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RINGKASAN 

Potensi Antibiofilm Produk Ekstraseluler Pseudomonas stutzeri terhadap 

Isolat Staphylococcus haemolyticus: Aditya Faradina Salsabilla: 192210101053; 
2023; 85 Halaman; Fakultas Farmasi, Universitas Jember  

Pengobatan penyakit infeksius yang disebabkan oleh bakteri patogen 

menghadapi tantangan dengan adanya peningkatan kejadian resistensi antibiotik, 

khususnya pada kasus infeksi nosokomial. Infeksi nosokomial adalah infeksi yang 

didapatkan oleh pasien saat dirawat di rumah sakit, seperti pada pasien ICU dan 

immunocompromised. Salah satu bakteri yang menyebabkan infeksi nosokomial 

adalah Staphylococcus haemolyticus. Keparahan infeksi yang disebabkan oleh S. 

haemolyticus melibatkan faktor virulensinya berupa pembentukan biofilm. Bakteri 

ini dapat tumbuh di permukaan alat perangkat medis sebagai komunitas biofilm 

yang terbungkus dalam matriks polimer biofilm, sehingga mampu melindungi 

bakteri dari tekanan luar seperti sel imun inang dan antibiotik. Meskipun saat ini 

antibiotik adalah satu-satunya intervensi medis yang digunakan untuk mengobati 

dan mencegah infeksi, terutama infeksi biofilm, tingginya angka resistensi 

antibiotik menjadi alasan pengembangan penelitian dari bahan alam untuk 

menemukan agen antibiofilm yang dapat membantu penetrasi antibiotik dalam 

pengobatan infeksi bakteri. Salah satu agen antibiofilm yang telah berhasil 

diproduksi dari biota laut adalah produk ekstraseluler Pseudomonas stutzeri yang 

mampu menghambat pembentukan biofilm dan menghancurkan biofilm yang 

dibentuk oleh Pseudomonas aeruginosa. Tujuan penelitian ini adalah untuk 

mengetahui potensi antibiofilm yang dimiliki oleh produk ekstraseluler P. stutzeri 

terhadap isolat S. haemolyticus.  

Penelitian ini merupakan penelitian true experimental laboratories untuk 

mengamati adanya aktivitas antibiofilm dari produk ekstraseluler P. stutzeri 

meliputi supernatan bebas sel, presipitat amonium sulfat, dan presipitat etanol, 

terhadap biofilm dari isolat S. haemolyticus. Metode uji aktivitas antibiofilm yang 

digunakan adalah microtiter plate assay dengan pembacaan optical density pada 

panjang gelombang 595 nm untuk dilakukan analisis statistika berupa One-Way 

ANOVA. Selain itu, dilakukan uji kualitatif kandungan protein dan polisakarida 
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dengan penetesan reagen Bradford dan Lugol, serta analisis profil pita protein 

yang dihasilkan melalui metode elektroforesis SDS-PAGE.  

Hasil pengujian dari ketiga sampel produk ekstraseluler P. stutzeri 

menunjukkan adanya aktivitas penghambatan pembentukan biofilm yang 

signifikan dibandingkan kelompok kontrol negatif, dengan penghambatan 

pembentukan biofilm terbesar dimiliki oleh sampel supernatan bebas sel dengan 

volume perlakuan 40 μL (70%) dan aktivitas degradasi biofilm terbesar dimiliki 

oleh sampel supernatan bebas sel dengan volume perlakuan 80 μL (39%). 

Aktivitas antibiofilm dari produk ekstraseluler P. stutzeri tidak bergantung pada 

volume uji dari sampel yang digunakan. 

Hasil uji skrining kualitatif kandungan produk ekstraseluler P. stutzeri 

menunjukkan adanya kandungan protein pada uji kualitatif Bradford, serta adanya 

pita protein pada elektroforesis SDS-PAGE dengan berat molekul 29—252 kDa. 

Namun hasil negatif pada uji kualitatif polisakarida dengan menggunakan reagen 

Lugol menandakan bahwa produk ekstraseluler P. stutzeri tidak mengandung 

polisakarida. Penelitian yang dapat dilakukan selanjutnya adalah mengidentifikasi 

komponen produk ekstraseluler P. stutzeri secara kuantitatif dan mengamati 

aktivitas antibiofilm yang dihasilkan melalui Scanning Electron Miscroscope 

(SEM).  
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BAB 1. PENDAHULUAN 

1.1 Latar Belakang 

Infeksi merupakan kontributor dominan beban penyakit global. Penyakit 

infeksi menjadi ancaman besar bagi kesehatan manusia menurut World Health 

Organization (WHO) dengan jumlah sekitar 17% dari kasus kematian (9,2 juta 

kematian) pada tahun 2013 terkait penyakit infeksi (Koriem, 2017). Penyakit 

infeksi dapat didefinisikan sebagai penyakit yang disebabkan oleh patogen atau 

produk toksiknya yang muncul melalui penularan dari orang yang terinfeksi, 

hewan yang terinfeksi, atau benda mati yang terkontaminasi oleh inang yang 

rentan (van Seventer dan Hochberg, 2016). Mikroorganisme patogen yang 

termasuk penyebab penyakit infeksi adalah bakteri, virus, jamur, dan parasit 

(Khan dkk., 2017). Stafilokokus koagulase-negatif (CoNS) saat ini merupakan 

mikroorganisme paling umum yang bertanggung jawab atas infeksi nosocomial 

(Potter dkk., 2009). Selain itu, semakin banyak bukti infeksi pada unit perawatan 

intensif neonatal disebabkan oleh CoNS, termasuk Staphylococcus haemolyticus 

(Li dkk., 2013).  

Staphylococcus haemolyticus termasuk dalam kelompok stafilokokus 

koagulase negatif (CoNS) dan merupakan bagian dari flora normal manusia yang 

terdapat pada kulit dan membran mukosa. Bakteri ini juga merupakan patogen 

oportunistik dan CoNS kedua yang paling sering diisolasi dari kultur darah 

manusia (Eltwisy dkk., 2022). S. haemolyticus juga menjadi penyebab keparahan 

dalam kasus septikemia, pneumonia, peritonitis, otitis, dan infeksi saluran kemih. 

Infeksi S. haemolyticus terutama terjadi pada pasien immunocompromised, 

misalnya pasien dengan penyakit hematologi dan bayi prematur (Cavanagh dkk., 

2012; Li dkk., 2013).  

Infeksi nosokomial menjadi mengkhawatirkan karena meningkatnya 

resistensi antibiotik. Terbentuknya biofilm pada bakteri menjadi salah satu 

penyebab terjadinya resistensi antibiotik. Karakteristik penting dari S. 

haemolyticus adalah kemampuannya dalam pembentukan biofilm yang menjadi 
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peran dalam memperparah infeksi yang telah terjadi. Selanjutnya, S. haemolyticus 

menghasilkan beberapa toksin dan enzim invasif yang membantu dalam 

patogenesis bakteri dengan mengubah respons imun inang dan menyebabkan 

kerusakan pada sel inang (Gwisai dkk., 2017; Eltwisy dkk., 2022). Kemampuan 

bakteri untuk membentuk biofilm pada permukaan inert perangkat medis dapat 

menjadi penyebab keparahan infeksi nosokomial karena biofilm memberikan 

perlindungan tambahan pada bakteri dan menjadikannya resisten terhadap 

beberapa jenis antibiotik (Nuryastuti, 2018). Sel bakteri yang berada dalam 

biofilm tertanam dalam matriks ekstraseluler yang memberikan perlindungan 

tambahan pada populasi bakteri dari mekanisme pertahanan inang dan agen 

antimikroba (Ribeiro dkk., 2012). Extracellular Polymeric Substances (EPS) 

berperan penting dalam pembentukan biofilm dan juga dalam resistensi biofilm 

terhadap agen antimikroba dan pertahanan inang (Melander dkk., 2020).  

Biofilm dapat melindungi bakteri dari terhadap kondisi ekstrem, termasuk 

dehidrasi, senyawa beracun, dan stres (perubahan pH, osmolaritas), serta 

perlindungan terhadap respon imun dan serangan fag (Yin dkk., 2019). Pada 

penelitian Melander dkk. (2020) menyimpulkan bahwa pemberian antimikroba 

kurang efektif pada kasus infeksi yang disebabkan oleh bakteri pembentuk biofilm 

dibandingkan dengan sel planktonik bakteri. Pada beberapa antibiotik, nilai 

konsentrasi hambat minimal (KHM) terhadap bakteri dalam biofilm bisa lebih 

tinggi beberapa log dibandingkan dengan bakteri planktonik atau bakteri yang 

hidup bebas (Otto, 2012; Szczuka dkk., 2015; Eltwisy dkk., 2022).  

Bahan alam dengan aktivitas antibiofilm yang telah diidentifikasi dari 

tanaman, mikroba, dan biota laut menjadi strategi penemuan terapi yang potensial 

untuk melawan infeksi bakteri pembentuk biofilm yang resisten terhadap 

antibiotik. Biota laut menjadi salah satu area penelitian yang relatif kurang 

dieksplorasi tentang potensinya sebagai penghasil zat bioaktif baru, salah satunya 

sebagai agen antibiofilm. Produk yang dihasilkan biota laut diyakini dapat 

menjadi zat bioaktif potensial tanpa berkontribusi besar terhadap kerusakan 

lingkungan (bio sustainable) (Melander dkk., 2020). 
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Saat ini, produk ekstraseluler kultur bakteri laut menjadi objek penelitian 

terkait kemampuannya untuk sebagai agen antibiofilm. Penelitian oleh Wu dkk. 

(2016) menunjukkan bahwa supernatan dan eksopolisakarida dari kultur bakteri 

laut P. stutzeri 273 secara efektif menghambat pembentukan biofilm dan 

menghancurkan biofilm P. aeruginosa PAO1 yang telah terbentuk sebelumnya 

tanpa menunjukkan adanya aktivitas penghambatan pertumbuhan bakteri. Hasil 

penelitian yang serupa juga ditunjukkan oleh penelitian Magdalena dkk. (2020) 

yang melakukan uji aktivitas antibiofilm dari bakteri laut genus Vibrio dan 

Pseudomonas secara in vitro terhadap bakteri patogen manusia, di antaranya 

Acinetobacter baumannii, Burkholderia cepacia, E Escherichia coli, 

Pseudomonas aeruginosa, Salmonella enterica, dan Staphylococcus aureus. 

Produk ekstraseluler bakteri laut yang berisikan polisakarida, protein, dan asam 

nukleat berpotensi memiliki aktivitas antibiofilm dengan mendispersikan 

pembentukan biofilm, mencegah sel planktonik menempel pada permukaan, dan 

mendegradasi biofilm yang telah terbentuk (Rendueles dkk., 2013; Roy dkk., 

2018; Magdalena dkk., 2020). 

Dari penelitian yang telah dilakukan oleh  Wu dkk. (2016), belum 

ditemukan studi dan penelitian lain terkait aktivitas antibiofilm dari produk 

ekstraseluler yang dihasilkan bakteri laut P. stutzeri terhadap bakteri patogen 

selain P. aeruginosa. Berdasarkan penelitian yang dilakukan oleh Wu dkk. 

(2016), perlu dilakukan penelitian lebih lanjut untuk mengetahui potensi 

antibakteri dan antibiofilm dari produk ekstraseluler yang dihasilkan oleh P. 

stutzeri terhadap S. haemolyticus sehingga dapat menjadikan produk ekstraseluler 

P. stutzeri sebagai sumber zat bioaktif baru dalam pengembangan agen 

antibiofilm (Merritt dkk., 2011; Sambanthamoorthy dkk., 2015; Wu dkk., 2016). 
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1.2 Rumusan Masalah 

Berdasarkan latar belakang yang telah dipaparkan, maka dirumuskan 

permasalahan sebagai berikut:  

1. Bagaimana aktivitas penghambatan pembentukan biofilm dari produk 

ekstraseluler P. stutzeri terhadap isolat bakteri S. haemolyticus? 

2. Bagaimana aktivitas degradasi biofilm dari produk ekstraseluler P. 

stutzeri terhadap isolat bakteri S. haemolyticus? 

3. Apakah produk ekstraseluler P. stutzeri mengandung polisakarida dan 

protein berdasarkan uji kualitatif dengan reagen Lugol dan Bradford? 

4. Bagaimanakah profil protein dari produk ekstraseluler P. stutzeri 

berbasis SDS-PAGE? 

1.3 Tujuan Penelitian 

Tujuan dari dilakukannya penelitian ini adalah: 

1. Mengetahui aktivitas penghambatan pembentukan biofilm produk 

ekstraseluler P. stutzeri terhadap isolat bakteri S. haemolyticus. 

2. Mengetahui aktivitas degradasi biofilm produk ekstraseluler P. stutzeri 

terhadap isolat bakteri S. haemolyticus. 

3. Mengetahui kandungan polisakarida dan protein yang terdapat dalam 

produk ekstraseluler P. stutzeri secara kualitatif berdasarkan uji Lugol 

dan uji Bradford. 

4. Mengetahui profil protein dari produk ekstraseluler P. stutzeri berbasis 

SDS-PAGE.  
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1.4 Manfaat Penelitian 

Manfaat dari penelitian ini adalah: 

1. Memberikan informasi mengenai potensi antibiofilm produk 

ekstraseluler P. stutzeri terhadap bakteri S. haemolyticus. 

2. Menjadikan penelitian ini sebagai referensi penelitian selanjutnya 

untuk menilai potensi antibiofilm metabolit ekstraseluler P. stutzeri 

terhadap biofilm yang dibentuk oleh bakteri patogen lainnya.  

3. Menjadikan penelitian ini sebagai referensi penelitian untuk 

pengembangan produk ekstraseluler P. stutzeri sebagai agen 

antibiofilm. 
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA 

2.1 Tinjauan tentang Biofilm 

2.1.1 Definisi Biofilm 

Bakteri secara alami hidup sebagai komunitas yang melekat pada 

permukaan. Setelah menempel, sel-sel bakteri membentuk zat polimer 

ekstraseluler atau extracellular polymeric substance (EPS) yang diproduksi untuk 

membentuk matriks yang memberikan perlindungan dari ancaman lingkungan, 

sehingga menjadi strategi bakteri untuk bertahan hidup. Istilah ―biofilm‖ pertama 

kali digunakan untuk menggambarkan bentuk kehidupan bakteri yang dominan 

dalam mikrobiologi lingkungan pada tahun 1935. Kemudian sejak tahun 1985, 

biofilm menjadi hal yang biasa disebut dalam mikrobiologi medis. Istilah biofilm 

secara resmi diperkenalkan oleh Bill Costerton pada tahun 1978. Biofilm 

bervariasi dalam morfologinya, tergantung pada konstituen bakteri serta kondisi di 

mana biofilm tersebut terbentuk. Costerton dkk. menyimpulkan bahwa adhesi 

memainkan peran penting dalam infeksi bakteri patogen, sehingga pencegahan 

adhesi bisa menjadi cara yang efektif untuk memerangi infeksi (Bowler dkk., 

2020).  

Matriks biofilm EPS memungkinkan komunitas bakteri berdekatan dan 

menyediakan reservoir yang ideal untuk pertukaran seluler pengkodean plasmid 

yang memicu resistensi terhadap antibiotik, sehingga berpotensi mendorong 

penyebaran resistensi bakteri. Transfer horizontal gen pemberi resistensi antara sel 

bakteri dalam biofilm dan telah dilaporkan 700 kali lebih efisien daripada di 

antara sel bakteri planktonik yang hidup bebas (Flemming dkk., 2016; Bowler 

dkk., 2020). 

