senyawa yang memiliki aktivitas sebagai antifungi terhadap
Fusarium spp. Teknik LF memiliki kelebihan yaitu pemurnian senyawa lebih
mudah.

Fungi endofit yang ditumbuhkan dalam suatu media umumnya diawali dengan
menyesuaikan diri terhadap kondisi lingkungan dan ketersediaan nutrisi. Selama
adaptasi hingga diperoleh kondisi lingkungan yang sesuai untuk fungi tumbuh,
maka terjadi proses pematangan spora dalam media yang digunakan. Spora
berkecambah dan membentuk pertumbuhan vegetatif yang terstruktur dalam suatu
jaringan sehingga menghasilkan miselium primer seperti miselium substrat yang

berperan menyerap nutrisi dari media (Barka et al., 2016).

Pada penelitian ini, kultivasi fungi endofit dibudayakan menggunakan teknik SSF
dengan memanfaatkan limbah kulit udang sebagai substrat pertumbuhan fungi serta
dilakukan kultivasi fungi endofit menggunakan teknik LF dengan memanfaatkan
media cair koloid kitin dalam air laut buatan sebagai media pertumbuhan fungi

endofit untuk menghasilkan senyawa bioaktif.

2.6  Ekstraksi Senyawa Metabolit

Ekstraksi menjadi proses untuk memperolen komponen senyawa bioaktif yang
terdapat dalam suatu biomaterial, dilakukan menggunakan pelarut tertentu yang
dapat menarik senyawa target. Berbagai metode ekstraksi telah digunakan untuk

memperoleh berbagai senyawa yang terkandung dalam tanaman. Metode ekstraksi
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mampu mempengaruhi aktivitas biologis ekstrak yang cukup signifikan, hal
tersebut menandakan pentingnya memilih metode ekstraksi yang sesuai. Masing-
masing metode ekstraksi memiliki segi kelebihan serta kekurangan namun tujuan
utama dari metode yang dipilih disesuaikan dengan senyawa yang diinginkan
(ekstrak). Berbagai faktor yang diketahui mempengaruhi efisiensi dari kultivasi
meliputi jenis dan konsentrasi pelarut, rasio biomaterial dengan pelarut, waktu,
suhu, pH, dan lainnya (Cuji¢ et al., 2016). Ekstaksi yang dilakukan pada penelitian

ini adalah maserasi.

Maserasi sebagai metode ekstraksi sederhana, dengan penerapannya Yyaitu
merendam biomaterial dalam pelarut yang dipilih pada suhu kamar yang dilakukan
dengan penggantian pelarut secara berkala. Selama maserasi, jaringan menjadi
lunak dan senyawa yang ada di dalam jaringan akan larut ke dalam cairan (ekstrak).
Setelah ekstraksi selesai, pelarut dikeluarkan dari campuran dengan proses
penguapan menggunakan vakum untuk memekatkan produk. Ekstrak yang
diperoleh mengandung banyak senyawa metabolit sekunder (Nn, 2015). Maserasi
mikroba dapat menjadi pilihan yang dapat diterima karena sangat mudah ditangani,
membutuhkan energi yang rendah, tidak terlalu berbahaya, biaya rendah dan hasil

produksi yang dihasilkan lebih tinggi (Singhania et al., 2009).

2.7 Kromatografi

Kromatografi diterapkan sebagai cara untuk memisahkan antar komponen yang
terkandung pada campuran dari suatu sampel. Pemisahan didasarkan pada laju
pemisahan yang berbeda antar komponen yang tidak saling bersatu. Berbagai jenis
pemisahan dibedakan dari karakteristik molekul dan tipe interaksi yaitu pertukaran
ion, adsorpsi permukaan (padat-cair), partisi (cair-cair), serta perbedaan berat
molekul (afinitas). Kromatografi secara umum melibatkan fase gerak mengalir
melewati fase siam yang digunakan (kromatografi kolom) atau pembentukan lapis
tipis dimana fase gerak mengalami kenaikan berdasarkan kapilaritas (kromatografi
lapis tipis) (Coskun, 2016). Pemisahan komponen senyawa pada penelitian ini
menggunakan teknik kromatografi lapis tipis (KLT) dan Kromatografi Kolom
(KK).



2.7.1 Kromatografi Lapis Tipis

Kromatografi lapis tipis terjadi dengan mekanisme adsorpsi padat-cair.
Metode KLT diaplikasikan sebagai studi pendahuluan dalam penentuan fase
gerak pada analisis preparatif menggunakan kolom terbuka, hingga MPLC dan
HPLC. Pada proses pemisahan senyawa metabolit sekunder, diperlukan fase
diam seperti silika gel atau C1s, dengan sifat pelarut yang berbeda. Penggunaan
pelarut non polar seperti n-heksana digunakan saat analisis menggunakan SiO-
sedangkan penggunaan pelarut polar seperti MeOH digunakan saat analisis
dengan plat C1g (Bianco et al., 2018). Di dalam metode KLT, pelarut bergerak
ke atas piring tipis yang direndam dengan pelarut dengan prinsip kapilaritas.
Tingkat kecepatan elusi tiap komponen senyawa tergantung pada polaritas,
fase diam yang digunakan serta tingkat kepolaran pelarut yang digunakan
sebagai fase gerak (Silver, 2020).

