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Potensi Antibiofilm Cell-Free Supernatant Lactobacillus plantarum Terhadap 

Staphylococcus aureus dan Eschericia coli 

 

Tazkiyyatun Nufus, Prilya Dewi Fitriasari, Mochamad Imamudin 
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Maulana Malik Ibrahim Malang 

 

ABSTRAK 

Bakteri yang sering mencemari makanan diantaranya Staphylococcus aureus dan 

Eschericia coli, keduanya dapat membentuk biofilm yang resisten terhadap cekaman 
lingkungan, zat antimikroba serta sulit dibersihkan sehingga meningkatkan resiko 
infeksi. Biofilm dapat dikendalikan dengan memanfaatkan mikroorganisme. Lactobacillus 

plantarum dapat memproduksi bahan metabolit yang berfungsi sebagai antibiofilm dan 
dapat diekstraksi dalam bentuk cell-free supernatant (CFS). Tujuan penelitian ini untuk 
mengetahui potensi CFS dari Lactobacillus plantarum dalam mengatasi biofilm S. aureus 

dan E. coli. Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental. Uji deteksi biofilm 
menggunakan metode Congo Red Agar dan Microtiter Plate Assay. Uji aktivitas 
antibiofilm meliputi uji pencegahan penempelan biofilm, uji penghambatan 
pembentukan biofilm, dan uji penghancuran biofilm dilakukan dengan metode 
Microtiter Plate Assay. Konsentrasi CFS yang digunakan yaitu 12,5%, 25%, dan 
50%. Analisis data menggunakan SPSS versi 25. Aktivitas pencegahan penempelan 
biofilm tertinggi yaitu sebesar 86% pada bakteri S. aureus dan 47% pada bakteri E. 

coli dari hasil perlakuan konsentrasi 50%. Aktivitas penghambatan pembentukan 
biofilm tertinggi pada S. aureus hasil perlakuan konsentrasi 12,5% dan pada E. coli 

hasil perlakuan konsentrasi 50% sebesar 76%. Aktivitas penghancuran tertinggi 
sebesar 73% pada S. aureus dan 67% pada E. coli hasil perlakuan konsentrasi 50%. 
Berdasarkan hasil tersebut, disimpulkan bahwa CFS L. plantarum memiliki 
aktivitas antibiofilm terhadap S. aureus dan E. coli. 

Kata kunci: Antibiofilm, cell-free supernatant, Eschericia coli, Lactobacillus 

plantarum, Staphylococcus aureus 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

viii 
 

Antibiofilm Potential of Lactobacillus plantarum Cell-Free Supernatant 

Against Staphylococcus aureus and Eschericia coli 

 

Tazkiyyatun Nufus, Prilya Dewi Fitriasari, Mochamad Imamudin 

Biology Department, Faculty of Science and Technology, The State Islamic 

University of Maulana Malik Ibrahim Malang 

 

ABSTRACT 

Bacteria that often contaminate food include Staphylococcus aureus and Eschericia coli, 
both can form biofilm that are resistant to environmental stresses, antimicrobial substances 
and are difficult to clean, thereby increasing the risk of infection. Biofilms can be 
controlled by using microorganisms. Lactobacillus plantarum can produce metabolites that 
can act as antibiofilmagent and can be extracted as cell-free supernatant (CFS). The 
purpose of this study was to determine the potential of CFS from Lactobacillus plantarum 
in overcoming S. aureus and E. coli biofilm. This research is an experimental research. The 
biofilm detection test used the Congo Red Agar method and the Microtiter Plate Assay. 
Tests for antibiofilm activity included biofilm attachmentpreventiontest, inhibition of 
biofilm formation test, and biofilm degradation test using the Microtiter Plate Assay 
method. The concentrations of CFS used were 12.5%, 25%, and 50%. Data analysis used 
SPSS version 25. The highest biofilm adhesion prevention activity was 86% on S. aureus 
bacteria and 47% on E. coli bacteria as a results of 50% concentration treatment. The 
highest inhibitory activity of biofilm formation in S. aureus as a result of 
12.5%concentration treatment and E. coli at the concentration of 50% that was 76%. The 
highest degradation activity was 73% in S. aureus and 67% in E. colias a result from 50% 
concentration treatment. Based on these results, it was concluded that CFS ofL. plantarum 
had antibiofilm activity against S. aureus and E. coli. 

Keywords: Antibiofilm, cell-free supernatant, Eschericia coli, Lactobacillus plantarum, 

Staphylococcus aureus 
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 oticoctltllal  علىmtlotntlpccal ictbotcaLالخالي من الخلايا  طافالمضاد الحيوي لل قدرة
tacral  وillcrcplpt ltcp 

 
د امام الدينيليا دية النفوس, فرتزكي    وي فطري ة ساري, محم 

 الأحياء ، كلية العلوم والتكنولوجي، بجامعة الإسلامية الحكومية قسم علم
 نجمولانا مالك ابراهيم مالا

 
 ملخصال

، وكلاهما يمكن أن  iSouapEoEy oc Eو suyrua cocootS ytpatSهو تلوث الطعام  ذيتشمل البكتيريا ال
يزيد من  حت ى المقاومة للضغوط البيئية والمواد المضادة للميكروبات ويصعب تنظيفهاالمضاد الحيوي يشكلا

. يمكن أن تنتج المضاد الحيويكرادع  صغيرةخطر الإصابة بالعدوى. يمكناستخدام الكائنات الحية ال
myoucnyoE  tS r ybuyptL  مستقلبات تعمل كمضاد حيوي ويمكن استخلاصها في شكل طاف خالٍ من

في  myoucnyoE  tS r ybuyptLمن  SFs(. الغرض من هذه الدراسة هو تحديد إمكانات SFsالخلايا )
. هذا البحث هو بحث تجريبي اختبار الكشف عن Eschericia coliو  Staphylococcus aureusالتغلب على 

تشمل اختبارات نشاط .Microtiter Plate Assayو  Congo Red Agarطريقة باستخدام المضاد الحيوي
المضاد الحيوي اختبارات لمنع ارتباط المضاد الحيوي ، واختبار تثبيط تكوين المضاد الحيوي ، واختبار 

منها المستخدمة  SFsكانت تركيزات  .Microtiter Plate Assayقةتدمير المضاد الحيوي باستخدام طري
تحليل البيانات. وكان أعلى نشاط لمنع الارتباط مضاد في  sSss 15ستخدمبرنامج ا ٪.55٪ و 15٪ و 21,5

٪. كان 55من نتائج العلاج بتركيز  i. oc E٪ على بكتيريا 74و  s. ytpatS٪ على بكتيريا 68هو الحيوي 
 i. oc E٪ و في 21.5نتيجة العلاج بتركيز من  s. ytpatSثبيط تكوين المضاد الحيويفي أعلى نشاط ت

تركيز بتيجة النمن  i. oc E٪ في 84و  s. ytpatS٪ في 47. كان أعلى نشاط تدمير ٪48 هو٪55بتركيز 
له نشاط  m. r ybuyptLالخالي من الخلايا  طافال أن ت الخلاصة ٪ للمعالجة. بناءً على هذه النتائج ، تم55

 .i. oc Eو  s. ytpatSعلى مضاد حيوي 

 myoucnyoE  tS r ybuyptL، Eschericia ،المضاد الحيوي, طاف خالٍ من الخلايام, :الاساسيةالكلمات 

coli، suyrua cocootS ytpatS 
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BAB I 

PENDAHULUAN 

1.1 Latar Belakang 

Masalah kesehatan masyarakat yang penting dan banyak menyebabkan 

kasus kematian di dunia salah satunya yaitu pencemaran makanan oleh mikroba. 

Bahan pangan mengandung nutrisi yang dibutuhkan bagi banyak mikroba 

sehingga kontaminasi makanan oleh mikroba sulit dihindari. Mikroba yang dapat 

mencemari bahan pangan salah satunya yaitu bakteri. Bakteri merupakan 

kelompok mikrorganisme bersel tunggal dengan tipe sel prokariotik (tidak 

memiliki selubung inti) (Boleng, 2015). Beberapa bakteri patogen dapat 

menghasilkan racun dan beberapa dapat pula menyebabkan infeksi apabila 

makanan yang terkontaminasi bakteri tersebut tertelan dan masuk ke tubuh 

manusia. 

Bakteri yang sering ditemukan pada makanan diantaranya Staphylococcus 

aureus dan Eschericia coli. S. Aureus banyak ditemukan mencemari bahan 

pangan berprotein tinggi misalnya susu, daging, telur, dan ikan (Kang et al., 

2019). Sedangkan E. coli sering ditemukan mencemari daging, susu, sayuran, air 

minum, pangan siap saji yang diproses minimal, serta jajanan pinggir jalan 

(Rahayuet al., 2018). 

Bakteri dalam siklus hidupnya dapat beralih bentuk berupa sel planktonik 

dan biofilm. Sel planktonik merupakan sel-sel bakteri yang hidup bebas secara 

individual, sedangkan biofilm adalah komunitas sel bakteri yang terakumulasi 

dalam matriks polimer yang diproduksi oleh bakteri itu sendiri dengan cara
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melekat pada permukaan biotik maupun abiotik. Biofilm inilah yang menjadi 

bentuk yang lebih dominan bagi kebanyakan bakteri contohnya Staphylococcus 

aureus dan Eschericia coli (Hidayati & Liuwan, 2019; Purbowati et al., 2017). 

Kedua bakteri ini mampu menempel, tumbuh, dan membentuk biofilm pada 

berbagai permukaan termasuk pada bahan makanan dan permukaan peralatan 

pengolahan makanan (Kang et al., 2019; Ma et al., 2019). Pada makanan, S. 

aureus dapat membentuk biofilm pada produk daging, unggas, susu, telur, roti dan 

menyebabkan muntah serta diare. E. coli dapat membentuk biofilm pada susu 

segar, daging mentah, buah-buahan dan sayuran yang selanjutnya dapat 

menyebabkan diare dan sindrom hemolitik uremik (SHU) (Carrascosa et al., 

2021). 

Bakteri dalam biofilm dapat menjadi lebih resisten dan toleran terhadap 

cekaman lingkungan karena terlindung oleh matriks penyusunnya serta sulit untuk 

dibersihkan karena biofilm dapat melekat kuat dan melawan gaya gesek yang 

berulang-ulang (Hidayati & Liuwan, 2019). Hal ini dapat mengakibatkan infeksi 

yang lebih parahterutama apabila bakteri membentuk biofilm pada makanan 

kemudian makanan tersebut dikonsumsi dan masuk ke dalam tubuh. Diduga pula 

bahwa pembentukan biofilm dapat berlanjut di dalam jaringan tubuh seperti yang 

dijelaskan oleh Yeganeh et al. (2017) bahwa banyak bakteri, termasuk E. coli, S. 

aureus, dan P. aeruginosa dapat membentuk biofilm dalam jaringan tubuh. 

Biofilm yang terbentuk mengarah ke munculnya beberapa penyakit infeksi yang 

mematikan seperti pneumonia dan endokarditis. 
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Pengendalian biofilm dapat dilakukan dengan tiga cara, yaitu secara fisika, 

kimia, dan biologi. Pengendalian biofilm dalam biologi dapat dilakukan dengan 

memanfaatkan mikroorganisme seperti bakteri yang mampu berperan sebagai 

agen antibiofilm (Yana et al., 2019). Pemanfaatan bakteri potensial sebagai agen 

antibiofilm merupakan langkah yang baik karena bakteri dapat menghasilkan 

berbagai zat metabolit yang dapat dimanfaatkan untuk mengatasi biofilm bakteri 

patogen. Pemanfaatan bakteri ini terinspirasi dari QS: Al-Baqarah [2]: 26: 

 
َ
ۦٓ أ َ لََ يسَۡتَحِۡۡ ا بَعُوضَةا فَمَا فَوۡقَهَاۚ إنَِّ ٱللََّّ  ٢٦...ن يضَۡۡبَِ مَثَلٗا مَّ

Artinya: “Sesungguhnya Allah tiada segan membuat perumpamaan berupa 
nyamuk atau yang lebih rendah dari itu... “ (Kemenag RI). 
 

Ayat di atas menjelaskan bahwasanya Allah memberikan perumpamaan 

kepada manusia dengan menggunakan sesuatu yang kecil seperti nyamuk. 

Disebutkan pula bahwa Allah mampu membuat perumpamaan yang bahkan lebih 

rendah atau kecil dari itu yang menyinggung pada penciptaan mikroorganisme 

seperti bakteri. Allah SWT. juga menjelaskan dalam QS: Ali-Imran [3]: 191: 

َٰتِ  مََٰوَ رُونَ فِِ خَلۡقِ ٱلسَّ َٰ جُنُوبهِِمۡ وَيَتَفَكَّ ا وَعََلَ ا وَقُعُودا َ قيََِٰما ِينَ يذَۡكُرُونَ ٱللََّّ ٱلََّّ
رۡضِ رَبَّنَا مَا خَلَقۡتَ هََٰذَا بََٰطِلٗا سُبۡحََٰنَكَ فَقِنَا عَذَابَ ٱلنَّارِ  

َ
 ١٩١وَٱلۡۡ

Artinya: “(yaitu) orang-orang yang mengingat Allah sambil berdiri atau duduk 

atau dalam keadan berbaring dan mereka memikirkan tentang penciptaan langit 

dan bumi (seraya berkata): "Ya Tuhan kami, tiadalah Engkau menciptakan ini 

dengan sia-sia, Maha Suci Engkau, maka peliharalah kami dari siksa neraka” 

(Kemenag RI). 
 

Ayat tersebut menjelaskan bahwa manusia diperintahkan untuk selalu 

mengingat Allah SWT. beserta penciptaan-Nya.Di mana segala hal yang 

diciptakan oleh Allah tidak ada yang sia-sia, tidak hanya semata-mata untuk 

melengkapi isi langit dan bumi tetapi semuanya memiliki kebermanfaatan bagi 
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seluruh makhluk-Nya. Hal ini termasuk pula mikroorganisme seperti bakteri yang 

meskipun berukuran sangat kecil dan tidak dapat dilihat langsung oleh mata, 

tetapi pastinya memiliki peranan penting dalam kehidupan manusia baik itu 

merugikan maupun menguntungkan. Di sinilah peran manusia sebagai mahluk 

yang dibekali dengan akal pikiran diperlukan untuk mempelajari ciptaan-ciptaan 

Allah dan mengambil hikmah serta pengetahuan darinya. 

Bakteri Asam Laktat (BAL) merupakan contoh bakteri yang memiliki 

peranan menguntungkan dalam kehidupan manusia salah satunya sebagai 

probiotik. Bakteri probiotik sangat berpotensi untuk digunakan sebagai agen 

pengendali biofilm bakteri patogen. Salah satu spesies bakteri probiotik yang 

dapat mengatasi biofilm bakteri patogen yaitu Lactobacillus plantarum (Khiralla 

et al., 2015).  

Lactobacillus plantarum adalah bakteri gram positif berbentuk batang 

yang bersifat mikroaerofilik dan fakultatif heterofermentatif. Spesies ini 

merupakan salah satu yang paling banyak terdapat di alam, secara alami terdapat 

pada tumbuh-tumbuhan sehingga lebih mudah diisolasi (Todorov & Bermadette, 

2010). Seperti probiotik lainnya, L. plantarum dapat memproduksi banyak jenis 

bahan metabolit yang bersifat antagonis terhadap patogen. Zat-zat hasil metabolit 

tersebut umumnya dilepaskan secara ekstraseluler ke dalam media pertumbuhan 

sehingga dapat diekstraksi dalam bentuk supernatan (Zamani et al., 2017). Hasil 

ekstraksi ini selanjutnya disebut Cell-free supernatant (CFS) yang secara ilmiah 

terbukti sebagai bahan potensial untuk mengatasi biofilm bakteri patogen 

(Abdelhamid et al., 2018). Kemampuan CFS untuk menghambat dan 
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menghilangkan biofilm bakteri terkait dengan eksopolisakarida, biosurfaktan, 

hidrogen peroksida, asam lemak jenuh, dan enzim pencerna ekstraseluler yang 

terkandung di dalamnya yang mampu mencegah perlekatan sel bakteri patogen 

pada permukaan, mempengaruhi ekspresi gen terkait pembentukan biofilm, serta 

mendegradasi biofilm (El-Mokhtar et al., 2020; Zamani et al., 2017). 

Hasil penelitian sebelumnya menunjukkan bahwa bakteriosin dan asam 

organik yang terkandung dalam CFS L. plantarum memiliki aktivitas antibiofilm 

yang baik terhadap P. Aeruginosa dan Klebsiella pneumonia. Selain itu, 

disebutkan memiliki potensi yang baik juga terhadap beberapa patogen penting 

seperti E. coli, B. subtilis, dan lain-lain (Khiralla et al., 2015). Eksopolisakarida 

dalam CFS L. plantarum spp. juga dapat mengurangi pembentukan biofilm oleh 

bakteri P. aeruginosa, S. aureus dan E. coli yang resisten antibiotik serta 

mengganggu integritas biofilm yang telah terbentuk sebelumnya (Zamani et al., 

2017). 

Telah terbukti bahwa CFS bakteri Lactobacillus plantarum mengandung 

senyawa aktif seperti eksopolisakarida, biosurfaktan, hidrogen peroksida, asam 

lemak jenuh dan asam organik lain yang berperan dalam melawan dan 

mengendalikan biofilm berbagai bakteri patogen. Hal ini menunjukkan bahwa 

CFS bakteri L. plantarum sangat berpotensi untuk digunakan sebagai agen 

antibiofilm. Disamping itu, masih jarang ditemukan penelitian yang menggunakan 

CFS Lactobacillus plantarum untuk penerapannya sebagai agen antibiofilm pada 

patogen yang mengkontaminasi makanan seperti S. aureus dan E. coli, sehingga 
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dilakukan penelitian ini untuk mengkaji potensi dari CFS Lactobacillus plantarum 

sebagai agen antibiofilm terhadap Staphylococcus aureus dan Eschericia coli. 

1.2 Rumusan Masalah 

 Rumusan masalah pada penelitian ini adalah: 

1. Bagaimana pembentukan biofilm Staphylococcus aureus dan Eschericia 

coli? 

2. Bagaimana aktivitas antibiofilm cell-free supernatant Lactobacillus 

plantarum terhadap Staphylococcus aureus dan Eschericia coli? 

1.3 Tujuan 

Tujuan dilakukannya penelitian ini adalah untuk: 

1. Mengetahui pembentukan biofilm Staphylococcus aureus dan Eschericia 

coli. 

2. Mengetahui aktivitas antibiofilm cell-free supernatant Lactobacillus 

plantarum terhadap Staphylococcus aureus dan Eschericia coli. 

1.4 Manfaat Penelitian 

1.4.1 Manfaat Akademis 

 Manfaat akademis dari penelitian ini adalah dapat digunakan sebagai 

sumber pengetahuan tambahan dalam ilmu mikrobiologi mengenai potensi 

antibiofilm cell free supernatant (CFS) Lactobacillus plantarum dalam mengatasi 

biofilm Staphylococcus aureus dan Eschericia coli. 

1.4.2 Manfaat Aplikatif 

 Manfaat aplikatif dari penelitian ini adalah dapat digunakan sebagai 

sumber informasi bagi industri mengenai pengembangan terapi antibiofilm dari 
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bahan metabolit bakteri probiotik untuk mengatasi biofilm bakteri patogen 

penyebab kontaminasi pada makanan seperti Staphylococcus aureus dan 

Eschericia coli. 

1.5 Batasan Masalah 

 Batasan masalah pada penelitian ini adalah: 

1. Isolat bakteri Lactobacillus plantarum yang digunakan pada penelitian ini 

diperoleh dari stok kultur Universitas Gadjah Mada Yogyakarta sedangkan 

isolat bakteri uji Staphylococcus aureus dan Eschericia coli diperoleh dari 

stok kultur Universitas Brawijaya Malang. Semua isolat bakteri yang 

digunakan tidak diketahui jenis strainnya. 

2. Parameter yang diteliti yaitu biofilm Staphylococcus aureus dan 

Eschericia coli, serta nilai OD (Optical Density) dari uji pencegahan 

penempelan biofilm, uji penghambatan pembentukan biofilm, dan uji 

penghancuran/degradasi biofilm.  