2.1.2 Peran Biofilm dalam Resistensi Antibiotik 

Biofilm terdiri dari populasi bakteri yang dijejali oleh matriks ekstraseluler 

yang memiliki polimer yang disekresikan bakteri seperti eksopolisakarida, DNA 

ekstraseluler, protein, dan protein amiloidogenik. Koordinasi dalam biofilm 
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melalui komunikasi antarsel yang disebut quorum sensing (QS) adalah akumulasi 

molekul pensinyalan di lingkungan ekstraseluler mengarah pada pengaturan 

ekspresi gen spesifik. Beberapa spesies bakteri menggunakan QS untuk 

mengkoordinasikan pembongkaran komunitas biofilm.  Biofilm memberikan 

perlindungan kepada mikroorganisme tidak hanya dari perubahan pH, 

osmolaritas, kelangkaan nutrisi, tekanan fisik, tetapi juga memblokir akses 

kumpulan biofilm bakteri dari antibiotik dan sel imun inang. Oleh karena itu, 

matriks biofilm memberikan perlindungan tambahan terhadap bakteri yang 

membuatnya tidak hanya mentolerir kondisi yang ekstrem tetapi juga resisten 

terhadap antibiotik yang mengarah pada munculnya infeksi bakteri yang parah 

yang disebabkan oleh seperti bakteri multi drug resistant, bakteri extensively drug 

resistant, dan bakteri totally drug resistant (Sharma dkk., 2019). 

Sekitar 80% infeksi mikroba kronis dan berulang dalam tubuh manusia 

disebabkan oleh biofilm bakteri. Sel mikroba dalam biofilm menyebabkan 

resistensi antibiotik 10—1000 kali lebih banyak daripada sel planktonik bakteri. 

Dalam komunitas biofilm, resistensi antibiotik muncul karena berbagai 

mekanisme seperti penetrasi antibiotik yang lambat atau tidak lengkap ke dalam 

biofilm, perubahan lingkungan mikrokimia dalam biofilm dan subpopulasi 

mikroorganisme dalam biofilm. Mekanisme ini menjadi penyebab dari sifat 

multiseluler biofilm yang mengarah pada resistensi antibiotik komunitas biofilm 

bersama dengan mekanisme resistensi konvensional dan menjadi penyebab 

kegagalan strategi pengobatan infeksi bakteri (Mah, 2012). 

2.1.3 Proses Pembentukan Biofilm dan Faktor Virulensi Staphylococcus 

haemolyticus 

Pembentukan biofilm adalah peristiwa dengan beberapa langkah yaitu (i) 

adsorpsi molekul (molekul makro dan mikro) pada permukaan; (ii) adhesi bakteri 

pada permukaan dan pelepasan zat polimer ekstraseluler (EPS); (iii) pembentukan 

koloni dan pematangan biofilm. 
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Biofilm memberikan perlindungan bagi mikroorganisme tidak hanya dari 

perubahan pH, osmolaritas, kelangkaan nutrisi, kekuatan mekanik dan geser, akan 

tetapi juga memblokir akses komunitas biofilm bakteri dari antibiotik dan sel 

imun inang. Oleh karena itu, matriks biofilm memberikan daya tahan tambahan 

terhadap bakteri yang membuat mereka tidak hanya mentolerir kondisi yang keras 

tetapi juga resisten terhadap antibiotik yang mengarah pada munculnya infeksi 

bakteri seperti bakteri yang resisten terhadap banyak antibiotik (Sharma dkk., 

2019).  

Biofilm adalah lapisan polisakarida yang diproduksi secara ekstraseluler 

yang dapat membantu perlekatan bakteri pada permukaan biomaterial dan alat 

kesehatan. Isolat S. haemolyticus yang membentuk biofilm menjadi salah satu 

bakteri yang menyebabkan infeksi terkait penggunaan kateter dan perangkat 

implan medis lainnya. Sebagai bakteri penghasil biofilm, S. haemolyticus mampu 

menyebabkan bakteremia, sehingga menjadi salah satu faktor virulensi dari 

bakteri tersebut (Vestby dkk., 2020). 

 

Gambar 2.1 Faktor virulensi S. haemolyticus 

 (Sumber: Eltwisy dkk., 2022) 
 

Pembentukan biofilm oleh S. haemolyticus merupakan proses yang 

kompleks dan keparahan dapat terjadi bahkan dengan adanya agen antimikroba. 
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Dampak antibiotik pada penghambatan pembentukan biofilm masih kontroversial. 

Penelitian Pereira-Ribeiro dkk. (2019) melaporkan bahwa pembentukan biofilm S. 

haemolyticus pada permukaan abiotik tidak dihambat oleh antibiotik seperti 

linezolid, teikoplanin, vankomisin, tigecycline, rifampisin, dll. Sementara Szczuka 

dkk. (2015) menunjukkan bahwa kombinasi tigesiklin/rifampisin lebih efektif 

daripada kombinasi daptomisin/rifampisin terhadap biofilm ica-independen yang 

diproduksi oleh S. haemolyticus. Pembentukan biofilm dan resistensi terhadap 

antibiotik dapat menjadi penyebab infeksi bakteri persisten dalam rumah sakit.  

Pembentukan biofilm oleh S. haemolyticus berbeda dengan bakteri 

Staphylococci lainnya. Pembentukan biofilm oleh S. epidermidis dan S. aureus 

dimediasi oleh ica operon yang mengkode enzim pembentuk adhesi antarsel poli-

N-asetilglukosamin atau polisakarida yang berperan penting dalam pembentukan 

matriks biofilm (de Araujo dkk., 2006). Namun, pembentukan biofilm oleh S. 

haemolyticus terutama ica-independen karena tidak ada gen icaAD yang diamati 

pada bakteri ini . Selain itu, Berbeda dengan S. aureus dan S. epidermidis, biofilm 

S. haemolyticus tidak terkait dengan accumulation-associated protein (Aap) dan 

polysaccharide intercellular adhesion (PIA) (Fredheim dkk., 2009).  

Selain pembentukan biofilm, S. haemolyticus mengeluarkan fibronectin-

binding proteins (FnBP) yang berperan penting dalam perlekatan bakteri pada 

matriks ekstraseluler, internalisasi dan invasi bakteri ke dalam sel inang (Eltwisy 

dkk., 2022). Sifat perlekatan S. haemolyticus klinis berbeda dengan S. 

haemolyticus komensal. S. haemolyticus komensal memiliki adherensi yang tinggi 

terhadap fibronektin dan kolagen, sedangkan S. haemolyticus klinis memiliki 

adherensi yang rendah terhadap fibronektin dan kolagen. Terdapat 65 jenis protein 

permukaan yang telah diidentifikasi dalam isolat klinis S. haemolyticus dan 

dikaitkan dengan adherensi terhadap keratinosit manusia seperti Toll/interleukin-1 

like (TIRs) domain-containing protein, autolisin bifungsional Atl, LPXTG, dan 

transglikosilase SceD (Wolden dkk., 2020; Eltwisy dkk., 2022). 

Proses pembentukan biofilm oleh S. haemolyticus belum banyak 

terdokumentasi dengan baik, sehingga penelitian dan studi lebih lanjut diperlukan 
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untuk menentukan langkah-langkah rinci pembentukan biofilm pada S. 

haemolyticus dan faktor-faktor yang mempengaruhi pembentukannya. 

Selain karena pembentukan biofilm, produksi toksin, enzim, dan protein 

dari S. haemolyticus secara kolektif menunjukkan bahwa infeksi S. haemolyticus 

menyebabkan kerusakan sel inang melalui apoptosis (Eltwisy dkk., 2022). 

2.2 Staphylococcus haemolyticus 

2.2.1 Klasifikasi Staphylococcus haemolyticus 

Kerajaan : Bacteria 

Subkerajaan : Posibacteria  

Filum  : Firmicutes   

Kelas  : Bacilli   

Ordo  : Bacillales   

Suku  : Staphylococcaceae   

Marga  : Staphylococcus  

Jenis  : Staphylococcus haemolyticus (Liu, 2014) 

 

2.2.2 Deskripsi Staphylococcus haemolyticus 

Genus Staphylococcus terdiri dari sekitar 30 spesies, sekitar 10 diantaranya 

dianggap sebagai bakteri komensal terhadap manusia. Staphylococcus 

haemolyticus (S. haemolyticus) adalah salah satu stafilokokus koagulase-negatif 

(CoNS) yang menghuni kulit sebagai bakteri komensal (Otto, 2012). Namun, 

bakteri ini  juga dapat terlibat dalam infeksi oportunistik pada pasien 

immunocompromised, terutama pada pasien rawat inap dan pasien dengan implan 

medis. S. haemolyticus adalah CoNS paling sering kedua setelah S. epidermidis 

yang diisolasi dari sampel klinis pasien yang terinfeksi, terutama dari kultur darah 

pasien dengan sepsis (Silva dkk., 2013).  

S. haemolyticus adalah bakteri kokus gram positif fakultatif non-sporulasi, 

dengan diameter 0,8-1,3 μm, non-motil dan biasanya terlihat membentuk tetrad 

atau berpasangan secara mikroskopis. S. haemolyticus memiliki dinding sel yang 
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tebal (60—80 nm), dan mirip dengan kokus gram positif lainnya, dinding sel 

terdiri dari peptidoglikan, asam teikoat, dan protein. Koloni tidak berpigmen atau 

berwarna sedikit kekuningan, bulat, berkilat, dan tidak tembus cahaya, dengan 

tepian rata dan diameter koloni 5–9 mm. Bakteri ini termasuk bakteri anaerobik 

fakultatif dan pertumbuhan optimal dalam kondisi aerobik (De Vos dkk., 2009).  

Staphylococcus haemolyticus tumbuh di berbagai substrat, termasuk 

glukosa, gliserol, maltosa, sukrosa, dan trehalosa. Bakteri ini juga positif dalam 

identifikasi produksi asetoin, arginin, dihidrolase, benzidin, katalase, hemolisis, 

dan lipase, sedangkan hasil tes negatif untuk koagulase, DNase, ornitin 

dekarboksilase dan fosfatase (De Vos dkk., 2009). Pertumbuhan optimal terjadi 

antara 30—40°C dengan adanya oksigen dan 10% NaCl. Namun, beberapa strain 

S. haemolyticus dapat tumbuh pada suhu antara 18—45 °C. Pertumbuhan yang 

buruk terjadi pada suhu 15°C atau media dengan kandungan 15% NaCl (De Vos 

dkk., 2009). Pembentukan biofilm dari S. haemolyticus dipengaruhi oleh adanya 

glukosa dan NaCl. Pembentukan biofilm meningkat apabila ditumbuhkan dalam 

media Tryptic Soy Broth (TSB) dengan 1% glukosa dan menurun jika 

ditumbuhkan dalam TSB yang ditambahkan 3% NaCl (Flahaut dkk., 2008; 

Fredheim dkk., 2009). 

Genom S. haemolyticus strain JCSC1435 mengandung kromosom 

2.685.015 bp dan tiga plasmid 2.300 bp, 2.366 bp, dan 8.180 bp. Ukuran 

kromosom sebanding dengan S. aureus dan S. epidermidis, serta mengandung 

konten G+C yang serupa. Selain itu, sebagian besar open reading frames (ORF) 

identik pada ketiga spesies tersebut. Namun, S. haemolyticus memiliki daerah 

kromosom unik yang terdistribusi di dekat oriC (asal replikasi DNA kromosom), 

dan daerah ini secara kolektif disebut sebagai ―oriC environ‖. Genom S. 

haemolyticus juga mengandung banyak insertion sequences (ISs). Unsur-unsur IS 

ini dapat mendorong penataan ulang genomik yang sering mempercepat 

diversifikasi spesies. Secara teoritis, adaptasi ini dapat membantu S. haemolyticus 

mengatasi efek buruk dari paparan bahan kimia yaitu seperti penggunaan 

antibiotik (Takeuchi dkk., 2005; Bouchami dkk., 2011). 
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2.2.3 Patogenesis Staphylococcus haemolyticus 

S. haemolyticus adalah patogen baru yang dapat menyebabkan infeksi 

nosokomial. Faktor-faktor yang menyebabkan infeksi dari penyebaran S. 

haemolyticus di rumah sakit masih belum terdefinisi dengan baik. Karakteristik 

genom S. haemolyticus yang menyebabkan infeksi rumah sakit ditandai dengan 

banyaknya insertion sequences (ISs) dan resistensi terhadap beberapa antibiotik 

(Eltwisy dkk., 2022).  

Isolat nosokomial S. haemolyticus menunjukkan tingkat resistensi tertinggi 

terhadap antibiotik di antara sebagian besar anggota CoNS. Peningkatan resistensi 

antibiotik banyak diamati pada pasien rawat inap, terutama strain Staphylococcus 

haemolyticus yang resisten terhadap metisilin (MRSH). Studi genotipe 

menunjukkan bahwa S. haemolyticus, juga S. epidermidis, yang mengkolonisasi 

saluran pencernaan bayi yang baru lahir menjadi penyebab atas sepsis onset 

lambat pada neonatus prematur (Soeorg dkk., 2013). Selain itu, strain S. 

haemolyticus yang resisten terhadap vankomisin dan teikoplanin tercatat pada 

pasien dengan leukemia myelogenous yang menderita episode septik selama 

dalam penggunaan sitostatika. Selanjutnya, isolat S. haemolyticus yang 

menyebabkan wabah di Italia resisten terhadap linezolid. Bakteri kolonisasi kulit 

yang resistan terhadap berbagai obat ini tidak hanya berisiko terhadap munculnya 

dan penyebaran infeksi nosokomial tetapi juga dapat menginfeksi petugas 

kesehatan dan pengunjung pasien (Eltwisy dkk., 2022).  

S. haemolyticus dapat menahan paparan bahan kimia seperti saat dilakukan 

disinfeksi. Tipe molekuler dari infeksi yang disebabkan oleh MRSH yang diteliti 

selama periode 3 tahun dari ICU neonatal mengungkapkan bahwa S. haemolyticus 

dapat bertahan hidup dalam larutan disinfektan yang akibatnya dapat bertindak 

sebagai reservoir untuk menginfeksi bayi baru lahir. Faktor-faktor yang 

mempengaruhi kelangsungan hidup dan penyebaran isolat S. haemolyticus yang 

resistan terhadap berbagai obat di rumah sakit belum diketahui secara pasti. 

Bouchami dan rekannya melaporkan bahwa insertion sequence transposition 

(terutama IS1272) dan proses penataan ulang dan rekombinasi kromosom pada S. 

haemolyticus merupakan salah satu strategi yang membantu dalam evolusi, 
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adaptasi, patogenesis, dan kelangsungan hidup bakteri di rumah sakit, sehingga 

menyebabkan infeksi nosokomial (Bouchami dkk., 2011; Mekni dkk., 2012). 

2.3 Tinjauan tentang Pseudomonas stutzeri 

2.4.1 Klasifikasi Pseudomonas stutzeri 

Kerajaan : Bacteria 

Subkerajaan : Negibacteria  

Filum  : Proteobacteria  

Kelas  : Gammaproteobacteria   

Ordo  : Pseudomonadales   

Suku  : Pseudomonadaceae   

Marga  : Pseudomonas 

Jenis  : Pseudomonas stutzeri (ITIS, 2012) 

2.4.2 Sejarah Pseudomonas stutzeri 

Pseudomonas stutzeri pertama kali dijelaskan oleh Burri dan Stutzer pada 

tahun 1895 sebagai Bacillus denitrificans II. Tujuh tahun kemudian pada tahun 

1902, Iterson mengembangkan metode isolasi Pseudomonas stutzeri, yang 

dideskripsikan oleh van Niel dan Allen pada tahun 1952. Nama-nama berbeda 

yang diperoleh denitrifier ini sejak penemuannya didokumentasikan dalam 

publikasi van Niel dan Allen, di antaranya yaitu Bacterium stutzeri, Bacillus 

nitrogenes, Bacillus stutzeri, Achromobacter sewerinii, Pseudomonas stutzeri, dan 

Achromobacter stutzeri. Spesies Pseudomonas stanieri diusulkan pada tahun 1966 

oleh Mandel untuk strain tersebut dengan kandungan G+C sekitar 62%. Namun, 

tidak ada perbedaan fenotip antara P. stutzeri dan P. stanieri (Gomila dkk., 2015). 

