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ABSTRAK
Pendahuluan: Staphylococcus aureus merupakan bakteri yang dapat menyebabkan infeksi nosokomial melalui
pembentukan biofilm pada permukaan biotik dan abiotik, sehingga diperlukan agen antibiofilm baru. Alpinia
galanga W merupakan salah satu herbal yang memiliki senyawa aktif dalam fraksi air, seperti flavonoid, tanin,
dan terpenoid yang dapat berperan sebagai antibakteri. Namun, senyawa ini belum terbukti berperan sebagai agen
antibiofilm. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui potensi fraksi air Alpinia galanga W sebagai agen
antibiofilm.
Metode: Penelitian bersifat in vitro eksperimental dengan menumbuhkan biofilm S. aureus pada 96 wellplate
yang telah diisi Broth Heart Brain Infusion (BHIB) + sukrosa 5% sebagai media pertumbuhan bakteri dan
diinkubasi selama 24 jam dengan suhu 37°C. Kemampuan antibiofilm diukur dengan absorbansi kristal violet
pada panjang gelombang 585 nm. Ekstraksi Alpinia galanga W menggunakan etanol 96% dilanjutkan dengan
fraksinasi menggunakan pelarut air, dilarutkan kembali dalam dimetil sulfoksida (DMSO). Bakteri diberi
perlakuan ekstrak setelah pertumbuhan 24 jam untuk mengukur penghancuran biofilm. Perbandingan antar
kelompok ditentukan dengan ANOVA (p<0.05).
Hasil: Uji destruksi menunjukkan perbedaan yang signifikan pada dosis 1000 ppm, 500 ppm, 250 ppm, 125 ppm,
dan 62,5 ppm dengan kontrol negatif.
Kesimpulan: Fraksi air dari ekstrak etanol lengkuas putih dapat menghancurkan biofilm yang telah terbentuk.
Penelitian lebih lanjut dapat dikembangkan dengan mengidentifikasi kualitas biofilm.
Kata kunci: Alpinia galanga W., fraksi air, antibiofilm, Staphylococcus aureus.
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ABSTRACT
Background: Staphylococcus aureus can cause healthcare-associated infections via the formation of biofilms on
biotic and abiotic surfaces, necessitating the need for novel antibiofilm agents. Alpinia galanga W is one of the
herbs that has active compounds in aqueous fractions, such as flavonoids, tannins, and terpenes, which may act
as antibacterial agents. However, these compounds have not yet been screened for antibiofilm activity. This study
aimed to find out the potential of Alpinia galanga W aqueous fraction as an antibiofilm agent.
Methods: The research was an experimental in vitro study by growing biofilm of S. aureus on 96-well plates that
had been filled with broth heart brain infusion (BHIB) + 5% sucrose as a bacterial growth medium and incubated
for 24 hours at 37°C. Antibiofilm abilities were measured using crystal violet staining of biofilm and measuring
its absorbance at 585 nm. Extraction of Alpinia galanga W using 96% ethanol, continued by fractionation with
water, evaporated and reconstituted in dimethyl sulfoxide (DMSO). Bacteria were treated with extract after 24-
hour growth to measure biofilm destruction. The between-group differences were determined using ANOVA
(p<0.05).
Results: The destruction tests showed significant result at doses 1000 ppm, 500 ppm, 250 ppm, 125 ppm, and
62,5 ppm with negative control.
Conclusion: The aqueous fraction of white galangal ethanolic extract can destroy preformed biofilm. Further
research can be developed by identifying biofilm quality.
Keywords: Alpinia galanga W., water fraction, antibiofilm, Staphylococcus aureus.
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PENDAHULUAN

Healthcare Associated Infections (HAIS)
atau infeksi nosokomial merupakan kondisi dimana
pasien yang sebelumnya tidak menunjukkan tanda-
tanda infeksi, namun mengalami infeksi setelah
masuk dan menerima perawatan di rumah sakit atau
fasilitas kesehatan lainl. Healthcare Associated
Infections dapat berhubungan dengan infeksi alat
medis seperti Ventilator Associated Pneumonia
(VAP), Infeksi Aliran Darah Primer (IADP), Infeksi
Saluran Kemih (ISK), dan Catether-associated
Urinary Tract Infections (CAUTI)2. Bakteri
Staphylococcus aureus merupakan bakteri patogen
yang sering berhubungan dengan alat medis,
berkolonisasi dan menginfeksi pasien rawat inap di
rumah sakit®,

