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ABSTRAK
Pendahuluan: Infeksi nosokomial atau healthcare-associated infection (HAIs) terus meningkat terutama negara
berkembang seperti Indonesia. Peningkatan HAIs dipengaruhi oleh adanya perlekatan bakteri pada alat medis yang
bersifat invasif salah satunya oleh Staphylococcus aureus. Perlekatan dan kolonisasi dari Staphylococcus aureus
akan menghasilkan biofilm. Adanya biofilm akan mempersulit terapi dan menjadi titik fokal infeksi. Maka perlu
dikembangkan terapi yang menargetkan biofilm, salah satunya adalah rimpang lengkuas putih (Alpinia galanga).
Indonesia kaya akan tanaman obat salah satunya lengkuas putih (4/pinia galanga) yang memilik berbagai senyawa
bioaktif, namun potensinya sebagai antibiofilm dengan fraksi nonpolar n-heksana belum banyak diteliti.
Metode: Penelitian ini dilakukan secara in vitro sebagai eksperimen. Ekstraksi, maserasi, fraksinasi, pengujian
fitokimia kualitatif, serta studi penghambatan dan penghancuran biofilm pada Staphylococcus aureus
menggunakan pelat 96 sumur merupakan beberapa prosedur yang terlibat. Eksperimen penghambatan dilakukan
sebelum pembentukan biofilm, dan ekstrak kencur diberikan pada konsentrasi 62,5 ppm, 125 ppm, 250 ppm, 500
ppm, dan 1000 ppm setelah 48 jam pertumbuhan bakteri.
Hasil: Zat bioaktif berupa terpenoid dan alkaloid ditemukan dalam pemeriksaan fitokimia ekstrak etanol rimpang
lengkuas putih (Alpinia galanga L.) dengan fraksi n-heksana nonpolar. Sementara perlakuan lain menunjukkan
efek substansial, perlakuan 500 ppm menunjukkan jumlah penghambatan tertinggi, dengan hasil yang tidak
signifikan secara statistik dan berbeda secara signifikan dari kontrol negatif. Dengan semua persentase perlakuan
di atas 50%, semua perlakuan menunjukkan hasil substansial untuk pemberantasan, dengan pengecualian kontrol
negatif, yang menghasilkan hasil yang tidak signifikan. Hasil terbaik datang dari perlakuan tertentu, seperti pada
500 ppm dan 1000 ppm. Hasil dari DMSO 3% dalam terapi penghambatan berbeda secara nyata dari yang dari
kontrol negatif. Hasil dari perlakuan pemberantasan dengan DMSO 3% tidak berbeda secara signifikan dari
kelompok lain, tetapi mereka berbeda secara signifikan dari kontrol negatif.
Kesimpulan: Fraksi n-heksana ekstrak Alpinia galanga mengandung terpenoid dan steroid. Dosis perlakuan 500
ppm pada inhibisi merupakan hambatan tertinggi yaitu 27%. Pada eradikasi dosis 1000 ppm, efektif dalam
penghancuran dengan nilai 65%.
Kata Kunci: Antibiofilm, Alpinia galanga, Staphylococcus aureus.
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ABSTRACT
Introduction: Nosocomial infections or healthcare-associated infections (HAIs) continue to increase, especially
in developing countries such as Indonesia. The increase in HAIs is influenced by the adhesion of bacteria to
invasive medical devices, one of which is Staphylococcus aureus. The adhesion and colonization of
Staphylococcus aureus will produce biofilm. The presence of biofilm will complicate therapy and become a focal
point of infection. Therefore, it is necessary to develop therapies targeting biofilms, one of which is white galangal
rhizome (Alpinia galanga). Indonesia is rich in medicinal plants, including white galangal (Alpinia galanga),
which contains various bioactive compounds. However, its potential as an antibiofilm agent using the nonpolar n-
hexane fraction has not been extensively studied.
Methods: This investigation was carried out in vitro as an experiment. Extraction, maceration, fractionation,
qualitative phytochemical testing, and biofilm inhibition and destruction studies on Staphylococcus aureus
utilizing a 96-well plate are among the procedures involved. Inhibition experiments were performed prior to
biofilm development, and Alpinia galanga extract was administered at concentrations of 62.5 ppm, 125 ppm, 250
ppm, 500 ppm, and 1000 ppm following 48 hours of bacterial growth.
Results: Bioactive substances in the form of terpenoids and alkaloids were found in the phytochemical
examination of the white galangal rhizome (Alpinia galanga L.) ethanol extract with the nonpolar n-hexane
fraction. While other treatments demonstrated substantial effects, the 500 ppm treatment exhibited the highest
amount of inhibition, with results that were not statistically significant and significantly different from the negative
control. With all treatment percentages above 50%, all treatments demonstrated substantial results for eradication,
with the exception of the negative control, which produced non-significant results. The best outcomes came from
certain treatments, such those at 500 ppm and 1000 ppm. Results from the 3% DMSO in inhibitory therapy differed
markedly from those from the negative control. Results from the eradication treatment with 3% DMSO were not
significantly different from the other groups, but they were significantly different from the negative control.
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Conclusion: The n-hexane fraction of Alpinia galanga extract contains terpenoids and steroids. The 500 ppm
treatment dose in inhibition was the highest inhibitor at 27%. In eradication, the 1000 ppm dose was effective in
destruction with a value of 65%.
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PENDAHULUAN