Media pertumbuhan dengan nitrat 2% dan tartrat dalam kondisi anaerobik 

pada suhu 37°C menjadi media pertumbuhan populasi dominan P. stutzeri dari 

sampel Pseudomonas stutzeri telah berhasil diisolasi dari berbagai asal, seperti 

cairan spinal, jerami, pupuk kandang, tanah, dan air saluran (Lalucat dkk., 2006; 

Park dkk., 2013). 
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2.4.3 Karakteristik Pseudomonas stutzeri 

Pseudomonas stutzeri adalah bakteri gram negatif, berbentuk batang yang 

umumnya memiliki ukuran panjang 1–3 μm dan lebar 0,5–0,8 μm. Hasil  tes 

katalase dan oksidase pada P. stutzeri adalah positif. Selain itu, strain P. stutzeri 

didefinisikan sebagai denitrifier. P. stutzeri tumbuh optimal pada suhu sekitar 

35°C, menjadikannya sebagai organisme mesofilik, meskipun mampu untuk 

tumbuh pada suhu 4°C–44°C (Lalucat dkk., 2006). Ketika ditumbuhkan pada 

media Luria Bertani (LB) pada suhu 32 °C, bakteri ini memiliki waktu 

penggandaan sekitar 53 menit. Ketika suhu inkubasi diturunkan hingga 28°C, 

waktu penggandaan populasi bakteri ini menjadi lebih lama dan dapat mencapai 

72 menit (Sommer dkk., 2017). 

Ketika diamati pada media padat, bakteri ini memiliki koloni yang kering 

dan kaku yang saling menempel begitu erat sehingga seringkali lebih mudah 

untuk mengambil seluruh koloni dibandingkan hanya sebagian. Warna koloni 

yang terbentuk biasanya coklat, meskipun dapat beragam tergantung pada media 

pertumbuhan yang digunakan. Koloni umumnya berbentuk menyerupai struktur 

karang seperti pada Gambar 2.2. Koloni yang ditumbuhkan pada suhu 30°C dan 

disimpan pada suhu 4°C selama 24 jam sering menunjukkan morfologi koloni 

dengan kerutan yang khas. 

 

Gambar 2.2 Morfologi Pseudomonas stutzeri 
(Sumber: Lalucat dkk., 2006) 
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Pseudomonas stutzeri tumbuh paling baik pada media yang mengandung 

NaCl 2%, meskipun bakteri ini dapat mentolerir salinitas berkisar antara 1–5% 

NaCl. Bakteri ini lebih menyukai pH netral, pH 7, tetapi dapat tumbuh pada pH 

setinggi 9 (Seip dkk., 2011). P. stutzeri memiliki pili tipe IV dan flagel pada satu 

sisi yang membantu motilitas bakteri ini. Dalam kondisi tertentu, satu atau dua 

flagel lateral dengan panjang gelombang pendek dapat terlihat pada Pseudomonas 

stutzeri (Mell dan Redfield, 2014). 

Spesies yang berkerabat dekat dengan P. stutzeri adalah P. balearica. 

Bakteri tersebut memiliki banyak sifat fenotipik dasar yang sama dengan strain P. 

stutzeri, termasuk dalam cabang filogenetik 16S rRNA yang sama. Namun, secara 

kemotaksonomi dapat dibedakan dari P. stutzeri melalui kemampuannya untuk 

tumbuh di atas 42°C dan dengan beberapa uji biokimia lainnya (Lalucat dkk., 

2022).  

2.4 Metode Pengujian Pembentukan Biofilm 

2.4.1 Metode Congo Red Agar (CRA) 

Deteksi pembentukan biofilm stafilokokus dapat dilakukan dengan 

menggunakan berbagai metode fenotipik. Pengujian dengan media Congo Red 

Agar (CRA) yang dikembangkan oleh Freeman dkk. tahun 1989 berdasarkan 

subkultur strain bakteri pada media brain heart infusion agar (BHIA) yang 

dilengkapi dengan sukrosa dan pewarna merah Congo. Penelitian dengan metode 

ini menunjukkan bahwa akurasi rendah, tetapi murah, sederhana, dan mudah 

dilakukan. Kriteria evaluasi hasil pengujian didasarkan pada analisis visual warna 

koloni yang tumbuh pada agar (Kaiser dkk., 2013). 

Interpretasi hasil menurut metode CRA adalah jika strain bakteri 

menghasilkan koloni hitam pekat, hitam, dan hitam kemerahan, maka bakteri uji 

tersebut dianggap sebagai bakteri yang dapat menghasilkan slime atau biofilm 

producer, sedangkan koloni merah dan kemerahan tergolong sebagai bakteri yang 

tidak menghasilkan slime atau nonbiofilm producer (Halim dkk., 2018). 
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2.4.2 Metode Tabung  

Metode tabung merupakan uji kualitatif untuk mendeteksi mikroorganisme 

penghasil biofilm, dijelaskan oleh Christensen dkk. (1985). Secara sederhana, 

isolat diinokulasi dalam tabung reaksi polistirena yang berisi TSB dan diinkubasi 

selama 24 jam pada suhu 37°C. Isolat yang biofilmnya terbentuk pada dinding 

tabung reaksi kemudian polistirena diwarnai dengan safranin selama 1 jam, 

setelah sel planktonik dibuang dengan pembilasan dua kali menggunakan 

phosphate buffered saline (PBS). Kemudian, tabung reaksi polistirena yang 

diwarnai safranin dibilas dua kali dengan PBS untuk menghilangkan noda. 

Setelah proses pengeringan tabung uji, terjadinya pembentukan biofilm diamati 

secara visual, biofilm akan terlihat melapisi dinding pada bagian bawah tabung 

(Kırmusaoğlu, 2019). 

2.4.3 Microtiter Plate Biofilm Assay 

Uji mikrotiter memungkinkan klasifikasi biofilm yang dihasilkan isolat 

staphylococcal dengan mudah dan kuantitatif. Microtiter plate assay 

mengevaluasi pembentukan biofilm pada dinding dan/atau dasar microplate. 

Metode uji ini telah digunakan untuk menilai pembentukan biofilm awal untuk 

berbagai macam mikroba, termasuk pseudomonad, Vibrio cholerae, Escherichia 

coli, staphylocci, enterococci, mycobacteria, dan jamur.  

Metode ini memiliki keuntungan yang memungkinkan para peneliti 

menganalisis dengan cepat adhesi beberapa strain bakteri atau kondisi 

pertumbuhan dalam setiap percobaan. Kekurangan utama dari metode ini adalah 

kemungkinan inkonsistensi yang dihasilkan oleh parameter penilaian tingkat 

biofilm pada pengujian; yaitu adsorpsi kristal violet dalam larutan destaining yang 

menjadi indikasi jumlah biofilm.  

2.4.4 Pengamatan Biofilm secara Mikroskopis 

Pemindaian kompleksitas biofilm dapat diamati dengan biofilm imaging 

optical technology yang meliputi mikroskop cahaya, scanning electron 

microscope (SEM), transmission electron microscope (TEM), dan confocal laser 
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scanning microscopy (CLSM). Teknik mikroskopis ini dapat digunakan untuk 

memvisualisasikan struktur 3D dan memeriksa keberadaan biofilm yang diperoleh 

dari perbesaran dan resolusi tinggi (Kırmusaoğlu, 2019). 

2.5 Tinjauan tentang Produk Ekstraseluler Bakteri Laut 

2.5.1 Potensi Bakteri Laut sebagai Agen Antibiofilm 

Saat ini, sekitar 40–50% obat komersial diformulasikan dari bahan kimia 

alami. Selama beberapa dekade terakhir, banyak penelitian yang memusatkan 

perhatian pada senyawa bioaktif laut dari berbagai sumber, termasuk 

mikroorganisme laut (Spellberg dan Shlaes, 2014). 

Ekosistem laut merupakan lingkungan yang potensial untuk menghasilkan 

senyawa bioaktif. Beberapa metabolit alami yang dihasilkan oleh biota laut diteliti 

efektif dalam mengendalikan biofilm yang merugikan (Xiao dan Zheng, 2016). 

Bakteri epibiotik laut hidup dalam lingkungan yang sangat kompetitif sehingga 

lingkungan ekstrem ini memicu pembentukan senyawa bioaktif yang berperan 

penting dalam ekologi laut. Beberapa senyawa dengan aktivitas antimikroba dan 

antibiofilm telah berhasil diisolasi dari spons laut, ganggang, ascidia, rumput laut, 

bintang laut, dan pansy laut. Selain itu juga semakin banyak penelitian untuk 

membuktikan bahwa bakteri biologis laut berpotensi dalam produksi antimikroba 

terkait dengan metabolit yang diisolasi dari mikroorganisme tersebut (Dusane 

dkk., 2013). 

Mikroorganisme laut dengan kemampuan adaptasinya terhadap berbagai 

kondisi ekstrem telah mengembangkan jalur metabolisme yang beragam, 

termasuk metabolit ekstraseluler aktif yang tidak terdapat dalam ekosistem 

terestrial. Senyawa bioaktif dari bakteri laut sering diproduksi sebagai metabolit 

sekunder, seperti alkaloid, steroid, terpenoid, peptida, dan poliketida (Stincone 

dan Brandelli, 2020). 

Kemampuan bakteri laut dengan spesies yang berbeda untuk mensintesis 

molekul bioaktif dimungkinkan merupakan hasil dari tekanan selektif yang 

dikenakan pada bakteri ini. Salah satu strategi bertahan hidup yang dikembangkan 
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dapat diwakili oleh produksi metabolit dengan aktivitas antibiofilm, yang dapat 

dimanfaatkan untuk melawan persaingan biologis dengan bakteri lain. Penelitian 

terbaru yang mengamati bahwa bakteri laut Antartika Pseudoalteromonas 

haloplanktis TAC125 menghasilkan beberapa senyawa bioaktif termasuk molekul 

yang mampu menghambat biofilm patogen manusia Staphylococcus epidermidis 

(Papaleo dkk., 2013; Parrilli dkk., 2015). Aktivitas dari senyawa yang 

diekskresikan bakteri ini dapat mengganggu perkembangan biofilm dan 

memisahkan biofilm tanpa mempengaruhi viabilitas bakteri, menunjukkan bahwa 

mekanismenya secara khusus mengarah pada penghancuran biofilm. Pada 

beberapa penelitian terkait uji aktivitas antibiofilm dari metabolit ekstraseluler 

bakteri laut seringkali melakukan pengujian awal untuk memastikan bahwa 

aktivitas antimikroba negatif, karena pengujian negatif pada aktivitas antimikroba 

merupakan parameter penting untuk menyimpulkan bahwa target penghambatan 

quorum sensing adalah pada pensinyalan bakteri dan tidak terfokus pada aktivitas 

antibakteri (Magdalena dkk., 2020).  

 

2.5.2 Ekstraksi Extracellular Polymeric Substances (EPS) 

Extracellular Polymeric Substances (EPS) adalah campuran kompleks, 

terdiri dari polisakarida, protein, asam nukleat, (fosfo)lipid, zat humat dan 

beberapa polimer antar sel. Zat polimer ini berinteraksi satu sama lain melalui 

gaya elektrostatik, ikatan hidrogen, gaya ionik yang menarik dan/atau reaksi 

biokimia untuk membentuk struktur jaringan tersier yang padat (More dkk., 

2014). 

Berbagai metode diterapkan untuk menghasilkan eksoproduk atau EPS 

dari mikroorganisme. Namun, karena kompleksitasnya yang beragam, hampir 

tidak mungkin memproduksi semua komponen EPS dengan metode tunggal. 

Sampai saat ini, tidak ada satu metode spesifik untuk produksi EPS. Pilihan 

metode ekstraksi tidak hanya mempengaruhi jumlah total rendemen presipitat 

yang dihasilkan, tetapi juga komposisi polimer yang diperoleh (Felz dkk., 2016). 

Metode ekstraksi EPS terdiri dari metode fisika dan kimia untuk 

menghasilkan EPS dari berbagai sumber yang beragam, seperti suspensi sel, 
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biofilm, pengendapan, permukaan padat atau cair. Ekstraksi dengan metode fisika 

di antaranya yaitu menggunakan sentrifugasi, sonikasi, evaporasi vakum, 

pemanasan, freeze-thawing, ultrafiltrasi, dialisis. Sedangkan metode kimia adalah 

penggunaan agen kimiawi untuk presipitasi, seperti etanol, aseton, metanol, 

isopropilalkohol, formaldehid, NaOH, trichloroacetic acid (TCA), dan EDTA 

(Leroy dan De Vuyst, 2016; Andhare dkk., 2017; Rahmadini, 2018; Ziadi dkk., 

2018).  

Metode yang sering digunakan untuk ekstraksi EPS adalah gabungan dari 

metode fisika dan kimia. Sentrifugasi dan ultrafiltrasi menjadi metode yang 

digunakan dalam pretreatment sebelum dilakukan presipitasi dengan pelarut 

organik (etanol atau aseton) dingin untuk menghasilkan presipitat kasar (crude 

extract) eksoproduk mikroorganisme. Purifikasi dilakukan dengan dialisis dan 

liofilisasi presipitat yang diresuspensi dengan air destilasi atau larutan buffer 

(Bajpai dkk., 2016; Leroy dan De Vuyst, 2016; Wu dkk., 2016; Andhare dkk., 

2017).  

Pada penelitian ini dipilih metode sentrifugasi, presipitasi etanol, dan 

presipitasi amonium sulfat. Presipitasi dengan pelarut etanol dipilih karena 

dilaporkan secara luas bahwa etanol dapat secara efisien mengendapkan beberapa 

EPS mikroba dengan volume yang dibutuhkan dua—tiga kali atau lebih dari 

volume supernatan (Osińska-Jaroszuk dkk., 2014; Bajpai dkk., 2016) dan mampu 

menghasilkan presipitat berupa polimer dengan berat molekul yang tinggi (Ziadi 

dkk., 2018). 

2.6 Tinjauan tentang Produk Ekstraseluler Pseudomonas stutzeri sebagai 

Agen Antibiofilm 

Pembentukan biofilm dikaitkan dengan virulensi bakteri patogen dan sel-

sel bakteri yang membentuk biofilm umumnya lebih resisten (hingga 1.000 kali 

lipat) terhadap antibiotik dan disinfektan dibandingkan bakteri yang hidup bebas 

(sel planktonik). Oleh karena itu, biofilm menjadi perhatian utama dalam bidang 

kedokteran dan medis. Namun, pembentukan biofilm juga dapat merugikan dan 
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merupakan sumber kontaminasi bagi manusia dan hewan (industri makanan, 

menara pendingin, dan pipa air, dll.) atau menyebabkan kerugian ekonomi 

(biofouling perahu dan biokorosi material, dll.). Oleh karena itu, penemuan agen 

antibiofilm menjadi perhatian utama dan saat ini merupakan bidang penelitian 

yang penting, utamanya untuk menemukan molekul atau organisme antibiofilm 

yang ramah lingkungan (Gandhi dkk., 2017). 

Tren terbaru dalam penelitian anti infeksi bakteri adalah tentang 

mekanisme molekuler pembentukan dan produksi biofilm serta pengaturan faktor 

virulensi pada S. haemolyticus. Sehingga penelitian-penelitian terbaru ini 

membuka jalan bagi pengembangan sejumlah terapi yang bersifat ―antibiofilm‖. 

Strategi ini menargetkan molekul fungsional, sistem gen, dan sirkuit pengatur 

yang mengontrol keseluruhan pembentukan biofilm yang mengarah pada etiologi 

infeksi terkait perangkat medis. Penelitian saat ini berfokus pada berbagai 

pendekatan antibiofilm untuk pengobatan dan pencegahan infeksi terkait 

perangkat medis yang disebabkan bakteri patogen, salah satunya dikarenakan oleh 

S. haemolyticus. Strategi terapeutik ditujukan pada disintegrasi biofilm yang 

sudah matang dan gangguan pada quorum sensing yang mengarah pada 

penurunan regulasi molekul pada penstabilan struktur biofilm, atau penggunaan 

enzim untuk meluruhkan matriks biofilm (Hrynyshyn dkk., 2022). 

Kondisi laut dengan kedalaman rata-rata 3,8 km, tekanan rata-rata 38MPa 

(setara dengan 375 atm) dan suhu rata-rata 2°C mengakibatkan keberadaan 

berbagai habitat laut memiliki kemampuan menyesuaikan kondisi ekstrem pada 

ekosistem laut dan menjadi alasan bakteri laut seperti Pseudomonas stutzeri 

memiliki komponen produk ekstraseluler, utamanya eksopolisakarida dengan 

struktur yang khas. Dengan analisis glikosil, eksopolisakarida P. stutzeri 

menunjukkan keberadaan gugus gula dan amino netral pada spektrum IR (Wu 

dkk., 2016). 