Kasus molekul sampel tidak berwarna, senyawa florescence, radioaktif atau
substansi bahan kimia tertentu dapat digunakan untuk menghasilkan warna
visible pada kromatogram. Formasi warna dapat diamati pada sinar lampu
Ultraviolet. Masing-masing komponen dalam campuran yang telah terpisah
diketahui dengan rasio antara jarak oleh molekul dan pelarut. Pengukuran
tersebut dikenal sebagai mobilitas relatif dan diekspresikan dengan simbol Rf.
Nilai Rf digunakan untuk mendeskripsikan molekul secara kualitatif (Engel et
al., 2011).

Distribusi komponen senyawa pada sampel di evaluasi dengan perbandingan
jarak elusi dengan jarak elusi pelarut, umumnya dikenal disebut sebagai

(Retention factor) dan secara sistematis dinyatakan sebagai:

R jarak yang ditempuh senyawa

" jarak yang ditempuh oleh pelarut

Apabila identifikasi suatu komponen menunjukkan nilai Rf yang dominan
sama pada eluen sejenis, maka komponen tersebut terkelompok sesuai dengan

ciri yang sama. Nilai Rf berbeda pada sistem pelarut yang sama, diasumsikan
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komponen senyawa pada campurannya merupakan senyawa yang berbeda.
2.7.2 Kromatografi Kolom

Kromatografi kolom telah banyak diterapkan guna pemurnian biomolekul. Pada
suatu kolom, terlebih dahulu sampel yang akan diambil dipisahkan, kemudian
dialirkan pelarut yang digunakan sebagai fase gerak. Sistem kepolaran pelarut yang
digunakan selama pemisahan menggunakan kromatografi, didahului pengaliran
eluen dengan tingkat kepolaran rendah menuju perlahan meningkat pada pelarut

dengan kepolaran yang lebih tinggi secara perlahan-lahan.

2.8 Bioassay Aktivitas Antibiofilm
2.8.1 Bakteri

Bakteri diklasifikasikan menjadi dua kelompok utama yaitu bakteri gram posiitif
dan gram negatif berdasarkan pewarnaan dinding selnya. Kelompok tersebut
dibedakan berdasarkan kemampuan bakteri mengekspresikan zat warna asli kristal
violet. Bakteri gram positif menghasilkan warna biru atau ungu, sedangkan bakteri
yang tergolong dalam gram negatif menghasilkan warna merah pasca penambahan
zat pewarna. Hal tersebut disebabkan oleh perbedaan ketebalan peptidoglikan
(dinding sel) pada gram positif jauh lebih besar, sehingga zat warna seperti kristal
violet dapat mengendap di dinding sel yang menebal dan tidak dielusi oleh alkohol.
Bakteri dalam kelompok gram negatif saat diberikan zat warna (kristal violet)
mudah dielusi dari bakteri (Gram, 1884).

Menurut Grumezescu et al., (2014) bakteri memiliki siklus hidup di antaranya
yaitu: fase penyesuaian (Fase lack/adaptasi), eksponensial (log), stasioner (fase
diam), dan kematian. Fase awal (fase lack) merupakan fase penyesuaian bakteri
dengan kondisi pertumbuhan, pada fase ini bakteri belum dapat membelah dirinya.
Fase eksponensial (log) merupakan periode pertumbuhan eksponensial yang
ditandai dengan penggandaan sel. Pada fase diam merupakan peristiwa terjadinya
penghambatan pertumbuhan yang diakibatkan oleh pengurangan kadar nutrisi.
Kuantitas sel yang mati setara dengan kuantitas dari sel yang aktif membelah untuk
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tumbuh, kondisi ini dikenal sebagai fase pertumbuhan bakteri pada titik optimum.
Fase kematian ditandai dengan penurunan jumlah sel hidup (bakteri mati)

Bakteri patogen dapat menyebabkan berbagai penyakit sehingga upaya untuk
mengatasi berbagai penyakit akibat bakteri yaitu digunakannya antibiotik.
Antibiotik dapat berasal dari atau diproduksi oleh organisme hidup dalam
konsentrasi kecil dimanfaatkan dalam mengatasi infeksi akibat bakteri patogen.
Namun, bakteri patogen memiliki kemampuan menciptakan suatu resistensi bakteri
terhadap antibiotik. Resistensi antimikroba merupakan masalah kesehatan serius di

dunia.

2.8.2 Bakteri Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa menjadi koloni bakteri penting dan sering diisolasi dari isolat Klinis.
P. aeruginosa menjadi salah satu bakteri yang ditemui pada tumbuh manusia
normal, tetapi pada orang-orang imunokompromis dapat bersifat sebagai patogen
(Murray et al., 2016). Bakteri mampu menginfeksi nosokomial berat terutama pada
pasien dengan kategori tingkat penyakit parah dan pada pasien imunokompromis
(Juan et al., 2017).

Kolonisasi P. aeruginosa lebih banyak ditemukan pada sebagian besar manusia
yang sedang dirawat di rumah sakit, sedangkan pada orang sehat hanya ditemukan
pada 2-10 % dari tenggorokan dan feses. Infeksi P. aeruginosa jarang terjadi pada
orang sehat, tetapi bakteri ini menjadi penyebab penting infeksi invasif pada pasien

dengan penyakit berat seperti leukemia, sistik fibrosis (CF) serta luka bakar.