3. Uji dilakukan secara in vitro. 
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BAB II 

TINJAUAN PUSTAKA 

2.1 Staphylococcus aureus 

2.1.1 Klasifikasi Staphylococcus aureus 

Klasifikasi Staphylococcus aureus adalah sebagai berikut (ITIS, 2012): 

Kingdom : Bacteria 

Filum  : Firmicutes 

Kelas  : Bacilli 

Ordo  : Bacillales 

Famili  : Staphylococcaceae 

Genus  : Staphylococcus 

Spesies  : Staphylococcus aureus Rosenbach 

2.1.2 Karakteristik Staphylococcus aureus 

 

 

 

 

 

 

Staphylococcus berasal dari kata staphyle, yang berarti kelompok anggur. 

Sedangkan coccus mengacu pada bakteri dengan morfologi bulat seperti anggur 

dengan diameter 0,75-1,25 µm, termasuk bakteri gram positif dengan dinding sel 

tebal dan membran sitoplasma yang khas, bersifat anaerob fakultatif, tidak 

membentuk spora dan tidak motil (Boleng, 2015). S. aureus tumbuh pada suhu 

Gambar 2.1. Staphylococcus aureus pada mikroskop elektron (Kang et al., 

2019) 
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6,5-46 oC (tetapi optimumnya pada 30-37 oC) dan pH 4,2-9,3. Koloni dapat 

tumbuh dalam 24 jam mencapai diameter 4 mm. Staphylococcus aureus 

membentuk pigmen lipokromik, sehingga koloni terlihat berwarna kuning 

keemasan atau jingga. Bakteri ini bersifat katalase positif dan oksidase negatif 

(Dewi, 2013). 

2.1.3 Patogenitas Staphylococcus aureus 

Staphylococcus aureus memproduksi metabolit yang bersifat non toksin, 

eksotoksin, dan enterotoksin yang memiliki faktor virulensi berbeda sehingga 

bakteri ini dapat menimbulkan infeksi yang luas pada manusia (Gnanamaniet al., 

2017). S. aureus menyebabkan infeksi yang melibatkan pembentukan pus atau 

nanah. Infeksi oleh bakteri ini dapat melebar ke jaringan sekitarnya melalui darah 

dan limfa hingga ke sumsum tulang belakang dan sifatnya menahun (Boleng, 

2015). 

Staphylococcus aureus banyak ditemukan mencemari bahan pangan 

berprotein tinggi misalnya susu, daging, telur, dan ikan. Penyakit akibat bakteri 

ini disebut stafilokokal yaitu penyakit bawaan makanan yang sering menginfeksi 

manusia dan hewan di seluruh dunia (Kang et al.,2019). Patogenitas S. Aureus 

terkait dengan foodborne disease(keracunan makanan) terdapat pada racun 

enterotoksin yang dihasilkan. Gejala pertama ketika keracunan enterotoksin yaitu 

mual, muntah dan diare dan biasanya terjadi mendadak (Vasanthakumari, 2007). 

PlanktonikS. aureusjuga mampu menempel, tumbuh, dan membentuk 

biofilm pada makanan seperti produk daging, unggas, susu, telur, roti serta pada 

permukaan peralatan pengolahan makanan. Biofilm ini dapat menyebabkan 
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muntah serta diare (Kang et al., 2019; Carrascosa et al., 2021). S. Aureus 

merupakan salah satu patogen yang mampu membentuk biofilm di dalam jaringan 

tubuh. Biofilm yang terbentuk mengarah ke munculnya beberapa penyakit 

menular yang mematikan (Yaganeh et al.,2017). S. aureus memproduksi beberapa 

jenis enzim seperti lipase, protease, nuklease, hyaluronatelyase, metaloprotease, 

fosfolipase C, dan stafilokinase yang berperan dalam mekanisme invasi ke 

jaringan yang mengarah ke kerusakan jaringan. Kerusakan jaringan memudahkan 

bakteri untuk berpenetrasi ke dalam tubuh inang dan menginfeksi lebih banyak 

organ (Gnanamani et al., 2017). 

2.2 Eschericia coli 

2.2.1 Klasifikasi Eschericia coli 

Klasifikasi Eschericia coli adalah sebagai berikut (Brooks, 2013): 

Kingdom : Bacteria 

Filum  : Proteobacteria 

Kelas  : Gammaproteobacteria 

Ordo  : Enterobacteriales 

Famili  : Enterobacteriaceae 

Genus  : Eschericia 

Spesies  : Eschericia coli 
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2.2.2 Karakteristik Eschericia coli 

 

 

 

 

 

 

Escherichia coli adalah bakteri berbentuk basilberukuran sekitar 1.0-1.5 

μm x 2.0-6.0 μm, Gram negatif,motil dan tidak motil disertai flagel serta dapat 

tumbuh dengan atau tanpa oksigen, bersifat anaerob fakultatif dan mampu 

bertahan hidup dalam kondisi lingkungan yang sulit dan media yang kurang 

nutrisi. E. coli secara normal ditemukan hidup di dalam saluran pencernaan 

manusia dan hewan. E. Coli juga memiliki habitat di air tawar, air laut, atau di 

tanah (Rahayu et al.,2018). 

Escherichia coli mempunyai siklus atau waktu generasi antara 30-87 

menit tergantung pada suhu. Waktu generasi adalah waktu yang diperlukan oleh 

bakteri E. coli untuk dapat berkembangbiak secara vegetatif menjadi dua kali lipat 

jumlahnya. Suhu optimal untuk pertumbuhan E. coli yaitu pada 37 oC dengan 

waktu generasi tersingkatnya sekitar 30 menit (Tabel 2.1) (Doyle dan Schoeni 

(1984) dalam Rahayu et al.,2018). 

Escherichia coli termasuk dalam kelompok coliform yaitu bakteri 

indikator kualitas air minum. Terdeteksinya bakteri coliform dalam air 

menandakan bahwa air tersebut telah terkontaminasi oleh feses, di mana besar 

Gambar 2.2. Eschericia coli pada mikroskop elektron(Triana, 2018) 
 

http://commtechlab.msu.edu/sites/dlc-me/zoo/zah0700.html
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kemungkinannya sebagai pembawa mikroorganisme patogen lain. Bakteri E. coli 

di dalam air umumnya bersifat bukan patogen namun tidak jarang juga ditemukan 

strain yang bersifat patogen. E. coli yang sifatnya patogen dikategorikan dalam 

enam jenis yaitu Enteropatogenik E. coli, Enterotoksigenik E. coli, 

Enteroagregatif E. coli, Enterohemoragik E. coli, Difusif Adheren E. coli, dan 

Enteroinvasif E. coli (Abdelhamidet al.,2018). 

2.2.3 Patogenitas Eschericia coli 

Patogenitas E. coli yaitu jika memasuki tubuh inangnya dan mampu 

beradaptasi serta bertahan di dalamnya, yang selanjutnya menyerang sistem imun 

dan akhirnya menyebabkan penyakit. Proses tersebut dilakukan dalam beberapa 

tahap seperti halnya bakteri patogen lain. Tahapan yang dimaksud yaitu meliputi: 

pembentukan koloni di titik tertentu pada permukaan sel (mukosa), pembelahan 

sel, perusakan sel, masuk ke aliran darah, dan perlekatan pada target organ dan 

pada akhirnya merusak organ (Rahayu et al., 2018). 

E. coli menjadi patogen pada inang apabilajumlahnya berlebih (misalnya 

menyebabkan diare dalam saluran pencernaan), jika sampai pada bagian tubuh 

yang terlindung atau ketika pertahanan tubuh inang menurun. E. coli strain 

tertentu dapat menyebabkan infeksi saluran urin akut yaitu yang berada pada 

ureter dan mencapai kandung kemih. E. coli pada vagina ibu hamil dapat 

menimbulkan meningitis pada bayi yang baru lahir. Pneumonia, infeksi luka 

terutama di abdomen, bakterimia dan septisemia adalah penyakit lain yang 

disebabkan oleh E. coli (Triana, 2018). 
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E. coli merupakan salah satu patogen penting pada makanan. E. coli 

utamanya Enterohemorrhagic E. coli O157: H7 merupakan patogen bawaan 

makanan yang dapat memproduksi racun Shiga. Jika makanan tercemar tersebut 

tertelan manusia, maka dapat menimbulkan foodborne disease (Ayu et al., 

2018).E. coli dapat membentuk biofilm pada susu segar, daging mentah, buah-

buahan dan sayuran yang selanjutnya menyebabkan diare dan sindrom hemolitik 

uremik (SHU) (Carrascosa et al.,2021).Selain itu, E. coli juga mampu membentuk 

biofilm dalam jaringan tubuh. Biofilm yang terbentuk mengarah ke munculnya 

beberapa penyakit menular yang mematikan (Yaganeh et al.,2017). 

Faktor virulensi E. colisalah satunya terdapat pada fili, flagela, dan protein 

membrannya yang digunakan untuk memulai perlekatan pada permukaan ketika 

akan membentuk biofilm. Setelah melekat, flagela akan lepas dan bakteri mulai 

memproduksi zat polimer ekstraseluler (EPS) yang membantu bakteri lebih tahan 

terhadap tekanan lingkungan dan zat antimikroba (Carrascosa et al.,2021). 

2.3 Biofilm 

2.3.1 Definisi Biofilm 

Istilah biofilm diperkenalkan pada tahun 1978 oleh Costerton. Bentuk 

morfologi biofilm bervariasi bergantung pada kumpulan bakteri dankeadaan di 

mana biofilm tersebut dibentuk (Hidayati & Liuwan, 2019). Biofilm merupakan 

istilah untuk sekumpulan sel mikroba yang melekat padasuatu permukaan dan 

terbungkus dalam matriks yang tersusun dari berbagai zat hasil produksi mikroba 

itu sendiri. Matriks biofilm tersusun dari gabungan polisakarida, protein, dan 

DNA. Matriks tersebut menyusun struktur padat dan keras yang melindungi 
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bakteri dari tekanan fisik, kimia, dan biologis. Biofilm bersifat menghalangi 

molekul antimikroba sehingga tidak menyebar melalui matriks. Selain itu, bahan 

pembentuk matriks biofilm juga dapat menonaktifkan molekul antibakteri (Di 

Somma et al., 2020). 

Bakteri mampu meningkatkan toleransinya dalam kondisi lingkungan 

yang merugikan serta dapat bertahan agar tidak terbawa aliran cairantubuh atau 

darah dengan melekat pada permukaan jaringan dan membentuk biofilm. Biofilm 

bersifat kuat dan mampu melawan gesekan yang berulang-ulang. Sel-sel di dalam 

biofilm mampu bertahan sekitar 1000 kali lebih kuat daripada saat berbentuk 

planktonik (Hidayati & Liuwan, 2019). 

2.3.2 Struktur Biofilm 

Biofilm disusun oleh Substansi Polimerik Ekstraseluler (SPE)yang 

merupakan matriks polimer dengan berat molekul tinggi yang dilepaskan bakteri 

ke lingkungan. Substansi tersebut terdiri dari eksopolisakarida, protein, dan asam 

nukleat (DNA). Eksopolisakarida di sini memiliki fungsi sebagai penyangga 

karbohidrat, protein, lipid, dan DNA agar dapat melekat satu sama lain. Struktur, 

zat penyusun, dan sifat dari eksopolisakarida berbeda satu sama lain. Protein 

ekstraseluler dapat membantu pembentukan dan stabilisasi biofilm dengan cara 

melekat pada permukaan sel atau pada polisakarida. Proses degradasi biofilm 

melibatkan beberapa enzim (Hidayati & Liuwan, 2019). 
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Matriks SPE membentuk lapisan-lapisan. Lapisan terdalam berfungsi 

melindungi sel bakteri darizat antimikroba dengan cara menghalangi difusi 

antimikroba tersebut. Biofilm berfungsi membatasi pergerakan sel bakteri, 

meningkatkan kerapatan sel, dan menyediakan lingkungan yang optimal untuk 

pertukaran Deoxyribonucleatid acid (DNA) secara konjugasi. Mekanisme ini 

diperlukan pada sistem yang mengkode resistensi antibiotik (Hidayati & Liuwan, 

2019). 

2.3.3 Mekanisme Pembentukan Biofilm 

 

 

 

 

 

Gambar 2.3.Struktur biofilm(Hidayati & Liuwan, 2019) 
 

Gambar 2.4.Tahapan pembentukan biofilm(Hidayati & Liuwan, 2019) 
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Tahapan awal dalam pembentukan biofilm yaitu attachment (penempelan). 

Penempelan awal di mana mikroba saling berinteraksi dengan gaya van der 

Waals. Interaksi ini lemah sehingga mikroba dapat berpisah menjadi bentuk 

planktonik kembali (reversibel). Interaksi ini dapat terjadi pada spesies mikroba 

yang sama maupun berbeda. Setelahnya akan terjadi perlekatan ireversibel yaitu 

sel mikroba membentuk mikrokoloni. Pembentukan mikrokoloni tersebut 

melibatkan sebuah komunikasi untuk pengaturan pertumbuhan yang disebut 

dengan quorum sensing yaitu komunkasi yang melibatkan sinyal peptida dan 

molekul. Saat komunikasi mencapai threshold, akan terjadi aktivasi genetik untuk 

memproduksi eksopolisakarida (Purbowati, 2016; Hidayati &Liuwan, 2019). 

Tahapan selanjutnya yaitu maturasi atau pematangan biofilm.Biofilm 

terdiri dari lapisan kaya nutrisi yang mendukung pertumbuhan mikroorganisme. 

Terbentuk pula saluran atau pori-pori untuk memfasilitasi pengangkutan nutrisi, 

difusi oksigen dan komponen lain yang diperlukan untuk pertumbuhan bakteri 

serta menghilangkan produk sisa dan sel-sel mati (Hidayati &Liuwan, 2019). 

Tahapan akhir yaitu dispersi. Tahap ini adalah proses penyebaran biofilm 

di mana sel-sel yang tumbuh secara aktif dan bertahap dapat melepaskan diri 

menjadi bentuk planktonik kembali. Dispersi biofilm disebabkan oleh beberapa 

faktor seperti nutrisi yang berkurang, adanya persaingan antar sel bakteri, 

membludaknya populasi, dan lain-lain.Sehingga proses ini mungkin dilakukan 

untuk memungkinkan sel bakteri mendapatkan nutrisi yang cukup (Purbowati, 

2016; Hidayati &Liuwan, 2019). 
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2.3.4 Pembentukan Biofilm pada Staphylococcus aureus 

Pembentukan biofilm S. aureus dimulai ketika sel-sel planktonik 

menempel pada permukaan biotik maupun abiotik,atau pada matriks protein 

seperti fibronektin, fibrinogen, vitronektin, dan lain-lain dan mulai membentuk 

mikrokoloni (Hidayati & Liuwan, 2019). Proses ini diikuti oleh ekpresi 

Polysaccharide Intercellular Adhesin (PIA) yang dikontrol oleh operon 

intracellular adhesion (ica), teichoic acid, dan Accumulation Associated Protein 

(Aap) yang berperan dalam proses agregasi dari sel-sel bakteri (Utami et 

al.,2020). Perlekatan S.aureuspada permukaan (surface) dipengaruhi oleh 

interaksi hidrofobik dan hidrofilik antara permukaan sel S. aureus dan permukaan 

biotik atau abiotik (Idrees et al.,2021).  

Pembentukan mikrokoloni tersebut diikuti oleh pembentukan zat polimer 

ekstraseluler (EPS) dan berkembang menjadi biofilm yang sepenuhnya matang. 

Setelahnya, sel-sel bakteri yang berada di dalam biofilm melepaskan bahan kimia 

tertentu, yaitu asam D-amino dan enzim pendegradasi EPS seperti alginat liase, 

untuk memecah biofilm. Sel-sel planktonik ini siap untuk membentuk koloni lagi 

pada tempat yang sama atau menempel pada tempat yang berbeda dan mengulangi 

prosesnya untuk membentuk biofilm baru (Idrees et al.,2021).  

Sel Staphylococcus aureus yang terbungkus dan dilindungi oleh biofilm 

lebih resisten terhadap antibiotik dan menunjukkan perbedaan dalam ukuran dan 

pertumbuhan sel, ekspresi gen dan produksi protein dibandingkan dengan bentuk 

planktoniknya yang hidup bebas. Sel S. aureus dalam biofilm memiliki empat 

keadaan metabolisme yang berbeda, yaitu dapat tumbuh secara aerobik, dapat 



18 

 

 

 

fermentatif, dapat dorman, atau bahkan dapat mati. Selain matriks polimer 

ekstraseluler yang melindungi sel terhadap antibiotik, sel yang tidak aktif dan 

pertumbuhan lambat secara metabolik juga dilaporkan menambah resistensi 

antimikroba (Idrees et al.,2021). 

2.3.5 Pembentukan Biofilm padaEschericia coli 

Tahap perlekatan awal pada pembentukan biofilm E. coli terjadi dengan 

perlekatan antara sel-sel planktonik secara reversibel. Interaksi antara E. coli 

dengan permukaan (surface) dapat ditingkatkan karena flagel E. coli  mampu 

mengimbangi gaya ion medium. Setelahnya, akan terjadi perlekatan ireversibel 

yang menyebabkan bentuk sel E. coli berubah dari bentuk planktonik menjadi 

sesil. Perubahan tersebut difasilitasi oleh mikromolekul seperti cylic-diguanylic-

acid (c-di-GMP). Selanjutnya terjadi pematangan biofilm yang difasilitasi oleh 

autotransporter untuk interaksi antar sel dengan EPS sehingga dapat membentuk 

matriks tiga dimensi. EPS utama pada biofilm E. coli yaitu β-1,6-N-acetyl-D-

glucosamine polymer (PGA) yang berfungsi memediasi adhesi antar sel dan 

perlekatan pada permukaan, selulosa sebagai penyokong biofilm sehingga 

bentuknya kaku, dan asam kolanik membentuk kapsul untuk melindungi sel 

bakteri. Biofilm yang telah matur berbentuk tiga dimensi dengan saluran-saluran 

kecil untuk jalur transport nutrisi, air, dan zat sisa, serta bagian atas berlubang 

kecil sebagai perlindungan sel planktonik (Sharma et al.,2016). 

2.3.6 Quorum Sensing 

 Proses pembentukan biofilm pada mikroorganisme memerlukan suatu 

komunikasi interseluler sebagai bentuk koordinasi yang disebut dengan quorum 
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sensing (QS). Dengan adanya sistem tersebut, bakteri dapat menyampaikan dan 

merespon sinyal kimia sehingga dapat terjadi pertukaran informasi mengenai 

kepadatan sel serta penyesuaian ekspesi gen dalam komunitasnya. Komunikasi ini 

diwujudkan dengan mensekresi, mendeteksi dan merespon sinyal berupa molekul-

molekul spesifik yang disebut dengan autoinducer (AI), AI dapat masuk dan 

keluar sel secara difusi (Kurniawan & Asriani, 2020). 

Bakteri Gram-positif dan Gram-negatif menggunakan autoinducer yang 

berbeda.Autoinducer dibagi menjadi tiga jenis menurut struktur dan fungsinya 

yang spesifik: (1) acyl homoserine lactones (AHLs—AI-1) adalah molekul kecil 

dengan satulactone ring dan acyl side chain yang digunakan oleh bakteri Gram 

negatif; (2) autoinducible peptides (AIPs) adalah rantai peptida pendek yang 

diproduksi dalam sel, membutuhkan transporter membran untuk melewati 

membran sel. Berperan dalam regulasi QS pada bakteri Gram-positif; (3) 

autoinducer-2 (AI-2) yaitu sinyal molekul yang berasal dari furanon yang 

memiliki karakteristik kombinasi AHLs dan AIPs. AI-2 berperan dalam mediasi 

QS dari bakteri Gram positif dan negatif (bertindak sebagai molekul sinyal umum 

untuk komunikasi antarspesies) (Kurniawan & Asriani, 2020). 