Beberapa penelitian menyebutkan bahwa
lebih dari 80% infeksi kronis disebabkan karena
bakteri yang mengalami resistensi antibiotik akibat
dari pembentukan biofilm. Kemampuan
Staphylococcus aureus dalam membentuk biofilm
menyebabkan bakteri ini sulit ditangani, dimana
komponen Extracellular Polymeric Substances
(EPS) akan mencegah aktivitas antibakteri dengan
cara menjadi penghalang fisik dan kimia terhadap
antibiotik  sehingga menyebabkan  resistensi
antibiotik. Faktor lain yang menjadi penyebab sulit
ditanganinya bakteri ini adalah karena tingginya laju
pertumbuhan, regulasi enzim penghancur antibiotik,
quorum sensing, dan banyaknya protein yang
berperan  sebagai komponen adhesi  serta
pembentukan EPS*,

Rimpang Alpinia galanga W diketahui
mengandung senyawa flavonoid yang memiliki
kemampuan merusak layer lipid pada membran
bakteri sehingga terjadi kebocoran intramembran®.
Senyawa tanin yang terkandung dalam lengkuas
putih  diketahui menyebabkan dinding sel
mengalami dehidrasi, menghambat bakteri untuk
berkolonisasi®. Selain itu saponin yang terkandung
dalam Alpinia galanga W diketahui dapat mengubah
integritas membran sel bakteri sehingga kekuatan
dinding sel berkurang’.

Pada sebuah penelitian menunjukkan
bahwa ekstrak etanolik Alpinia galanga W
signifikan menghambat bakteri Staphylococcus
aureus dengan menggunakan uji MIC (minimum
inhibitory concentration) 0,325 mg/ml dan MBC
(minimum bactericidal concentration) 1,3 mg/ml.
Pada pengamatan mikroskop elektron, penelitian ini
menunjukkan ekstrak rimpang lengkuas
menyebabkan kerusakan pada membran luar dan
dalam bakteri, sehingga terjadi koagulasi
sitoplasma®. Penelitian yang dilakukan Zhang
melaporkan terdapat empat senyawa antibakteri
yang diisolasi dari lengkuas putih dan salah satunya
diidentifikasi 1’-asetoksikavikol asetat (ACA) yang
diteliti efektif dapat menginhibisi jumlah bakteri
Staphylococcus aureus yang resisten terhadap obat®.

Tujuan penelitian ini adalah untuk
mengetahui potensi fraksi air dari ekstrak etanol
rimpang Alpinia galanga W dalam menghancurkan
biofilm matur bakteri Staphylococcus aureus.

METODE PENELITIAN
Desain, Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian laboratorium secara in vitro
menggunakan metode mikrodilusi. Penelitian
dilakukan di Laboratorium Fakultas Kedokteran
Universitas Islam Malang pada bulan Juli hingga
September tahun 2024.

Alat dan Bahan

Sampel pada penelitian ini adalah simplisia
rimpang Alpinia galanga W dan bakteri
Staphylococcus aureus yang didapatkan dari
Laboratorium Fakultas Kedokteran Universitas
Islam Malang.

Ekstraksi simplisia

Ekstraksi dilakukan dengan menyiapkan
400g simplisia rimpang lengkuas dan dimaserasi
dengan pelarut etanol 96% dengan perbandingan 1:5
(w/v) dan dikocok dengan waterbath shaker selama
1 hari. Cairan yang dihasilkan kemudian disaring
dengan  vacuum  biichner, lalu diuapkan
menggunakan vacuum rotary evaporator sehingga
didapatkan hasil berupa ekstrak dengan konsentrasi
kental. Ekstrak kental yang dihasilkan dapat
ditimbang dan dihitung persentase
rendemennyal®t12,