Beberapa penelitian terkait pengujian aktivitas antibiofilm yang secara 

spesifik meneliti penghambatan pembentukan biofilm dan penghancuran atau 

degradasi biofilm tanpa adanya aktivitas bakterisidal, di antaranya yaitu seperti 

supernatan kultur Pseudoalteromonas sp. strain D41, polisakarida dari supernatan 
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kultur E. coli CFT073, biosurfaktan kultur Bacillus circulans, quorum-sensing 

inhibitor, eksopolisakarida supernatan kultur P. stutzeri 273, dan supernatan 

Vibrio sp. dan Pseudomonas sp. (Dos Santos dan Dias-Souza, 2016; Wu dkk., 

2016; Magdalena dkk., 2020). 

Komposisi senyawa antibiofilm yang berasal dari bakteri tersebut dapat 

berasal dari polisakarida, protein, dan asam nukleat (Magdalena dkk., 2020). 

Apabila senyawa uji sensitif terhadap panas (50°C) dan proteinase K, seperti pada 

penelitian Dheilly dkk. (2010) dan Klein dkk. (2011) menunjukkan bahwa 

molekul antibiofilm yang digunakan cenderung mengandung protein. 

Supernatan dari beragam strain bakteri laut menunjukkan aktivitas 

antibiofilm dengan senyawa aktifnya mulai dari furanon hingga polisakarida 

kompleks yang digambarkan sebagai penghambat quorum sensing yang potensial. 

Eksopolisakarida yang dihasilkan dari ekstraksi matriks ekstraseluler 

Pseudomonas stutzeri  seperti pada penelitian Wu dkk. (2016), dapat diidentifikasi 

sebagai molekul asing oleh bakteri patogen karena ukuran atau muatannya yang 

besar, sehingga eksopolisakarida bakteri laut tidak dapat melewati atau diangkut 

oleh patogen ke dalam lingkungan mikrokoloni dan akibatnya tidak dapat 

memberikan efek di dalam sel bakteri patogen, sehingga aktivitas penghambatan 

pembentukan biofilm yang terjadi pada permukaan abiotik seringkali terjadi tanpa 

mempengaruhi vitalitas bakteri (Jiang dkk., 2011; Spanò dkk., 2016; Abdalla 

dkk., 2021). 

Dari beberapa penelitian terkait mekanisme antibiofilm dari polisakarida, 

dapat disimpulkan bahwa polisakarida menunjukkan aktivitas antibiofilm dengan 

aktif mendispersi pembentukan biofilm. Sedangkan asam nukleat dapat 

menghambat pembentukan biofilm dengan mencegah penempelan sel planktonik 

bakteri menempel pada permukaan polimer. Sementara itu, protein seperti peptida 

antimikroba, dapat mendisintegrasi lipopolisakarida dan mengubah permeabilitas 

membran, serta mengganggu proses pembelahan sel. Enzim polisakarida lyase 

dan glikosida hidrolase dapat menghancurkan susunan polisakarida ekstraseluler 

dari biofilm bakteri patogen, sedangkan DNase I mampu mendigesti DNA 
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ekstraseluler dalam struktur biofilm (Rendueles dkk., 2013; Roy dkk., 2018; 

Magdalena dkk., 2020).  

2.7 Uji Aktivitas Antibiofilm dengan Metode Kolorimetri 

Uji aktivitas antibiofilm memiliki dua model studi in vitro, yaitu metode 

static dan flow. Pada metode flow, biofilm ditumbuhkan dengan proses yang 

berkelanjutan dari penumbuhan kultur pada media segar, sedangkan metode static 

hanya menggunakan kultur batch. Metode flow terdiri dari Kadouri drip-fed, 

Modified Robbins Device (MRD), Tubular Capillary Electrochromatography 

(CEC), FC270 flow-cell system, microfluidic devices. Sedangkan yang termasuk 

ke dalam metode static adalah metode kolorimetri, fluorometri, dan magnetik 

(Bueno, 2011). 

Penelitian ini menggunakan metode static kolorimetri. Pengujian biofilm 

statis biasanya memungkinkan untuk  penggunaan microplate 96-well dan 

perlakuan pada high-throughput screening.  Kemudahan penggunaan, serta biaya 

yang relatif rendah menjadikan metode berbasis pewarna (kolorimetri) sering 

digunakan untuk mengukur pertumbuhan biofilm dalam pengujian pelat mikro 

statis. Metode berbasis pewarna seperti safranin, serta pewarna metabolik, seperti 

pewarna berbasis tetrazolium atau pewarna resazurin, dan label fluoresen lainnya 

dapat juga digunakan untuk proses lanjutan yang bersifat high-throughput. 

Namun, metode pewarnaan dengan kristal violet (KV) yang awalnya dijelaskan 

oleh O'Toole dan Kolter pada tahun 1998 untuk mengidentifikasi mutan yang 

kekurangan biofilm saat ini telah menjadi ―gold standard‖ untuk mengukur 

biofilm dalam pelat mikrotiter. Metode ini adalah pengujian yang murah, relatif 

mudah, dapat digunakan untuk organisme Gram-positif dan Gram-negatif, serta 

cocok untuk pengukuran kualitatif dan kuantitatif biofilm (Haney dkk., 2018). 

Metode konvensional dengan pewarnaan kristal violet (KV) memiliki 

runtutan prosedur: pencucian, ekstraksi KV, dan pengukuran absorbansi KV pada 

panjang gelombang 590—595 nm (Bueno, 2011). 
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2.8 Uji Kandungan Produk Ekstraseluler P. stutzeri dengan Reagen Lugol 

dan Bradford 

Sel mikroba (bakteri, archaea, mikroeukariotik) di lautan mampu 

menghasilkan beragam molekul besar yang secara kolektif disebut extracellular 

polymeric substances (EPS) atau eksopolimer. Sekresi eksopolimer ini 

memfasilitasi perlekatan pada permukaan yang mengarah pada pembentukan 

komunitas ―biofilm‖ yang terstruktur sebagai pertahanan di bawah kondisi 

lingkungan ekstrem pada perairan terbuka. EPS yang disekresikan bakteri laut 

dapat mengandung berbagai molekulseperti polisakarida, protein, lipid, dan 

bahkan asam nukleat. Secara teoritis, berdasarkan penelitian Wu dkk. (2016), 

eksopolimer yang dipresipitasikan dari Pseudomonas stutzeri menunjukkan 

adanya senyawa organik protein dan gula pada spektrum FT-IR. Identifikasi 

polisakarida dan protein pada penelitian ini dilakukan secara kualitatif 

menggunakan penetesan reagen Lugol dan Bradford.  

Lugol iodin, juga dikenal sebagai larutan Lugol merupakan reagen untuk 

deteksi pati (starch) yang digunakan di laboratorium dan tes medis. Larutan ini 

digunakan sebagai indikator adanya pati dalam senyawa organik. Lugol iodin 

yang bereaksi dengan pati menghasilkan warna biru kehitaman dari interaksi 

antara unsur iodin dan polisakarida. Larutan Lugol tidak akan mendeteksi gula 

sederhana seperti glukosa atau fruktosa (Valls dkk., 2012; Pronk dkk., 2017).   

Ada banyak metode yang digunakan untuk menentukan kandungan protein 

dalam sampel. Di antara metode yang ada, metode yang paling umum digunakan 

adalah metode Bradford, Lowry, dan bicinchoninic acid (BCA). Metode Bradford 

merupakan metode yang sederhana, terdiri dari penambahan sampel protein 

dengan volume tertentu pada reagen Bradford asam yang mengandung pewarna 

Coomassie Brilliant Blue G-250. Sampel dan protein standar ditambahkan ke 

reagen Bradford dan diinkubasi dalam waktu singkat, yaitu 10–30 menit, pada 

suhu kamar atau 37°C (untuk mengurangi waktu reaksi yang diperlukan). Selama 

inkubasi ini, protein mengikat pewarna menghasilkan pergeseran spektral dari 

coklat (absorbansi sekitar 465 nm) menjadi biru (absorbansi optimal sekitar 595 

nm). Sifat kimia yang unik dari pewarna ini memungkinkan reagen Bradford 
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berinteraksi dengan rantai samping, gugus-R, dan/atau asam amino tertentu. 

Interpretasi berasal dari korelasi antara adanya warna biru dan jumlah protein 

dalam sampel: semakin banyak protein, semakin pekat warna biru yang muncul. 

Kesederhanaan pengujian dengan reagen Bradford memungkinkan hasil diukur 

secara kualitatif dengan mata atau secara kuantitatif dengan spektrofotometer 

(Wilson dkk., 2017). 

2.9 Elektroforesis Protein 

Elektroforesis digunakan untuk memisahkan campuran kompleks protein 

(misalnya, dari sel, fraksi subseluler, fraksi kolom, atau imunopresipitat), 

menyelidiki komposisi subunit, memverifikasi homogenitas sampel protein, dan 

memurnikan protein untuk digunakan dalam penelitian lebih lanjut. Dalam 

elektroforesis gel poliakrilamida, protein bermigrasi sebagai respons terhadap 

medan listrik melalui pori-pori dalam matriks gel poliakrilamida; ukuran pori 

berkurang dengan meningkatnya konsentrasi akrilamida. Kombinasi ukuran pori 

dan muatan protein, ukuran, dan bentuk menentukan laju migrasi protein 

(Gallagher, 2012). 

 

.
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BAB 3. METODOLOGI PENELITIAN 

3.1 Jenis Penelitian 

Uji aktivitas antibiofilm produk ekstraseluler Pseudomonas stutzeri 

terhadap isolat bakteri S. haemolyticus ini merupakan penelitian true experimental 

laboratories. 

3.2 Rancangan Penelitian 

Rancangan penelitian yang dipilih pada penelitian ini adalah post-test only 

control group design. Dalam rancangan penelitian ini, baik kelompok perlakuan 

maupun kelompok kontrol tidak dipilih secara acak.  

Rancangan penelitian ditunjukkan pada Gambar 3.1: 

 

Gambar 3.1 Rancangan penelitian 

Keterangan:

S    = sampel  

P    = kelompok perlakuan 

K   = kelompok kontrol  

X1 = supernatan bebas sel P. stutzeri 

X2 = presipitat etanol P. stutzeri  

X3 = presipitat amonium sulfat P. stutzeri  

X4 = buffer Tris-Cl (kontrol negatif) 

O1 = data perlakuan supernatan bebas sel P. stutzeri  

O2 = data perlakuan presipitat etanol P. stutzeri  

O3 = data perlakuan presipitat amonium sulfat P. stutzeri  

O4 = data perlakuan buffer Tris-Cl (kontrol negatif)  
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3.3 Tempat dan Waktu Penelitian 

Penelitian dilakukan di Laboratorium Mikrobiologi dan Bioteknologi 

Bagian Biologi Farmasi dan Laboratorium Farmakologi Bagian Farmasi Klinik 

dan Komunitas Fakultas Farmasi Universitas Jember dimulai pada November 

2022–selesai.   

3.4 Alat dan Bahan Penelitian 

Alat yang digunakan adalah alat gelas, cawan petri, microtube, jarum ose, 

incubated and refrigerated shaker (ThermoScientific), inkubator (Clifton), 

autoklaf (ALP CL-32L), mikroskop (Olympus CX21), mikropipet, pinset, jangka 

sorong, microplate 96-well plate U, microplate 96-well plate flat, absorbance 

microplate reader (DIALAB), pipet tetes, pembakar spiritus,  object glass, yellow 

tip, blue tip, white tip, filter 0,45 μm, membran dialisis (Carolina Biological), plat 

tetes, spatula logam, microcentrifuge (Hermle), laminar air flow (Airtech), 

Biological Safety Cabinet (ThermoScientific), neraca analitik, seperangkat alat 

elektroforesis SDS-PAGE (kaca pencetak gel, alat pencetak sumuran, bejana 

elektroforesis, power supplies) (ThermoFisher Scientific). 

Bahan yang digunakan dalam penelitian adalah stok gliserol bakteri 

Pseudomonas stutzeri yang ditumbuhkan pada Luria Bertani (LB) Agar dan 

media pemupuk LB Broth. Bahan kimia yang digunakan adalah etanol 96%, 

akuades steril, amonium sulfat, buffer Tris-Cl pH 9, buffer fosfat pH 8, kristal 

violet 0,4%, reagen Lugol, reagen Bradford, Bovine Serum Albumin, amilum, 

glukosa 1%, separating buffer, stacking buffer, akrilamid, bisakrilamid, SDS 

10%, TEMED, APS 10%, larutan staining (Coomassie Brilliant Blue G-250; 

metanol; asam asetat; akuades), larutan destaining (metanol; asam asetat; 

akuades), loading buffer, Protein Ladder (ThermoScientific 10 to 260 kDa 

Multicolor Broad Range Protein Ladder),  dan McFarland 0,5. Bakteri uji yang 
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digunakan adalah Staphylococcus haemolyticus, dengan menggunakan media 

Nutrient Agar dan Tryptic Soy Broth (TSB). 

3.5 Variabel Penelitian 

3.7.1 Variabel Bebas 

Variabel bebas pada penelitian ini adalah produk ekstraseluler P. stutzeri 

tutzeri yang terdiri dari supernatan bebas sel, presipitat amonium sulfat, dan 

presipitat etanol P. stutzeri dengan volume uji tiap kelompok 40, 60, dan 80 µL. 

3.7.2 Variabel Terikat 

Variabel terikat pada penelitian ini adalah  absorbansi perlakuan dengan 

supernatan bebas sel, presipitat amonium sulfat, dan presipitat etanol P. stutzeri 

terhadap Staphylococcus haemolyticus pada media TSB+Glukosa 1% 

menggunakan microplate reader.  

3.7.3 Variabel Terkendali  

Variabel terkendali pada penelitian ini adalah sebagai berikut: 

a. Produksi produk ekstraseluler Pseudomonas stutzeri 

b. Media pertumbuhan Pseudomonas stutzeri 

c. Media pertumbuhan Staphylococcus haemolyticus 

d. Suhu dan waktu inkubasi 

e. Sterilisasi alat dan bahan 

f. Prosedur pengujian  

g. Pengukuran dan pengamatan respon microplate reader  
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3.6 Definisi Operasional  

Definisi operasional dalam penelitian ini adalah sebagai berikut:  

a. Pseudomonas stutzeri diisolasi dari lingkungan Pantai Bandealit, 

Kabupaten Jember dan telah dilakukan identifikasi secara makroskopis, 

mikroskopis, biokimia, dan molekuler menggunakan 16S rRNA. 

b. Produk ekstraseluler P. stutzeri yang digunakan pada penelitian ini 

meliputi supernatan bebas sel, presipitat etanol yang telah diuapkan dan 

diresuspensi dengan buffer Tris-Cl (pH 9,0), dan presipitat amonium sulfat 

yang telah dilakukan dialisis dengan penambahan buffer Tris-Cl (pH 9,0).  

c. Volume uji sampel pada perlakuan uji aktivitas antibiofilm menggunakan 

satuan mikroliter (µL) dengan mengambil supernatan bebas sel P. stutzeri 

atau presipitat yang telah diresuspensi menggunakan buffer Tris-Cl (pH 

9,0).  

d. Uji aktivitas antibiofilm bertujuan untuk menilai potensi sampel (produk 

ekstraseluler P. stutzeri) dalam menghambat pembentukan biofilm dan 

mendegradasi biofilm yang telah terbentuk melalui microtiter plate assay 

menggunakan instrumen microplate reader pada panjang gelombang 595 

nm.  

e. Bakteri uji yang digunakan pada penelitian ini adalah isolat klinis 

Staphylococcus haemolyticus yang diambil dari sampel darah pasien NICU 

RS Paru Jember dan telah dilakukan identifikasi dan uji sensitivitas 

antibiotik (resisten terhadap 90 jenis antibiotik dan sensitif terhadap 4 jenis 

antibiotik) terlihat pada Lampiran 1.  
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3.7 Prosedur Penelitian 

3.7.1 Peremajaan Isolat Bakteri Pseudomonas stutzeri 

Isolat bakteri Pseudomonas stutzeri dari stok gliserol (-80°C) ditumbuhkan 

dengan mengambil isolat bakteri sekitar 2 ose dan menggoreskannya secara 

aseptis di dalam LAF dengan streak plate 4 kuadran  pada media LB agar. 