Bakteri P. aeruginosa dikelompokkan dalam bakteri patogen gram-negatif, dengan
ciri fisik berbentuk batang, dan hidup dengan baik pada rentang suhu 25°C - 37°C.
Selain itu, lebih spesifik bakteri P. aeruginosa mampu bertahan hidup dengan
kondisi suhu 42 °C. Bakteri ini bersifat mortil, dan berukuran sekitar 0,5-1,0 um.
(Toyofuku et al., 2012). Penyakit yang beragam akibat infeksi disebabkan oleh
bakteri ini, seperti penyakit dermatitis, folikulitis, otitis eksternal, infeksi mata, dan
infeksi kronis pada luka bakar. Selain itu, P. aeruginosa juga berpotensi

menimbulkan infeksi saluran kemih, saluran napas bagian bawah, dan organ
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lainnya. Prevalensi Pseudomonas aeruginosa dari keseluruhan infeksi mencapai
lebih dari 30%. Pada media kultur, P. aeruginosa bersifat obligat aerob, tumbuh di
berbagai media, serta tipe koloni dapat bersifat mukoid maupun tidak tergantung

produksi eksopolisakarida.

Menurut Toyofuku et al. (2012) Pseudomonas aeruginosa terklasifikasikan

sebagai :
Divisi : Bacteria
Sub Divisi : Proteobacteria
Kelas : Gamma Proteobacteria
Bangsa : Pseudomnadales
Suku : Pseudomonasdaceae
Marga : Pseudomonas
Spesies : Pseudomonas aeruginosa

Berdasarkan pernyataan Shrivastava et al (2018) telah diketahui bahwa bakteri
Pseudomonas aeruginosa merupakan bakteri resisten terhadap antibiotik
karbapenem sekaligus berperan dalam kasus MDR (Multi Drug Resistence). P.
aeruginosa termasuk dalam patogen oportunistik yang menyebabkan berbagai
infeksi akut dan kronis. P. aeruginosa menjadi sangat sulit diatasi akibat adanya
peristiwa resistensi intrinsik tinggi berbagai macam antibiotik. Kemampuan
adaptasi yang luar biasa terhadap perubahan kondisi dan tekanan lingkungan,
termasuk paparan antibiotik menyebabkan P. aeruginosa berperan dalam
pengembangan resistensi adaptif antimikroba. Penyebab lain yang dapat
meningkatkan terjadinya resistensi yaitu adanya pembentukan biofilm oleh bakteri.
Fenomena pembentukan biofilm oleh bakteri patogen merupakan salah satu faktor
penyebab peningkatan resistensi bakteri patogen terhadap berbagai jenis antibiotik
(Penesyan et al., 2020).

2.8.3 Biofilm

Akumulasi kompleks dari koloni mikroba yang mengarah pada pembentukan

matriks dengan lapisan pelindung polisakarida yang sangat terstruktur dikenal
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sebagai biofilm. Biofilm tumbuh pada permukaan dengan karbohidrat yang
menyelimuti bakteri. Karbohidrat tersebut merupakan hasil produksi oleh bakteri.
Keseluruhan sel dalam biofilm bertahan dalam kondisi pertumbuhan yang keras
karena biofilm dikelilingi oleh zat polimer ekstraseluler (EPS) dengan berat

molekul tinggi yang melekatkan sel (Flemming and Wingender, 2010).

Pembentukan struktur biofilm berimplikasi pada peningkatan resistensi bakteri
terhadap sistem kekebalan tubuh inang dan agen antimikroba, salah satunya
peningkatan ketahanan terhadap antibiotik hingga 1000 kali dosis normal. Lebeaux
et al. (2014) yang diperkuat oleh Maurice et al. (2018) menyatakan biofilm P.
aeruginosa telah meningkatkan toleransi antibiotik dan lebih tahan terhadap
respons inang daripada dalam keadaan planktoniknya, sehingga biofilm yang sulit
diatasi akan menyebabkan infeksi kronis.

Terdapat beberapa faktor yang mempengaruhi pembentukan biofilm, antara lain
efesiensi proses perlekatan; faktor genetik; substratum; sumber nutrisi; faktor
mekanik dan gaya geser; dan kondisi fisikokimia lingkungan. Faktor terpenting
yang mempengaruhi morfologi dan pola dinamik biofilm adalah gaya geser.
Kondisi organisme di dalam biofilm dapat dipengaruhi oleh faktor fisik seperti
tinggi dan besarnya shear force yang berkaitan dengan rata-rata erosi sel dan matrix
biofilm (Lehman et al., 2015).