Perhitungan hasil rendemen ekstrak
Persentase rendemen dapat dihitung dengan rumus :

berat ekstrak
Rendemen = ——— X 100%
berat simplisia

Fraksinasi

Ekstrak kental lengkuas putih diambil lalu
dilarutkan dalam aquadest hangat di dalam corong
pisah dengan perbandingan 1:6 (w/v) yang berarti
100 ml ekstrak dalam 600 ml aquadest. Pelarut
dimasukkan ke dalam corong pisah dengan urutan
dari pelarut non-polar ke polar. N-heksana
ditambahkan ke dalam corong pisah dengan volume
yang sama dengan air. Lalu dikocok setiap 15 menit
dan didiamkan selama 1 jam sehingga akan
tercampur. N-heksana dipisahkan dengan air dari
corong dengan cara dibuka untuk mengeluarkan air
dan fraksi n-heksana yang didapatkan dipindah ke
wadah baru. Rendaman kedua pada corong pisah
ditambahkan pelarut etil asetat dengan volume yang
sama dengan air, lalu dikocok setiap 15 menit dan
didiamkan selama 1 jam sehingga senyawa akan
tercampur. Etil asetat dipisahkan dengan air dari
corong dengan cara dibuka untuk mengeluarkan air
dan fraksi etil asetat dipindahkan ke wadah baru.
Sisa air dalam corong pisah akan menjadi fraksi
ketiga®®.



Pembuatan sampel dosis inhibisi dan destruksi

Pembuatan dosis dilakukan dengan cara
menimbang hasil fraksi yang didapat. Kemudian
disiapkan tabung micro tube 1,5 mL sebanyak 5
buah untuk dosis destruksi. Hasil fraksi diresuspensi
dengan dimethyl sulfoxide (DMSO 3%) hingga
mencapai dosis 1000 ppm, 500 ppm, 250 ppm, 125
ppm, dan 62,5 ppm.  Uji destruksi biofilm
menggunakan konsentrasi 1000 ppm. Sampel dosis
destruksi siap digunakan sebagai kontrol perlakuan
pada wellplate yang telah dimasukkan bakteri.

Uji fitokimia

a. Uji flavonoid
Fraksi air yang telah diuapkan dan dioven
disiapkan sebanyak 1 ml dan dilarutkan
dengan 1 ml ethanol 96% lalu ditambahkan
0,1 gram magnesium P serta 10 mL HCI
pekat. Apabila warna berubah menjadi
merah jingga hingga merah ungu maka
artinya fraksi mengandung senyawa
flavonoid®*,

b. Uji tanin
Uji tanin dilakukan dilakukan dengan
menyiapkan 1 mL fraksi air dan diteteskan
3 tetes FeCl 10%. Sampel positif
mengandung tannin  apabila terjadi
perubahan warna fraksi menjadi warna
hijau kehitaman atau biru kehitaman®®.

c. Ujisaponin
Dimasukkan sampel secukupnya pada
tabung reaksi. Ditambahkan HCI beberapa
tetes sambil dikocok perlahan selama 10
detik. Pembentukan busa yang stabil
mengindikasikan adanya saponin pada
sampelé.

d. Uji alkaloid
Sebanyak 50 mg sampel dicampur dengan
kloroform serta ammonia masing — masing
sebanyak 2 ml, kemudian disaring. Filtrat
diberikan 3-5 tetes asam sulfat pekat.
Campuran dikocok hingga terbentuk dua
lapisan yang terpisah dan fase asam pada
lapisan  bawah diambil. Kemudian,
dilakukan uji kualitatif dengan
menambahkan 4-5 tetes pereaksi Mayer
dan Dragendorff secara terpisah. Hasil
positif ditunjukkan dengan terbentuknya
endapan putih dengan pereaksi Mayer dan
endapan merah jingga dengan pereaksi
Dragendorff, yang merupakan karakteristik
senyawa alkaloid'’.

e. Uji terpenoid
Fraksi air ekstrak etanol lengkuas
disiapkan sebanyak 1g serbuk lalu
dicampur dengan 2 tetes Ac20 dan 1 tetes
H2S04. Perubahan warna menjadi merah
kecoklatan menunjukkan adanya
terpenoid*®

Persiapan bakteri

Stok bakteri S. aureus diinokulasikan di
media Nutrient Agar dan diinkubasi dengan suhu
37°C selama 24 jam, kemudian disimpan di kulkas
pada suhu 4-8 °C dan diremajakan setiap 2 minggu®®.