Kemudian biakan bakteri diinkubasi pada inkubator dengan  pengaturan suhu 

37°C selama 48 jam hingga didapatkan koloni tunggal. Jika telah didapatkan 

koloni tunggal, hasil peremajaan bakteri dapat disimpan pada lemari pendingin 

(4°C).  

3.7.2 Produksi Supernatan Bebas Sel dan Presipitat Produk Ekstraseluler 

Pseudomonas stutzeri 

Koloni tunggal Pseudomonas stutzeri diinokulasikan pada 5 mL LB broth 

dan disamakan kekeruhannya dengan McFarland 0,5 dalam tabung reaksi steril 

sebagai starter, diinkubasi pada shaking incubator dengan pengaturan suhu 28°C 

dan kecepatan 120 rpm selama ±12 jam (overnight). Starter Pseudomonas stutzeri 

yang telah tumbuh, ditandai dengan media yang semakin keruh, diambil masing-

masing sebanyak 2,5 mL dan dimasukkan ke dalam dua Erlenmeyer 250 mL yang 

berisi media LB Broth 50 mL (1:50) dan diinkubasi dengan pengaturan suhu 28°C 

dan kecepatan 120 rpm selama ±48 jam untuk produksi presipitat produk 

ekstraseluler. Supernatan bebas sel dari kultur Pseudomonas stutzeri dihasilkan 

dari dua kali sentrifugasi 12.000 rpm selama 15 menit pada suhu 4°C dan 

dilakukan filtrasi menggunakan pori 0,45 µm (Wu dkk., 2016; Wu dkk., 2017; 

Magdalena dkk., 2020; Chbel dkk., 2022).  

Supernatan bebas sel diambil dan ditambahkan etanol 96% dingin 

sebanyak 2 kali volume supernatan. Campuran diinkubasi semalaman pada suhu 

4°C. Setelah didiamkan semalaman, campuran disentrifugasi dengan kecepatan 

12.000 rpm selama 15 menit pada suhu 4°C. Presipitat kemudian dikeringkan dari 

etanol yang tersisa dengan cara diuapkan untuk mendapatkan presipitat etanol 

yang digunakan pada penelitian ini (Bajpai dkk., 2016). Presipitat kasar 

eksoproduk P. stutzeri yang diproduksi dengan metode presipitasi amonium sulfat 

dimulai dari presipitasi supernatan bebas sel dengan amonium sulfat jenuh 80% 
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sedikit demi sedikit pada suhu 4°C dan pengadukan 150 rpm selama 60 menit, 

amonium sulfat yang digunakan sesuai dengan tabel presipitasi amonium sulfat 

yang tertera pada Lampiran 2. Setelah mencapai konsentrasi jenuh, kemudian 

supernatan yang dipresipitasi tersebut disentrifugasi dan pelet yang dihasilkan 

dilarutkan dalam 50 mM NaCl dalam 20 mM Tris-HCl (pH 9,0). Selanjutnya, 

dilakukan dialisis larutan presipitat selama 24 jam dengan penggantian buffer 

Tris-Cl pada jam ke-1, ke-2, dan jam ke-12. Dialisat yang dihasilkan merupakan 

presipitat eksoproduk atau produk ekstraseluler P. stutzeri dengan metode 

presipitasi amonium sulfat (Duong-Ly dan Gabelli, 2014; Wu dkk., 2016; Ulfa 

dkk., 2017).  

3.7.3 Pembuatan Larutan Uji 

Volume larutan uji yang dibuat sebesar 10 mL. Larutan uji terdiri dari 

supernatan bebas sel hasil sentrifugasi kultur P. stutzeri serta presipitat etanol dan 

amonium sulfat P. stutzeri yang telah diresuspensikan dengan buffer Tris-Cl (pH 

9,0) dengan volume 100—150 µL (Wu dkk., 2016). 

3.7.4 Sterilisasi Alat dan Bahan  

Semua alat dan bahan yang digunakan dalam penelitian sebelumnya 

dilakukan sterilisasi. Proses sterilisasi dimulai dengan mempersiapkan alat yang 

akan disterilisasi dan dibungkus dengan kertas kayu. Kemudian alat dan bahan 

dimasukkan ke dalam autoklaf yang telah diatur pada suhu  121°C tekanan 15 psi 

selama 15 menit. Alat yang tidak tahan panas dapat disterilisasi dengan direndam 

alkohol. Jarum ose disterilkan melalui pemijaran api. Microplate yang digunakan 

untuk microtiter plate biofilm assay dicuci dengan disinfektan cair dan disinari 

ultraviolet selama ±30 menit di dalam LAF.  

3.7.5 Penyiapan Bakteri Uji Staphylococcus haemolyticus 

1) Peremajaan Staphylococcus haemolyticus 

Bakteri Staphylococcus haemolyticus diperoleh dari isolat klinis 

sampel darah pasien NICU RS Paru Jember. Peremajaan bakteri dilakukan 

dengan mengambil biakan murni bakteri (Blood Agar) menggunakan ose 
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steril dan diinokulasikan dalam media Nutrient Agar, lalu diinkubasi 

dalam inkubator pada suhu 37°C selama 24 jam. 

2) Pembuatan Suspensi Bakteri Staphylococcus haemolyticus 

Bakteri S. haemolyticus hasil subkultur dibuat suspensi dalam media 

TSB tanpa glukosa dan dengan 1% glukosa (b/v) setara dengan standar 

McFarland 0,5 untuk uji pembentukan biofilm dan pengujian aktivitas 

antibiofilm (Magdalena dkk., 2020). 

3) Pemeriksaan Makroskopis Staphylococcus haemolyticus 

Diambil satu ose koloni bakteri S. haemolyticus hasil peremajaan untuk 

ditumbuhkan pada media Blood Agar. Bakteri kemudian diinkubasi pada 

inkubator dengan suhu 37°C selama 24 jam. Setelah diinkubasi, diamati 

morfologi bakteri dan hemolisis yang terlihat pada permukaan media 

tumbuh.  

4) Pemeriksaan Makroskopis Staphylococcus haemolyticus 

Pewarnaan Gram bertujuan untuk mengamati morfologi sel S. 

haemolyticus dan mengetahui kemurnian sel bakteri. Dengan 

menggunakan ose steril, diambil sebagian koloni S. haemolyticus untuk 

dilakukan pewarnaan Gram. Pewarnaan Gram dilakukan dengan 

mencampurkan satu ose koloni bakteri dan NaCl fisiologis yang telah 

diteteskan pada object glass, kemudian dibuat preparat apus setipis 

mungkin, dikeringkan, dan difiksasi di atas  pembakar spiritus. Preparat 

apus ditetesi pertama dengan kristal violet selama 2 menit, lalu dicuci 

dengan air. Selanjutnya preparat ditetesi Lugol selama 1 menit, kemudian 

dilunturkan dengan alkohol 95% selama 10 detik. Selanjutnya alkohol 

dicuci dengan air dan diberi pewarna kedua dengan larutan safranin selama 

30 detik, lalu dicuci dengan air kemudian preparat dikeringkan dan diamati 

morfologi sel, serta warnanya di bawah mikroskop perbesaran 1000x. 

 

 

DIGITAL REPOSITORY UNIVERSITAS JEMBER

DIGITAL REPOSITORY UNIVERSITAS JEMBER



32 
 

 
 

3.7.6 Uji Pembentukan Biofilm 

Uji pembentukan biofilm menggunakan menggunakan microtiter plate 

assay (MPA). Pembuatan media pembentukan biofilm yang terdiri dari TSB dan 

glukosa 1% (TSBG) dimulai dengan melarutkan 3 gram media TSB dalam 100 

mL akuades. Media TSB kemudian disterilisasi dengan autoklaf. Setelah media 

TSB yang telah disterilkan dingin, ditambahkan glukosa 1% dalam media.  

Suspensi bakteri uji dalam media TSB+glukosa 1%, suspensi bakteri uji 

dalam media TSB, dan media TSB dimasukkan ke dalam microplate 96-well 

masing-masing sebanyak 100 µL seperti pada Gambar 3.2. 

 

 
Keterangan: 

: kontrol negatif TSB 

: kontrol negatif TSB + 1% Glukosa (TSBG) 

: suspensi bakteri S. haemolyticus + TSB 

: suspensi bakteri S. haemolyticus+ TSBG 
 

Gambar 3.2 Denah penggunaan microplate 96-wells pada uji pembentukan 
biofilm S. haemolyticus 

Kemudian dilakukan inkubasi selama 48 jam pada inkubator suhu 37°C. 

Setelah diinkubasi, microplate dicuci dengan air dan dikeringkan pada suhu 

ruang. Kemudian diberi pewarna kristal violet 0,4% sebanyak 125 µL dan 

diinkubasi pada suhu ruang selama 15 menit sebelum dibilas kembali dengan air. 

Ditambahkan etanol 96% sebanyak 200 µL dan dilakukan pengukuran optical 

density (OD) menggunakan microplate reader pada panjang gelombang 595 nm 

(Utami, 2021).  
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Kriteria yang digunakan untuk menilai pembentukan biofilm pada isolat 

klinis menurut Singh dkk. (2017) adalah dengan membandingkan ODcut dan 

ODperlakuan. Kontrol negatif dapat berisikan kontrol media atau suspensi bakteri 

non-biofilm producer. Perhitungan ODcut adalah sebagai berikut:  

 

ODcut = OD kontrol negatif + (3 × standar deviasi OD kontrol negatif) 

 

Setelah mendapatkan nilai ODcut,  ODcut dibandingkan dengan 

ODperlakuan yang merupakan nilai OD bakteri dalam media yang telah 

disuplementasi dengan glukosa 1%. Kemudian hasil tersebut dimasukkan dalam 

kriteria pengelompokkan berikut:  

 

ODperlakuan ≤ ODcut = Non-biofilm-former  

ODcut < ODperlakuan ≤ 2 × ODcut = Weak biofilm-former  

2 × ODcut < ODperlakuan ≤ 4 × ODcut = Moderate biofilm-former  

ODperlakuan > 4 × ODcut = Strong biofilm-former 

 

3.7.7 Uji Aktivitas Antibiofilm 

1) Uji Penghambatan Pembentukan Biofilm 

Pengujian dilakukan dengan menginkubasi larutan uji supernatan bebas sel 

dan presipitat produk ekstraseluler P. stutzeri dan akuades steril (kontrol negatif), 

serta injeksi gentamisin (kontrol positif) dalam media TSBG bersamaan dengan 

suspensi bakteri. Pertama-tama, suspensi bakteri S. haemolyticus dalam media 

TSBG digunakan sebanyak 50 µL, kemudian dilanjutkan pemipetan masing-

masing larutan uji dan kontrol dalam microplate sesuai dengan kelompok volume 

yang telah ditetapkan (40, 60, dan 80 µL) dan ditambahkan media TSBG hingga 

volume total masing-masing perlakuan 200 µL. Penempatan suspensi uji 

dilakukan seperti pada Gambar 3.3. 
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Keterangan: K(-) (kontrol negatif); SBS (supernatan bebas sel); PAS (presipitat amonium 

sulfa)t; PEtOH (presipitat etanol) 
 

Gambar 3.3 Denah penggunaan microplate 96-wells pada uji penghambatan 
pembentukan biofilm dan degradasi biofilm  

 

 Suspensi uji yang telah dimasukkan dalam sumuran kemudian diinkubasi 

pada suhu 37°C selama 48 jam. Kemudian, microplate dicuci dengan air mengalir 

sebanyak tiga kali, ditambahkan 125 µL kristal violet 0,4% pada tiap well dan 

didiamkan pada suhu ruang selama 15 menit sebelum dicuci kembali dengan air 

mengalir sebanyak tiga kali. Setelah dicuci, ditambahkan etanol 96% dengan 

volume 200 µL ke dalam tiap well untuk melarutkan kristal violet yang tersisa, 

kemudian diinkubasi pada suhu ruang selama 15 menit. Selanjutnya dilakukan 

pembacaan absorbansi untuk mengetahui aktivitas penghambatan pembentukan 

biofilm menggunakan microplate reader pada OD 595 nm (Pratiwi dkk., 2015; 

Ulyah dkk., 2015; Gumilar, 2020). 

 

2) Uji Degradasi Biofilm 

Pengujian untuk menilai degradasi biofilm memiliki prosedur yang mirip 

dengan uji penghambatan pembentukan biofilm, tetapi aktivitas antibiofilm dilihat 

dari potensi sampel menghancurkan biofilm yang sudah terbentuk. Sehingga 

perbedaan pengujian terdapat pada waktu inkubasi suspensi bakteri uji. Suspensi 

bakteri uji terlebih dahulu diinkubasi selama 48 jam pada suhu 37°C. Kemudian 

microplate diambil dari inkubator dan dilakukan pemipetan sampel pada sumuran 
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sesuai volume uji yang ditentukan (40, 60, dan 80 µL) seperti pada Gambar 3.3 

sebelum diinkubasi kembali selama 60 menit.  

Kemudian, microplate dicuci dengan air mengalir sebanyak tiga kali, 

ditambahkan 125 µL kristal violet 0,4% pada tiap well dan didiamkan pada suhu 

ruang selama 15 menit sebelum dicuci kembali dengan air mengalir sebanyak tiga 

kali. Setelah dicuci, ditambahkan etanol 96% dengan volume 200 µL ke dalam 

tiap well untuk melarutkan kristal violet yang tersisa, kemudian diinkubasi pada 

suhu ruang selama 15 menit. Selanjutnya dilakukan pembacaan absorbansi untuk 

mengetahui aktivitas penghambatan pembentukan biofilm menggunakan 

microplate reader pada OD 595 nm (Pratiwi dkk., 2015; Ulyah dkk., 2015; 

Gumilar, 2020). 

3.7.8 Skrining Protein dengan Reagen Bradford 

Masing-masing larutan uji pada kelompok perlakuan supernatan bebas sel 

dan presipitat eksoproduk P. stutzeri, akuades (kontrol negatif), dan Bovine Serum 

Albumin (kontrol positif) diambil sekitar 40—50 µL menggunakan mikropipet 

dan diteteskan pada microplate. Kemudian ditambahkan 10 µL reagen Bradford 

pada tiap sumuran dan diinkubasi pada suhu ruang sekitar 5 menit. Kemudian 

diamati masing-masing perubahan warna yang terjadi. Reaksi antara reagen 

Bradford dan protein akan menghasilkan perubahan warna sampel menjadi biru, 

sedangkan reaksi dengan nonprotein akan menyebabkan warna menjadi oranye. 

3.7.9 Skrining Polisakarida dengan Reagen Lugol 

Masing-masing larutan uji pada kelompok perlakuan supernatan bebas sel, 

presipitat etanol, dan presipitat amonium sulfat P. stutzeri, akuades (kontrol 

negatif), dan amilum (kontrol positif) diambil dengan pipet dan diteteskan 

sebanyak lima tetes pada plat tetes. Kemudian ditambahkan lima tetes reagen 

Lugol pada tiap sumuran plat tetes dan diaduk. Kemudian diamati masing-masing 

perubahan warna yang terjadi (Belwood dkk., 2019). Lugol iodin yang bereaksi 

dengan polisakarida menghasilkan warna biru kehitaman. 
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3.7.10 Elektroforesis SDS-PAGE 

Pengujian elektroforesis SDS-PAGE untuk mengamati profil pita protein 

dari sampel produk ekstraseluler P. stutzeri dilakukan seperti prosedur yang 

dikembangkan oleh Neha dkk. (2017). Gel yang digunakan pada penelitian ini 

yaitu gel 10% dengan menggunakan akrilamid/bisakrilamid 40%, serta bahan-

bahan dan reagen pada Lampiran 9. Terdapat dua jenis gel yang terdapat pada gel 

SDS-PAGE, yaitu separating gel yang berada pada lapisan bawah, serta stacking 

gel pada lapisan atas yang dibuat secara bergantian pada cetakan gel sesuai 

dengan komposisi terlampir pada Lampiran 8.  