 Sistem quorum sensing pada bakteri dibedakan menjadi 2 macam yaitu: 

Gram positif: oligopeptida dan Gram negatif: lux IR. Pada bakteri Gram positif, 

autoinducernya adalah AIPs. Prekursor AIP disintesis, diproses, dan dimodifikasi 

menjadi AIP matang, selanjutnya dilepaskan melalui kompleks transpor ATP. 

Ketika jumlah sel meningkat, maka konsentrasi AIP ini juga meningkat. Saat 

mencapai threshold, sensor kinase mendeteksi AIP dan mengirimkan sinyal ke sel 
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melalui fosforilasi. Jika perubahan ekspresi gen target telah sesuai, maka 

persinyalan tersebut berhenti.Sedangkan pada bakteri Gram negatif, LuxI 

mengkatalisis pembentukan autoinducer AHL (acyl homoserine lactone), yang 

berdifusi masuk dan keluar sel.Ketika konsentrasi AHL mencapai tershold, LuxR 

akan mengikat autoinducertersebut. kompleks antara LuxR dan AHL akan 

mengenali sekuens DNA tertentu, selanjutnya dapat mengaktifkan transkripsi dari 

sekuens gen tersebut (Asfour, 2018). 
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2.3.7 Fungsi dan Peranan Biofilm dalam Resistensi Bakteri 

Bakteri dapat beralih dari bentuk planktonik ke biofilm dan sebaliknya. 

Bentuk planktonik memiliki tingkat pertumbuhan sel yang tinggi tetapi bentuk 

biofilm merupakan cara hidup alami yang lebih dominan bagi beberapa bakteri. 

Hal ini dikarenakan dengan membentuk biofilm, bakteri dapat meningkatkan 

ketahanannya. Bakteri dalam biofilm lebih toleran terhadap antibiotik daripada 

Gambar 2.5.Sistem Quorum Sensing pada Bakteri Gram Positif (kiri) dan 

Gram Negatif (kanan)(Asfour, 2018) 
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bentuk planktoniknya, struktur biofilm yang keras menyebabkan antibiotik sulit 

untuk berpenetrasi menembus biofilm (Fitria et al., 2018). Biofilm disusun oleh 

Substansi Polimerik Ekstraseluler (EPS) berupa matriks polimer dengan berat 

molekul tinggi sehingga dapat melindungi dan meningkatkan ketahanan sel 

bakteri terhadap lingkungan yang berbahaya (Hidayati & Liuwan, 2019). 

Biofilm juga merupakan bentuk peralihan bagi bakteri untuk mendapatkan 

nutrisi yang dibutuhkan. Dengan membentuk biofilm, bakteri dapat memperoleh 

nutrisi dengan melekatkan diri pada permukaan jaringan atau substrat yang kaya 

nutrisi. Biofilm mampumenyediakan lingkungan yang optimal serta dapat melekat 

kuat dan melawan gaya gesek. Sel-sel pada biofilm mampu melekat jauh lebih 

kuat dari bentuk planktoniknya. Selain itu, dengan membentuk biofilm, bakteri 

dapat membentuk koloni dan meningkatkan densitas sel sehingga sel-sel bakteri 

dapat melakukan komunikasi dan pertukaran informasi antarsel dengan molekul 

sinyal kimia (Hidayati & Liuwan, 2019). 

2.3.8 Uji Pembentukan Biofilm 

2.3.8.1 Metode Congo Red Agar 

 Deteksi pembentukan biofilm menggunakan Congo Red Agar (CRA) 

merupakan salah satu metode kualitatif. Metode ini sangat murah dan mudah 

diterapkan. Kriteria evaluasi didasarkan pada analisis visual warna koloni yang 

ditumbuhkan pada media agar. Interpretasi hasil berdasarkan kondisi berikut: 

bakteri yang menghasilkan koloni hitam pekat, hitam dan hitam kemerahan 

dengan permukaan yang kasar, kering dan kristal merupakan pembentuk biofilm, 
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sedangkan koloni berwarna merah muda, merah dan kemerahan dengan 

permukaan yanghalusbukanpembentuk biofilm (Purbowati et al, 2017). 

 

 

 

 

 

 
2.3.8.2 Metode Tabung 

 Metode ini termasuk metode kualitatif menggunakan tabung reaksi. Media 

yang digunakan yaitu TSB (Tryptic Soy Broth). Pada metode ini, uji dilakukan 

dengan pengamatan ada tidaknya garis atau bercak biofilm yang terbentuk pada 

dinding maupun dasar tabung. Jika terlihat adanya garis, maka hasil positif 

membentuk biofilm. Semakin pekat atau tebal garis yang terbentuk dibantu 

dengan pewarna crystal violet menandakan semakin banyak atau kuat 

pembentukan biofilm tersebut (Kirmusaoglu, 2019).  

 

 

 

 

 

 

Gambar 2.6.Koloni bakteri pada Congo Red Agar. Koloni non-biofilm (A) 

dan koloni pembentuk biofilm (B)(Katongole et al., 2020) 
 

Gambar 2.7.Tabung menunjukkan strong biofilm producer (kiri), weak biofilm 
producer (tengah), dan non biofilm producer (kanan)(Ruchi et al., 

2015) 
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2.3.8.3 MetodeMicrotiter Plate Assay (MtP) 

Metode ini merupakan metode kuantitatif untuk menentukan produksi 

biofilm. Suspensi bakteri diinokulasikan ke dalam microplate polystyrene 96 well 

steril untuk mendapatkan 5x105 cfu/ml sebagai konsentrasi akhir (pengenceran 

sepuluh kali lipat). Pada metode ini, disiapkan kontrol negatif yaitu media 

ditambah dengan glukosa 1% sebagai blank. Nilai OD kemudian diukur pada 

microplate reader. Jika nilai OD bakteri uji lebih dari nilai OD kontrol negatif, 

maka bakteri tersebut positif membentuk biofilm. Perhitungan nilai cut off 

(ODcut) yaitu (Kirmusaoglu, 2019).: 

ODcut = ODc + (3× ODc) 

Keterangan: ODcut = Optical Density cut-off 

ODc = Optical Density control 

Interpretasi hasil sebagai berikut: Tidak ada produksi biofilm (0), lemah (+ 

atau 1), sedang (++ atau 2), dan produksi biofilm kuat (+++ atau 3) (Kirmusaoglu, 

2019). 

Tabel 2. 1Interpretasi nilai OD dan kekuatan pembentukan biofilm 

Rata-rata Nilai OD Kekuatan Produksi Biofilm 

ODisolat ≤ Odcut No biofilm production 

ODcut < ODisolat ≤ 2× ODcut Weak biofilm production 

2× ODcut < ODisolat ≤ 4× ODcut Moderate biofilm production 

4× ODcut <ODisolat Strong biofilm production 

ODcut = Optical Density cut off, ODisolat = Optical Density isolat 
Sumber:Kirmusaoglu (2019) 
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2.3.8.4 Pemeriksaan Mikroskopis Biofilm 

Pemindaian menggunakan mikroskop elektron dapat dilakukan untuk 

mendeteksi biofilm dengan elektron pada perbesaran dan resolusi tinggi. 

Pemeriksaan mikroskop elektron menggunakan pewarnaan fluoresen yang rumit. 

Teknik yang dapat digunakan untuk mendeteksi bioiflm yaitu light 

microscopy,scanning electron microscopy, transmission electron microscopy, 

epifluorecent microscopy, dan confocal scanning laser microscopy. Pembentukan 

biofilm terdiri dari tahapan penempelan sel, pembentukan mikrokoloni, dan 

maturasi biofilm. Selanjutnya, biofilm diberi pewarnaan dan perlakuan dengan 

bahan kimia tertentu sehingga densitas dan struktur bioiflm dapat dideteksi 

melalui pemindaian elektron mikroskop (Kirmusaoglu, 2019). 

2.4 Uji Deteksi Efektivitas Agen Antibiofilm 

2.4.1 MetodeMicrotiter Plate Assay (MtP) 

 Microtiter plate assay (MtP) adalah uji kuantitatif untuk mendeteksi 

efisiensi agen antibiofilm terhadap produksi biofilm menggunakan microplate 

reader. Suspensi bakteri agen disiapkan dalam media yang sesuai dan dilengkapi 

dengan glukosa 1% (untuk meningkatkan produksi biofilm). Suspensi bakteri 

Gambar 2. 8Metode Microtiter plate(Ruchi et al., 2015) 
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agen dan bakteri patogen selanjutnya didispersikan ke masing-masing well 

microplate untuk diuji aktivitasnya. Setelah inkubasi pada 37°C selama 24 jam, 

uji dilanjutkan sesuai dengan prosedur MtP seperti yang sudah disebutkan 

sebelumnya untuk penentuan efek agen terhadap produksi biofilm bakteri 

patogen. Pada penentuan OD, jika tingkat kekeruhan media uji menurun maka 

nilai OD semakin kecil. Semakin kecil nilai OD menandakan efektivitas agen 

antibiofilm yang semakin baik (Kirmusaoglu, 2019). 

2.4.2 Penentuan bMIC dan bMBC dengan Plate Counting  

 Prinsip metodeini yaitu biofilm bakteri terlebih dulu dibiarkan 

berkembang pada plate. Selanjutnya ditambahkan dengan suspensi agen 

antibiofilm dan dilakukan kuantifikasi, biofilm bakteri yang tertanam pada plate 

dan juga biofilm yang tetap berada di permukaan plate dihitung dengan plate 

counting. Alat yang digunakan yaitu implan ortopedi kawat Kirschner. Kawat ini 

ditempatkan ke dalam tabung reaksi yang berisi 5x105 cfu/mL isolat patogen dan 

diinkubasi untuk menumbuhkan biofilm. Setelahnya, kawat Kirschner yang 

menghasilkan biofilm dibilas dengan akuades steril dan dipindahkan ke tabung 

reaksi berisi suspensi agen antibiofilm. Dilanjutkan dengan proses sonikasi dan 

inokulasi pada agar Mueller-Hinton (MHA). Konsentrasi terendah agen 

antibiofilm di mana pertumbuhan bakteri kurang atau sama dengan kontrol 

ditentukan sebagai konsentrasi hambat minimum biofilm (bMIC). bMIC50 dan 

bMIC90 menunjukkan konsentrasi minimum zat yang menghambat 50% dan 90% 

bakteri yang tertanam dalam biofilm. Setelah inkubasi, konsentrasi terendah agen 
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di mana koloni bakteri biofilm tidak tumbuh ditentukan sebagai konsentrasi 

bakterisida minimum biofilm (bMBC) agen untuk biofilm (Kirmusaoglu, 2019). 

2.4.3 Pengukuran Ekspresi Gen Terkait Biofilm dengan Quantitative Real 

Time PCR (qPCR) 

 Pengukuran ekspresi gen terkait biofilm yang direpresi atau diinduksi oleh 

agen antibiofilm dilakukan dengan quantitative real-time PCR (qPCR). Sehingga 

aktivitas agen antibiofilm terhadap gen yang berasosiasi dengan biofilm dapat 

dideteksi dengan qPCR. Ekspresi gen pada patogen dipantau melalui qPCR 

dengan mendeteksi adanya DNA komplementer (cDNA) dari template RNA gen 

target menggunakan probe fluoresence seperti pewarna SYBR Green 

(Kirmusaoglu, 2019). 

2.5 Lactobacillus plantarum 

2.5.1 Klasifikasi Lactobacillus plantarum 

Klasifikasi Lactobacillus plantarum adalah sebagai berikut (ITIS, 2012): 

Kingdom : Bacteria 

Filum  : Firmicutes 

Kelas  : Bacilli 

Ordo  : Lactobacillales 

Famili  : Lactobacillaceae 

Genus  : Lactobacillus 

Spesies  : Lactobacillus plantarum 
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2.5.2 Karakteristik Lactobacillus plantarum 

  

 

 

 

 

 

 

Genus Lactobacillus adalah golongan Bakteri Asam Laktat(BAL) 

yangbanyak dimanfaatkan di bidang yang berhubungan dengan makanan, pakan, 

farmasi dan bioteknologi. Misalnya sebagai starter susu, probiotik, pembawa 

vaksin dan inokulan silase (Huang et al.,2018). Lactobacillus plantarumadalah 

bakteri gram positif berbentuk batang (0,5-1,2 x 1,0-10 μm), terdapat dalam sel 

tunggal atau koloni rantai pendek, bersifat mikroaerofilik dan fakultatif 

heterofermentatif, pertumbuhan optimumnya pada 18 jam inkubasi. Spesies ini 

telah menerima status GRAS (Generally Recognized as Safe). L. plantarum dapat 

diisolasi dari berbagai jenis tumbuhan, buah-buahan, sayuran, daging, ikan, susu, 

dan produk sereal (Todorov & Bermadette, 2010). 

Koloni Lactobacillus plantarum berwarna putih kecoklatan, berbentuk 

titik titik kecil, cembung, permukaan halus dengan tepi entire.Spesies ini tidak 

membentuk spora, sedikit sensitif pada SO2 dan etanol. Pertumbuhan optimum 

umumnya terjadi setelah 18 jam inkubasi. Pada uji biokimia, L. plantarum negatif 

terhadap uji katalase, oksidase, urease, dan reduksi nitrat, tidak menghasilkan gas 

Gambar 2.9.Lactobacillus plantarum pada mikroskop elektron (Arasu et al., 

2016) 
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dari fermentasi glukosa. Zat metabolit yang dihasilkan dominan asam laktat, tetapi 

juga dapat memproduksi asam asetat, asam suksinat, etanol, karbon dioksida, 

asam amino serta etil karbamat (Ahmad et al., 2018). 

2.5.3Cell-Free Supernatant (CFS) Lactobacillusplantarum sebagai Agen 

Antibiofilm 

Beberapa mekanisme yang dilakukan bakteri probiotik dalam mengatasi 

biofilm termasuk interaksi mikrobiologis dan sekresi zat antagonis (misalnya 

surfaktan, bakteriosin, eksopolisakarida (EPS), asam organik, asam laktat, asam 

lemak, enzim (amilase, lipase) dan hidrogen peroksida (Barzegari et al., 2020). 

Seperti probiotik lainnya, L. plantarum juga dapat memproduksi bahan metabolit 

tersebut. Zat-zat hasil metabolit tersebut umumnya dilepaskan secara ekstraseluler 

ke dalam media pertumbuhan sehingga dapat diekstraksi dalam bentuk 

supernatan. Supernatan hasil ekstraksi ini selanjutnya disebut dengan Cell-free 

supernatant (CFS) (Zamani et al., 2017).  

Cell-free supernatant (CFS) merupakan bahan potensial untuk mengatasi 

biofilm. Ekstrak sel ini mengandung eksopolisakarida dan biosurfaktan yang 

diproduksi selama pertumbuhan dan fermentasi bakteri Lactobacillus dalam 

kondisi pertumbuhan yang kompleks (Abdelhamidet al., 2018). Selain itu, CFS 

dari BAL juga mengandung hidrogen peroksida, metabolit oksigen, dan asam 

lemak jenuh yang dapat bertindak sebagai agen antibiofilm dengan mempengaruhi 

aktivitas sel atau matriks penyusun biofilm (Lee et al., 2021). 

Penghambatan biofilm oleh CFS kemungkinan dimediasi oleh 

eksopolisakarida yang terkandung di dalamnya melalui modifikasi permukaan sel 
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bakteri sehingga mencegah perlekatan awal atau bertindak sebagai molekul sinyal 

yang menekan ekspresi gen terkait pembentukan biofilm. Potensi penghambatan 

biofilm CFS bakteri probiotik dapat dikaitkan dengan represi gen yang terlibat 

dengan adhesi awal dan kemotaksis. Adhesi merupakan tahapan paling awal 

bakteri patogen untuk dapat membentuk biofilm. Penghambatan pada tahap ini 

berpengaruh besar pada pencegahan bakteri patogen untuk membentuk biofilm 

(Zamani et al., 2017). 

Supernatan dari kultur Lactobacillus sp. dapat mengurangi ekspresi gen 

pada patogen yang terkait dengan produksi eksopolisakarida. Matriks ini 

merupakan penyusun paling besar dalam biofilm (Wasfi et al., 2018). CFS juga 

menghambat persinyalan pada sistem QS dalam biofilm bakteri patogen sehingga 

menghalangi asosiasi sel dan mengganggu pembentukan biofilm (Khiralla et al., 

2015). 

Mekanisme antibiofilm lain oleh CFS yaitu mengurangi produksi biofilm 

dengan cara mereduksi tingkat kepadatan sel, agregasi, dan mendegradasi matriks 

polisakarida ekstraseluler (EPS) (Apiwatsiri et al., 2021). Senyawa aktif 

fungsional yang terkandung dalam CFS dapat bertindak sebagai molekul yang 

menurunkan regulasi ekspresi gen pada sistem quorum sensing (QS) dan 

menurunkan modulasi biofilm. Penghancuran biofilm yang telah terbentuk 

berkaitan dengan enzim pencerna ekstraseluler di dalam CFS yang dihasilkan oleh 

sel probiotik. Enzim tersebut menyebabkan agregasi sel dan degradasi matriks 

penyusun biofilm (Zamani et al., 2017). 
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BAB III 

METODE PENELITIAN 

3.1 Rancangan Penelitian 

 Jenis penelitian ini merupakan penelitian eksperimental untuk menguji 

potensi CFS (Cell Free Supernatant) Lactobacillus plantarum sebagai agen 

antibiofilm terhadap biofilm Staphylococcus aureus dan Eschericia coli. Uji 

pembentukan biofilm Staphylococcus aureus dan Eschericia coli dilakukan 

dengan metode Congo Red Agar (CRA) dan microtiter plate assay (MtP). Uji 

aktivitas antibiofilm dilakukan dengan metode microtiter plate assay. 

Digunakannya metode ini untuk mendapatkan nilai OD (Optical Density) dari tiap 

pengujian yang diukur melalui Microplate Reader. Terdapat sembilan kelompok 

perlakuan yang terdiri dari enam kelompok uji dan tiga kelompok kontrol. 

Perlakuan diulang sebanyak tiga kali. 

3.2 Waktu dan Tempat 

 Penelitian ini dilaksanakan pada bulan April sampai Mei 2022 di 

Laboratorium Mikrobiologi serta Laboratorium Genetika dan Biomolekuler, 

Jurusan Biologi, Fakultas Sains dan Teknologi, Universitas Islam Negeri Maulana 

Malik Ibrahim Malang. 

3.3 Variabel Penelitian 

3.3.1 Variabel Bebas 

Variabel bebas pada penelitian ini adalah besar presentase Cell Free 

Supernatant (CFS) bakteri Lactobacillus plantarum yang digunakan, yaitu 12,5%, 

25%, dan 50% dari 1 mL CFS L. plantarum. 
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3.3.2 Variabel Terikat 

 Variabel terikat pada penelitian ini adalah nilai OD dari aktivitas 

antibiofilm Cell Free Supernatant (CFS) L. plantarum. 

3.3.3 Variabel Kontrol 

 Variabel kontrol pada penelitian ini adalah suhu dan waktu inkubasi. 

3.4 Alat dan Bahan  

3.4.1 Alat  

            Alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah timbangan analitik, gelas 

beker, hot plate dan magnetic stirrer, tabung reaksi, tabung erlenmeyer, pipet 

tetes, mikropipet dan microtube, cawan petri, jarum ose, autoklaf, inkubator, 

sentrifus,vortex, tabung eppendorf, Microplate flat-bottom 96 wells, Microplate 

Reader, spektrofotometer, Laminar Air Flow (LAF),kamera, kertas label, buku 

tulis dan bolpoin. 

3.4.2 Bahan  

            Bahan yang dibutuhkan antara lain isolat bakteri uji yaitu isolat bakteri 

Lactobacillus plantarum yang diperoleh dari stok kultur Universitas Gadjah Mada 

Yogyakarta serta isolat bakteri Staphylococcus aureus dan Eschericia coli yang 

diperoleh dari stok kultur Universitas Brawijaya Malang. Medium NA (Nutrient 

Agar), medium MRSA (DeMan Rogosa Sharpe Agar) dan MRSB (DeMan 

Rogosa Sharpe Broth), medium BHIA (Brain Heart Infusion Agar), akuades, 

sukrosa, pewarna merah Congo, bubuk agar, medium TSB (Trypticase Soy Broth), 

glukosa 1%, pewarna crystal violet 1%. asam asetat 30%, filter paper 0,22 μm, 

alumunium foil, kertas, plastik tahan panas, kapas dan plastik wrap. 
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3.5 Prosedur Penelitian 

3.5.1 Sterilisasi Alat  

 Sterilisasi alat dilakukan dengan membungkus alat-alat yang akan 

digunakan dengan alumunium foil atau kertas dan plastik tahan panas, kemudian 

dimasukkan ke dalam autoklaf dan disterilisasi pada suhu 121 oC tekanan 1 atm 

selama 15 menit. 