2.8.4 Tahap Pembentukan Biofilm

Secara umum, hingga saat ini diketahui mekanisme pembentukan struktur biofilm
terdiri dari lima tahap . Tahap | diketahui sebagai tahap penempelan atau pelekatan
yang terjadi adanaya pengaruh gaya Van der Waals. Tahap ini terjadi pelakatan
sementara. Sinyal induksi dapat berupa perubahan nutrisi dan konsentrasi nutrisi;
pH; suhu; oksigen dan konsentrasi zat besi; serta osmolalitas. Proses pelekatan ini
dibantu oleh pili dan molekul adhesi yang diproduksi oleh bakteri. Tahap Il dimulai
setelah terjadinya tahap | dengan terjadinya penurunan motilitas yang menyebabkan
sel dapat saling beragregasi, kemudian bakteri akan menghasilkan eksopolisakarida

(EPS) yang berfungsi untuk memperoleh nutrien dan bakteri planktonik lain
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sehingga terjadi perekat yang lebih kuat. Pada Tahap IlI, bakteri akan bertambah
banyak untuk beragregasi serta membentuk lapisan-lapisan hingga mencapai
ketebalan lebih dari 10 um dan terus berkembang dalam beberapa waktu hingga
mencapai ketebalan lebih dari 100 um. Struktur Biofilm yang dihasilkan bakteri
mengalami pertambahan dan menghasilkan bentuk struktur tiga dimensi. Struktur
tiga dimensi tersebut merupakan beberapa kelompok bakteri yang saling terhubung
satu sama lainnya yang disebut sebagai tahap 1VV. Setelah beberapa waktu, terjadi
peristiva pelepasan bakteri kembali dalam keadaan planktoniknya dan
meninggalkan biofilm yang merupakan ciri dari tahap V yang diketahui tahap
dispersal atau disagregasi. Pada tahap akhir proses pembentukan biofilm, biofilm
yang dihasilkan akan mengalami dispersi sel, sehingga sel yang terdispersi tersebut
lepas dari biofilm dan menempel pada substrat baru untuk membentuk biofilm baru
(Macia, et al., 2014; Lehman et al., 2015).

Gambar 5. Pembentukan Biofilm (Lehman et al., 2015)
Keterangan :
Tahap Penempelan sel bakteri pada permukaan (bersifat sementara)
Terbentuk material eksopolimer
Terbentuk mikrokoloni dan struktur biofilm
Biomassa biofilm bertambah banyak
Terjadi dispersi sel hingga terjadi perpindahan dan membentuk mikro koloni
baru

agrwbnE

Dalam proses pembentukan biofilm, diperlukan quorum sensing yang digunakan
bakteri untuk melakukan komunikasi antar bakteri. Quorum sensing memiliki
fungsi untuk mengatur densitas sel bakteri melalui pengaturan aktivitas sel dalam
hal virulensi, kemotaksis, pembentukan biofilm dan maturasinya (Wei and Ma,
2013).



17

2.8.5 Mekanisme Infeksi Oleh Biofilm

Terdapat berbagai mekanisme biofilm berperan dalam proses infeksi dan penyakit
yaitu sebagai penghalang fisik, sel persister, transfer materi genetik serta

disagregasi.

a. Biofilm sebagai penghalang fisik
Penghalang fisik dari eksopolisakarida yang terdapat pada biofilm juga berperan
untuk melindungi bakteri dari efek antimikroba dengan mengurangi difusi
senyawa aktif serta penyesuaian kadar oksigen di dalam biofilm sehingga
antibiotik yang bekerja pada sel aktif menjadi tidak efektif (Macia, et al., 2014).

b. Sel Persister
Sel persister merupakan bakteri yang berada dalam kondisi metabolik minimal,
disebut juga bakteri dalam keadaan dorman (Macia et al., 2014). Dalam keadaan
ini telah diketahui bahwa sel tidak memiliki apoptosis sehingga sel dapat
bertahan dari berbagai perubahan lingkungan maupun paparan antibiotik. Sel
persister terdapat pada semua biofilm serta bakteri. Ketika terpapar antimikroba,
sel persister tidak mengalami pertumbuhan ataupun kematian sel, namun saat
setelah antimikroba terdapat pada konsentrasi rendah atau telah hilang total
maka sel persister akan kembali tumbuh seperti sel bakteri normal. Hal ini yang
menyebabkan sel persister diduga sebagai salah satu penyebab kegagalan terapi
dan infeksi kronik (Lehman et al., 2015).

c. Biofilm memungkinkan terjadinya transfer materi genetik
Biofilm merupakan lingkungan yang optimal bagi bakteri untuk dapat
melangsungkan proses transfer materi genetik secara horizontal yang
menyebabkan terjadinya penyebaran gen resistensi antimikroba ke komunitas
bakteri (Macia, et al., 2014; Lehman et al., 2015).

d. Disagregasi
Biofilm yang sudah matur dapat melepaskan sebagian selnya dari komunitas
biofilm yang ada untuk berpindah ke bagian lain tubuh inagnya agar dapat

memulai pembentukan komunitas biofilm yang baru (Lehman et al., 2015).
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2.8.6 AntiBiofilm

Senyawa antibiofilm merupakan agen senyawa yang mampu menghambat
pembentukan matriks polimer, menekan adhesi, perlekatan sel, serta menghalangi
jaringan quorum sensing (Lu et al., 2019). Berdasarkan laporan dalam berbagai
literatur dari tahun 2000 hingga 2021,senyawa anti-biofilm berperan mengganggu
jalur penginderaan kuorum, gangguan zat polimer ekstraseluler, dan mekanisme
adhesi.  Srnyawa antibiofilm dapat menghambat pertumbuhan biofilm yang
mengakibatkan suatu bakteri menjadi resisten terhadap antibiotik (Bhattacharya et
al., 2015). Secara garis besar ada lima kelas senyawa alami yang memiliki sifat
anti-biofilm yang tinggi. Kelima senyawa tersebut adalah fenolat minyak atsiri,
terpenoid, alkaloid, polipeptida, dan poliasetilen. (Yong et al., 2019).