Pembentukan Biofilm Staphylococcus aureus
pada 96 wellplate

Bakteri diinokulasi ke dalam 3-5 ml media
pertumbuhan Nutrient Agar, ditumbuhkan pada
suhu 37°C selama semalam. Bakteri yang telah
diinkubasi diambil dan dilarutkan ke dalam tabung
reaksi berisi NaCl dan disetarakan kekeruhannya
dengan standar McFarland 0,5%°, BHIB + sukrosa
5% dimasukkan ke dalam wellplate menggunakan
multichannel pippete sebanyak 200 ulL. Bakteri
sebanyak 20 uL ditambahkan ke wellplate?®. 96
wellplate dapat ditutup dengan penutup dan di
inkubasi pada suhu 37°C. Inkubasi dilakukan 24
jam. Untuk pengujian destruksi biofilm, sampel
ditambahkan pada jam ke 48.

Pewarnaan dan pembacaan biofilm

Setelah inkubasi, wellplate dikeluarkan
secara perlahan dan dicuci dua kali dengan larutan
Phosphate Buffered Saline (PBS) dengan pH 7,4
sebanyak 200 pL untuk melunturkan bakteri yang
tidak menempel. Sampel perlakuan destruksi
dimasukkan ke dalam wellplate sebanyak 120 pL
pada kolom 7-10, dan dimasukkan DMSO 3%
sebanyak 120 pL pada kolom 11E dan 11F sebagai
kontrol positif destruksi, lalu didiamkan 10 menit.
Setelah itu isi wellplate diambil dan dimasukkan
kembali larutan PBS 200 pL dan dibuang. Metanol
96% dimasukkan pada seluruh baris wellplate untuk
memfiksasi biofilm yang terbentuk pada wellplate.
Isi wellplate dibuang kembali dan bakteri yang
melekat pada wellplate difiksasi dengan pewarna
kristal violet 0,1% sebanyak 150 uL dan dibiarkan
selama 3 menit. Larutan kristal violet dibuang dan
wellplate dicuci kembali dengan larutan PBS 200 puL
kemudian dibiarkan kering. Pencucian wellplate
dengan larutan PBS pasca pemberian kristal violet
dilakukan sebanyak 2x. Biofilm yang terbentuk pada
pewarnaan kristal violet ditambahkan asam asetat
glasial 33% (v/v) sebanyak 150 pL dan dibiarkan
selama 30 menit?®. Biofilm yang terbentuk pada
wellplate dapat diukur dengan menggunakan
pembacaan spektrofotometri dengan panjang
gelombang 585 nm. Pada  pembacaan
spektrofotometri akan menghasilkan nilai sisa
pembentukan biofilm sehingga dapat melakukan
perhitungan persentase sisa biofilm?..

Perhitungan Biofilm Biomass Unit (BBU) dan
nilai sisa biofilm

Kuantifikasi uji eradikasi biofilm dengan
menggunakan pewarna crystal violet terhadap
pembentukan biofilm dari strain S. aureus



dinyatakan dalam satuan biomassa biofilm (BBU)
yang dapat dihitung dengan rumus :

Absorbansi Crystal Violet

BBU = 01

Nilai persentase penghancuran biofilm terbentuk
dapat dihitung dengan rumus :

% sisa biofilm =%x100%

Keterangan :

KN (Kontrol Negatif) = media BHIB + sukrosa 5%
KP (Kelompok Perlakuan) = kelompok dengan
pemberian herbal

HASIL DAN ANALISIS DATA
Hasil Pengujian Fitokimia Fraksi Air Ekstrak
Etanol Alpinia galanga W.

Hasil pengujian fitokimia fraksi air ekstrak
etanol rimpang Alpinia galanga W yang dilakukan
secara kualitatif dengan mengidentifikasi golongan
senyawa berdasarkan perubahan warna pada sampel.
Hasil analisis kualitatif skrining fitokimia dapat
dilihat pada tabel 1.

Tabel 1. Hasil Uji Fitokimia Fraksi Air Ekstrak
Etanol Rimpang Alpinia galanga W.

Pengujian Hasil
Flavonoid Negatif
Tanin Negatif
Saponin Negatif
Terpenoid Positif
Alkaloid Negatif
Negatif

Dari tabel 1 menunjukkan hasil uji
fitokimia pada fraksi air ekstrak etanol Alpinia
galanga W dan didapatkan hasil positif mengandung
terpenoid.