3.5.2 Pembuatan Media 

Media untuk peremajaan isolat bakteri Lactobacillus plantarum 

menggunakan MRSA. Bakteri Staphlococcus aureus dan Eschericia coli 

diremajakan menggunakan media NA. Ditimbang 6,82 gram bubuk MRSA dan 

dilarutkan ke dalam 100 mL akuades, dipanaskan pada hot plate hingga larut pada 

suhu 80 oC selama 30 menit. Ditimbang pula 4 gram bubuk NA dan dilarutkan 

pada 200 mL akuades dengan cara yang sama. 

Media untuk deteksi pembentukan biofilm bakteri patogen yaitu CRA 

(Congo Red Agar). Ditimbang sebanyak 5,2 gram media BHIA (Brain Heart 

Infusion Agar), 3,6 gram sukrosa, dan 0,08 gram pewarna merah Congo. Media 

BHIA dan sukrosa dilarutkan ke dalam 100mL akuades dan dididihkan dengan 

hot plate sampai terlarut sempurna. Pewarna merah Congo dipisah pada wadah 

lain dan diautoklaf secara terpisah dengan larutan media agar. Pewarna merah 

Congo akan ditambahkan ke dalam media agar setelah diautoklaf saat suhu 

larutan media agar ± 80ºC. Campuran media CRA kemudian dituangkan ke dalam 

cawan petri steril sebanyak 15 mL. 
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Media pertumbuhan untuk pembuatan suspensi bakteri yang digunakan 

yaitu TSB (Trypticase Soy Broth). Ditimbang bubuk TSB sebanyak 3 gram dan 

dicampurkan dengan 100 mL akuades. Dipanaskan pada hot plate sampai 

mendidih selama 30 menit. Media dibagi menjadi dua dengan cara dituang ke 

dalam dua buah tabung erlenmeyer ukuran 100 mL. Setelah semua media siap, 

selanjutnya dilakukan sterilisasi menggunakan autoklaf pada suhu 121 oC tekanan 

1 atm selama 15 menit. Setelah steril, ditambahkan glukosa 1% sebanyak 0,5 

gram ke dalam media TSB pada salah satu tabung erlenmeyer. Penambahan 

glukosa 1% untuk meningkatkan pembentukan biofilm bakteri. 

Media untuk pembuatan Cell-Free Supernatant dari isolat bakteri 

Lactobacillus plantarum menggunakan MRSB. Ditimbang 2,8 gram bubuk 

MRSB dan dilarutkan ke dalam 50 mL akuades, dipanaskan pada hot plate hingga 

larut pada suhu 80 oC selama 30 menit. 

3.5.3 Peremajaan Isolat Bakteri 

 Peremajaan isolat bakteri Lactobacillus plantarum menggunakan media 

MRSA. Media MRSA yang telah steril dituangkan ke dalam cawan petri sebanyak 

10 mL secara steril. Cawan petri ditutup dan media dibiarkan memadat. 

Selanjutnya, masing-masing isolat bakteri diinokulasikan secara zigzag pada 

masing-masing media MRSA dan diinkubasi pada suhu 37 oC selama 48 jam. 

Peremajaan isolat bakteri staphylococcus aureus dan Eschericia coli 

menggunakan media NA. Sebanyak 5 mL media NA yang telah steril dituangkan 

ke dalam dua buah tabung reaksi yang dimiringkan. Mulut tabung ditutup dengan 

kapas dan dibiarkan memadat. Selanjutnya, masing-masing isolat bakteri S. 
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aureus dan E. coli diiokulasikan secara zigzag pada masing-masing media NA 

miring secara steril dan diinkubasi pada suhu 37 oC selama 24 jam. 

3.5.4 Pembuatan Cell Free Supernatant (CFS) 

Pembuatan CFS dilakukan dengan mensuspensikan 5 ose inokulum bakteri 

L. plantarum pada 45 mL media MRSB kemudian diinkubasi pada suhu 37 oC 

selama 48 jam. Suspensi selanjutnya disentrifugasi pada kecepatan 3000 rpm 

selama 15 menit pada suhu 20oC. Setelah sentrifugasi, supernatan yang terbentuk 

disaring menggunakan filter paper steril 0,22 μm (Khiralla et al., 2015). 

Penentuan konsentrasi didasarkan pada hasil penelitian Lee et al. (2021). 

Berdasarkan penelitian tersebut, konsentrasi Hambat Minimum atau Minimum 

Inhibitory Concentration (MIC) yang diperoleh sebesar 12,5%. Maka variasi 

konsentrasi yang digunakan pada penelitian ini meliputi MIC-3xMIC sehingga 

didapatkan konsentrasi 12,5%, 25%, dan 50%. Konsentrasi 12.5% dibuat dengan 

melarutkan125 µL CFS yang terbentuk setelah sentrifugasi ke dalam media TSB 

hingga mencapai volume 1 mL.Konsentrasi 25% dibuat dengan melarutkan 250 

µL CFS ke dalam media TSB hingga mencapai volume 1 mL. Konsentrasi 50% 

dibuat dengan melarutkan 500 µL CFS ke dalam media TSB hingga mencapai 

volume 1 mL. Semua suspensi kemudian dihomogenkan dengan vortex. 

3.5.5 Pembuatan Suspensi Bakteri Uji 

Pembuatan suspensi bakteri Staphylococcus aureus dan Eschericia coli 

menggunakan media TSB yang telah dicampur dengan glukosa 1%. Masing-

masing satu ose biakan murni bakteri S. aureus dan E. coli dimasukkan ke dalam 

masing-masing tabung reaksi berisi 5 mL media TSB dengan penambahan 
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glukosa secara steril kemudian dihomogenkan dengan vortex. Selanjutnya tabung 

ditutup dengan kapas dan plastik wrap lalu diinkubasikan pada suhu 37 oC selama 

24 jam. Kepadatan bakteri S. aureus dan E. coli diukur dengan spektrofotometer 

pada panjang gelombang 600 nm hingga didapatkan OD 0,2. 

3.5.6 Pembuatan Kelompok Kontrol 

 Kelompok kontrol terdiri dari kontrol negatif dan kontrol media. Kontrol 

negatif menggunakan masing-masing suspensi bakteri Staphylococcus aureus dan 

Eschericia coli. Kontrol media dibuat dari campuran media TSB dan glukosa 1%. 

3.5.7Uji Deteksi Pembentukan Biofilm 

 Untuk menguji pembentukan biofilm bakteri uji, digunakan metode CRA 

(Congo Red Agar).Pada metode CRA, isolat bakteri Staphylococcus aureus dan 

Eschericia coli yang telah diremajakan diinokulasikan secara steril pada cawan 

petri berisi media CRA dengan metode streak dua area. Kontrol negatif 

menggunakan isolat bakteri Staphylococcus aureus dan Eschericia coli negatif 

biofilm yang telah diuji sebelumnya.Cawan petri selanjutnya diinkubasi selama 24 

jam pada suhu 37° C dengan kondisi aerobik (Purbowati et al., 2017). Interpretasi 

hasil berdasarkan perubahan warna koloni pada media CRA. Apabila bakteri 

menghasilkan koloni berwarna hitam pekat, hitam dan hitam kemerahan dengan 

permukaan yang kasar, kering dan kristal merupakan pembentuk biofilm, 

sedangkan koloni berwarna merah muda, merah dan kemerahan dengan 

permukaan yanghalusbukanpembentuk biofilm (Purbowati et al, 2017). 

Uji deteksi biofilm dilanjutkan dengan metode Microtiter Plate Assay 

(MtP) untuk mengetahui tingkatan pembentukan biofilm bakteri uji. 
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Diinokulasikan 200 μL masing-masing suspensi bakteri S. aureus dan E. coli ke 

dalam sumur uji pada microplate 96 well steril. Kontrol negatif menggunakan 200 

µL campuran media TSB dan glukosa 1% dimasukkan ke dalam sumur kontrol 

negatif. Diinkubasi pada suhu 37 oC selama 24 jam. Isi microplate dibuang dan 

dibilas dengan akuades steril sebanyak tiga kali dan dikeringkan pada suhu ruang 

selama 15 menit. Dilakukan pewarnaan biofilm dengan memasukkan 200 µL 

kristal violet 1% ke dalam masing-masing sumuran dan dibiarkan selama 20 

menit. Setelahnya, microplate dibilas kembali dengan akuades steril sebanyak tiga 

kali dan dikeringkan. Ditambahkan 200 µL asam asetat 30% ke dalam masing-

masing sumuran dan didiamkan selama 15 menit. Uji dilakukan sebanyak tiga kali 

ulangan. Nilai OD kemudian diukur pada microplate reader pada panjang 

gelombang 595 nm. Jika nilai OD bakteri uji lebih dari nilai OD kontrol negatif, 

maka bakteri tersebut positif membentuk biofilm. Perhitungan nilai cut off(ODcut) 

yaitu (Kirmusaoglu, 2019).: 

ODcut = ODc + (3× ODc) 

Keterangan: ODcut = Optical Density cut-off 

ODc = Optical Density control 

Interpretasi hasil sebagai berikut:  

Tabel 3. 1Interpretasi nilai OD dan kekuatan pembentukan biofilm 

Rata-rata Nilai OD Kekuatan Produksi Biofilm 

ODisolat ≤ ODcut No biofilm production 

ODcut < ODisolat ≤ 2× ODcut Weak biofilm production 

2× ODcut < ODisolat ≤ 4× ODcut Moderatebiofilm production 

4× ODcut <ODisolat Strong biofilm production 

ODcut = Optical Density cut off, ODisolat = Optical Density isolat 
Sumber:Kirmusaoglu (2019) 
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3.5.8 Uji Aktifitas Antibiofilm 

3.5.8.1 Uji Pencegahan Penempelan Biofilm (Kining et al.,2016 dengan 

modifikasi) 

Uji pencegahan penempelan biofilm dilakukan dengan memasukkan 3 

variasi presentase yaitu 12,5%, 25%, dan 50% CFS l. plantarum sebanyak 200 μL 

ke dalam sumur uji. Kontrol media menggunakan 200 µL campuran media TSB 

dan glukosa 1% dimasukkan ke dalam sumur kontrol media. Microplate 

kemudian diinkubasi pada suhu 37 oC selama 60 menit. Selanjutnya microplate 

dibilas dengan akuades steril sebanyak tiga kali untuk mengeluarkan sisa sampel 

dan dikeringkan pada suhu ruang. Setelah kering, dimasukkan masing-masing200 

µL suspensi bakteriS. aureusdan E. coli pada tiap sumur uji dan sumur kontrol 

negatif. Dimasukkan pula 200 µL campuran media TSB dan glukosa 1% ke dalam 

sumur kontrol media. Diinkubasi selama 72 jam pada suhu 37oC. Setelah 

inkubasi, microplate dibilas dengan akuades steril tiga kali untuk mengeluarkan 

sel planktonik lalu dikeringkan pada suhu ruang. 

Dilakukan pewarnaan menggunakan kristal violet 1% sebanyak 200 µL 

yang dimasukkan ke dalam microplate untuk mewarnai biofilm yang terbentuk 

lalu diinkubasi pada suhu ruang selama 20 menit. Microplate dibilas dengan 

akuades steril untuk melepaskan sel-sel yang tidak menempel pada microplate dan 

dibiarkan mengering pada suhu ruang. Selanjutnya ditambahkan 200 μL asam 

asetat 30% dan diinkubasi pada suhu ruang selama 20 menit. Microplate diamati 

menggunakan microplate reader pada panjang gelombang 595 nm untuk mencari 
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nilai OD (Optical Density). Perhitungan pencegahan penempelan biofilm 

menggunakan rumus berikut: 

 % Pencegahan penempelan biofilm                        

Keterangan: ODkn = Optical Density kontrol negatif 
ODuji = Optical Density uji 

3.5.8.2 Uji Penghambatan Pembentukan Biofilm (Kining et al.,2016 dengan 

modifikasi) 

Uji penghambatan pembentukan biofilm dilakukan dengan memasukkan3 

variasi presentase yaitu 12,5%, 25%, dan 50% CFS l. plantarum sebanyak 100 µL 

ke dalam sumur uji. Setelahnya ditambahkan masing-masing 100 µL suspensi 

bakteri S. aureus dan E. coli ke dalam sumur uji. Kontrol media menggunakan 

200 µL campuran media TSB dan glukosa 1% dimasukkan ke dalam sumur 

kontrol media, sedangkan untuk kontrol negatif ditambahkan masing-masing 200 

µL suspensi bakteri S. aureus dan E. coli. Microplate diinkubasi selama 24 jam 

pada suhu 37 oC lalu dibilas menggunakan akuades steril sebanyak 3 kali dan 

dikeringkan pada suhu ruang. 

Dilakukan pewarnaan dengan menambahkan kristal violet 1% sebanyak 

200 µL ke dalam microplate dan diinkubasi selama 20 menit pada suhu ruang 

kemudian dibilas dengan akuades steril dan dibiarkan mengering. 

Selanjutnyaditambahkan asam asetat 30% sebanyak 200 µL pada tiap sumuran di 

microplate dan diinkubasi selama 20 menit pada suhu ruang. Microplate diamati 

denganmicroplate reader pada panjang gelombang 595 nm untuk mendapatkan 

nilai OD. Hasil uji penghambatan pembentukan biofilm ditentukan dengan 

menggunakan rumus: 
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% Penghambatan pembentukan biofilm                        

Keterangan: ODkn = Optical Density kontrol negatif 
ODuji = Optical Density uji 

3.5.8.3 Uji Penghancuran/Degradasi Biofilm (Mohsenipour et al.,2015 dengan 

modifikasi) 

Uji penghancuran/degradasi biofilm dilakukan dengan nemasukkan 

masing-masing 200 µL suspensi bakteri S. aureusdan E. coli ke dalam sumur 

kelompok uji dan sumur kontrol negatif, sedangkan sumur kontrol media disi 

dengan 200 µL campuran media TSB dan glukosa 1%. Microplate kemudian 

diinkubasi selama 72 jam pada suhu 37oC lalu dibilas dengan akuades steril steril 

sebanyak 3 kali dan dikeringkan pada suhu ruang. Selanjutnya ditambahkan 3 

variasi presentase yaitu 12,5%, 25%, dan 50% CFS l. plantarumsebanyak 200 µL 

pada sumur uji, masing-masing 200 µL suspensi bakteri S. aureus dan E. coli pada 

sumur kontrol negatif, dan 200 µL campuran media TSB dan glukosa 1% pada 

kontrol media. Microplate ditutup dan diinkubasi pada suhu 37oC selama 60 

menit. Setelah inkubasi, microplate dibilas menggunakan akuades steril tiga kali 

dan dikeringkan. 

Dilakukan pewarnaan menggunakan kristal violet 1% sebanyak 200 µL 

untuk mewarnai biofilm yang terbentuk lalu diinkubasi selama 20 menit pada 

suhu ruang. Microplatedibilas dengan denganakuades steril dan dibiarkan 

mengering pada suhu ruang. Selanjutnya ditambahkan asam asetat 30% sebanyak 

200 µL ke dalam microplate dan diinkubasi selama 20 menit pada suhu ruang. 

Microplatekemudian diamati menggunakan microplate reader pada panjang 
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gelombang 595 nm untuk mendapatkan nilai OD. Hasil uji penghancuran biofilm 

ditentukan dengan menggunakan rumus: 

% Penghancuran biofilm                        

Keterangan: ODkn = Optical Density kontrol negatif 
ODuji = Optical Density uji 

3.5.9 Analisis Data 

 Analisis data pada penelitian ini menggunakan software SPSS versi 25. 

Data hasil penelitian diuji normalitas dan homogenitas terlebih dahulu. Uji 

normalitas dengan uji Shapiro-Wilk. Jika nilai p-value > 0,05 maka data 

terdistribusi normal. Uji homogenitas dengan Lavene’s Test. Jika nilai p-value > 

0,05 makadata homogen. Apabila data yang diperoleh terdistribusi normal dan 

homogen, dilanjutkan pada uji parametrik yaitu uji One Way ANOVA. Tetapi 

apabila data yang diperoleh tidak terdistribusi normal dan tidak homogen maka 

dilanjutkan pada uji non-parametrik Kruskall Wallis. 

 Hasil analisis data dari uji One Way ANOVA maupun uji Kruskall Wallis 

menunjukkan ada atau tidaknya perbedaan yang signifikan. Nilai p-value < 0,05 

menunjukkan adanya perbedaan yang signifikan, sedangkan nilai p-value > 0,05 

menunjukkan bahwa tidak ada perbedaan signifikan. Bila didapatkan perbedaan 

signifikan, uji One Way ANOVA dilanjutkan ke uji Post-Hoc Tukey sedangkan uji 

Kruskall Wallis dilanjutkan ke uji Mann Whitney untuk mengetahui perbedaan 

signifikansi masing-masing kelompok data. Kemudian dilanjutkan pada uji 

korelasi Pearson untuk mengetahui hubungan antara presentase CFS 
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Lactobacillus plantarum dengan besarnya nilai OD (Optical Density) masing-

masing uji. 
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BAB IV 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

4.1 PembentukanBiofilm Staphylococcus aureus dan Eschericia coli 

Hasil uji deteksi pembentukan biofilm bakteri S. aureus dan E. coli pada 

media CRA disajikan pada gambar 4.1. 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 4.1.Hasil uji deteksi pembentukan biofilm bakteri (a) S. Aureus dan 

(b) E. coli pada media CRA (kiri hasil positif biofilm, kanan 
kontrol negatif) 

 

Uji deteksi pembentukan biofilm pada penelitian ini dilakukan untuk mengetahui 

apakah bakteri uji yang digunakan mampu membentuk biofilm. Hasil kultur 

kedua bakteri uji pada media CRA menunjukkan bahwa baik bakteri S. aureus 

maupun E. coli dapat membentuk biofilm dengan terlihatnya perubahan warna 

koloni menjadi hitam dan permukaan koloni yang kering. Di lain sisi, kontrol 

negatif yang digunakan sebagai pembanding menghasilkan koloni berwarna 

kemerahan dan merah. Hal ini sesuai dengan penjelasan Purbowati et al. (2017) 

mengenai interpretasi hasil uji CRA bahwa bakteri yang menghasilkan koloni 

hitam pekat, hitam dan hitam kemerahan dengan permukaan yang kasar, 

(a) (b) 
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kering dan kristal merupakan pembentuk biofilm, sedangkan koloni berwarna 

merah muda, merah dan kemerahan dengan permukaan yang halus bukan 

pembentuk biofilm. 

Perubahan warna koloni bakteri disebabkan oleh perubahan pH pada 

media. Media CRA dibuat dari media BHIA yang ditambahkan dengan sukrosa 

dan pewarna congo red. Media BHIA memiliki kadar pH sebesar 7,4 yang berarti 

media tersebut bersifat netral. Media BHIA mengandung dextrose (glukosa) yang 

merupakan gula sederhana. Saat bakteri ditumbuhkan pada media, bakteri 

melakukan metabolisme dengan memecah molekul kompleks menjadi molekul 

yang lebih sederhana sehingga sukrosa yang ditambahkan pada media akan 

dipecah menjadi glukosa dan fruktosa (Cappucino & Sherman, 2005). Hal ini 

menyebabkan kadar glukosa dalam media tersebut semakin tinggi. Bakteri 

pembentuk biofilm melakukan metabolisme yang lebih cepat daripada bakteri 

non-biofilm sehingga akan lebih banyak menghasilkan glukosa dalam media. 

Glukosa bersifat asam dengan kadar pH sebesar 5,8 (Perez et al., 2002). 