Setelah gel sudah memadat, dilakukan preparasi sampel dengan 

mencampurkan 20 μL produk ekstraseluler P. stutzeri dengan 5 μL loading buffer 

ke dalam microtube. Campuran ini kemudian dipanaskan sekitar 5 menit pada air 

mendidih untuk membantu proses denaturasi protein sebelum loading sampel 

pada gel. Gel yang siap digunakan kemudian dimasukkan dalam alat 

elektroforesis yang ditambahkan running buffer. Kemudian 20 μL sampel 

dimasukkan dalam sumuran yang tercetak oleh sisir menggunakan bantuan 

mikropipet, setelah itu dimasukkan protein ladder sejumlah 7 μL pada sumuran. 

Setelah dipastikan tidak ada kebocoran, proses running elektroforesis dapat 

dimulai dengan mengatur tegangan sebesar 80 volt yang berlangsung ± 3 jam. 

Ketika proses elektroforesis sudah selesai, gel dapat dilepas dari cetakan untuk 

diberi larutan staining dan direndam sekitar 30 menit. Setelah itu, gel dituangi 

dengan larutan destaining dan dilakukan penggojogan menggunakan shaker 

selama ±18 jam atau semalaman. Kemudian, pita yang terlihat dapat diamati dan 

didokumentasikan menggunakan scanner untuk ditentukan profil pita atau berat 

molekul dengan bantuan protein ladder yang tampak.  

3.8 Analisis Data 

Data yang diperoleh dari pengujian antibiofilm diperoleh dari pembacaan 

absorbansi microplate reader yang kemudian dikonversi menjadi persen 

penghambatan dan persen degradasi. Rumus yang digunakan dalam menghitung 
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aktivitas penghambatan dan degradasi biofilm adalah sebagai berikut (Chaerunisa, 

2015; Gumilar, 2020): 

 

aktivitas penghambatan (%)  = 
                                                  x 100% 

 

aktivitas degradasi (%)  = 
                                                  x 100% 

 

Data yang didapatkan dari uji antibiofilm berupa persen penghambatan 

pembentukan biofilm dan degradasi biofilm dilakukan diuji pada program 

Statistical Product Service Solution (SPSS 25) dengan melihat normalitas 

(Shapiro-Wilk) dan homogenitas (Levene) untuk menilai data telah terdistribusi 

normal (p > 0,05) dan homogen (p> 0,05). Selanjutnya data dilakukan pengujian 

One-Way ANOVA dengan derajat kemaknaan 95% (p<0,05) dilanjutkan dengan 

uji Least Significant Difference (LSD)  post  hoc  test untuk mengetahui 

perbedaan antar kelompok. Apabila data pengujian tidak memenuhi asumsi yang 

sesuai (data tidak homogen dan tidak normal), maka dapat dilakukan uji 

nonparametrik Kruskal-Wallis sebagai uji alternatif yang dilanjutkan dengan uji 

Mann Whitney jika terdapat perbedaan yang bermakna (p<0,05) (Yuliandari, 

2015; Wedarti dkk., 2020). 

 Data yang dihasilkan dari skrining biokimia dengan reagen Lugol dan 

reagen Bradfird berupa data deskriptif yang dihasilkan dari pengamatan 

perubahan warna secara visual. Sedangkan profil pita protein dari pengujian 

elektroforesis SDS-PAGE berupa berat molekul protein dalam satuan kilo Dalton 

(kDa) yang ditentukan perhitungannya menggunakan software GelAnalyzer. 
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3.9 Skema Penelitian 

 

Gambar 3.4 Skema penelitian 
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BAB 4. HASIL DAN PEMBAHASAN 

4.1 Hasil Identifikasi Bakteri Uji (Staphylococcus haemolyticus) 

Identifikasi isolat klinis S. haemolyticus yang dilakukan pada penelitian ini 

yaitu uji makroskopis dan uji mikroskopis menggunakan pewarnaan Gram.  

 

a. Uji Makroskopis 

Uji makroskopis dilakukan dengan mengamati koloni bakteri yang tumbuh 

pada media padat (Blood Agar). Dari uji makroskopis terhadap isolat klinis S. 

haemolyticus yang dikultur pada media Blood Agar menunjukkan koloni bakteri 

yang berbentuk bulat, berwarna putih, tepi koloni yang rata dan halus, serta 

elevasi cembung.  

       
Gambar 4.1 Pertumbuhan bakteri S. haemolyticus pada media Blood Agar 

 

Pada hasil pengamatan yang dapat dilihat pada Gambar 4.1, tidak terlihat 

adanya zona bening di sekitar koloni S. haemolyticus, sehingga bakteri ini dapat 

dikategorikan memiliki sifat γ-hemolisis. Gamma hemolisis adalah kurangnya 

hemolisis yang terjadi di daerah sekitar koloni bakteri.  

 

b. Uji Mikroskopis (Pewarnaan Gram)  

Uji mikroskopis yang dilakukan untuk mengidentifikasi isolat 

Staphylococcus haemolyticus pada penelitian ini adalah dengan penggunaan 

pewarnaan Gram. Dari hasil pewarnaan Gram yang dilakukan, dihasilkan bakteri 
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berbentuk kokus berpasang-pasangan yang tersusun seperti buah anggur dan 

berwarna ungu di bawah pengamatan mikroskop perbesaran 1000x.  

 

 

Gambar 4.2 Hasil pewarnaan Gram bakteri S. haemolyticus dengan 
mikroskop perbesaran 1000x  

 

Seperti yang terlihat pada Gambar 4.2, S. haemolyticus digolongkan 

sebagai bakteri Gram positif. Bakteri Gram positif memiliki dinding sel yang 

mengandung lapisan peptidoglikan yang tebal, zat yang membentuk dinding sel 

banyak bakteri. Peptidoglikan yang tebal menjadi komponen utama dari dinding 

sel bakteri Gram positif sehingga bakteri tampak berwarna biru keunguan pada 

pewarnaan Gram (Thairu dkk., 2014).  
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4.2 Hasil Uji Pembentukan Biofilm Isolat Staphylococcus haemolyticus  

Hasil uji pembentukan biofilm pada isolat Staphylococcus haemolyticus 

dapat dilihat pada data pengukuran Optical Density (OD) pada panjang 

gelombang 595 nm dengan microplate reader yang terlihat pada Tabel 4.1.  

 

Tabel 4.1 Hasil uji pembentukan biofilm S. haemolyticus 
Perlakuan Rata-rata 

OD 

SD Kriteria Pembentukan 

Biofilm 

TSB 0,136 0,010 - 
 
 

TSB + Glukosa 1% 
 

0,129 0,004 - 

TSB + 
 S. haemolyticus 

0,419 0,040 Sedang 

TSB + Glukosa 1% + 
 S. haemolyticus 

0,684 0,172  
Kuat 

 

Dari hasil pengujian tersaji pada Tabel 4.1, dapat terlihat bahwa hasil 

pertumbuhan biofilm S. haemolyticus lebih baik pada media TSB yang 

ditambahkan glukosa konsentrasi 1% dibandingkan ditumbuhkan pada media TSB 

tanpa suplementasi glukosa. Terlampir pada data Lampiran 3, bakteri S. 

haemolyticus tergolong sebagai bakteri penghasil biofilm sedang atau moderat (2 

× ODcut < ODperlakuan ≤ 4 × ODcut) jika ditumbuhkan pada media TSB. 

Apabila bakteri S. haemolyticus ditumbuhkan pada media TSB yang 

disuplementasi dengan glukosa konsentrasi 1%, maka pembentukan biofilm 

mengalami peningkatan hingga menjadi kelompok penghasil biofilm yang kuat 

(ODperlakuan > 4 × ODcut). Hasil yang diperoleh ini sesuai dengan penelitian 

sebelumnya yang dilakukan oleh Fredheim dkk. (2009), yang menyimpulkan 

bahwa peningkatan pertumbuhan biofilm dari Staphylococcus haemolyticus 

dipengaruhi oleh penambahan glukosa pada media TSB. Pembuktian bahwa 

bakteri uji memiliki kemampuan membentuk biofilm penting dilakukan untuk uji 

lanjutan yaitu uji aktivitas antibiofilm. Selain itu, uji pembentukan biofilm ini 

digunakan untuk pemilihan media yang tepat. Disimpulkan bahwa media TSB 
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yang disuplementasi dengan 1% glukosa yang membuat isolat S. haemolyticus 

menjadi penghasil biofilm kuat akan dijadikan media yang digunakan untuk 

tahapan penelitian selanjutnya. 

4.3 Hasil Uji Aktivitas Antibiofilm Staphylococcus haemolyticus oleh Produk 

Ekstraseluler Pseudomonas stutzeri 

Sampel yang diujikan untuk aktivitas antibiofilm pada penelitian ini yaitu 

produk ekstraseluler yang terdiri dari supernatan bebas sel, presipitat etanol, dan 

presipitat amonium sulfat dari presipitasi kultur bakteri Pseudomonas stutzeri 

dalam media LB cair yang diinkubasi selama 48 jam. Presipitasi dilakukan ketika 

bakteri sudah memasuki fase stationer, sesuai dengan penelitian Zheng dkk. 

(2018) yang menyimpulkan bahwa P. stutzeri strain 273 mencapai fase stationer 

sekitar 10—20 jam setelah diinkubasi tanpa adanya tekanan dari luar. Ketika 

konsentrasi nutrisi tidak cukup untuk mempertahankan kebutuhan untuk 

pertumbuhan yang stabil, maka bakteri yang memiliki kemampuan bertahan tanpa 

adanya nutrisi, menghadapi kondisi tersebut dengan memasuki keadaan yang 

disebut fase stasioner. Selama fase ini, bakteri dapat menghasilkan metabolit 

sekunder yang memiliki potensi bioaktif yang beragam (Navarro Llorens dkk., 

2010). Uji aktivitas antibiofilm sampel penelitian ini meliputi uji penghambatan 

pembentukan biofilm dan uji degradasi biofilm.  

4.3.1 Hasil Uji Aktivitas Penghambatan Biofilm Staphylococcus 

haemolyticus oleh Produk Ekstraseluler Pseudomonas stutzeri 

Pengujian aktivitas penghambatan pembentukan biofilm dilakukan untuk 

mengetahui potensi produk ekstraseluler P. stutzeri dalam menghambat 

pembentukan biofilm Staphylococcus haemolyticus sebagai bakteri uji. Hasil 

pengujian penghambatan pembentukan biofilm dapat dilihat pada Lampiran 4. 

Data hasil pengukuran Optical Density (OD) yang telah diubah menjadi 

persentase aktivitas penghambatan biofilm disajikan pada Gambar 4.3. 
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Keterangan: SBS (supernatan bebas sel), PAS (presipitat amonium sulfat), PEtOH 
(presipitat etanol), ns (tanda bahwa data tidak berbeda signifikan p > 0,05), 
* (tanda bahwa data menunjukkan p ≤ 0,05), ** (tanda bahwa data 
menunjukkan p ≤ 0,01), *** (tanda bahwa data menunjukkan p ≤ 0,001) 

 
Gambar 4.3 Grafik aktivitas penghambatan pembentukan biofilm S. haemolyticus 

oleh produk ekstraseluler P. stutzeri 

Dari pengamatan grafik aktivitas penghambatan pembentukan biofilm S. 

haemolyticus oleh produk ekstraseluler P. stutzeri ditunjukkan bahwa aktivitas 

penghambatan biofilm terbesar diberikan oleh sampel supernatan bebas sel 

dengan volume perlakuan 40 μL (70%), sedangkan aktivitas penghambatan 

pembentukan biofilm paling rendah ditunjukkan oleh supernatan bebas sel dengan 

volume perlakuan 60 μL (50%). Sedangkan untuk sampel lainnya memiliki nilai 

aktivitas yang mirip, berkisar di antara 50—60% penghambatan pembentukan 

biofilm, tidak bergantung pada besaran volume perlakuan pada pengujian ini.  

Data persentase aktivitas penghambatan pembentukan biofilm yang 

diperoleh kemudian dilakukan analisis statistika  menggunakan program IBM 

SPSS Statistics 25. Hasil uji statistika yang dilakukan terlampir pada Lampiran 5. 

Uji normalitas menunjukkan bahwa data persentase penghambatan pembentukan 
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biofilm terdistribusi normal (p ≥ 0,05) dan homogen (p ≥ 0,05). Sehingga analisis 

data dapat dilanjutkan menggunakan uji One-Way ANOVA. Hasil pengujian 

dengan One-Way ANOVA menunjukkan adanya perbedaan yang bermakna pada 

data uji penghambatan pembentukan biofilm S. haemolyticus (p value = 0,000), 

sehingga dilakukan uji Post-Hoc berupa LSD untuk mendapatkan data kelompok 

perlakuan yang memiliki perbedaan signifikan pada pengujian. 

Berdasarkan uji Post-Hoc (LSD) yang dilakukan, dapat dinyatakan bahwa 

terdapat aktivitas penghambatan pembentukan biofilm yang signifikan dari tiga 

kelompok sampel produk ekstraseluler P. stutzeri dengan volume uji yang 

berbeda-beda (40, 60, dan 80 μL), tetapi besarnya aktivitas yang ditunjukkan tidak 

bergantung pada volume sampel yang diujikan.  

Faktor yang memengaruhi tren data ekstrem dari aktivitas penghambatan 

pembentukan biofilm yang dihasilkan oleh sampel produk ekstraseluler P. stutzeri 

dapat berasal dari kurangnya prosedur penentuan homogenitas yang dapat 

memastikan kandungan metabolit secara kuantitatif pada sampel, seperti 

ketidaklengkapan prosedur pemeriksaan densitas starter culture P. stutzeri 

menggunakan spektrofotometer UV-Vis, preparasi sampel yang membuat sampel 

uji menjadi tidak homogen setiap replikasi pengujian, serta human error dari 

ketidaktelitian yang mungkin terjadi pada prosedur penelitian.  

 

4.3.2 Hasil Uji Aktivitas Degradasi Biofilm Staphylococcus haemolyticus 

oleh Produk Ekstraseluler Pseudomonas stutzeri 

 Pengujian aktivitas penghancuran atau degradasi biofilm dilakukan untuk 

mengetahui potensi produk ekstraseluler P. stutzeri dalam menghancurkan biofilm 

Staphylococcus haemolyticus yang sudah terbentuk setelah diinkubasi 48 jam. 

Hasil uji degradasi biofilm S. haemolyticus oleh produk ekstraseluler P. stutzeri 

dapat dilihat pada Lampiran 6. Data hasil pengukuran Optical Density (OD) dari 

uji degradasi biofilm ini diubah menjadi persentase aktivitas degradasi biofilm 

yang disajikan pada Gambar 4.4. 
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Keterangan: SBS (supernatan bebas sel), PAS (presipitat amonium sulfat), PEtOH 

(presipitat etanol), ns (tanda bahwa data tidak berbeda signifikan; p > 0,05), 
* (tanda bahwa data menunjukkan p ≤ 0,05), ** (tanda bahwa data 
menunjukkan p ≤ 0,01), *** (tanda bahwa data menunjukkan p ≤ 0,001) 

 
Gambar 4.4 Grafik aktivitas degradasi biofilm S. haemolyticus oleh 

produk ekstraseluler P. stutzeri 

Dari pengamatan grafik aktivitas degradasi biofilm S. haemolyticus oleh 

produk ekstraseluler P. stutzeri, terlihat bahwa aktivitas degradasi atau 

penghancuran biofilm ditunjukkan oleh sampel supernatan bebas sel dengan 

volume perlakuan 80 μL (39%), sedangkan aktivitas degradasi biofilm paling 

rendah pada pengujian ini ditunjukkan oleh presipitat etanol P. stutzeri dengan 

volume perlakuan 40 μL (30%) dan presipitat amonium sulfat P. stutzeri dengan 

volume perlakuan 80 μL (30%). Aktivitas degradasi biofilm dari kelompok 

perlakuan lainnya memiliki nilai aktivitas degradasi biofilm yang serupa, berkisar 

di antara 30—39%.  