Hasil Nilai Absorbansi Biofilm Pada Pewarnaan
Crystal Violet

Hasil nilai absorbansi biofilm yang telah
terbentuk pada pewarnaan crystal violet yang diukur
menggunakan  spektrofotometer  dikonversikan
dengan nilai Biofilm Biomass Unit (BBU) yang
ditunjukkan pada tabel 2. Berdasarkan uji statistik
oneway ANOVA memiliki perbedaan yang
bermakna antara kelompok perlakuan 1000 ppm,
500 ppm, 125 ppm, dan 62,5 ppm dengan kontrol
negatif dengan nilai sig 0,00 (p<0,05).

Tabel 2. Hasil Biofilm Biomass Unit Uji Destruksi
Biofilm Staohylococcus aureus

Kelompok Rata~ SD  Upper Lower

perlakuan rata Bound Bound
BBU

1000 ppm 801 221 12,73 2,52
500 ppm 795 169 12,23 3,63
250 ppm 9,83 290 1412 4,68
125 ppm 8,39 3,06 1351 1,85
62,5 ppm 941 2,33 17,92 0,71

DMSO 3% 12,13 3,07 25,22 0,735
Kontrol 1457 3,99 22,57 6,69
Negatif

Keterangan Berdasarkan uji statistik
oneway ANOVA memiliki perbedaan yang
bermakna dengan nilai sig 0,00 (p<0,05) pada dosis
1000 ppm, 500 ppm, 125 ppm, 62,5 ppm dengan
kontrol negatif.
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Gambar 1. Histogram hasil BBU Uji Destruksi
Biofilm Staphylococcus aureus

Keterangan : Histogram di atas menunjukkan
perbedaan rata — rata BBU uji eradikasi biofilm
Staphylococcus aureus pada berbagai dosis (a)
terhadap kontrol negatif (b), tetapi tidak signifikan
dibandingkan dengan kelompok c.

Hasil Pengujian Destruksi Biofilm Bakteri
Staphylococcus aureus

Hasil pengujian destruksi biofilm bakteri
Staphylococcus aureus tertera pada tabel 2.

Tabel 2. Hasil Uji Destruksi Biofilm Bakteri
Staphylococcus auerus.

Dosis X+SD
62,5 ppm 33,74+17,16 2
125 ppm 45,64+14,08 2
250 ppm 36,62+18,79 2
500 ppm 44,98+11,58 2

1000 ppm 44,09+14,13%




Keterangan Berdasarkan pengujian statistik
oneway ANOVA memiliki perbedaan yang tidak
signifikan dengan nilai sig 0.00 (p<0.05).
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Gambar 1. Histogram perhitungan hasil
destruksi biofilm pada berbagai dosis yang diuji
Keterangan : Hasil histogram diatas menunjukkan
perbedaan persentase efek uji destruksi antibiofilm
pada berbagai dosis. Nilai persentase tertinggi pada
dosis 125 ppm sebesar 45,64 dengan hasil signifikan
dibandingkan dengan kontrol negatif (p<0,05). Nilai
destruksi yang didapat tidak mengikuti dosis atau
tidak terdapat dose response yang berarti semakin
tinggi atau rendahnya dosis yang diberikan akan
mempengaruhi  tinggi atau rendahnya hasil
persentase destruksi.

Hasil Uji Destruksi Pada Pewarnaan Crystal
Violet Pada 96 Wellplate

Hasil pengamatan pembentukan biofilm
tersisa pada 96 wellplate dengan menggunakan
pewarna crystal violet, dapat dilihat pada Gambar
2.
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Gambar 2. Hasil Pengamatan Absorbansi Crystal
Violet Pada 96 Wellplate

Keterangan : Pada wellplate kolom A dan B
yang berwarna merah merupakan kolom pengujian
destruksi biofilm bakteri Staphylococcus aureus.
Kolom C merupakan kontrol positif yang berisi
bakteri dan DMSO 3%, sementara kolom D
merupakan kontrol negatif yang berisi media BHIB
+ 5% sukrosa. Hasil pengamatan pada kolom uji
destruksi biofilm (kolom A dan B) yang didapatkan
setelah pembacaan spektrofotometer, tampak warna

dari crystal violet yang pudar pada wellplate. Warna
crystal ~ violet yang  hilang  menunjukkan
berkurangnya jumlah biofilm yang menempel pada
wellplate.

PEMBAHASAN
Uji Fitokimia Fraksi Air Ekstrak Etanol
Rimpang Lengkuas Putih (Alpinia galanga W.)