Peningkatan kadar glukosa menyebabkan pH media yang awalnya netral berubah 

menjadi asam.Furtuna et al. (2018) menjelaskan bahwa pewarna congo red pada 

media CRA berfungsi sebagai indikator pH. Semakin kuat tingkat keasaman 

media, maka koloni yang tumbuh akan berwarna hitam. Perubahan pH media 

menjadi asam kemudian terdeteksi oleh indikator congo red sehingga koloni 

bakteri pembentuk biofilm yang tumbuh pada media berwarna hitam. 

Uji yang kedua menggunakan metode Microtiter Plate Assay (MtP). 

Suspensi bakteri S. aureus dan E. coli yang digunakan pada uji ini ditumbuhkan 
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dalam media TSB + 1% glukosa untuk meningkatkan pembentukan biofilm. Hal 

ini dijelaskan oleh Felicita (2019) yang membuktikan bahwa penambahan glukosa 

pada media cair memberikan pengaruh yang signifikan pada kemampuan bakteri 

untuk menempel satu sama lain sehingga lebih mudah untuk membentuk biofilm. 

Setelah proses kultur dan pencucian pada microplate, dilakukan pewarnaan 

dengan kristal violet 1%. Menurut Mohsenipour et al.(2015), kristal violet 

merupakan pewarna yang dapat berikatan dengan permukaan molekul dan 

polisakarida pada EPS yang menyusun struktur biofilm sehingga tidak akan hilang 

saat proses pencucian. Hasil deteksi uji pembentukan biofilm pada microplate 

dapat dilihat pada gambar 4.2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

Gambar 4.2. Hasil uji deteksi pembentukan biofilm bakteri (a) S. aureus dan 

(b) E. coli pada microplate (kiri kelompok uji, kanan kelompok 
kontrol negatif). Tanda panah menunjukkan plak biofilm. 

 
Gambar di atas menunjukkan bahwa baik S. aureus maupun E. coli dapat 

membentuk biofilm dengan terlihatnya plak berwarna ungu pada bagian dasar dan 

juga dinding well microplate dibandingkan dengan kontrol negatif. Hal ini sesuai 

dengan penjelasan Lewandowski & Beyenal (2014) bahwa indikasi pembentukan 

biofilm pada microplate dapat dilihat dengan ada atau tidaknya plak pada 

(a) (b) 
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permukaan microplate baik di bagian dasar dan dinding sumuran dibantu dengan 

pewarnaan kristal violet. Hasil positif ditunjukkan apabila plak terbentuk dan 

dapat mengikat pewarna kristal violet sehingga terlihat berwarna ungu. 

Berdasarkan gambar di atas, terdapat perbedaan dimana bakteri S. aureus 

menghasilkan biofilm yang lebih tebal daripada E. coli terlihat dari lebih pekatnya 

warna ungu pada plak kelompok uji S. aureus. Dijelaskan oleh Mohsenipour et al. 

(2015) bahwa semakin tebal biofilm yang terbentuk, semakin banyak pula kristal 

violet yang akan terikat. 

Hasil pembentukan biofilm pada microplate tersebut dilanjutkan dengan 

pengukuran nilai Optical Density (OD). Pengukuran nilai OD pada penelitian ini 

dilakukan untuk mengetahui kekuatan pembentukan biofilm bakteri. Brown 

(2022) menjelaskan bahwa Optical Density (OD) adalah metode untuk mengukur 

pertumbuhan mikroba berdasarkan kerapatan optiknya. Nilai OD menunjukkan 

ukuran jumlah mikroba dalam suspensi yang berbanding lurus dengan kekeruhan 

media. Semakin tinggi nilai OD menandakan semakin keruh media yang berarti 

semakin banyak jumlah sel mikroba yang tumbuh pada media tersebut. Jika 

digunakan untuk mengukur pembentukan biofilm, semakin tinggi nilai OD 

menunjukkan semakin banyaknya biofilm yang terbentuk pada permukaan.Data 

nilai OD hasil uji deteksi pembentukan biofilm disajikan pada tabel 4.1. 
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Tabel 4.1.Nilai OD dan Hasil Pengkategorian Biofilm 

 
Ulangan ke- 

Rata-rata 
1 2 3 

S. aureus 0,626 0,632 0,644 0,634 
E. coli 0,231 0,240 0,248 0,240 

Kontrol negatif 0,067 0,071 0,075 0,071 

S. aureus E. coli 

4 × ODc < ODisolat 2 × ODc < ODisolat ≤ 4 × ODc 
0,284 < 0,634 0,142 < 0,240 ≤ 0,284 

(strong biofilm producer) (moderate biofilm producer) 
Sumber: Kirmusaoglu (2019) 

 
Uji ini dilakukan untuk mengetahui tingkatan pembentukan biofilm bakteri 

uji dengan mengukur nilai Optical Density (OD) isolat bakteri uji yang 

dibandingkan dengan nilai OD kontrol negatif. Hasil data yang diperoleh 

menunjukkan bahwa kedua bakteri uji dapat membentuk biofilm ditandai dengan 

nilai OD isolat yang lebih besar dari OD kontrol negatif. Hal ini sesuai dengan 

penjelasan Kirmusaoglu (2019) bahwa jika nilai OD bakteri uji lebih dari nilai OD 

kontrol negatif, maka bakteri tersebut positif membentuk biofilm 

Berdasarkan tabel di atas, kedua bakteri uji memiliki kemampuan 

pembentukan biofilm yang berbeda. Bakteri S. aureus merupakan pembentuk 

biofilm kuat karena memenuhi rumus (4 × ODc < ODisolat), sedangkan bakteri E. 

coli membentuk biofilm sedang sesuai dengan rumus (2 × ODc < ODisolat ≤ 4 × 

ODc). Kekuatan kedua bakteri uji dalam membentuk biofilm tersebut sesuai 

dengan penelitian sebelumnya, yaitu Neopane et al (2018) yang menyatakan 

bahwa S. aureus memiliki kemampuan pembentukan biofilm yang kuat serta 

penelitian Ramadan et al. (2017) yang menyatakan bahwa E. coli memiliki 

kekuatan pembentukan biofilm sedang. Menurut Lewandowski & Beyenal (2014), 
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bakteri pembentuk biofilm kuat (strong biofilm producer) mampu membentuk 

matriks biofilm lebih cepat dan lebih tebal daripada bakteri pembentuk biofilm 

sedang dan lemah (moderate and weak biofilm producer) dalam kurun waktu 

yang sama. Hal inilah yang menyebabkan bakteri pembentuk biofilm kuat 

seringkali lebih resisten terhadap zat antibiotik. 

Pembentukan biofilm pada bakteri secara umum terdiri dari tiga tahap 

seperti yang dijelaskan oleh Purbowati (2016) serta Hidayati &Liuwan (2019) 

yaitu: attachment (penempelan), maturasi, dan dispersi. Pada tahap attachment, 

bakteri melakukan perlekatan antar sel serta pada permukaan secara reversibel. 

Setelahnya akan terjadi perlekatan ireversibel yaitu sel-sel mikroba membentuk 

mikrokoloni. Proses ini melibatkan sebuah komunikasi untuk pengaturan 

pertumbuhan yang disebut dengan quorum sensing. Saat komunikasi mencapai 

threshold, akan terjadi aktivasi genetik untuk memproduksi eksopolisakarida. 

Pada tahap maturasi, terbentuk pori-pori untuk memfasilitasi pengangkutan 

nutrisi, difusi oksigen dan komponen lain yang diperlukan untuk pertumbuhan 

bakteri serta menghilangkan produk sisa dan sel-sel mati. Pada tahap dispersi, sel-

sel yang tumbuh secara aktif dalam biofilm dapat melepaskan diri menjadi bentuk 

planktonik kembali. 

4.2 Aktivitas Antibiofilm Cell-Free Supernatant Lactobacillus 

plantarumTerhadap Staphylococcus aureus dan Eschericia coli 

Zat antibiofilm yang digunakan pada penelitian ini yaitu CFS hasil 

ekstraksi dari kultur bakteri L. plantarum dalam media MRSB yang diinkubasi 

selama 48 jam. Berdasarkan Hidayatulloh et al. (2019), pada jam ke 24 sampai 
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48, pertumbuhan L. plantarum berada pada fase stasioner di mana produk 

metabolit primer telah terakumulasi dan produk metabolit sekunder seperti 

eksopolisakarida dan bakteriosin sudah terbentuk. Uji  aktivitas antibiofilm pada 

penelitian ini meliputi uji pencegahan penempelan biofilm, uji penghambatan 

pembentukan biofilm, dan uji penghancuran/degradasi biofilm.  

4.2.1 Uji Pencegahan Penempelan Biofilm Staphylococcus aureus dan 

Eschericia coli 

 Uji pencegahan penempelan biofilm dilakukan untuk mengetahui 

kemampuan CFS L. plantarum dalam mencegah penempelan biofilm bakteri uji 

pada fase awal pembentukan biofilm. Hasil uji pencegahan penempelan biofilm 

dapat dilihat pada lampiran 6. Data hasil pengukuran OD dan presentase 

pencegahan penempelan biofilm disajikan pada gambar 4.2 dan 4.3. 

 

 

Gambar 4.3. Hasil OD uji pencegahan penempelan biofilm S. aureus dan E. 
coli. Keterangan: Tanda (*) menunjukkan adanya perbedaan 
signifikan (p-value < 0,05). 
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Gambar di atas menunjukkan bahwa kontrol media menghasilkan nilai OD 

terendah sebesar 0,046. Sedangkan kontrol negatif yaitu suspensi bakteri uji tanpa 

penambahan CFS memiliki nilai OD tertinggi sebesar 0,649 untuk bakteri S. 

aureus dan 0,407 untuk bakteri E. coli. Nilai OD pada seluruh konsentrasi 

kelompok uji lebih rendah daripada kontrol negatif. Penurunan nilai OD 

dibandingkan dengan kontrol negatif tersebut menunjukkan bahwa ketebalan 

matriks biofilm yang terbentuk berkurang setelah diberi perlakuan dengan CFS 

dan menandakan bahwa CFS L. plantarum memiliki aktivitas pencegahan 

penempelan biofilm bakteri S. aureus dan E. coli. 

Nilai OD tertinggi kelompok uji yaitu 0,137 untuk bakteri S. aureus dan 

0,289 untuk bakteri E. coli, yang merupakan hasil uji pada konsentrasi 12,5% 

sedangkan OD terendah pada konsentrasi 50% yaitu sebesar 0,089 untuk bakteri 

S. aureus dan 0,215 untuk bakteri E. coli. Hal ini menunjukkan bahwa konsentrasi 

CFS 50% merupakan konsentrasi yang paling efektif untuk mencegah 

penempelan biofilm karena nilai OD yang dihasilkan paling rendah dan juga 

berbeda signifikan. Nilai OD menunjukkan grafik yang terus menurun dari 

konsentrasi 12,5% sampai konsentrasi 50%. Maka dapat disimpulan bahwa 

semakin tinggi konsentrasi CFS yang digunakan, semakin rendah nilai OD yang 

menandakan semakin baiknya tingkat pencegahan penempelan biofilm. 
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Gambar 4.4. Presentase aktivitas pencegahan penempelan biofilm S. aureus 
dan E. coli. Keterangan: Tanda (*) menunjukkan adanya perbedaan 
signifikan (p-value < 0,05). 

 

Gambar di atas menunjukkan presentase pencegahan penempelan biofilm 

oleh CFS L. plantarum. Presentase pencegahan penempelan biofilm meningkat 

dari konsentrasi 12,5% hingga konsentrasi 50% yang menunjukkan bahwa 

semakin tinggi konsentrasi CFS yang digunakan, semakin tinggi pula presentase 

pencegahan penempelan biofilm yang dihasilkan. Hal ini dikarenakan semakin 

tinggi presentase CFS, semakin banyak kandungan zat antibiofilm di dalamnya 

sehingga dapat mencegah penempelan biofilm dengan lebih baik. 

Presentase pencegahan tertinggi terdapat pada perlakuan konsentrasi CFS 

50% yaitu sebesar 86% untuk bakteri S. aureus dan 47% untuk bakteri E. coli. 

Sedangkan presentase pencegahan terendah yaitu 79% untuk bakteri S. aureus dan 

29% untuk bakteri E. coli yang dihasilkan dari perlakuan konsentrasi CFS 12,5%. 

Famuyide et al. (2019) menjelaskan bahwa suatu ekstrak dikatakan memiliki 

aktivitas antibiofilm yang baik dan efektif apabila dapat menghasilkan presentase 
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aktivitas antibiofilm sebesar ≥50%. Sedangkan presentase 0-49% dapat dikatakan 

memiliki aktivitas antibiofilm rendah. Maka dapat disimpulkan bahwa semua 

konsentrasi CFS yang digunakan memiliki kemampuan mencegah penempelan 

biofilm yang lebih baik pada S. aureus karena seluruhnya mampu menghasilkan 

konsentrasi pencegahan di atas 50% tetapi kurang efektif dalam mencegah 

penempelan biofilm E. coli karena seluruhnya menghasilkan konsentrasi kurang 

dari 50%. 

Penempelan sel bakteri pada permukaan (surface) adalah proses awal 

dalam tahapan pembentukan biofilm. Perbedaan efek CFS terhadap hasil 

pencegahan penempelan biofilm bakteri uji tersebut dikarenakan kedua bakteri uji 

memiliki mekanisme yang berbeda dalam proses penempelannya ketika 

membentuk biofilm. Pembentukan biofilm S.aureus dimulai ketika sel-sel 

planktonik menempel pada permukaan dan mulai membentuk mikrokoloni 

(Hidayati & Liuwan, 2019). Proses ini diikuti oleh ekpresi Polysaccharide 

Intercellular Adhesin (PIA) yang dikontrol oleh operon intracellular adhesion 

(ica), teichoic acid, dan Accumulation Associated Protein (Aap) (Utami et 

al.,2020). Berdasarkan penelitian Lee et al. (2021), dijelaskan bahwa PIA 

merupakan kunci dalam pembentukan matriks biofilm dan perlekatan bakteri ke 

permukaan. CFS dari L. plantarum mampu menurunkan ekspresi operon icaA 

sehingga menurunkan kemampuan S. aureus untuk mensintesis PIA dan 

mencegah penempelannya untuk membentuk biofilm. 

Berdasarkan Carrascosa et al.(2021) dan Sharma et al. (2016), pada E  

coli, virulensi berkaitan dengan perlekatan sel yang dibantu fili, flagela, fimbria 
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tipe 1 dan fibria curli serta protein membran. Flagela berperan dalam motilitas 

bakteri, flagela bersama fimbria tipe 1 membantu perlekatan awal bakteri pada 

permukaan. Fimbria curli meningkatkan interaksi antar sel untuk membentuk 

mikrokoloni. Setelah melekat, flagela akan lepas dan bakteri mulai memproduksi 

zat polimer ekstraseluler (EPS) yang membantu bakteri lebih tahan terhadap 

tekanan lingkungan dan zat antimikroba (Carrascosa et al., 2021). 

Efek CFS terhadap pencegahan penempelan biofilm E. coli yang kurang 

baik pada penelitian ini sesuai dengan hasil penelitian Lee et al. (2021) di mana 

CFS L. plantarum hanya menghasilkan presentase pencegahan biofilm E. coli 

sebesar 11,03%. Meski begitu, Lee menjelaskan bahwa CFS L. plantarum dapat 

menurunkan ekspresi gen flagellar motor synthesis gene (fliA) yang meregulasi 

pergerakan flagel pada E. coli sehingga mobilitas E. coli terhambat dan mencegah 

perlekatannya untuk membentuk biofilm. Zamani et al. (2017) menambahkan, 

eksopolisakarida (EPS) di dalam CFS yang dihasilkan dari bakteri probiotik juga 

mencegah pembentukan biofilm E. coli dengan menurunkan gen produksi curli. 

Hasil data uji pencegahan penempelan biofilm kemudian dianalisis secara 

statistik. Data diuji normalitas dan homogenitas terlebih dahulu menggunakan uji 

Shapiro-Wilk untuk menentukan normalitas data serta uji Levene untuk 

menentukan homogenitas data. Pada uji normalitas, diperoleh data dari S. aureus 

dan E. coli berdistribusi normal (p-value>0,05) dan pada uji homogenitas 

diperoleh data S. aureus dan E. coli terdistribusi homogen (p-value>0,05). 

Pengujian selanjutnya menggunakan uji one-way ANOVA untuk 

mengetahui apakah terdapat perbedaan yang signifikan antar kelompok data. Hasil 
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uji pada kedua jenis bakteri menunjukkan nilai p-value = 0,000 yang berarti 

bahwa terdapat perbedaan signifikan antar kelompok perlakuan uji pencegahan 

penempelan biofilm (p-value<0,05). Untuk mengetahui kelompok perlakuan mana 

yang memiliki perbedaan signifikan, dilakukan uji lanjut Post Hoc Tukey dengan 

kriteria bahwa jika kelompok perlakuan menghasilkan nilai signifikansi (p-value) 

<0,05, maka terdapat perbedaan pengaruh secara signifikan antara pemberian 

masing-masing perlakuan tersebut. Hasil uji seperti yang tertera pada gambar 4.3 

dan 4.4 menunjukkan bahwa pada kedua bakteri uji, didapatkan perbedaan 

signifikan pada kelompok kontrol negatif, kelompok kontrol media, dan 

kelompok perlakuan konsentrasi CFS meliputi konsentrasi 25% dan 50%. 

 Pengujian yang terakhir yaitu uji korelasi Pearson untuk mengetahui 

hubungan tingkat pemberian CFS L. plantarum terhadap hasil OD pencegahan 

penempelan biofilm S. aureus dan E. coli. Hasil uji korelasi Pearson pada bakteri 

S. aureus menghasilkan nilai p-value = 0,004 dan pada bakteri E. coli 

menghasilkan nilai p-value = 0,001 (p-value<0,05) yang berarti terdapat korelasi 

antara besarnya konsentrasi ekstrak CFS yang digunakan dengan tingkat 

pencegahan penempelan biofilm kedua bakteri uji tersebut (dilihat dari nilai OD). 

Korelasi menunjukkan tingkat hubungan yang sangat kuat dengan nilai koefisien 

korelasi (r) sebesar −0,847 pada S. aureus dan −0,909 pada E. coli. Kedua nilai ini 

menandakan arah korelasi negatif yang berarti semakin tinggi konsentrasi CFS 

yang digunakan menghasilkan nilai OD yang semakin rendah (tingkat pencegahan 

penempelan biofilm semakin tinggi). Maka dapat disimpulkan bahwa nilai OD uji 

pencegahan penempelan bioflm S. aureus dan E. coli dipengaruhi secara 
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signifikan oleh besarnya konsentrasi CFS L. plantarum dengan derajat korelasi 

sangat kuat. 

4.2.2 Uji Penghambatan Pembentukan Biofilm Staphylococcus aureus dan 

Eschericia coli 

Uji penghambatan pembentukan biofilmdilakukan untuk mengetahui 

kemampuan CFS L. plantarum dalam menghambat pembentukan biofilm bakteri 

uji pada fase pertumbuhan. Hasil uji pencegahan penempelan biofilm dapat dilihat 

pada lampiran 7. Data hasil pengukuran OD dan presentase penghambatan 

pembentukan biofilm disajikan pada gambar 4.4 dan 4.5. 

 

   

Gambar 4.5. Hasil OD penghambatan pembentukan biofilm S. aureus dan E. 
coli. Keterangan: Tanda (*) menunjukkan adanya perbedaan 
signifikan (p-value < 0,05). 
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kelompok perlakuan yaitu pada kontrol negatif sebesar 0,206 untuk bakteri S. 

aureus dan 0,436 untuk bakteri E. coli. Nilai OD pada seluruh konsentrasi 
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dengan kontrol negatif tersebut menandakan bahwa ketebalan matriks biofilm 

berkurang akibat diberi perlakuan dengan CFS L. plantarum. Maka dapat 

diketahui bahwa CFS L. plantarum memiliki aktiivitas penghambatan 

pembentukan biofilm bakteri S. aureus dan E. coli. 