Produk anti-biofilm yang berasal dari tumbuhan yang diidentifikasi melawan P.
aeruginosa termasuk alkaloid, steroid, senyawa organosulfur, flavonoid, senyawa
fenolik, dan terpenoid. Sejumlah produk alami telah diuji potensi anti-biofilmnya
terutama menggunakan metode pewarnaan Kristal violet, atau safranin, evaluasi
aktivitas antivirulen terkait quorum sensing (QS), serta kapasitas gangguan

terhadap pembentukan struktur biofilm (perusakan biofilm).

2.9 Uji Aktivitas Antibiofilm

2.9.1 Optimasi Pembentukan Biofilm

Penelitian berskala in vitro sangat memerlukan informasi mengenai keadaan
lingkungan serta waktu optimal untuk bakteri P. aeruginosa membentuk struktur
biofilmnya (Annisa, Sutarno and Santosa, 2021). Informasi optimalisasi
pembentukan biofilm P. aeruginosa dalam media pertumbuhan cair merupakan
salah satu hal sangat penting untuk mengetahui waktu optimum P. aeruginosa
dalam membentuk biofilm. Pada kegiatan penelitian ini, dilakukan pembentukan

biofilm menggunakan mikrotiter dengan interval waktu 2 jam selama 28 jam.
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2.9.2 Skrinning Antibiofilm

Evaluasi aktivitas senyawa bioaktif sebagai antibiofilm adalah teknik yang
digunakan untuk mengidentifikasi potensi senyawa dalam pengaruhnya
mengurangi struktur biofilm yang dihasilkan oleh bakteri patogen. Beberapa
metode pengujian secara in vitro sudah diterapkan untuk mendeteksi biofilm.
Berdasarkan paparan nutrisi ke bakteri, metode pengujian biofilm secara in vitro
dibagi menjadi dua, yaitu sistem terbuka dan sistem tertutup. Pada sistem tertutup
memiliki kelebihan yaitu mudah, cepat dan dapat dilakukan berulang. Sedangkan,
sistem terbuka merupakan model pengujian yang memungkinkan untuk menguji
farmakokinetik/farmakodinamik obat karena terdapat pengontrolan pemberian
nutrisi, aliran dan suhu. Kedua metode uji tersebut dapat dilanjutkan dengan
observasi mikroskopik untuk melihat gambaran biomasa dari biofilm (Macia, et
al., 2014).

Pada penelitian ini, biomassa dari biofilm bakteri dilihat dengan cara pengukuran
kerapatan optik sesaat visualisasi menggunakan kristal violet. Tingkat kekeruhan
yang ditunjukkan dengan Optical Density (OD), yakni kerapatan pertumbuhan
bakteri dibandingkan dengan blanko yang diukur menggunakan alat Hospitex
Diagnosics (Pratiwi, 2008).

2.10 Karakterisasi Struktur Senyawa

2.10.1 Liquid Chromatography-Mass Spectroscopy (LC-MS/MS)

Liquid Chromatography—Mass Spectrometry (LC-MS) beroperasi dengan
mengubah molekul analit menjadi keadaan bermuatan (terionisasi), dengan analisis
selanjutnya dari ion dan setiap ion fragmen yang dihasilkan selama proses ionisasi,
berdasarkan perbandingan massa terhadap muatan (m/z) molekul senyawa organik
yang belum diketahui. Magalhdes et al.,(2007) menyebutkan metode
spektrofotometri dan kromatografi dapat diterapkan untuk menentukan dan

mengidentifikasi senyawa dalam suatu sampel ekstrak.
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LC-MS memiliki kelebihan dimana teknik analisis ini mempunyai sensitivitas dan
spesifisitas tinggi akibat adanya penggabungan dari Liquid Chromatography (LC)
dan Mass Spectrometry (MS).

Dengan LC pemisahan komponen dapat dilakukan dan sampel eluen dari LC
dipindahkan ke MS untuk kemudian dideteksi lebih lanjut. Identifikasi dan
penentuan massa komponen dapat dilakukan dengan adanya komponen lain. LC-
MS digunakan dalam determinasi zat obat, zat antara, dan senyawa terkait untuk

tujuan kualitatif dan kuantitatif.

2.10.2 Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FT-IR)

Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FT-IR) menjadi salah satu analisis
komponen senyawa berdasarkan pengukuran vibrasi molekul yang tereksitasi oleh
radiasi inframerah pada kisaran bilangan gelombang tertentu. Energi radiasi
inframerah yang digunakan berinteraksi oleh masing-masing gugus fungsi
merupakan energi yang sama dengan energi minimal ikatan antar molekul
penyusun gugus fungsi tersebut. Energi yang menyebabkan vibrasi, masing-masing
gugus fungsi tervibrasi identik terekam oleh detektor hingga diperoleh spektrum
yang digunakan untuk analisis data. Spektrum IR menampilkan grafik antara
bilangan gelombang (cm™) dan persen transmisi (%T). Beberapa serapan identik

dari masing-masing gugus fungsi ditunjukkan pada Tabel 1 berikut.