Pada penelitian ini, fraksi air dari ekstrak
etanol rimpang lengkuas putih (4lpinia galanga W.)
mengandung senyawa terpenoid yang ditunjukkan
oleh adanya perubahan warna sampel menjadi coklat
kemerahan yang ditunjukkan pada tabel 1. Metode
ekstraksi dilakukan dengan pelarut etanol 96% yang
dipilih dengan alasan kemampuannya yang bagus
dalam melarutkan senyawa semipolar dan
memberikan nilai rendemen ekstrak yang lebih
tinggi®?. Pelarut etanol diketahui lebih mudah
menembus membran sel untuk mengekstrak bahan
intraseluler dari tanaman herbal®.

Parameter penting dalam mendapatkan
nilai rendemen ekstrak yang bagus ditentukan oleh
jenis pelarut, waktu ekstraksi, kecepatan agitasi,
rasio sampel dengan pelarut, dan suhu yang
digunakan. Sifat pelarut yang ideal dalam ekstraksi
harus memiliki toksisitas rendah, memiliki
volatilitas tinggi pada suhu rendah, meningkatkan
kecepatan dalam penyerapan fisiologis, dan tidak
menyebabkan ekstrak menjadi kompleks atau
terdisosiasi**. Proses fraksinasi bertujuan untuk
memisahkan senyawa organik dengan
memanfaatkan dua sifat yaitu ionisasi dan polaritas.
Parameter dalam keberhasilan fraksinasi yaitu
pemilihan pelarut ektstraksi, urutan pengujian
pelarut, laju aliran, dan jumlah tahapan yang
optimal®.

Hasil uji fitokimia dalam penelitian ini
menunjukkan bahwa fraksi air dari ekstrak etanol
rimpang lengkuas putih hanya mengandung
senyawa terpenoid. Sedikitnya senyawa yang dapat
ditarik oleh fraksi air dapat disebabkan karena
proses ekstraksi dengan menggunakan suhu yang
tinggi atau pengadukan dengan waktu yang lama.
Fraksi air yang digunakan merupakan hasil sisa
proses fraksinasi dari pelarut n-heksana dan etil
asetat, sehingga senyawa — senyawa yang berperan
sebagai antibiofilm dalam ekstrak etanol rimpang
lengkuas tertarik oleh pelarut awal yang digunakan
saat proses fraksinasi. Dalam beberapa penelitian
menyebutkan kelemahan air sebagai pelarut, yaitu
dapat menyebabkan hidrolisis dan membutuhkan
panas yang tinggi untuk menghasilkan ekstrak yang
baik?®:

Pada rimpang lengkuas putih (Alpinia
galanga W) terdapat beberapa senyawa turunan
terpenoid, diantaranya 1,8 cineole, alpha-



bergamotene, alpha-copaene, alpha-humulene,
alpha-pinene, alpha-terpineol, carveol-I, carveol-II,
eugenol, limonene, linalool, terpinolene, geraniol,
dan camphor yang beberapa diantaranya memiliki
aktivitas sebagai antibiofilm?®.

Uji Destruksi Fraksi Air Ekstrak Etanol
Rimpang Lengkuas Putih (Alpinia galanga W.)
terhadap Jumlah Mikrokoloni Staphylococcus
aures

Hasil uji destruksi berdasarkan jumlah
mikrokoloni S. aureus menunjukkan tidak terdapat
perbedaan yang bermakna (p>0.05) antara fraksi air
dosis 1000 ppm, 500 ppm, 250 ppm, 125 ppm, dan
62,5 ppm dibandingkan dengan kelompok tanpa
perlakuan dan DMSO 3%. Hasil pengamatan
langsung pada 96 wellplate menunjukkan pewarna
crystal violet luntur, yang berarti berkurangnya
jumlah biofilm yang menempel. Walaupun hasil uji
destruksi menunjukkan fraksi air dari ekstrak
etanolik Alpinia galanga W dapat mendestruksi
biofilm S. aureus sebesar 45,64 %, namun hasil yang
didapat tidak signifikan dibandingkan dengan
DMSO 3%. Dimethyl sulfoxide (DMSO) merupakan
molekul yang ideal untuk melarutkan molekul polar
dan non-polar yang sulit larut. Penggunaan DMSO
2% dapat meningkatkan kelarutan yang tinggi yang
merupakan parameter terpenting dalam
bioavailabilitas  seluler’’. Menurut beberapa
penelitian, DMSO dapat berperan sebagai
penghambat biofilm. Namun, dalam beberapa kasus
dengan penggunaan dosis tertentu dapat mendorong
pembentukan biofilm pada konsentrasi yang rendah
(<2%)28,29,30.