Terdapat perbedaan pada hasil uji penghambatan tersebut terhadap kedua 

jenis bakteri uji. Pada bakteri S. aureus, grafik nilai OD terus meningkat dari 

konsentrasi 12,5% hingga konsentrasi 50% sedangkan pada E. coli, grafik 

menunjukkan hasil yang sebaliknya. Peningkatan nilai OD seiring dengan 

peningkatan konsentrasi CFS pada S. aureus tersebut menunjukkan penurunan 

efektivitas dalam penghambatan biofilm. Hal ini kemungkinan disebabkan adanya 

reaksi kejenuhan reaksi antara senyawa aktif pada CFS dan targetnya. Katzung et 

al. (2012) menjelaskan apabila suatu zat atau senyawa mengalami kejenuhan 

reaksi terhadap reseptor targetnya, maka peningkatan dosis tidak dapat 

mempengaruhi peningkatan efek yang diinginkan. Wahyudi et al. (2018) 

menambahkan bahwa hubungan antara perlakuan dengan respon tidak terjamin 

positif, yang berarti peningkatan dosis tidak selalu menghasilkan efektivitas yang 

meningkat pula. 

Keseluruhan nilai OD penghambatan pada S. aureus lebih rendah dari 

kontrol media. Nilai OD tertinggi pada S. aureus yaitu pada konsentrasi 50% 

sebesar 0,068 dan terendah pada konsentrasi 12,5% sebesar 0,050. Nilai OD 

tertinggi pada E. coli sebesar 0,234 pada konsentrasi 12,5%. Sedangkan pada 

konsentrasi 50% menghasilkan OD terendah sebesar 0,107, yang merupakan satu-

satunya nilai OD yang lebih rendah dari kontrol media dibanding dua konsentrasi 



56 
 

 

 

lainnya. Dapat disimpulkan bahwa pada S. aureus, semakin tinggi konsentrasi 

CFS yang digunakan, semakin tinggi nilai OD yang dihasilkan menandakan 

semakin rendahnya tingkat penghambatan pembentukan biofilm. Konsentrasi CFS 

12,5% merupakan konsentrasi yang paling efektif untuk menghambat 

pembentukan biofilm S. aureus karena nilai OD yang dihasilkan paling rendah 

serta tidak berbeda signifikan meskipun digunakan konsentrasi lebih tinggi. 

Sebaliknya, pada E. coli, semakin tinggi konsentrasi CFS yang digunakan, 

semakin rendah nilai OD yang dihasilkan dan menandakan bahwa tingkat 

penghambatan pembentukan biofilmnya semakin baik. Konsentrasi CFS 50% 

paling efektif untuk menghambat pembentukan biofilm E. coli karena nilai OD 

yang dihasilkan paling rendah dan berbeda signifikan. 

 

 

Gambar 4.6. Presentase aktivitas penghambatan pembentukan biofilm S. 
aureus dan E. coli. Keterangan: Tanda (*) menunjukkan adanya 
perbedaan signifikan (p-value < 0,05). 
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seiring dengan peningkatan konsentrasi CFS yang digunakan. Hal 

inimenunjukkan bahwa semakin tinggi konsentrasi CFS yang digunakan, semakin 

rendah presentase penghambatan pembentukan biofilm yang dihasilkan. 

Sebaliknya, pada bakteri E. coli, grafik terus meningkat seiring dengan 

peningkatan konsentrasi CFS yang menunjukkan bahwa semakin tinggi 

konsentrasi CFS yang digunakan, semakin tinggi pula presentase penghambatan 

pembentukan biofilm yang dihasilkan. 

Presentase penghambatan tertinggi pada S. aureus terdapat pada 

konsentrasi 12,5% yaitu sebesar 76% dan terendah pada konsentrasi 50% sebesar 

67%. Pada E. coli, presentase penghambatan tertinggi pada konsentrasi 50% 

sebesar 76%. Sedangkan presentase terendah pada konsentrasi 12,5% sebesar 

46%. Berdasarkan Famuyide et al. (2019), aktivitas antibiofilm dikatakan baik 

dan efektif apabila presentase yang dihasilkan ≥50%. Sedangkan apabila 

dihasilkan presentase 0-49%, aktivitas antibiofilm dapat dikatakan rendah. Maka 

dapat disimpulkan bahwa seluruh konsentrasi CFS L. plantarum pada penelitian 

ini menghasilkan aktivitas penghambatan pembentukan biofilm S. aureus yang 

baik karena seluruhnya menghasilkan presentase penghambatan di atas 50%. 

Begitu juga terhadap E. coli, kecuali pada konsentrase 12,5% yang memiliki 

aktivitas penghambatan pembentukan biofilm rendah karena menghasilkan 

presentase yang kurang dari 50%. 

Proses pembentukan biofilm bakteri terus mengalami pertumbuhan dan 

pematangan setelah bakteri berhasil melekat pada permukaan (surface). Pada 

tahap pertumbuhan, bakteri melakukan komunikasi antar sel yang disebut dengan 
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Quorum Sensing (QS) dan mulai membentuk matriks biofilm. Pada tahap ini, 

senyawa dalam CFS berperan sebagai penghambat pertumbuhan biofilm. 

Carvalho et al. (2021) menyatakan bahwa CFS bakteri probiotik menghambat 

proliferasi biofilm E. coli dan S. aureus dengan mengurangi kepadatan sel dan 

biomassa biofilm setelah 24 jam kontak.Selain itu, produksi metabolit yang 

bersifat antagonis seperti bakteriosin dapat mengacaukan organisasi biofilm 

sehingga proses pembentukan matriks biofilm terganggu. Carvalho et al. (2020) 

menambahkan, EPS yang terkandung dalam CFS dapat menurunkan 

hidrofobisitas permukaan sel dan produksi molekul sinyal yang terlibat dalam QS 

sehingga menghambat pembentukan biofilm E. coli. 

Hasil data uji penghambatan pembentukan biofilm kemudian dianalisis 

secara statistik. Data diuji normalitas dan homogenitas terlebih dahulu 

menggunakan uji Shapiro-Wilk dan uji Levene. Pada uji normalitas, diperoleh data 

dari S. aureus dan E. coli berdistribusi normal (p-value>0,05) dan pada uji 

homogenitas diperoleh data S. aureus dan E. coli terdistribusi homogen (p-

value>0,05). 

Pengujian selanjutnya menggunakan uji one-way ANOVA. Hasil uji pada 

kedua jenis bakteri menunjukkan nilai p-value = 0,000 yang berarti bahwa 

terdapat perbedaan signifikan antar kelompok perlakuan uji penghambatan 

pembentukan biofilm (p-value<0,05). Hasil uji Post Hoc Tukey seperti yang 

tertera pada gambar 4.5 dan 4.6 menunjukkan bahwa pada S. aureus, didapatkan 

perbedaan signifikan pada kelompok kontrol negatif dan kelompok kontrol media. 

Pada E. coli, perbedaan signifikan terdapat pada seluruh kelompok perlakuan 
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meliputi kelompok kontrol negatif, kelompok kontrol media, dan kelompok 

perlakuan konsentrasi CFS 12,5%, 25% dan 50%.Pengujian yang terakhir yaitu 

uji korelasi Pearson. Hasil uji korelasi Pearson pada bakteri S. aureus 

menghasilkan nilai p-value = 0,003 dan pada bakteri E. coli menghasilkan nilai p-

value = 0,000 (p-value<0,05) yang berarti terdapat korelasi antara besarnya 

konsentrasi ekstrak CFS yang digunakan dengan tingkat penghambatan 

pembentukan biofilm kedua bakteri uji tersebut (dilihat dari nilai OD). 

Korelasi menunjukkan tingkat hubungan yang sangat kuat pada kedua 

bakteri uji tetapi terdapat perbedaan pada arah korelasinya. Pada S. aureus, nilai 

koefisien korelasi (r) sebesar 0,857 menandakan arah korelasi positif yang berarti 

semakin tinggi konsentrasi CFS yang digunakan menghasilkan nilai OD yang 

semakin tinggi pula (tingkat penghambatan pembentukan biofilm semakin 

rendah). Sedangkan pada E. coli, nilai r = −0,947 menandakan arah korelasi 

negatif yang berarti semakin tinggi konsentrasi CFS yang digunakan, semakin 

rendah nilai OD yang dihasilkan (tingkat penghambatan pembentukan biofilm 

semakin tinggi). Maka dapat disimpulkan bahwa nilai OD uji penghambatan 

pembentukan bioflm S. aureus dan E. coli dipengaruhi secara signifikan oleh 

besarnya konsentrasi CFS L. plantarum dengan derajat korelasi sangat kuat. 

4.2.3 Uji Penghancuran/Degradasi Biofilm Staphylococcus aureus dan 

Eschericia coli 

Uji penghancuran biofilm dilakukan untuk mengetahui apakah CFS L. 

plantarum memiliki kemampuan untuk menghancurkan biofilm bakteri uji yang 

telah terbentuk. Hasil uji pencegahan penempelan biofilm dapat dilihat pada 
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lampiran 8. Data hasil pengukuran OD dan presentase penghancuran biofilm 

disajikan pada gambar 4.6 dan 4.7. 

 

 

Gambar 4.7. Hasil OD penghancuran biofilm S. aureus dan E. coli. 
Keterangan: Tanda (*) menunjukkan adanya perbedaan signifikan 
(p-value < 0,05). 
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menunjukkan bahwa ketebalan plak biofilm yang terbentuk berkurang setelah 

diberi perlakuan dengan CFS yang menandakan bahwa CFS L. plantarum  mampu 
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CFS 25%. Sedangkan nilai OD terendah pada kelompok uji yaitu pada konsentrasi 

CFS 50% sebesar 0,100 untuk S. aureus dan 0,134 untuk E. coli. Konsentrasi CFS 

12,5% merupakan konsentrasi yang cukup efektif untuk menghancurkan biofilm 

S. aureus karena tidak ada perbedaan signifikan pada tingkat penurunan nilai OD 

meskipun digunakan konsentrasi yang lebih tinggi. Kosentrasi 50% merupakan 

konsentrasi yang paling efektif untuk menghancurkan biofilm E. coli karena nilai 

OD yang dihasilkan paling rendah dan berbeda signifikan. Nilai OD 

penghancuran biofilm pada S. aureus semakin menurun dari konsentrasi 12,5% 

hingga konsentrasi 50%. Sedangkan pada E. coli, nilai OD sedikit meningkat dari 

konsentrasi 12,5% ke konsentrasi 25% tetapi tidak signifikan, kemudian menurun 

kembali pada konsentrasi 50%. Maka dapat disimpulkan bahwa semakin tinggi 

konsentrasi CFS yang digunakan, semakin rendah nilai OD yang menandakan 

semakin baiknya tingkat penghancuran biofilm. 

 

Gambar 4.8. Presentase aktivitas penghancuran biofilm S. aureus dan E. 

coli.Keterangan: Tanda (*) menunjukkan adanya perbedaan signifikan 
(p-value < 0,05). 
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Hasil presentase uji penghancuran biofilm di atas menunjukkan terjadi 

peningkatan presentase penghancuran biofilm pada bakteri S. aureus seiring 

dengan peningkatan konsentrasi CFS yang digunakan. Hal ini berarti bahwa 

semakin tinggi konsentrasi CFS yang digunakan, semakin tinggi pula presentase 

penghancuran biofilm yang dihasilkan. Hal ini dikarenakan terdapat senyawa aktif 

di dalam CFS yang lebih banyak pada konsentrasi yang lebih tinggi sehingga 

dapat menghancurkan biofilm dengan lebih baik. Pada bakteri E. coli, grafik 

sedikit menurun dari konsentrasi 12,5% ke konsentrasi 25% tetapi tidak 

signifikan, lalu meningkat lagi pada konsentrasi 50%. 

Presentase penghancuran tertinggi pada S. aureus terdapat pada 

konsentrasi 50% yaitu sebesar 73% dan terendah pada konsentrasi 12,5% sebesar 

54%. Pada E. coli, presentase penghancuran tertinggi pada konsentrasi 50% 

sebesar 67%. Sedangkan presentase terendah pada konsentrasi 25% sebesar 49%. 

Berdasarkan Famuyide et al. (2019), aktivitas antibiofilm dikatakan baik dan 

efektif apabila presentase yang dihasilkan ≥50%. Sedangkan apabila dihasilkan 

presentase 0-49%, aktivitas antibiofilm dapat dikatakan rendah. Maka dapat 

disimpulkan bahwa seluruh konsentrasi CFS L. plantarum pada penelitian ini 

menghasilkan aktivitas penghancuran biofilm S. aureus yang baik karena 

seluruhnya menghasilkan presentase penghancuran di atas 50%. Begitu juga 

terhadap E. coli, kecuali pada konsentrase 25% yang memiliki aktivitas 

penghancuran biofilm rendah karena menghasilkan presentase yang kurang dari 

50%.Nilai ini menunjukkan satu-satunya hasil aktivitas penghancuran oleh CFS 

yang kurang baik karena presentasenya kurang dari 50%. 
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Biofilm bakteri terus mengalami pertumbuhan dan pematangan selama 

nutrisi masih tersedia. Dalam proses pematangan biofilm tersebut, struktur biofilm 

semakin keras, lapisan eksopolisakarida (EPS) juga semakin tebal. Kemampuan 

suatu bahan antibiofilm dalam menghancurkan biofilm yaitu dengan berpenetrasi 

menembus lapisan EPS dan mendegradasinya. Carvalho et al. (2021) menjelaskan 

bahwa CFS bakteri Lactobacillus secara signifikan dapat mengganggu integritas 

matriks biofilm E. coli dengan menurunkan aktivitas gen pengatur transkripsi 

(luxS, lsrK, dan lsrR) dalam sistem Quorum Sensing pada E. coli sehingga sel 

bakteri tidak dapat mengkatalisis pembentukan autoinducer AHL (acyl 

homoserine lactone) dan pada akhirnya terdispersi sehingga biofilm yang sudah 

terbentuk menjadi hancur. Selain itu, asam lipoteichoic yang terkandung dalam 

CFS jugamemiliki kemampuan untuk menghancurkan biofilm bakteri termasuk S. 

aureus dan E. coli yang telah terbentuk sebelumnya dengan mengganggu produksi 

EPS yang merupakan komponen utama pembentuk matriks biofilm. 

Hasil data uji penghancuran biofilm kemudian dianalisis secara statistik. 

Data diuji normalitas dan homogenitas terlebih dahulu menggunakan uji Shapiro-

Wilk dan uji Levene. Pada uji normalitas, diperoleh data dari S. aureus dan E. coli 

berdistribusi normal (p-value>0,05) dan pada uji homogenitas diperoleh data S. 

aureus dan E. coli terdistribusi homogen (p-value>0,05). 

Pengujian selanjutnya menggunakan uji one-way ANOVA. Hasil uji pada 

kedua jenis bakteri menunjukkan nilai p-value = 0,000 yang berarti bahwa 

terdapat perbedaan signifikan antar kelompok perlakuan uji penghancuran biofilm 

(p-value<0,05). Hasil uji Post Hoc Tukey seperti yang tertera pada gambar 4.7 dan 
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4.8 menunjukkan bahwa pada S. aureus, didapatkan perbedaan signifikan pada 

kelompok kontrol negatif, kelompok kontrol media, dan kelompok perlakuan 

konsentrasi CFS 12,5%. Pada E. coli, perbedaan signifikan terdapat pada 

kelompok kontrol negatif, kelompok kontrol media, dan kelompok perlakuan 

konsentrasi CFS 25% dan 50%. 

Pengujian yang terakhir yaitu uji korelasi Pearson untuk mengetahui 

hubungan tingkat pemberian CFS L. plantarum terhadap hasil OD penghancuran 

biofilm S. aureus dan E. coli. Hasil uji korelasi Pearson pada bakteri S. aureus 

menghasilkan nilai p-value = 0,022 dan pada bakteri E. coli menghasilkan nilai p-

value = 0,013 (p-value<0,05) yang berarti terdapat korelasi antara besarnya 

konsentrasi ekstrak CFS yang digunakan dengan tingkat penghancuran biofilm 

kedua bakteri uji tersebut (dilihat dari nilai OD). Korelasi menunjukkan tingkat 

hubungan yang kuat dengan nilai koefisien korelasi (r) sebesar −0,742 pada S. 

aureus dan −0,779 pada E. coli. Kedua nilai ini menandakan arah korelasi negatif 

yang berarti semakin tinggi konsentrasi CFS yang digunakan menghasilkan nilai 

OD yang semakin rendah (tingkat penghancuran biofilm semakin tinggi).  Maka 

dapat disimpulkan bahwa nilai OD uji penghancuran bioflm S. aureus dan E. coli 

dipengaruhi secara signifikan oleh besarnya konsentrasi CFS L. plantarum dengan 

derajat korelasi kuat. 

Berdasarkan hasil penelitian, CFS L. plantarum terbukti memiliki aktivitas 

antibiofilm terhadap bakteri S. aureus dan E. coli.Pada S. aureus, aktivitas 

antibiofilm tertinggi secara berturut-turut terjadi pada uji pencegahan penempelan, 

uji penghancuran, dan uji penghambatan pembentukan biofilm. Pada E. coli, 
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aktivitas antibiofilm tertinggi berturut-turut terjadi pada uji penghambatan 

pembentukan, uji penghancuran, dan uji pencegahan penempelan biofilm. Dari 

hasil tersebut, penggunaan CFS L. plantarum secara keseluruhan disarankan 

untuk diterapkan dalam proses pencegahan penempelan biofilm.Di mana pada 

tahap ini, seperti yang dijelaskan oleh Hidayati & Liuwan (2019), penempelan sel 

bakteri pada permukaan (surface) adalah proses paling awal yang menentukan 

keberhasilan pembentukan biofilm. Dengan melakukan pencegahan pada tahap 

ini, maka sel-sel bakteri bahkan tidak akan mampu melekat untuk membentuk 

biofilm. Hal ini didukung oleh El-Mokhtar et al. (2020), yang juga 

merekomendasikanpenerapan CFS dari Lactobacilli untuk mengendalikan infeksi 

yang disebabkan oleh patogen dengan cara mencegah kolonisasi patogen tersebut. 

4.3 Kajian Integrasi Islam Mengenai Aktivitas Antibiofilm CFS 

Lactobacllus plantarum Terhadap Staphylococcus aureus dan Eschericia coli 

Bakteri yang digunakan dalam penelitian ini adalah Staphylococcus aureus 

dan Eschericia coli. Berdasarkan hasil penelitian, kedua bakteri tersebut terbukti 

dapat membentuk biofilm pada makanan dan peralatan pengolahan pangan. Oleh 

karena itu, zat antibiofilm sangat dibutuhkan untuk mengatasi pembentukan 

biofilm bakteri patogen. Allah SWT. menjelaskan dalam QS: Ali-Imran [3]: 190-

191: 

ۡلِ وَٱلنَّهَارِ لَأٓ
رۡضِ وَٱخۡتلََِٰفِ ٱلََّّ

َ
َٰتِ وَٱلۡۡ مََٰوَ َٰ ِ إنَِّ فِِ خَلۡقِ ٱلسَّ َٰ بۡ

َ
وِيِ  ٱلۡۡ

ُ
ِ ِينَ  ١٩٠ يَََٰٰتل لۡأُ ٱلََّّ

رۡضِ رَبَّنَا 
َ
َٰتِ وَٱلۡۡ مََٰوَ رُونَ فِِ خَلۡقِ ٱلسَّ َٰ جُنُوبهِِمۡ وَيَتَفَكَّ ا وَعََلَ ا وَقُعُودا َ قيََِٰما يذَۡكُرُونَ ٱللََّّ

 ١٩١لَقۡتَ هََٰذَا بََٰطِلٗا سُبۡحََٰنَكَ فَقِنَا عَذَابَ ٱلنَّارِ مَا خَ 
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Artinya: “Sesungguhnya dalam penciptaan langit dan bumi, dan silih bergantinya 

malam dan siang terdapat tanda-tanda bagi orang-orang yang berakal (190). 
(yaitu) orang-orang yang mengingat Allah sambil berdiri atau duduk atau dalam 

keadan berbaring dan mereka memikirkan tentang penciptaan langit dan bumi 

(seraya berkata): "Ya Tuhan kami, tiadalah Engkau menciptakan ini dengan sia-

sia, Maha Suci Engkau, maka peliharalah kami dari siksa neraka (191)” 

(Kemenag RI). 
 