Tabel 1. Daerah Serapan Khas IR (Dachriyanus, 2017)

Bilangan Gelombang (cm™™) Jenis Ikatan
3750-3000 Regang O-H, N-H
3000-2700 Regang -CHs, -CH2, C-H, C-H aldehid
2400-2100 Regang -C=C, C=N

Regang C=0, (asam, aldehid, keton, amida,
1900-1650 o

ester, anhidrida)
1675-1500 Regang C=C, (aromatik dan alifatik), C=N
1475-1300 C-H bending

1000-650 C=C-H, Ar-H bending




I11. METODE PENELITIAN

3.1 Waktu dan Tempat

Penelitian ini dilakukan preparasi pada bulan Januari 2022 dan dilanjutkan pada
bulan Mei 2022 — September 2022 di Unit Pelayanan Teknis Laboratorium Terpadu
dan Sentra Inovasi Teknologi (UPT-LTSIT) Universitas Lampung.

3.2 Alat dan Bahan

Alat-alat yang digunakan yaitu alat-alat gelas diantaranya pipet tetes, gelas beaker,
erlenmeyer, cawan petri, gelas ukur, tabung reaksi, vial. Alat-alat lainnya seperti
tip, mikropipet, microplate 96-well (IWAKI, Asahi Glass Co LTD, Japan), jarum
ose,alat pemantik, cell spreader, microtube, wrapp, label, kasa, karet gelang,
gunting, tissue, serbet, pinset, dan kapas. Adapun alat-alat instrumen seperti neraca
analitik KERN ABJ/BBJ-220-4M, hot plate, autoclave Tomy SX-700, laminar air
flow ESCO, mikroskop Axioo Zeiss Imager Al, incubator Memmert-
Germany/INC-02, neraca analitik Wigen Houser, drying oven Jisico, hospitex
reader (hospitex diagnostic/plate screen), alat vacum rotary evaporator
Buchii/Rotavator R-210, instrumen Liquid Chromatography Mass Spectrometer
(LCMS/MS) UPLC/Xevo G2-S Qtof, dan instrumen Fourier Transform Infrared
Spectrometry (FT-IR) Cary 360, perlengkapan Kromatografi Lapis Tipis (KLT)
yang terdiri dari plat silika alumunium silika gel Fzss (Merck), lampu UV
SN402006, Kromatografi Kolom.

Berbagai bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah limbah kulit udang,
HCI pekat, NaOH, agar, alkohol 70%, air laut buatan, D-glukosa, tryptic soy broth
(TSB) (1.05459.0500), Phospate Buffer Saline (NaCl 8000 mg/L, KCI 200 mg/L,
KH2PO4 240 mg/L, dan NaoHPO4 1440 mg/L), akuades, bakteri Pseudomonas
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aeruginosa, MeOH, etil asetat, plat KLT silika gel DC Kieselgel 60 W, silika gel
sephadex LH-20, akuades (H20), pepton from meat, meat extract, bubuk agar,

alkohol 70%, air laut buatan, dan antibiotik (amoxicilin dan ciprofloxacin).

3.3 Prosedur Penelitian
3.3.1 Biomaterial

Biomaterial isolat fungi endofit yang digunakan diperoleh dari deposit UPT
Laboratorium Terpadu dan Sentra Inovasi Teknologi Universitas Lampung dan
isolat bakteri P.aeruginosa Laboratorium mikrobiologi RSUD Abdul Moeloek
Bandar Lampung. Berdasarkan penelitian yang dilakukan oleh (Marlina, 2018),
P.aeruginosa yang digunakan merupakan bakteri pembentuk biofilm yang dapat
menyebabkan kistik fibrosis, diperoleh dari pasien yang terinfeksi dan belum
diidentifikasi.

3.3.2 ldentifikasi Mikroskopis Menggunakan Slide Cultures

Idenfifikasi isolat mikroba dilakukan secara makroskopis dan mikroskopis.
Pengamatan makroskopis dan mikroskopis dilakukan sesuai dengan beberapa
modifikasi menurut (Calabon et al., 2019) dengan mengamati karakteristik koloni
seperti warna, tekstur, margin, ketinggian, dan karakteristik aerial hifa. Sedangkan,
pengamatan mikroskopis menggunakan metode slide culture dengan cara
meletakkan coverslip ke media agar dengan sudut kemiringan 45° dan
menginokulasi koloni mikroba berdekatan dengan coverslip. Setelah 3-4 hari,
coverslip ditambahkan dengan methylene blue dan diletakkan pada kaca preparat
dan diamati mikroskopisnya agar teramati morfologi spora, bentuk, ornamen atau

tekstur dinding, ukuran, formasi konidia, karakteristik phialide, dan pola konidia.

3.3.3 Kultivasi Fungi Endofit

Kultivasi dilakukan untuk memperoleh senyawa metabolit. 5 isolat endofit
mangrove dikultivasi dengan beberapa jenis media sesuai penelitian sebelumnya

yaitu koloid Kitin, kulit udang dan beras. Kultivasi dalam media koloid Kitin,
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disiapkan inokulum media cair koloid kitin sebanyak 20mL yang terbuat dari
campuran 0,4 g koloid kitin yang dilarutkan dengan 20mL air laut buatan. Kultivasi
dalam media beras, disiapkan inokulum media cair NA sebanyak 20 mL yang
terbuat dari campuran dan dilarutkan dalam . Kultivasi dalam media kulit udang,
disiapkan inokulum media cair 20mL yang terbuat dari campuran 0,6 g ME dan
0,12g TSB yang dilarutkan dengan air laut buatan. Masing-masing inokulum media
disterilisasi menggunakan autoclave pada suhu 121°C selama 15 menit. Kemudian,
pada masing-masing inokulum media diinokulasi sebanyak 1-2 ose isolat dan
diinkubasi selama 4-7 hari. Inokulum fungi endofit yang telah tumbuh dimasukkan

ke dalam masing-masing media pertumbuhan dan diinkubasi selama 14 hari.