Uji antibiofilm dengan menggunakan 96
wellplate dianggap sebagai metode standar untuk
kuantifikasi pembentukan biofilm S. aureus secara
in vitro’!. Pengujian ini menunjukkan kemampuan
strain klinis S. aureus untuk membentuk biofilm
dengan 96 wellplate’>3334,

Media  pertumbuhan  bakteri  yang
digunakan yaitu Brain-heart Infusion Broth (BHIB),
merupakan media cair yang mengandung
karbohidrat dan protein yang dapat digunakan
sebagai media kultur pertumbuhan biofilm S. aureus
dengan penambahan glukosa dengan jumlah
tertentu®>*°, Pada sebuah penelitian antibiofilm oleh
Freeman menggunakan media BHIB + 5% sukrosa
sebagai metode alternatif untuk menumbuhkan
biofilm bakteri’’%. Metode pewarnaan crystal violet
merupakan metode pengujian biofilm yang paling
umum dan sering digunakan karena dapat
melakukan pengukuran seluruh biomassa dan
matriks biofilm*. Pewarna crystal violet memiliki
kemampuan untuk mengikat berbagai komponen sel
bakteri, seperti DNA, protein, dan polisakarida EPS
dengan cara yang tidak spesifik. Pada metode ini,

nilai OD (optical density) digunakan sebagai
indikator jumlah bakteri yang menempel pada
permukaan dan membentuk biofilm, lalu dilanjutkan
dengan pengukuran spektofotometer*.

Terpenoid yang ditarik dari fraksi air
ekstrak etanol rimpang lengkuas putih bertindak
sebagai antibiofilm  dengan =~ menghambat
pembentukan  biofilm melalui penghambatan
sintesis EPS melalui gangguan pada ekspresi
selulosa*!. Selain itu terpenoid menyebabkan
kerusakan membran sel bakteri*2.

Beberapa penelitian menunjukkan senyawa
murni terpenoid polar carvacrol, thymol, dan
eugenol diketahui memiliki efek antibofilm terhadap
berbagai bakteri, termasuk Staphylococcus®S.
Senyawa tersebut dikenal dengan kemampuannya
sebagai antimikroba yang luas, terutama dalam
merusak membran sitoplasma*’. Pada penelitian
yang dilakukan Dimitria menguji senyawa murni
terpenoid carvacrol, thymol, dan eugenol ditemukan
memiliki hasil yang sama yaitu memiliki potensi
antibiofilm yang meningkat terhadap bakteri
Staphylococcus. Ketiga senyawa ini merupakan
senyawa fenolik dengan sifat hidrofilik, diketahui
mampu berinteraksi dengan lapisan lipid membran
sitoplasma, yang  menyebabkan  kerusakan
integritas, gangguan homeostasis pH intraseluler,
dan kebocoran komponen intraseluler termasuk
ATP*,

Beberapa senyawa turunan dari terpenoid
yaitu 1,8-Cineole, alpha-copaene, alpha-humulene,
alpha-pinene, champor, limonene, dan linalool yang
terkandung dalam rimpang Alpinia galanga W.
Senyawa — senyawa tersebut telah diteliti
kemampuannya dalam merusak struktur serta
menghancurkan biofilm bakteri Staphylococcus
aureus dengan cara yang berbeda — beda. 1,8-
Cineole yang termasuk dalam monoterpenoid telah
diteliti memiliki efek penghambatan yang kuat
terhadap S. aureus®. Alpha-copaene termasuk
golongan seskuiterpen, pada studi in-silico
menunjukkan mekanisme anti-quorum sensing
dengan cara menekan produksi AHL (acyl-
homoserine lactone) yang merupakan salah satu
sinyal  bakteri dalam  berkomunikasi  dan
berkoordinasi dalam membentuk biofilm, serta
memblokir sekresi protein biofilm®. Golongan
seskuiterpen lain yang diketahui memiliki efek
antibiofilm yaitu alpha-humulene. o-humulene
dapat menurunkan koloni bakteri S. aureus
(CFU/ml) pada uji kontak langsung yang dilakukan
pada jam ke 1 dan 24. Pada bakteri gram positif
Bacteroides fragilis, a-humulene dapat menghambat
biofilm dengan MIC 2pg/ml dan MBC 8-32pg/ml
yang juga dideteksi melalui confocal laser scanning
microscopy (CLSM)®!. Senyawa camphor yang



merupakan turunan terpenoid yaitu monoterpen
dilaporkan memiliki efek dalam menghambat
pertumbuhan biofilm bakteri, terutama pada gram
positif termasuk S. aureus.