Tafsir Al-Mishbah dalam kitab Quraish Shihab (2002) menyebutkan 

bahwa ayat 190 di atas menegaskan tentang kepemilikan Allah SWT atas alam 

raya. Hukum-hukum alam yang melahirkan kebiasaan-kebiasaan, pada hakikatnya 

ditetapkan oleh Allah Yang Maha Hidup lagi Qayyum (Maha Menguasai dan 

Maha Mengelola segala sesuatu). Hakikat ini kembali ditegaskan pada ayat 191 

bahwa salah satu bukti kebenaran hal tersebut adalah mengundang manusia untuk 

berpikir, karena Sesungguhnya dalam penciptaan, yakni kejadian benda-benda 

yang terdapat dilangitdan perputaran bumi pada porosnya, yang melahirkan silih 

bergantinya siang dan malamterdapat tanda-tanda kekuasaan Allah, tidak ada zat 

yang dapat menandingi-Nya. Dijelaskan pula bahwa yang dinamai dengan Ulul 

Albab yaitu orang-orang yang terus menerus mengingat Allah, dengan ucapan 

atau hati dalam seluruh situasi dan kondisi. Mereka memikirkan tentang 

penciptaan yakni kejadian pada langitdan bumi sehingga mendapatkan 

kesimpulan bahwa tiadalah Allah menciptakan alam raya dan segala isinya ini 

dengan sia-sia. Apa yang terlihat atau terdengar terdapat kebaikan atau 

kekurangan. 

Ayat-ayat di atas menerangkan mengenai konsep muamalah kepada Allah 

SWT. Hikmah yang dapat diambil dari ayat-ayat di atas yaitu bahwa segala yang 

terdapat di alam semesta ini merupakan bukti kekuasaan Allah, segala hal yang 
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diciptakan oleh Allah merupakan salah satu bukti kekuasaan-Nya dan tidak ada 

yang sia-sia. Dari sinilah, manusia sebagai Ulul Albab yang diciptakan dengan 

dibekali akal pikiran sudah sepatutnya menggunakannya untuk memikirkan 

keajaiban ciptaan Allah SWT dan mempelajari ilmu-ilmu yang terdapat di 

dalamnya, di mana penciptaan Allah semuanya memiliki kebermanfaatan, baik 

yang menguntungkan maupun merugikan, baik yang terlihat maupun tidak. Hal 

ini merujuk pada mikroorganisme seperti bakteri yang meskipun dirancang 

berukuran sangat kecil dan tidak dapat dilihat dengan mata secara langsung, tetapi 

pastinya memiliki fungsi tersendiri sebagaimana yang telah ditetapkan oleh Allah 

yang diterangkan dalam QS. Al-A’la [87]: 2-3: 

ىَٰ  ِي خَلَقَ فَسَوَّ رَ فَهَدَىَٰ   ٢ٱلََّّ ِي قدََّ  ٣وَٱلََّّ
Artinya: “yang menciptakan, dan menyempurnakan (penciptaan-Nya) (2), dan 

yang menentukan kadar (masing-masing) dan memberi petunjuk (3)” (Kemenag 
RI). 
 

Makna penggalan surat di atas menurut tafsir Al-Mishbah (Shihab, 2002) 

yaitu mengenai kemahatinggian Allah SWT. kemahatinggian Allah adalah Dia 

yang menciptakan semua mahluk dan menyempurnakannya juga menentukan 

kadar masing-masing serta memberi petunjuk. Atas kuasa-Nya segala mahluk 

dapat melaksanakan peanan yang dan fungsi yang dituntut darinya dalam rangka 

tujuan penciptannnya. Sejalan dengn hal ini, tafsir An-Nuur (Ash Shiddieqy, 

2000) menyebutkan bahwa Allah SWT telah menentukan jangka-jangka segala 

sesuatu sehingga tiap-tiap mahluk dapat memberikan manfaat kepada mahluk 

yang lain. Hal ini dapat diangkat menjadi salah satu penerapan dari konsep 

muamalah terhadap alam. 
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Keseimbangan dan ketetapan sebagaimana makna ayat di atas dari sisi 

biologi dapat diresapi melelui fenomena dalam mikrobiologi dimana masing-

masing mikroorganisme memiliki peran yang melekat pada dirinya masing-

masing sehingga dapat tercipta suatu keseimbangan di alam. Dalam penelitian ini, 

bakteri Staphylococcus aureus dan Eschericia coli merupakan bakteri penyebab 

penyakit yang dapat membentuk biofilm. Bofilm merupakan suatu substansi yang 

menempel pada permukaan biotik dan abiotik yang dibentuk oleh bakteri dan sulit 

untuk dibersihkan karena strukturnya yang keras serta bersifat resisten. Hal ini 

tentunya akan menyebabkan kerusakan pada permukaan yang ditempeli serta 

meningkatkan resiko timbulnya penyakit. Untuk mengatasi hal tersebut, 

diperlukan suatu agen antibiofilm yang mampu mengendalikan biofilm sehingga 

dapat mencegah timbulnya penyakit maupun mengurangi kejadian infeksi akibat 

biofilm. Interaksi antara agen antibiofilm dan bakteri patogen pembentuk biofilm 

inilah yang meskipun tidak nampak secara terang-terangan, tetapi pastinya akan 

berkontribusi dalam terjaganya keseimbangan alam. Obat antibiofilm dapat 

ditemukan pula di alam dan perlu dilakukan pengujian untuk menemukan 

kesesuaian antara agen antibiofilm yang akan digunakan dengan target yang 

ditentukan. Rasulullah SAW bersabda: 

 إِناُ اللَُ لَُ  يَ ن زلُِ  دَاءًُ إِلاُ وَأنَ  زَلَُ لَهُ  شِفَاءً، عَلِمَهُ  مَنُ  عَلِمَهُ  وَُ جَهِلَهُ  مَنُ  جَهِلَهُ 
Artinya: “Sesungguhnya Allah Ta’ala tidak menurunkan penyakit, kecuali Allah 

juga menurunkan obatnya. Ada orang yang mengetahui ada pula yang tidak 

mengetahuinya.” (HR. Ahmad, ibnu Majjah dan Al Hakim) 
 

Hadis di atas menerangkan bahwa sesungguhnya Allah menciptakan 

segala sesuatu dengan pelengkapnya atas kekuasaan-Nya. Allah tidak akan 
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menurunkan setiap jenis penyakit kecuali dengan obatnya masing-masing, seperti 

halnya penyakit akibat biofilm bakterial. Tetapi tidak semua dapat mengetahui 

bagaimana bentuk dan dari mana obat tersebut berasal. Oleh karena hal itu, 

diperlukan sebuah penelitian sebagaimana penelitian sehingga dapat bermanfaat 

untuk menemukan obat antibiofilm. Hal ini merupakan salah satu penerapan dari 

konsep muamalah kepada sesama manusia. Salah satu agen antibiofilm yang 

terdapat di alam yaitu bakteri probiotik contohnya Lactobacillus plantarum. 

Bakteri tersebut berperan sebagai probiotik yang terbukti mampu meningkatkan 

kesehatan danjuga dilaporkan memiliki potensi sebagai agen antibiofilm. L. 

plantarum dapat menghasilkan bahan metabolit yang bersifat antagonis dan 

antibiofilm terhadap bakteri patogen sehingga dapat digunakan untuk mengurangi 

kejadian penyakit akibat biofilm. 
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BAB V 

PENUTUP 

5.1 Kesimpulan 

 Kesimpulan pada penelitian ini yaitu: 

1. Staphylococcus aureus merupakan bakteri pembentuk biofilm kuat 

sedangkan Eschericia coli membentuk biofilm sedang. 

2. Cell-free supernatant Lactobacillus plantarum memiliki aktivitas 

pencegahan penempelan biofilm, penghambatan pembentukan biofilm, 

dan penghancuran biofilm. Presentase pencegahan tertinggi pada 

konsentrasi 50% yaitu sebesar 86% untuk bakteri S. aureus dan 47% untuk 

bakteri E. coli. Presentase penghambatan tertinggi pada konsentrasi 12,5% 

untuk S. aureus dan pada konsentrasi 50% untuk E. coli yaitu sebesar 

76%. Presentase penghancuran tertinggi pada konsentrasi 50% yaitu 

sebesar 73% untuk S. aureus dan sebesar 67% untuk E. coli. 

5.2 Saran 

 Penelitian ini masih memiliki banyak kekurangan. Oleh karena itu, penulis 

memberikan saran pada penelitian ini yaitu: 

1. Diperlukan uji lebih lanjut untuk mendapatkan dosis penggunaan 

konsentrasi CFS Lactobacillus plantarum yang efektif untuk mencegah 

penempelan biofilm E. coli. 

2. Diperlukan penelitian lanjutan untuk menguji aktivitas antibiofilm CFS 

Lactobacillus plantarum pada konsentrasi yang lebih tinggi dari 50%. 
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3. Diperlukan penelitian lebih lanjut mengenai senyawa spesifik yang 

terkandung dalam CFS Lactobacillus plantarum dan mekanisme senyawa 

tersebut dalam mengatasi biofilm. 

4. Disarankan bagi peneliti selanjutnya untuk meneliti aktvitas antibiofilm 

CFS Lactobacillus plantarum dengan metode yang berbeda atau terhadap 

bakteri uji yang berbeda.  
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LAMPIRAN 

 

Lampiran 1.Alat-alat yang Digunakan pada Penelitian 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Autoklaf Autoklaf 
dekstruksi 

Inkubator 

Neraca analitik Vortex Laminar Air Flow (LAF) 

Hot plate 

Spektrofotometer Microplate reader 



79 
 

 

 

Lampiran 2.Komposisi Media 

1. NA (Nutrient Agar) (gr/L) : 

Lab-Lemco Powder : 1 gram 

Yeast Extract  : 2 gram 

Peptone   : 5 gram 

Sodium Chloride (NaCl) : 5 gram 

Agar   : 15 gram 

Water   : 1 Liter 

pH akhir   : 7.4 ± 0.2 @ 25°C 

 

2. MRS (de Man Rogosa Sharpe) Agar (gr/L) : 

Dextrose   : 20 gram 

Bacteriological peptone : 10 gram 

Beef extract  : 8 gram 

Sodium acetate  : 5 gram 

Yeast extract  : 4 gram 

Dipotasium phosphate : 2 gram 

Ammonium citrate  : 2 gram 

Tween 80   : 1 gram 

Magnesium sulfate  : 0,2 gram 

Manganese sulfate  : 0,05 gram 

Bacteriological agar : 10 gram 

pH akhir   : 5 - 6,5 

 

3. MRS (de Man Rogosa Sharpe) Broth (gr/L) : 

Proteose peptone  : 10 gram 

HM Peptone B#  : 10 gram 

Dextrose   : 20 gram 

Sodium acetate  : 5 gram 

Yeast extract  : 5 gram 

Dipotasium phosphate : 2 gram 

Ammonium citrate  : 2 gram 

Tween 80   : 1 gram 

Magnesium sulfate  : 0,1 gram 

Manganese sulfate  : 0,05 gram 

Final pH (at 25°C)   : 6.5±0.2 
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4. TSB (Typtone Soya Broth) (gr/L) : 

Pancreatic digest of casein  : 17 gram 

Papaic digest of soyabean meal : 3 gram 

Sodium chloride   : 5 gram 

Dextrose    : 2,5 gram 

Dibasic potassium phosphate : 2,5 gram 

Final pH (at 25°C)    : 7.3±0.2 

 

5. BHIA (Brain Heart Infusion Agar) (gr/L) : 

Calf Brain Infusion Padat : 200gram 

Beef Heart Infusion Padat : 250gram 

Protease Pepton   : 10gram 

Dextrose   : 2gram 

Sodium Chloride  : 5gram 

Disodium Phosphate : 2,5gram 

Agar   : 15 gram 

Final pH (at 25°C)   : 7.4±0.2 
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Lampiran 3. Proses Pembuatan Cell-Free Supernatant (CFS) L. plantarum 

 

 

Kultur bakteri L. plantarum pada 
media MRSA 

Pembuatan tiga macam 
konsentrasi CFS (12,5 %, 

25%, dan 50% dengan 
penambahan media TSB) 

Kultur bakteri L. plantarum pada 
media MRSB setelah inkubasi 

selama 48 jam 

Hasil CFS setelah disentrifugasi 
pada kecepatan 3000 rpm, 20oC 

selama 15 menit 

Hasil CFS setelah disaring 
menggunakan filter paper 0,22 μm 
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Lampiran 4.Gambaran Uji Deteksi Pembentukan Biofilm pada Microplate 

 

Gambaran Uji Deteksi Pembentukan Biofilm pada Microplate 

 

 

 

 

 

 

 

 

Keterangan:  

 Kelompok uji suspensi S. aureus  

 Kelompok uji suspensi E. coli 

 Kelompok kontrol media 
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Lampiran 5.Gambaran Uji Aktivitas Antibiofilm pada Microplate 

 

Gambaran Uji Pencegahan Penempelan Biofilm, Penghambatan 

Pembentukan Biofilm, dan Penghancuran Biofilm pada Microplate 
 

 

 

 

 

 

 

 

Keterangan: 

 Kelompok uji CFS 12,5% pada S. aureus   

 Kelompok uji CFS 25% pada S. aureus 

 Kelompok uji CFS 50% pada S. aureus 

 Kelompok uji CFS 12,5% pada E. coli 

 Kelompok uji CFS 25% pada E. coli 

 Kelompok uji CFS 50% pada E. coli 

 Kelompok kontrol negatifS. aureus 

 Kelompok kontrol negatifE. coli 

 Kelompok kontrol media 
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Lampiran 6.Hasil Uji Aktivitas Pencegahan Penempelan Biofilm pada 
Microplate 
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S. aureus) 
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media  

Kontrol 
media  

Kontrol 
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E. coli) 
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CFS 50% pada 

E. coli 

Konsentrasi 
CFS 25% pada 

E. coli 

Konsentrasi 
CFS 12,5% 
pada E. coli 
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Lampiran 7.Hasil Uji Aktivitas Penghambatan Pembentukan Biofilm pada 
Microplate 
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CFS 12,5% 

pada S. aureus 
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E. coli) 

Kontrol 
media  
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CFS 12,5% 
pada E. coli 

Konsentrasi 
CFS 25% pada 

E. coli 

Konsentrasi 
CFS 50% pada 

E. coli 
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Lampiran 8.Hasil Uji Aktivitas Penghancuran Biofilm pada Microplate 

 

Konsentrasi 
CFS 12,5% 

pada S. aureus 

Kontrol 
media  
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CFS 25% pada 

S. aureus 

Konsentrasi 
CFS 50% pada 

S. aureus 

Kontrol 
negatif(bakteri 

S. aureus) 
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CFS 12,5% 
pada E. coli 

Konsentrasi 
CFS 25% pada 

E. coli 

Kontrol 
media  

Konsentrasi 
CFS 50% pada 

E. coli 

Kontrol 
negatif(bakteri 

E. coli) 
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Lampiran 9.Data Hasil Uji Antibiofilm 

A. Uji Pencegahan Penempelan Biofilm 

Perlakuan 
Konsentrasi Ulangan Ke- Rata-rata ± 

SD 

% 

Pencegahan CFS 1 2 3 

S
. 

a
u

r
e

u
s
 

12,5% 0,124 0,148 0,139 0,137 ± 0,012 79% 

25% 0,124 0,128 0,133 0,128 ± 0,005 80% 

50% 0,105 0,072 0,091 0,089 ± 0,017 86% 

E
. 

c
o

li
 12,5% 0,287 0,288 0,293 0,289 ± 0,003 29% 

25% 0,292 0,276 0,261 0,276 ± 0,016 32% 

50% 0,217 0,208 0,219 0,215 ± 0,006 47% 

K(-) SA 0% 0,643 0,661 0,644 0,649 ± 0,010 0% 

K(-) EC 0% 0,432 0,391 0,399 0,407 ± 0,022 0% 

Km 0% 0,058 0,042 0,038 0,046 ± 0,011 
 

 

B. Uji Penghambatan Pembentukan Biofilm 

Perlakuan 
Konsentrasi Ulangan Ke- Rata-rata ± 

SD 

% 

Penghambatan CFS 1 2 3 

S
. 

a
u

r
e

u
s
 

12,5% 0,045 0,051 0,053 0,050 ± 0,004 76% 

25% 0,051 0,058 0,056 0,055 ± 0,004 73% 

50% 0,062 0,075 0,066 0,068 ± 0,007 67% 

E
. 

c
o

li
 12,5% 0,238 0,224 0,240 0,234 ± 0,009 46% 

25% 0,214 0,193 0,151 0,186 ± 0,032 57% 

50% 0,105 0,101 0,114 0,107 ± 0,007 76% 

K(-) SA 0% 0,218 0,202 0,198 0,206 ±  0,011 0% 

K(-) EC 0% 0,443 0,445 0,420 0,436 ± 0,014 0% 

Km 0% 0,101 0,108 0,122 0,110 ± 0,011 
 

 

C. Uji Penghancuran/Degradasi Biofilm 

Perlakuan 
Konsentrasi Ulangan Ke- 

Rata-rata ± SD 
% 

Penghancuran CFS 1 2 3 

S
. 

a
u

r
e

u
s
 

12,5% 0,228 0,146 0,133 0,169 ± 0,052 54% 

25% 0,135 0,125 0,114 0,125 ± 0,011 66% 

50% 0,098 0,110 0,091 0,100 ± 0,010 73% 

E
. 

c
o

li
 12,5% 0,181 0,211 0,218 0,203 ± 0,020 50% 

25% 0,190 0,226 0,210 0,209 ± 0,018 49% 

50% 0,128 0,139 0,134 0,134 ± 0,006 67% 

K(-) 0% 0,320 0,406 0,381 0,369 ± 0,044 0% 

K(-) 0% 0,410 0,422 0,396 0,409 ± 0,013 0% 

Km 0% 0,062 0,046 0,041 0,050 ± 0,011 
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Lampiran 10.Analisis Data Uji Pencegahan Penempelan Biofilm 

A. Uji Pencegahan Penempelan Biofilm S. aureus 

1. Uji Normalitas Shapiro-Wilk 

Tests of Normality 

Perlakuan 

Kolmogorov-Smirnov
a
 Shapiro-Wilk 

Statistic Df Sig. Statistic df Sig. 

CFS 12,5% ,232 3 . ,980 3 ,726 

CFS 25% ,196 3 . ,996 3 ,878 

CFS 50% ,207 3 . ,992 3 ,833 

Kontrol negatif ,368 3 . ,792 3 ,094 

Kontrol media ,314 3 . ,893 3 ,363 

a. Lilliefors Significance Correction 

 

2. Uji Homogenitas Levene 

Test of Homogeneity of Variances 

 Levene Statistic df1 df2 Sig. 

Optical Density Based on Mean ,975 4 10 ,463 

Based on Median ,398 4 10 ,806 

Based on Median and with 

adjusted df 

,398 4 8,006 ,805 

Based on trimmed mean ,927 4 10 ,486 

 

3. Uji One-way ANOVA 

ANOVA 

Optical Density   
 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups ,739 4 ,185 1408,929 ,000 

Within Groups ,001 10 ,000   

Total ,741 14    
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4. Uji Post Hoc Tukey 

Multiple Comparisons 

Dependent Variable:   Optical Density   

Tukey HSD   

(I) Perlakuan (J) Perlakuan 

Mean 

Difference (I-J) Std. Error Sig. 