3.3.4 Ekstraksi Senyawa dari Fungi Endofit

Hasil kultivasi isolat sampel selanjutnya diekstraksi menggunakan pelarut Etil
Asetat (EtOAC). Masing-masing hasil kultivasi di maserasi menggunakan EtOAc
selama 1 x 24 jam. Kemudian, ekstrak EtOAc disaring dan dipekatkan
menggunakan vacuum rotary evaporator dengan tekanan 123 mbar hingga didapat
ekstrak kasar. Ekstrak tersebut dipisahkan filtrat dan garamnya. Filtrat dari ekstrak
kasar EtOAc digunakan untuk uji skrining bioaktivitas untuk mengetahui keaktifan

dari sampel.

3.3.5 Uji Kromatografi Lapis Tipis

Kromatografi Lapis Tipis (KLT) dilakukan untuk mengetahui pola kromatogram
yang dihasilkan dari pemisahan senyawa yang terdapat pada sampel. Ekstrak kasar
selanjutnya dianalisis dengan KLT menggunakan plat silika F254 sebagai fase
diam. Eluen yang digunakan merupakan kombinasi dari n-Heksana dan Etil Asetat
(EtOACc) dengan perbandingan tertentu yang telah dijenuhkan terlebih dahulu.
Setelah dilakukan elusi terhadap plat KL T, bercak atau noda dilihat di bawah lampu
UV dengan panjang gelombang 254 nm. Selanjutnya dilakukan visualisasi lanjutan
dengan menggunakan reagen serium sulfat untuk menampakkan noda hasil KLT,
lalu dikeringkan di atas pemanas. Pereaksi serium sulfat digunakan untuk

mengetahui kandungan senyawa organik dalam sampel dengan ditandai timbulnya
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noda berwarna coklat kehitaman. Pengamatan lebih lanjut dilakukan menggunakan
pereaksi dragendorff. Pereaksi dragendorff digunakan untuk mengetahui adanya
senyawa alkaloid (gugus N-tersier) yang ditandai dengan terbentuknya noda orange
pada hasil KLT. Plat KLT yang telah dipanaskan, diamati dan dihitung nilai Rf nya

untuk mengetahui tingkat kepolaran masing-masing komponen.

3.3.6 Kromatografi Kolom

Ekstrak kasar dengan aktivitas penghambatan biofilm tertinggi, selanjutnya
fraksinasi lebih lanjut dengan kolom kromatografi. Pada penelitian ini, kolom
kromatografi dilakukan menggunakan fasa diam berupa silika gel Elusi dilakukan
dengan beberapa sistem gradien pelarut (sistem pelarut non-polar ke polar). Kolom
kaca berbentuk silinder yang berisi fase diam (silika gel) dimasukkan perlahan dari
atas dengan pelarut cair (fase gerak) yang mengalir ke bawah kolom dengan
bantuan gravitasi. Setelah kolom sudah siap, sampel dimuat di bagian atas kolom.
Fase gerak kemudian dialirkan melalui kolom. Seluruh komponen senyawa yang
terkandung dalam ekstrak campuran memiliki tingkat interaksi yang berbeda
terhadap fase diam (silika gel) dan fase gerak, sehingga waktu yang diperlukan
untuk mengalir ke dalam penampung berbeda. Cairan-cairan hasil pemisahan
ditampung dalam fraksi- fraksi yang berbeda sesuai pemisahan yang terjadi. Fraksi
kemudian dilakukan uji bioaktivitas kembali untuk menentukan fraksi yang akan
dilakukan analisis strukturnya. Masing-masing komponen senyawa hasil
pemisahan diamati kembali menggunakan KLT dalam pereaksi serium sulfat
(Bajpai et al., 2016)
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3.3.7 Peremajaan isolat bakteri Pseudomonas aeruginosa

Bakteri yang digunakan untuk skrining antibiofilm pada penelitian ini adalah
Pseudomonas aeruginosa. Isolat bakteri diperoleh dari deposit yang tersedia pada
Unit Pelaksana Teknis Laboratorium Sentra Inovasi dan Teknologi (UPT-LTSIT),
Universitas Lampung. Peremajaan bakteri dilakukan sebelum bakteri digunakan
dalam pengujian agar bakteri dalam kondisi yang aktif. Alat-alat yang digunakan
adalah jarum ose bulat, petri disk dan erlenmeyer yang telah disterilisasi.
Peremajaan bakteri dilakukan menggunakan media agar Tryptic Soy Broth (TSB)
untuk pertumbuhan bakteri. Pembuatan media dilakukan dengan melarutkan 3 g
TSB dalam 100 mL akuades dan ditambahkan 2% (w/w) agar. Kemudian media
disterilisasi menggunakan autoclave selama 20 menit pada suhu 121°C. Pasca
sterilisasi, media dipindahkan dalam cawan petri dan dibiarkan mengeras dibawah
sinar UV selama 20 menit dalam laminar air flow. Selanjutnya, diambil sedikit
biakan bakteri Pseudomonas aeruginosa dengan jarum ose bulat steril dan
digoreskan pada media TSB yang telah mengeras. Sebelum siap digunakan untuk
melakukan uji bioaktivitas, bakteri di masukkan ke dalam inkubator selama 18-24
dengan suhu 37°C (Missiakas and Schneewind, 2013).