Camphor dapat mengurangi pembentukan
planktonik bakteri S. aureus hingga 50%. Pada
konsentrasi perlakuan yang berbeda, champor dapat
meningkatkan kerusakan biofilm oleh bakteri S.
aureus hingga 63%. Limonene merupakan
senyawa yang sangat kontras dengan biofilm yang
dibentuk oleh bakteri S. aureus dan P. aeruginosa
karena dapat merusak struktur biofilm secara
signifikan dan irreversibel’*. Senyawa monoterpen
lain, yaitu linalool (LIN) diketahui menghambat
motilitas sel serta menurunkan produksi EPS pada
biofilm bakteri gram positif B. amyloliquefaciens™.
Linalool juga aktif dalam menurunkan viabilitas sel
sessile bakteri P aeruginosa, menurunkan
kandungan  protein dan  karbohidrat  dari
eksopolisakarida biofilm. Kombinasi senyawa EUG
dan LIN dapat mempengaruhi quorum sensing
signaling, LasA dan LasB serta faktor virulensi
piosianin dan rhamnolipid sebagai penghambat
biofilm®®. Terpinen-4-ol merupakan senyawa
monoterpen yang juga diketahui memiliki
kemampuan kuat dalam menghambat pembentukan
biofilm dan biofilm yang telah terbentuk pada
bakteri S. aureus, meskipun pada konsentrasi yang
kurang maskimal®’. Serta senyawa terpinolene
diteliti mampu menghambat beta lactam dan
regulasi pompa efluks yang merupakan mekanisme
resistensi bakteri S. aureus®.

Hasil uji  destruksi biofilm bakteri
Staphylococcus aureus dengan fraksi air dari ekstrak
etanol rimpang lengkuas putih (4/pinia galanga W.)
dapat menghancurkan beberapa biofilm yang
terbentuk pada 96 wellplate dengan hasil yang
signifikan dibandingkan dengan kontrol negatif.
Namun, hasil yang didapat tidak mengikuti dose
response. Hal ini disebabkan karena proses
pengerjaan yang kurang maksimal seperti pencucian
PBS yang terlalu banyak, atau metode pembuatan
sampel yang kurang memberikan hasil yang baik
terhadap uji destruksi yang dilakukan. Selain itu
metode ekstraksi dan fraksinasi yang digunakan
kurang memenuhi parameter standar yang baik,
seperti penggunaan suhu yang tinggi, dan proporsi
rasio sampel yang digunakan kurang sesuai,
sehingga hasil dari penarikan senyawa pada fraksi
air tidak maksimal.

KESIMPULAN

1. Fraksi air dari ekstrak etanol rimpang lengkuas
putih (Alpinia galanga W.) mengandung
senyawa terpenoid melalui uji fitokimia.

2. Fraksi air dari ekstrak etanol rimpang lengkuas
putth  (Alpinia  galanga W)  dapat
menghancurkan biofilm bakteri Staphylococcus
aureus yang terbentuk pada dosis 1000 ppm,
500 ppm, 250 ppm, 125 ppm dan 62,5 ppm.

SARAN

1. Perlu dilakukan wuji fitokimia menggunakan
ekstrak kasar yang dihasilkan dari proses
ekstraksi untuk membandingkan hasil penarikan
senyawa, dan mengetahui apakah hasil uji
fitokimia yang kurang maksimal disebabkan
karena proses ekstraksi atau fraksinasi.

2. Perlu dilakukan observasi menggunakan
scanning electron microscopy untuk mengetahui
kualitas biofilm, seperti struktur atau kematian
sel planktonik.

3. Perlu dilakukan isolasi senyawa terpenoid dari
rimpang Alpinia galanga W untuk uji
antibiofilm.
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