95% Confidence Interval 

Lower Bound Upper Bound 

CFS 12,5% CFS 25% ,008667 ,009352 ,880 -,02211 ,03945 

CFS 50% ,047667
*
 ,009352 ,003 ,01689 ,07845 

Kontrol negatif -,512333
*
 ,009352 ,000 -,54311 -,48155 

Kontrol media ,091000
*
 ,009352 ,000 ,06022 ,12178 

CFS 25% CFS 12,5% -,008667 ,009352 ,880 -,03945 ,02211 

CFS 50% ,039000
*
 ,009352 ,013 ,00822 ,06978 

Kontrol negatif -,521000
*
 ,009352 ,000 -,55178 -,49022 

Kontrol media ,082333
*
 ,009352 ,000 ,05155 ,11311 

CFS 50% CFS 12,5% -,047667
*
 ,009352 ,003 -,07845 -,01689 

CFS 25% -,039000
*
 ,009352 ,013 -,06978 -,00822 

Kontrol negatif -,560000
*
 ,009352 ,000 -,59078 -,52922 

Kontrol media ,043333
*
 ,009352 ,006 ,01255 ,07411 

Kontrol negatif CFS 12,5% ,512333
*
 ,009352 ,000 ,48155 ,54311 

CFS 25% ,521000
*
 ,009352 ,000 ,49022 ,55178 

CFS 50% ,560000
*
 ,009352 ,000 ,52922 ,59078 

Kontrol media ,603333
*
 ,009352 ,000 ,57255 ,63411 

Kontrol media CFS 12,5% -,091000
*
 ,009352 ,000 -,12178 -,06022 

CFS 25% -,082333
*
 ,009352 ,000 -,11311 -,05155 

CFS 50% -,043333
*
 ,009352 ,006 -,07411 -,01255 

Kontrol negatif -,603333
*
 ,009352 ,000 -,63411 -,57255 

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

 

5. Uji Korelasi Pearson 

 
Konsentrasi 

CFS Optical Density 

Konsentrasi CFS Pearson Correlation 1 -,847
**
 

Sig. (2-tailed)  ,004 

N 9 9 

Optical Density Pearson Correlation -,847
**
 1 

Sig. (2-tailed) ,004  

N 9 9 

**. Correlation is significant at the 0.01 level (2-tailed). 

 



90 

 

 

 

B. Uji Pencegahan Penempelan Biofilm E. coli 

1. Uji Normalitas Shapiro-Wilk 

Tests of Normality 

Perlakuan 

Kolmogorov-Smirnov
a
 Shapiro-Wilk 

Statistic df Sig. Statistic df Sig. 

CFS 12,5% ,328 3 . ,871 3 ,298 

CFS 25% ,177 3 . 1,000 3 ,964 

CFS 50% ,321 3 . ,881 3 ,328 

Kontrol negatif ,316 3 . ,890 3 ,354 

Kontrol media ,314 3 . ,893 3 ,363 

a. Lilliefors Significance Correction 

 

2. Uji Homogenitas Levene 

Test of Homogeneity of Variances 

 Levene Statistic df1 df2 Sig. 

Optical Density Based on Mean 2,723 4 10 ,091 

Based on Median ,721 4 10 ,597 

Based on Median and with 

adjusted df 

,721 4 4,536 ,616 

Based on trimmed mean 2,518 4 10 ,108 

 

3. Uji One-way ANOVA 

ANOVA 

Optical Density   
 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups ,209 4 ,052 301,116 ,000 

Within Groups ,002 10 ,000   

Total ,211 14    
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4. Uji Post Hoc Tukey 

Multiple Comparisons 

Dependent Variable:   Optical Density   

Tukey HSD   

(I) Perlakuan (J) Perlakuan 

Mean 

Difference (I-J) Std. Error Sig. 

95% Confidence Interval 

Lower Bound Upper Bound 

CFS 12,5% CFS 25% ,013000 ,010766 ,748 -,02243 ,04843 

CFS 50% ,074667
*
 ,010766 ,000 ,03923 ,11010 

Kontrol negatif -,118000
*
 ,010766 ,000 -,15343 -,08257 

Kontrol media ,243333
*
 ,010766 ,000 ,20790 ,27877 

CFS 25% CFS 12,5% -,013000 ,010766 ,748 -,04843 ,02243 

CFS 50% ,061667
*
 ,010766 ,001 ,02623 ,09710 

Kontrol negatif -,131000
*
 ,010766 ,000 -,16643 -,09557 

Kontrol media ,230333
*
 ,010766 ,000 ,19490 ,26577 

CFS 50% CFS 12,5% -,074667
*
 ,010766 ,000 -,11010 -,03923 

CFS 25% -,061667
*
 ,010766 ,001 -,09710 -,02623 

Kontrol negatif -,192667
*
 ,010766 ,000 -,22810 -,15723 

Kontrol media ,168667
*
 ,010766 ,000 ,13323 ,20410 

Kontrol negatif CFS 12,5% ,118000
*
 ,010766 ,000 ,08257 ,15343 

CFS 25% ,131000
*
 ,010766 ,000 ,09557 ,16643 

CFS 50% ,192667
*
 ,010766 ,000 ,15723 ,22810 

Kontrol media ,361333
*
 ,010766 ,000 ,32590 ,39677 

Kontrol media CFS 12,5% -,243333
*
 ,010766 ,000 -,27877 -,20790 

CFS 25% -,230333
*
 ,010766 ,000 -,26577 -,19490 

CFS 50% -,168667
*
 ,010766 ,000 -,20410 -,13323 

Kontrol negatif -,361333
*
 ,010766 ,000 -,39677 -,32590 

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

 

5. Uji Korelasi Pearson 

 
Konsentrasi 

CFS Optical Density 

Konsentrasi CFS Pearson Correlation 1 -,909
**
 

Sig. (2-tailed)  ,001 

N 9 9 

Optical Density Pearson Correlation -,909
**
 1 

Sig. (2-tailed) ,001  

N 9 9 

**. Correlation is significant at the 0.01 level (2-tailed). 
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Lampiran 11.Analisis Data Uji Penghambatan Pembentukan Biofilm 

A. Uji Penghambatan Pembentukan Biofilm S. aureus 

1. Uji Normalitas Shapiro-Wilk 

 

Tests of Normality 

Perlakuan 

Kolmogorov-Smirnov
a
 Shapiro-Wilk 

Statistic df Sig. Statistic df Sig. 

CFS 12,5% ,292 3 . ,923 3 ,463 

CFS 25% ,276 3 . ,942 3 ,537 

CFS 50% ,265 3 . ,953 3 ,583 

Kontrol negatif ,314 3 . ,893 3 ,363 

Kontrol media ,253 3 . ,964 3 ,637 

a. Lilliefors Significance Correction 

 

2. Uji Homogenitas Levene 

Test of Homogeneity of Variances 

 Levene Statistic df1 df2 Sig. 

Optical Density Based on Mean 1,784 4 10 ,209 

Based on Median ,461 4 10 ,763 

Based on Median and with 

adjusted df 

,461 4 6,148 ,763 

Based on trimmed mean 1,642 4 10 ,239 

 

3. Uji One-way ANOVA 

ANOVA 

Optical Density   
 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups ,051 4 ,013 210,810 ,000 

Within Groups ,001 10 ,000   

Total ,051 14    
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4. Uji Post Hoc Tukey 

Multiple Comparisons 

Dependent Variable:   Optical Density   

Tukey HSD   

(I) Perlakuan (J) Perlakuan 

Mean 

Difference (I-J) Std. Error Sig. 

95% Confidence Interval 

Lower Bound Upper Bound 

CFS 12,5% CFS 25% -,005333 ,006335 ,911 -,02618 ,01552 

CFS 50% -,018000 ,006335 ,100 -,03885 ,00285 

Kontrol negatif -,156333
*
 ,006335 ,000 -,17718 -,13548 

Kontrol media -,060667
*
 ,006335 ,000 -,08152 -,03982 

CFS 25% CFS 12,5% ,005333 ,006335 ,911 -,01552 ,02618 

CFS 50% -,012667 ,006335 ,332 -,03352 ,00818 

Kontrol negatif -,151000
*
 ,006335 ,000 -,17185 -,13015 

Kontrol media -,055333
*
 ,006335 ,000 -,07618 -,03448 

CFS 50% CFS 12,5% ,018000 ,006335 ,100 -,00285 ,03885 

CFS 25% ,012667 ,006335 ,332 -,00818 ,03352 

Kontrol negatif -,138333
*
 ,006335 ,000 -,15918 -,11748 

Kontrol media -,042667
*
 ,006335 ,000 -,06352 -,02182 

Kontrol negatif CFS 12,5% ,156333
*
 ,006335 ,000 ,13548 ,17718 

CFS 25% ,151000
*
 ,006335 ,000 ,13015 ,17185 

CFS 50% ,138333
*
 ,006335 ,000 ,11748 ,15918 

Kontrol media ,095667
*
 ,006335 ,000 ,07482 ,11652 

Kontrol media CFS 12,5% ,060667
*
 ,006335 ,000 ,03982 ,08152 

CFS 25% ,055333
*
 ,006335 ,000 ,03448 ,07618 

CFS 50% ,042667
*
 ,006335 ,000 ,02182 ,06352 

Kontrol negatif -,095667
*
 ,006335 ,000 -,11652 -,07482 

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

 

5. Uji Korelasi Pearson 

 
Konsentrasi 

CFS Optical Density 

Konsentrasi CFS Pearson Correlation 1 ,857
**
 

Sig. (2-tailed)  ,003 

N 9 9 

Optical Density Pearson Correlation ,857
**
 1 

Sig. (2-tailed) ,003  

N 9 9 

**. Correlation is significant at the 0.01 level (2-tailed). 
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B. Uji Penghambatan Pembentukan Biofilm E. coli 

1. Uji Normalitas Shapiro-Wilk 

Tests of Normality 

Perlakuan 

Kolmogorov-Smirnov
a
 Shapiro-Wilk 

Statistic df Sig. Statistic df Sig. 

CFS 12,5% ,343 3 . ,842 3 ,220 

CFS 25% ,253 3 . ,964 3 ,637 

CFS 50% ,265 3 . ,953 3 ,583 

Kontrol negatif ,359 3 . ,810 3 ,138 

Kontrol media ,253 3 . ,964 3 ,637 

a. Lilliefors Significance Correction 

 

2. Uji Homogenitas Levene 

Test of Homogeneity of Variances 

 Levene Statistic df1 df2 Sig. 

Optical Density Based on Mean 2,964 4 10 ,074 

Based on Median ,942 4 10 ,479 

Based on Median and with 

adjusted df 

,942 4 4,697 ,513 

Based on trimmed mean 2,768 4 10 ,087 

 

3. Uji One-way ANOVA 

ANOVA 

Optical Density   
 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups ,218 4 ,055 187,243 ,000 

Within Groups ,003 10 ,000   

Total ,221 14    
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4. Uji Post Hoc Tukey 

Multiple Comparisons 

Dependent Variable:   Optical Density   

Tukey HSD   

(I) Perlakuan (J) Perlakuan 

Mean 

Difference (I-J) Std. Error Sig. 

95% Confidence Interval 

Lower Bound Upper Bound 

CFS 12,5% CFS 25% ,048000
*
 ,013936 ,039 ,00213 ,09387 

CFS 50% ,127333
*
 ,013936 ,000 ,08147 ,17320 

Kontrol negatif -,202000
*
 ,013936 ,000 -,24787 -,15613 

Kontrol media ,123667
*
 ,013936 ,000 ,07780 ,16953 

CFS 25% CFS 12,5% -,048000
*
 ,013936 ,039 -,09387 -,00213 

CFS 50% ,079333
*
 ,013936 ,001 ,03347 ,12520 

Kontrol negatif -,250000
*
 ,013936 ,000 -,29587 -,20413 

Kontrol media ,075667
*
 ,013936 ,002 ,02980 ,12153 

CFS 50% CFS 12,5% -,127333
*
 ,013936 ,000 -,17320 -,08147 

CFS 25% -,079333
*
 ,013936 ,001 -,12520 -,03347 

Kontrol negatif -,329333
*
 ,013936 ,000 -,37520 -,28347 

Kontrol media -,003667 ,013936 ,999 -,04953 ,04220 

Kontrol negatif CFS 12,5% ,202000
*
 ,013936 ,000 ,15613 ,24787 

CFS 25% ,250000
*
 ,013936 ,000 ,20413 ,29587 

CFS 50% ,329333
*
 ,013936 ,000 ,28347 ,37520 

Kontrol media ,325667
*
 ,013936 ,000 ,27980 ,37153 

Kontrol media CFS 12,5% -,123667
*
 ,013936 ,000 -,16953 -,07780 

CFS 25% -,075667
*
 ,013936 ,002 -,12153 -,02980 

CFS 50% ,003667 ,013936 ,999 -,04220 ,04953 

Kontrol negatif -,325667
*
 ,013936 ,000 -,37153 -,27980 

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

 

5. Uji Korelasi Pearson 

 
Konsentrasi 

CFS Optical Density 

Konsentrasi CFS Pearson Correlation 1 -,947
**
 

Sig. (2-tailed)  ,000 

N 9 9 

Optical Density Pearson Correlation -,947
**
 1 

Sig. (2-tailed) ,000  

N 9 9 

**. Correlation is significant at the 0.01 level (2-tailed). 
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Lampiran 12.Analisis Data Uji Penghancuran/Degradasi Biofilm 

A. Uji Penghancuran/Degradasi Biofilm S. aureus 

1. Uji Normalitas Shapiro-Wilk 

Tests of Normality 

Perlakuan 

Kolmogorov-Smirnov
a
 Shapiro-Wilk 

Statistic df Sig. Statistic df Sig. 

CFS 12,5% ,339 3 . ,850 3 ,242 

CFS 25% ,179 3 . ,999 3 ,948 

CFS 50% ,236 3 . ,977 3 ,712 

Kontrol negatif ,274 3 . ,945 3 ,547 

Kontrol media ,298 3 . ,916 3 ,439 

a. Lilliefors Significance Correction 

 

2. Uji Homogenitas Levene 

Test of Homogeneity of Variances 

 Levene Statistic df1 df2 Sig. 

Optical Density Based on Mean 4,934 4 10 ,059 

Based on Median ,820 4 10 ,541 

Based on Median and with 

adjusted df 

,820 4 3,919 ,575 

Based on trimmed mean 4,386 4 10 ,026 

 

3. Uji ANOVA 

ANOVA 

Optical Density   
 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups ,182 4 ,046 46,216 ,000 

Within Groups ,010 10 ,001   

Total ,192 14    
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4. Uji Post Hoc Tukey 

Multiple Comparisons 

Dependent Variable:   Optical Density   

Tukey HSD   

(I) Perlakuan (J) Perlakuan 

Mean 

Difference (I-J) Std. Error Sig. 

95% Confidence Interval 

Lower Bound Upper Bound 

CFS 12,5% CFS 25% ,044333 ,025646 ,460 -,04007 ,12874 

CFS 50% ,069333 ,025646 ,123 -,01507 ,15374 

Kontrol negatif -,200000
*
 ,025646 ,000 -,28440 -,11560 

Kontrol media ,119333
*
 ,025646 ,006 ,03493 ,20374 

CFS 25% CFS 12,5% -,044333 ,025646 ,460 -,12874 ,04007 

CFS 50% ,025000 ,025646 ,861 -,05940 ,10940 

Kontrol negatif -,244333
*
 ,025646 ,000 -,32874 -,15993 

Kontrol media ,075000 ,025646 ,088 -,00940 ,15940 

CFS 50% CFS 12,5% -,069333 ,025646 ,123 -,15374 ,01507 

CFS 25% -,025000 ,025646 ,861 -,10940 ,05940 

Kontrol negatif -,269333
*
 ,025646 ,000 -,35374 -,18493 

Kontrol media ,050000 ,025646 ,353 -,03440 ,13440 

Kontrol negatif CFS 12,5% ,200000
*
 ,025646 ,000 ,11560 ,28440 

CFS 25% ,244333
*
 ,025646 ,000 ,15993 ,32874 

CFS 50% ,269333
*
 ,025646 ,000 ,18493 ,35374 

Kontrol media ,319333
*
 ,025646 ,000 ,23493 ,40374 

Kontrol media CFS 12,5% -,119333
*
 ,025646 ,006 -,20374 -,03493 

CFS 25% -,075000 ,025646 ,088 -,15940 ,00940 

CFS 50% -,050000 ,025646 ,353 -,13440 ,03440 

Kontrol negatif -,319333
*
 ,025646 ,000 -,40374 -,23493 

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

 

5. Uji Korelasi Pearson 

 
Konsentrasi 

CFS Optical Density 

Konsentrasi CFS Pearson Correlation 1 -,742
*
 

Sig. (2-tailed)  ,022 

N 9 9 

Optical Density Pearson Correlation -,742
*
 1 

Sig. (2-tailed) ,022  

N 9 9 

*. Correlation is significant at the 0.05 level (2-tailed). 
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B. Uji Penghancuran/Degradasi Biofilm E. coli 

1. Uji Normalitas Shapiro-Wilk 

Tests of Normality 

Perlakuan 

Kolmogorov-Smirnov
a
 Shapiro-Wilk 

Statistic df Sig. Statistic df Sig. 

CFS 12,5% ,318 3 . ,886 3 ,342 

CFS 25% ,196 3 . ,996 3 ,878 

CFS 50% ,191 3 . ,997 3 ,900 

Kontrol negatif ,187 3 . ,998 3 ,915 

Kontrol media ,298 3 . ,916 3 ,439 

a. Lilliefors Significance Correction 

 

2. Uji Homogenitas Levene 

Test of Homogeneity of Variances 

 Levene Statistic df1 df2 Sig. 

Optical Density Based on Mean 1,203 4 10 ,368 

Based on Median ,398 4 10 ,806 

Based on Median and with 

adjusted df 

,398 4 5,993 ,804 

Based on trimmed mean 1,133 4 10 ,395 

 

3. Uji One-way ANOVA 

ANOVA 

Optical Density   
 Sum of Squares Df Mean Square F Sig. 

Between Groups ,213 4 ,053 257,723 ,000 

Within Groups ,002 10 ,000   

Total ,215 14    
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4. Uji Post Hoc Tukey 

Multiple Comparisons 

Dependent Variable:   Optical Density   

Tukey HSD   

(I) Perlakuan (J) Perlakuan 

Mean 

Difference (I-J) Std. Error Sig. 

95% Confidence Interval 

Lower Bound Upper Bound 

CFS 12,5% CFS 25% -,005333 ,011728 ,990 -,04393 ,03327 

CFS 50% ,069667
*
 ,011728 ,001 ,03107 ,10827 

Kontrol negatif -,206000
*
 ,011728 ,000 -,24460 -,16740 

Kontrol media ,153667
*
 ,011728 ,000 ,11507 ,19227 

CFS 25% CFS 12,5% ,005333 ,011728 ,990 -,03327 ,04393 

CFS 50% ,075000
*
 ,011728 ,001 ,03640 ,11360 

Kontrol negatif -,200667
*
 ,011728 ,000 -,23927 -,16207 

Kontrol media ,159000
*
 ,011728 ,000 ,12040 ,19760 

CFS 50% CFS 12,5% -,069667
*
 ,011728 ,001 -,10827 -,03107 

CFS 25% -,075000
*
 ,011728 ,001 -,11360 -,03640 

Kontrol negatif -,275667
*
 ,011728 ,000 -,31427 -,23707 

Kontrol media ,084000
*
 ,011728 ,000 ,04540 ,12260 

Kontrol negatif CFS 12,5% ,206000
*
 ,011728 ,000 ,16740 ,24460 

CFS 25% ,200667
*
 ,011728 ,000 ,16207 ,23927 

CFS 50% ,275667
*
 ,011728 ,000 ,23707 ,31427 

Kontrol media ,359667
*
 ,011728 ,000 ,32107 ,39827 

Kontrol media CFS 12,5% -,153667
*
 ,011728 ,000 -,19227 -,11507 

CFS 25% -,159000
*
 ,011728 ,000 -,19760 -,12040 

CFS 50% -,084000
*
 ,011728 ,000 -,12260 -,04540 

Kontrol negatif -,359667
*
 ,011728 ,000 -,39827 -,32107 

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

 

5. Uji Korelasi Pearson 

 
Konsentrasi 

CFS Optical Density 

Konsentrasi CFS Pearson Correlation 1 -,779
*
 

Sig. (2-tailed)  ,013 

N 9 9 

Optical Density Pearson Correlation -,779
*
 1 

Sig. (2-tailed) ,013  

N 9 9 

*. Correlation is significant at the 0.05 level (2-tailed). 



 

 

 

 

 

  



 

 

 

 

 

  



 

 

 

 

 

 