3.3.8 Uji Aktivitas Antibiofilm
3.3.8.1 Uji Pembentukan Biofilm

Pada kegiatan penelitian ini, dilakukan pembentukan biofilm menggunakan
mikrotiter dengan interval waktu 2 jam selama 28 jam. Blanko yang berisi 100uL
inokulum bakteri dan 100uL TSB 2% digunakan sebagai kontrol positif dalam uji,
sedangkan MeOH 12,5 % dan akuades steril digunakan sebagai kontrol negatif.

Masing-masing kontrol dimasukkan ke dalam 6 sumuran mikrotiter. Pengulangan
bertujuan untuk mengimbangi variabilitas cukup besar pada biofilm yang melekat
pada pengujian ini, sehingga nilai yang signifikan secara statistik untuk rata-rata
pembentukan biofilm dapat diperoleh untuk ditentukan standar deviasinya (Kwasny

and Opperman, 2010).
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3.3.8.2 Skrinning Antibiofilm

Mengacu pada (Hamed et al., 2020) dengan beberapa modifikasi. Mula-mula P.
aeruginosa dikultur pada 3% (b/v) TSA yang dilarutkan dalam akuades dan
diinkubasi selama 24 jam. Kemudian dibuat inokulum dengan mengambil seujung
ose P. aeruginosa dan dimasukan ke dalam media cair berisikan TSB, kemudian
inokulum diinkubasi semalaman kemudian diencerkan 1:100. Dipindahkan 100 pL
media TSB 2% inokulum ke well sebanyak 100 pL sebagai kontrol positif untuk
pertumbuhan biofilm, dan MeOH 12,5% digunakan sebagai kontrol negatif. Pada
senyawa uji ditambahkan 100 pL ekstrak 0,5 mg/mL dan 100 pL inokulum.
Inkubasi dilakukan 24 jam pada suhu 37°C. Pasca inkubasi sampel, media
dipindahkan dan dihilangkan bakteri yang tidak melekat dengan cara mencuci tiap
sumuran 3 kali dengan Phosphate Buffer Saline. Pewarnaan dilakukan dengan
menambahkan 200 pL 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 pL
etanol 95%, dibiarkan pewarnaan dilakukan minimal 60 menit. Nilai ODeg3o diukur
menggunakan pembaca pelat pada 630 nm. Nilai % hambatan biofilm dihitung

mengacu pada Blando et al., (2019) dengan rumus sebagai berikut:

% hambatan biofilm = OD kontrol — OD sampel x 100%
OD kontrol

3.3.9 Karakterisasi Senyawa

Sampel dengan kemurnian tertinggi serta aktivitas terbaik dalam menghambat
pembentukan biofilm oleh P. aeruginosa selanjutnya dianalisis menggunakan
instrumen Liquid Chromatography—Mass Spectrometry (LC-MS/MS) dilakukan di
Pusat Laboratorium Forensik Badan Researse Kriminal POLRI, Bogor., dan
Fourier Transform Infrared Spectrometry (FT-IR) di analisis pada (UPT-LTSIT)

Universitas Lampung.



V. SIMPULAN DAN SARAN

5.1 Simpulan

Simpulan yang diperoleh dari penelitian yang telah dilakukan adalah sebagai

berikut :

1. Telah berhasil diperoleh senyawa bioaktif dengan bioaktivitas sebagai
antibiofilm P. aeruginosa yang dihasilkan dari isolat Aspergillus sp.
(20BA0502RF) dengan berat ekstrak sebanyak 2,2g.

2. Skrining antibiofilm menunjukkan fraksi aktif F1I0BAO502T menghambat
pembentukan biofilm yang dihasilkan oleh bakteri P. aeruginosa sebesar 56%
pada konsentrasi 250 pug/mL.

3. Hasil analisis LC-MS/MS menunjukkan bahwa komponen alkaloid yang
diketahui pada waktu retensi 7,63 dan m/z 192 dengan rumus molekul sebagai
C7HsNsO dan berdasarkan database PubChem diketahui sebagai senyawa
alkaloid dengan kerangka dasar pirimidin. Hasil analisis FTIR diketahui
serapan gugus C-N pada bilangan gelombang 1461.7 cm™ , bilangan
gelombang 1744,6 cm™ sebagai serapan gugus C=O dan 2922.2 cm’
mengindikasikan aserapan C=0 dan C-C rantai panjang yang tersiklisasi.

5.2 Saran

Berdasarkan penelitian diperoleh bahwa isolat Aspergillus sp. (20BA0502RF)
berpotensi dikembangkan sebagai sumber senyawa antibiofilm terhadap bakteri
Pseudomonas aeruginosa resisten. Penelitian dapat dilanjutkan dengan melakukan
analisis struktur senyawa kristal FLOBA0502T menggunakan instrumen NMR serta
melakukan analisis filogenetik terhadap isolat fungi 20BA0502RF.
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