Data persentase aktivitas degradasi biofilm yang diperoleh kemudian 

dilakukan analisis statistika seperti terlihat pada Lampiran 7. Uji normalitas 

menunjukkan bahwa data persentase degradasi biofilm terdistribusi normal 

(p≥0,05) dan homogen (p≥0,05). Sehingga analisis data pengujian ini dapat 

dilanjutkan menggunakan uji One-Way ANOVA. Hasil pengujian dengan One-
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Way ANOVA menunjukkan adanya perbedaan yang bermakna pada data uji 

degradasi biofilm S. haemolyticus (p value = 0,000), sehingga dilakukan uji Post-

Hoc berupa LSD untuk mendapatkan rincian dari data kelompok perlakuan yang 

memiliki perbedaan signifikan pada pengujian.    

Berdasarkan Gambar 4.4, terlihat bahwa terdapat aktivitas degradasi 

biofilm yang signifikan dari tiga kelompok sampel produk ekstraseluler P. stutzeri 

dengan volume uji yang berbeda-beda (40, 60, dan 80 μL), sedangkan aktivitas 

degradasi biofilm yang ditunjukkan tidak linier seiring penambahan volume uji. 

Data yang tidak linier seperti contoh data yang ditunjukkan dari sampel 

supernatan bebas sel 40 μL yang tidak memiliki perbedaan signifikan 

dibandingkan dengan supernatan bebas sel 60 μL dan supernatan bebas sel 80 μL 

(p≥0,05) di mana persentase degradasi biofilm yang ditunjukkan masing-masing 

yaitu 35%, 37%, dan 39%.  

Data hasil pengujian aktivitas degradasi biofilm menunjukkan adanya 

aktivitas yang tidak jauh berbeda, sehingga dimungkinkan ketiga sampel produk 

ekstraseluler P. stutzeri (supernatan bebas sel, presipitat etanol, presipitat 

amonium sulfat) memiliki mekanisme serupa dalam penghancuran biofilm dan zat 

bioaktif yang bertanggungjawab pada proses penghancuran biofilm tersebut dapat 

berasal dari sumber yang sama.  

4.4 Hasil Uji Kualitatif Kandungan Protein dan Polisakarida Produk 

Ekstraseluler  P. stutzeri menggunakan Reagen Bradford dan Lugol 

Pengujian kualitatif menggunakan reagen Bradford dilakukan untuk 

menguji kandungan protein yang terdapat dalam sampel. Apabila sampel 

berwarna biru ketika diberi reagen Bradford, maka sampel tersebut positif 

mengandung protein. Sedangkan hasil negatif pada penelitian ini menunjukkan 

adanya warna kuning atau oranye pada sampel. Hasil penelitian kualitatif 

kandungan protein dengan reagen Bradford seperti terlihat pada Gambar 4.5. 
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Keterangan: A (presipitat etanol); B (presipitat amonium sulfat); C (supernatan bebas 

sel); D (kontrol positif BSA 200 mg/mL); E (kontrol negatif akuades) 
 

Gambar 4.5 Hasil penetesan reagen Bradford pada sampel produk 
ekstraseluler P. stutzeri (uji kualitatif kandungan protein) 

Penelitian kualitatif lainnya dilakukan dengan penetesan reagen Lugol 

untuk melihat kandungan polisakarida pada sampel produk ekstraseluler P. 

stutzeri seperti pada  Gambar 4.6. Dari kedua pengujian kualitatif ini dapat 

disimpulkan bahwa sampel produk ekstraseluler P. stutzeri mengandung protein 

dan tidak mengandung polisakarida.  

 

 
Keterangan: A (presipitat etanol); B (presipitat amonium sulfat); C (supernatan bebas 

sel); D (kontrol negatif akuades); E (kontrol positif amilum) 
 

Gambar 4.6 Hasil penetesan reagen Lugol pada sampel produk ekstraseluler 
P. sutzeri (uji kualitatif kandungan polisakarida) 

4.5 Hasil Elektroforesis SDS-PAGE Sampel Produk Ekstraseluler P. stutzeri 

Profil protein yang diperoleh dari sampel produk ekstraseluler yang 

dilakukan pada penelitian ini menggunakan metode elektroforesis SDS-PAGE 

dengan komposisi bahan-bahan yang digunakan merujuk pada protokol yang 

dilakukan oleh Neha dkk. (2017).  Elektroforesis SDS-PAGE dapat memisahkan 

memisahkan protein berdasarkan ukuran molekul karena keberadaan sodium 

dodecyl sulfate (SDS) yang mendenaturasi protein saat protein bergerak melalui 

matriks gel poliakrilamida menuju anoda (Gallagher, 2012).  
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Keterangan: Lajur 1 (presipitat etanol); Lajur 2 (protein ladder); Lajur 3 (presipitat 

amonium sulfat); Lajur 4 (supernatan bebas sel) 
 

Gambar 4.7 Hasil elektroforesis SDS-PAGE sampel produk ekstraseluler  
P. stutzeri dan protein ladder  

 

Dari profil pita yang tampak pada gel hasil elektroforesis SDS-PAGE, 

dapat disimpulkan bahwa metode presipitasi protein menggunakan agen kimiawi 

seperti etanol dan amonium sulfat mampu mempresipitasikan protein sehingga 

dihasilkan protein yang lebih murni dibandingkan supernatan bebas sel yang 

masih terdapat banyak jenis protein terlihat pada Gambar 4.7. Masing-masing dari 

sampel yang dilakukan elektroforesis SDS-PAGE menghasilkan pita dengan berat 

molekul yang berbeda-beda, seperti tertera pada Tabel 4.2.  

 

Tabel 4.2 Hasil analisis profil pita protein (SDS-PAGE) produk ekstraseluler P. 

stutzeri menggunakan software GelAnalyzer 

Jenis Sampel Pita MW (kDa) 

supernatan bebas sel 1 252 

supernatan bebas sel 2 91 

supernatan bebas sel 3 64 

supernatan bebas sel 4 50 
supernatan bebas sel 5 29 

presipitat amonium sulfat 1 47 
presipitat amonium sulfat 2 33 

presipitat etOH 1 252 
presipitat etOH 2 45 
presipitat etOH 3 29 
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Dari ketiga jenis sampel produk ekstraseluler P. stutzeri terdapat 

kemiripan ukuran protein di mana pita 1 presipitat amonium sulfat (~47 kDa), pita 

2 presipitat etanol (~45 kDa), dan pita 4 supernatan bebas sel (~50 kDa) 

dimungkinkan berasal dari jenis protein yang sama. Protein dengan berat molekul 

48—50 kDa ini menunjukkan pita paling tebal pada lajur sampel presipitat 

amonium sulfat, sehingga terdapat kemungkinan bahwa protein ini paling banyak 

diperoleh ketika presipitasi produk ekstraseluler P. stutzeri dilakukan dengan 

metode presipitasi amonium sulfat. Profil pita protein yang tampak dengan berat 

molekul 45—50 kDa dapat ditunjukkan oleh enzim lipase alkali yang sebelumnya 

berhasil diproduksi oleh bakteri laut Pseudomonas sp. (MSI057) pada penelitian 

oleh Kiran dkk. (2008) dengan berat molekul 50 kDa atau enzim fosfatase alkali 

dari Pseudomonas asiatica strain ZKB1 pada penelitian Bagewadi dkk. (2022) 

yang menunjukkan karateristik protein dengan berat molekul ~45 kDa. Terdapat 

penelitian dari Balabanova dkk. (2017), yang menunjukkan bahwa enzim 

nukleolitik fosfatase alkali yang diproduksi dari bakteri laut C. amphilecti KMM 

296 menunjukkan aktivitas inhibisi yang kuat (> 70% aktivitas inhibisi biofilm) 

sehingga menurunkan kemampuan isolat bakteri uji untuk membentuk biofilm 

baru dengan mekanisme penghilangan pili atau pilus serta zat antarsel dari bakteri 

uji (Balabanova dkk., 2017; Gutiérrez, 2018). 

 Selain itu, pita protein dengan berat molekul serupa juga ditunjukkan oleh 

pita 5 supernatan bebas sel (~29 kDa), pita 2 presipitat amonium sulfat (~33 kDa), 

dan pita 3 presipitat etanol (~29 kDa). Pita yang menunjukkan berat molekul 

protein pada rentang 29—33 kDa ini dimungkinkan berasal dari enzim kitinase 

yang berhasil diproduksi oleh berbagai Pseudomonas sp. dan Pseudomonas 

stutzeri dengan berat molekul berkisar antara 30—68 kDa (Wang dkk., 2008; 

Wang dkk., 2010; Suganthi dkk., 2015; Chalidah dkk., 2018; Khairah dkk., 2023). 

Bakteri mampu menghasilkan kitinase untuk memasok nitrogen dan karbon 

sebagai sumber nutrisi atau prekursor serta mendukung parasitisme. Kitinase yang 

sangat melimpah di ekosistem laut digunakan untuk mendegradasi kitin dan 

dimanfaatkan sebagai sumber energi (Rathore dan Gupta, 2015). Kitinase 

termasuk dalam hidrolase glikosida yang memiliki kemampuan menghancurkan 
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matriks EPS biofilm, menghambat pembentukan biofilm, dan memfasilitasi 

dispersi dari biofilm yang telah terbentuk. Segera setelah matriks biofilm 

terdegradasi secara enzimatik, sel bakteri kemudian dilepaskan sebagai sel 

planktonik yang mudah dihilangkan oleh berbagai agen antibakteri, disinfektan, 

fag, atau sistem kekebalan tubuh (Donelli, 2014; Muhammad dkk., 2020).  
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BAB 5. KESIMPULAN 

5.1 Kesimpulan 

Berdasarkan penelitian yang telah dilaksanakan, kesimpulan yang 

didapatkan adalah: 

1. Produk ekstraseluler P. stutzeri memiliki aktivitas penghambatan 

pembentukan biofilm terhadap S. haemolyticus dan menghasilkan nilai 50—

70% aktivitas penghambatan pembentukan biofilm dengan supernatan bebas 

sel sebagai sampel penghambat biofilm terbesar. 

2. Produk ekstraseluler P. stutzeri memiliki aktivitas degradasi biofilm 

terhadap S. haemolyticus dan menghasilkan nilai 30—39% aktivitas 

degradasi biofilm dengan supernatan bebas sel sebagai sampel penghancur 

biofilm terbesar. 

3. Produk ekstraseluler P. stutzeri menunjukkan hasil positif mengandung 

protein dan tidak mengandung polisakarida pada skrining kualitatif 

Bradford dan Lugol.  

4. Profil protein yang dihasilkan dari produk ekstraseluler P. stutzeri yaitu 

adanya protein dengan rentang berat molekul 29—252 kDa.  

5.2 Saran 

Saran yang dapat digunakan untuk penelitian selanjutnya adalah sebagai 

berikut:  

1. Produk ekstraseluler P. stutzeri perlu dilakukan analisis komponen, serta 

analisis kuantitatif untuk menentukan kadar protein dan total gula pada 

sampel. 

2. Aktivitas antibiofilm yang dihasilkan oleh produk ekstraseluler P. stutzeri 

perlu diamati secara mikroskopis menggunakan Scanning Electron 

Microscopy (SEM).  

3. Fraksinasi atau purifikasi dari protein yang memiliki aktivitas antibiofilm.  
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LAMPIRAN 

Lampiran 1. Hasil identifikasi bakteri dan uji sensitivitas isolat Staphylococcus 

haemolyticus  
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Lampiran 2. Tabel presipitasi amonium sulfat 
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Lampiran 3. Hasil uji pembentukan biofilm S. haemolyticus  

 
Perlakuan Optical Density (OD)  

Ulangan ke- 
Rata-
rata 

SD ODcut 

1 2 3 
kontrol negatif TSB 0,137 

 
0,145 

 
0,125 0,136 0,010 0,166 

 
 

kontrol negatif TSB 
+ 1% glukosa 
 

0,126 
 

0,127 
 

0,133 0,129 0,004 0,140 

suspensi S. 

haemolyticus + TSB 
0,450 

 
0,432 

 
0,374 0,419 0,040 0,538 

2 × ODcut < ODperlakuan ≤ 4 × ODcut   Moderate biofilm-former 

suspensi S. 

haemolyticus + TSB 
+ 1% glukosa 

0,876 0,634 0,543 
 

0,684 
 

0,172 
 

1,201 

ODperlakuan > 4 × ODcut 

 

Strong biofilm-former 

 

 

 

Lampiran 4. Hasil uji penghambatan pembentukan biofilm S. haemolyticus 
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Lampiran 5. Hasil analisis statistika dari uji penghambatan pembentukan 

biofilm S. haemolyticus  

 

Tests of Normality 

Kelompok Uji 

Kolmogorov-Smirnov
a
 Shapiro-Wilk 

Statisti

c df Sig. 

Statisti

c df Sig. 

% 

penghambata

n 

kontrol negatif . 3 . . 3 . 

supernatan 40µL .199 3 . .995 3 .866 

supernatan 60µL .384 3 . .751 3 .003 

supernatan 80µL .178 3 . 1.000 3 .959 

presipitat ammonium 

sulfat 40µL 

.336 3 . .857 3 .258 

presipitat ammonium 

sulfat 60µL 

.226 3 . .983 3 .752 

presipitat ammonium 

sulfat 80µL 

.275 3 . .944 3 .543 

presipitat etOH 40µL .217 3 . .988 3 .792 

presipitat etOH 60µL .199 3 . .995 3 .865 

presipitat etOH 80µL .353 3 . .822 3 .169 

a. Lilliefors Significance Correction 
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Test of Homogeneity of Variances 

 
Levene 

Statistic df1 df2 Sig. 

% penghambatan Based on Mean 1.964 9 20 .100 

Based on Median .654 9 20 .739 

Based on Median and 

with adjusted df 

.654 9 9.451 .732 

Based on trimmed mean 1.852 9 20 .120 

 
 

ANOVA 

% penghambatan   
 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 10522.913 9 1169.213 31.516 .000 

Within Groups 741.970 20 37.098   

Total 11264.882 29    

 

Multiple Comparisons 

Dependent Variable:   % penghambatan   

LSD   

(I) Kelompok Uji (J) Kelompok Uji 

Mean 

Difference (I-

J) Std. Error Sig. 

kontrol negatif supernatan 40µL -69.861333
*
 4.973160 .000 

supernatan 60µL -50.369333
*
 4.973160 .000 

supernatan 80µL -53.364333
*
 4.973160 .000 

presipitat ammonium 

sulfat 40µL 

-60.451667
*
 4.973160 .000 

presipitat ammonium 

sulfat 60µL 

-67.340000
*
 4.973160 .000 

presipitat ammonium 

sulfat 80µL 

-55.153333
*
 4.973160 .000 

presipitat etOH 40µL -62.776333
*
 4.973160 .000 

presipitat etOH 60µL -56.355333
*
 4.973160 .000 

presipitat etOH 80µL -59.074333
*
 4.973160 .000 

supernatan 40µL kontrol negatif 69.861333
*
 4.973160 .000 

supernatan 60µL 19.492000
*
 4.973160 .001 

supernatan 80µL 16.497000
*
 4.973160 .003 

presipitat ammonium 

sulfat 40µL 

9.409667 4.973160 .073 
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presipitat ammonium 

sulfat 60µL 

2.521333 4.973160 .618 

presipitat ammonium 

sulfat 80µL 

14.708000
*
 4.973160 .008 

presipitat etOH 40µL 7.085000 4.973160 .170 

presipitat etOH 60µL 13.506000
*
 4.973160 .013 

presipitat etOH 80µL 10.787000
*
 4.973160 .042 

supernatan 60µL kontrol negatif 50.369333
*
 4.973160 .000 

supernatan 40µL -19.492000
*
 4.973160 .001 

supernatan 80µL -2.995000 4.973160 .554 

presipitat ammonium 

sulfat 40µL 

-10.082333 4.973160 .056 

presipitat ammonium 

sulfat 60µL 

-16.970667
*
 4.973160 .003 

presipitat ammonium 

sulfat 80µL 

-4.784000 4.973160 .348 

presipitat etOH 40µL -12.407000
*
 4.973160 .021 

presipitat etOH 60µL -5.986000 4.973160 .243 

presipitat etOH 80µL -8.705000 4.973160 .095 

supernatan 80µL kontrol negatif 53.364333
*
 4.973160 .000 

supernatan 40µL -16.497000
*
 4.973160 .003 

supernatan 60µL 2.995000 4.973160 .554 

presipitat ammonium 

sulfat 40µL 

-7.087333 4.973160 .170 

presipitat ammonium 

sulfat 60µL 

-13.975667
*
 4.973160 .011 

presipitat ammonium 

sulfat 80µL 

-1.789000 4.973160 .723 

presipitat etOH 40µL -9.412000 4.973160 .073 

presipitat etOH 60µL -2.991000 4.973160 .554 

presipitat etOH 80µL -5.710000 4.973160 .264 

presipitat ammonium 

sulfat 40µL 

kontrol negatif 60.451667
*
 4.973160 .000 

supernatan 40µL -9.409667 4.973160 .073 

supernatan 60µL 10.082333 4.973160 .056 

supernatan 80µL 7.087333 4.973160 .170 

presipitat ammonium 

sulfat 60µL 

-6.888333 4.973160 .181 

presipitat ammonium 

sulfat 80µL 

5.298333 4.973160 .299 
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presipitat etOH 40µL -2.324667 4.973160 .645 

presipitat etOH 60µL 4.096333 4.973160 .420 

presipitat etOH 80µL 1.377333 4.973160 .785 

presipitat ammonium 

sulfat 60µL 

kontrol negatif 67.340000
*
 4.973160 .000 

supernatan 40µL -2.521333 4.973160 .618 

supernatan 60µL 16.970667
*
 4.973160 .003 

supernatan 80µL 13.975667
*
 4.973160 .011 

presipitat ammonium 

sulfat 40µL 

6.888333 4.973160 .181 

presipitat ammonium 

sulfat 80µL 

12.186667
*
 4.973160 .024 

presipitat etOH 40µL 4.563667 4.973160 .370 

presipitat etOH 60µL 10.984667
*
 4.973160 .039 

presipitat etOH 80µL 8.265667 4.973160 .112 

presipitat ammonium 

sulfat 80µL 

kontrol negatif 55.153333
*
 4.973160 .000 

supernatan 40µL -14.708000
*
 4.973160 .008 

supernatan 60µL 4.784000 4.973160 .348 

supernatan 80µL 1.789000 4.973160 .723 

presipitat ammonium 

sulfat 40µL 

-5.298333 4.973160 .299 

presipitat ammonium 

sulfat 60µL 

-12.186667
*
 4.973160 .024 

presipitat etOH 40µL -7.623000 4.973160 .141 

presipitat etOH 60µL -1.202000 4.973160 .811 

presipitat etOH 80µL -3.921000 4.973160 .440 

presipitat etOH 40µL kontrol negatif 62.776333
*
 4.973160 .000 

supernatan 40µL -7.085000 4.973160 .170 

supernatan 60µL 12.407000
*
 4.973160 .021 

supernatan 80µL 9.412000 4.973160 .073 

presipitat ammonium 

sulfat 40µL 

2.324667 4.973160 .645 

presipitat ammonium 

sulfat 60µL 

-4.563667 4.973160 .370 

presipitat ammonium 

sulfat 80µL 

7.623000 4.973160 .141 

presipitat etOH 60µL 6.421000 4.973160 .211 

presipitat etOH 80µL 3.702000 4.973160 .465 

presipitat etOH 60µL kontrol negatif 56.355333
*
 4.973160 .000 

supernatan 40µL -13.506000
*
 4.973160 .013 
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supernatan 60µL 5.986000 4.973160 .243 

supernatan 80µL 2.991000 4.973160 .554 

presipitat ammonium 

sulfat 40µL 

-4.096333 4.973160 .420 

presipitat ammonium 

sulfat 60µL 

-10.984667
*
 4.973160 .039 

presipitat ammonium 

sulfat 80µL 

1.202000 4.973160 .811 

presipitat etOH 40µL -6.421000 4.973160 .211 

presipitat etOH 80µL -2.719000 4.973160 .591 

presipitat etOH 80µL kontrol negatif 59.074333
*
 4.973160 .000 

supernatan 40µL -10.787000
*
 4.973160 .042 

supernatan 60µL 8.705000 4.973160 .095 

supernatan 80µL 5.710000 4.973160 .264 

presipitat ammonium 

sulfat 40µL 

-1.377333 4.973160 .785 

presipitat ammonium 

sulfat 60µL 

-8.265667 4.973160 .112 

presipitat ammonium 

sulfat 80µL 

3.921000 4.973160 .440 

presipitat etOH 40µL -3.702000 4.973160 .465 

presipitat etOH 60µL 2.719000 4.973160 .591 

*. The mean difference is significant at the 0.05 level. 

 

Correlations 

 Kelompok Uji 

% 

penghambatan 

Kelompok Uji Pearson Correlation 1 .459
*
 

Sig. (2-tailed)  .011 

N 30 30 

% penghambatan Pearson Correlation .459
*
 1 

Sig. (2-tailed) .011  

N 30 30 

*. Correlation is significant at the 0.05 level (2-tailed). 
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Lampiran 6. Hasil uji degradasi biofilm S. haemolyticus  

 

 

 

Lampiran 7. Hasil analisis statistika dari uji degradasi biofilm S. haemolyticus 

Tests of Normality 

Kelompok Uji 

Kolmogorov-Smirnov
a
 Shapiro-Wilk 

Statistic df Sig. Statistic df Sig. 

% 

degradasi 

kontrol negatif . 3 . . 3 . 

supernatan 40µL .346 3 . .837 3 .205 

supernatan 60µL .302 3 . .910 3 .420 

supernatan 80µL .257 3 . .961 3 .619 

presipitat ammonium 

sulfat 40µL 

.365 3 . .797 3 .107 

presipitat ammonium 

sulfat 60µL 

.208 3 . .992 3 .827 

presipitat ammonium 

sulfat 80µL 

.347 3 . .835 3 .201 

presipitat etOH 40µL .326 3 . .873 3 .304 

presipitat etOH 60µL .178 3 . .999 3 .952 

presipitat etOH 80µL .331 3 . .866 3 .283 

a. Lilliefors Significance Correction 
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Test of Homogeneity of Variances 

 Levene Statistic df1 df2 Sig. 

% degradasi Based on Mean 2.228 9 20 .065 

Based on Median .625 9 20 .763 

Based on Median and with 

adjusted df 

.625 9 11.554 .756 

Based on trimmed mean 2.069 9 20 .084 

 

ANOVA 

% degradasi   
 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 3540.593 9 393.399 19.816 .000 

Within Groups 397.048 20 19.852   

Total 3937.641 29    

 

Multiple Comparisons 

Dependent Variable:   % degradasi   

LSD   

(I) Kelompok Uji (J) Kelompok Uji 

Mean 

Difference 

(I-J) 

Std. 

Error Sig. 

kontrol negatif supernatan 40µL -

35.246785
*
 

3.637984 .000 

supernatan 60µL -

36.543753
*
 

3.637984 .000 

supernatan 80µL -

38.811069
*
 

3.637984 .000 

presipitat 

ammonium sulfat 

40µL 

-

37.547361
*
 

3.637984 .000 

presipitat 

ammonium sulfat 

60µL 

-

36.664814
*
 

3.637984 .000 

presipitat 

ammonium sulfat 

80µL 

-

29.716895
*
 

3.637984 .000 

presipitat etOH 

40µL 

-

29.904766
*
 

3.637984 .000 
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presipitat etOH 

60µL 

-

32.871063
*
 

3.637984 .000 

presipitat etOH 

80µL 

-

36.432274
*
 

3.637984 .000 

supernatan 40µL kontrol negatif 35.246785
*
 3.637984 .000 

supernatan 60µL -1.296969 3.637984 .725 

supernatan 80µL -3.564284 3.637984 .339 

presipitat 

ammonium sulfat 

40µL 

-2.300576 3.637984 .534 

presipitat 

ammonium sulfat 

60µL 

-1.418029 3.637984 .701 

presipitat 

ammonium sulfat 

80µL 

5.529889 3.637984 .144 

presipitat etOH 

40µL 

5.342019 3.637984 .158 

presipitat etOH 

60µL 

2.375722 3.637984 .521 

presipitat etOH 

80µL 

-1.185489 3.637984 .748 

supernatan 60µL kontrol negatif 36.543753
*
 3.637984 .000 

supernatan 40µL 1.296969 3.637984 .725 

supernatan 80µL -2.267315 3.637984 .540 

presipitat 

ammonium sulfat 

40µL 

-1.003607 3.637984 .785 

presipitat 

ammonium sulfat 

60µL 

-.121061 3.637984 .974 

presipitat 

ammonium sulfat 

80µL 

6.826858 3.637984 .075 

presipitat etOH 

40µL 

6.638987 3.637984 .083 

presipitat etOH 

60µL 

3.672691 3.637984 .325 

presipitat etOH 

80µL 

.111480 3.637984 .976 
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supernatan 80µL kontrol negatif 38.811069
*
 3.637984 .000 

supernatan 40µL 3.564284 3.637984 .339 

supernatan 60µL 2.267315 3.637984 .540 

presipitat 

ammonium sulfat 

40µL 

1.263708 3.637984 .732 

presipitat 

ammonium sulfat 

60µL 

2.146255 3.637984 .562 

presipitat 

ammonium sulfat 

80µL 

9.094173
*
 3.637984 .021 

presipitat etOH 

40µL 

8.906302
*
 3.637984 .024 

presipitat etOH 

60µL 

5.940006 3.637984 .118 

presipitat etOH 

80µL 

2.378795 3.637984 .521 

presipitat 

ammonium sulfat 

40µL 

kontrol negatif 37.547361
*
 3.637984 .000 

supernatan 40µL 2.300576 3.637984 .534 

supernatan 60µL 1.003607 3.637984 .785 

supernatan 80µL -1.263708 3.637984 .732 

presipitat 

ammonium sulfat 

60µL 

.882546 3.637984 .811 

presipitat 

ammonium sulfat 

80µL 

7.830465
*
 3.637984 .044 

presipitat etOH 

40µL 

7.642594
*
 3.637984 .049 

presipitat etOH 

60µL 

4.676298 3.637984 .213 

presipitat etOH 

80µL 

1.115087 3.637984 .762 

presipitat 

ammonium sulfat 

60µL 

kontrol negatif 36.664814
*
 3.637984 .000 

supernatan 40µL 1.418029 3.637984 .701 

supernatan 60µL .121061 3.637984 .974 

supernatan 80µL -2.146255 3.637984 .562 
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presipitat 

ammonium sulfat 

40µL 

-.882546 3.637984 .811 

presipitat 

ammonium sulfat 

80µL 

6.947919 3.637984 .071 

presipitat etOH 

40µL 

6.760048 3.637984 .078 

presipitat etOH 

60µL 

3.793752 3.637984 .309 

presipitat etOH 

80µL 

.232541 3.637984 .950 

presipitat 

ammonium sulfat 

80µL 

kontrol negatif 29.716895
*
 3.637984 .000 

supernatan 40µL -5.529889 3.637984 .144 

supernatan 60µL -6.826858 3.637984 .075 

supernatan 80µL -9.094173
*
 3.637984 .021 

presipitat 

ammonium sulfat 

40µL 

-7.830465
*
 3.637984 .044 

presipitat 

ammonium sulfat 

60µL 

-6.947919 3.637984 .071 

presipitat etOH 

40µL 

-.187871 3.637984 .959 

presipitat etOH 

60µL 

-3.154167 3.637984 .396 

presipitat etOH 

80µL 

-6.715378 3.637984 .080 

presipitat etOH 

40µL 

kontrol negatif 29.904766
*
 3.637984 .000 

supernatan 40µL -5.342019 3.637984 .158 

supernatan 60µL -6.638987 3.637984 .083 

supernatan 80µL -8.906302
*
 3.637984 .024 

presipitat 

ammonium sulfat 

40µL 

-7.642594
*
 3.637984 .049 

presipitat 

ammonium sulfat 

60µL 

-6.760048 3.637984 .078 
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presipitat 

ammonium sulfat 

80µL 

.187871 3.637984 .959 

presipitat etOH 

60µL 

-2.966296 3.637984 .424 

presipitat etOH 

80µL 

-6.527507 3.637984 .088 

presipitat etOH 

60µL 

kontrol negatif 32.871063
*
 3.637984 .000 

supernatan 40µL -2.375722 3.637984 .521 

supernatan 60µL -3.672691 3.637984 .325 

supernatan 80µL -5.940006 3.637984 .118 

presipitat 

ammonium sulfat 

40µL 

-4.676298 3.637984 .213 

presipitat 

ammonium sulfat 

60µL 

-3.793752 3.637984 .309 

presipitat 

ammonium sulfat 

80µL 

3.154167 3.637984 .396 

presipitat etOH 

40µL 

2.966296 3.637984 .424 

presipitat etOH 

80µL 

-3.561211 3.637984 .339 

presipitat etOH 

80µL 

kontrol negatif 36.432274
*
 3.637984 .000 

supernatan 40µL 1.185489 3.637984 .748 

supernatan 60µL -.111480 3.637984 .976 

supernatan 80µL -2.378795 3.637984 .521 

presipitat 

ammonium sulfat 

40µL 

-1.115087 3.637984 .762 

presipitat 

ammonium sulfat 

60µL 

-.232541 3.637984 .950 

presipitat 

ammonium sulfat 

80µL 

6.715378 3.637984 .080 

presipitat etOH 

40µL 

6.527507 3.637984 .088 
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presipitat etOH 

60µL 

3.561211 3.637984 .339 

*. The mean difference is significant at the 0.05 level 

 

Correlations 

 % degradasi Kelompok Uji 

% degradasi Pearson Correlation 1 .380
*
 

Sig. (2-tailed)  .038 

N 30 30 

Kelompok Uji Pearson Correlation .380
*
 1 

Sig. (2-tailed) .038  

N 30 30 

*. Correlation is significant at the 0.05 level (2-tailed). 
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Lampiran 8. Bahan yang dibutuhkan untuk pembuatan 10% gel SDS-PAGE  

4X Separating Gel Volume  

40% Acryalmide/bisacrylamide (29:1) 1,25 mL 

4X separation buffer 1,25 mL 

Akuades steril 2,5 mL 

10%APS 50 µL 

TEMED 5 µL 

4X Separating Gel Volume  

40% Acryalmide/bisacrylamide (29:1) 0,25 mL 

4X stacking buffer 0,625 mL 

Akuades steril 1,625 mL 

10%APS 25 µL 

TEMED 2,5 µL 

 

Lampiran 9. Perhitungan bahan dalam pembuatan buffer elektroforesis SDS-

PAGE 

Larutan  Volume  Komposisi Preparasi 

4X Separation buffer 100 mL  18 g Tris 

Base 

 0,4 SDS 

Adjust pH hingga 8,8 

dengan HCl ad 

hingga 100 mL 

menggunakan 

akuades steril 

4X Stacking buffer 100 mL  6,05 g Tris 

Base 

 0,4 SDS 

Adjust pH hingga 8,8 

dengan HCl ad 

hingga 100 mL 

menggunakan 

akuades steril 

Running buffer 1 L  10X 

Tris/Glisin/S

DS Buffer 

 900 mL 

akuades 

100 mL 10X 

Tris/Glisin/SDS Buffer 

dilarutkan dalam 900 

mL akuades steril 
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steril 

10% APS (ammonium 

persulfate) 

1 mL  0,1 g APS 

 1 mL 

akuades 

steril 

 

 

 

 

0,1 g APS dilarutkan 

dalam 1 mL akuades 

steril 

40% 

Acrylamide/bisacrylamide 

(29:1) 

1 L   

 

Lampiran 10. Kurva kalibrasi protein ladder untuk perhitungan berat molekul 

profil pita protein produk ekstraseluler P. stutzeri menggunakan 

GelAnalyzer 
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Lampiran 11. Perhitungan berat molekul profil pita protein produk ekstraseluler 

P. stutzeri menggunakan GelAnalyzer 

1) Perhitungan berat molekul pita protein pada sampel supernatan bebas 

sel P. stutzeri 
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2) Perhitungan berat molekul pita protein pada sampel presipitat amonium 

sulfat P. stutzeri 
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3) Perhitungan berat molekul pita protein pada sampel presipitat etanol P. 

stutzeri 
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Lampiran 12. Hasil Produksi Produk Ekstraseluler P. stutzeri  

  

(a) (b)                             (c) 

a)  supernatan bebas sel;  b) presipitat amonium sulfat;  c) presipitat etanol  
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