Infeksi nosokomial, juga dikenal sebagai
healthcare-associated infections (HAIs), adalah
infeksi yang diderita pasien saat menjalani perawatan
di rumah sakit atau fasilitas pelayanan kesehatan lain
yang tidak ada pada saat pasien masuk dan tidak
terjadi selama masa inkubasi. Ini termasuk infeksi
yang berkembang saat pasien berada di rumah sakit
tetapi muncul kembali setelah pasien dipulangkan.
Menurut penilaian Organisasi Kesehatan Dunia
(WHO) tahun 2016, HAIs bertanggung jawab atas
sekitar 37.000 kematian di Eropa dan 99.000
kematian di AS. Dibandingkan dengan negara-negara
industri, negara-negara berkembang memiliki tingkat
prevalensi infeksi terkait layanan kesehatan (HAIs)
yang lebih tinggi. Menurut data Kementerian
Kesehatan, prevalensi HAIs di Indonesia tahun 2024
masih tergolong sangat tinggi yakni sebesar 15,74%
dengan angka yang jauh melebihi prevalensi HAIs
padanegara maju>. Prevalensi healthcare-association
infection (HAIs) di Indonesia cukup tinggi, dengan
tingkat mencapai sekitar 30,4%, yang merupakan
salah satu yang tertinggi di kawasan Asia Tenggara.
Secara umum, di Asia Tenggara, prevalensi HAI
berkisar sekitar 21,6% hingga 30,4%, tergantung
pada negara dan studi yang dilakukan. Indonesia
menunjukkan  prevalensi yang lebih  tinggi
dibandingkan beberapa negara tetangga seperti
Singapura yang memiliki tingkat sekitar 8,4%. Data
ini menunjukkan bahwa HAI merupakan masalah
serius di Indonesia dan kawasan Asia Tenggara, yang
memerlukan perhatian dan langkah pengendalian
yang lebih efektif’. Sejumlah faktor berkontribusi
terhadap peningkatan healthcare-associated
infections (HAIs), termasuk prosedur pembedahan
yang mengakibatkan infeksi pada lokasi pembedahan
(SSI), pemasangan kateter urin yang menyebabkan
ISK, dan prosedur perangkat medis invasif yang
kurang steril seperti penggunaan intubasi dan
ventilator yang dapat menyebabkan pneumonia
terkait ventilator (VAP). Adapun peningkatan kasus
HAIs juga merupakan salah satu akibat dari
berkembangnya bakteri yang telah resisten terhadap
antibiotik*.

Bakteri Gram positif paling sering
menyebabkan  healthcare-associated  infections
(HAIs) melalui kemampuan mekanisme bakteri
dalam membentuk biofilm salah satunya Bakteri
bernama Staphylococcus  aureus  memiliki
kemampuan untuk menyerang setiap sistem organ.
Infeksi nosokomial, yang dapat timbul akibat
kontaminasi bakteri pada peralatan medis yang tidak
steril, disebabkan oleh kuman seperti Staphylococcus
aureus®. Kemampuan bakteri Staphylococcus aureus
dalam menghasilkan zat polimer ekstraseluler
sehingga dapat membentuk biofilm di berbagai
macam media terutama peralatan medis seperti
kateter, implan, ventilator, dan prostesis sendi.
Bakteri Staphylococcus aureus dapat menyebabkan
infeksi saluran kemih, infeksi luka operasi,

pneumonia, endocarditis,  osteomyelitis, dan
bakterimia®.

Tahapan pembentukan biofilm terdiri dari
beberapa mekanisme yaitu: adhesi/ perlekatan,
proliferasi/  kolonisasi, dan detachment atau
pelepasan. Kemampuan bakteri memproduksi
biofilm membuat penanganan bakteri yang memiliki
kemampuan dalam membentuk biofilm menjadi
semakin  sulit. Pembentukan  biofilm dapat
melindungi  mikroorganisme terhadap  sistem
kekebalan tubuh, mendukung pertumbuhan bakteri
dan menimbulkan infeksi sistemik terutama pada
pasien dengan kekebalan tubuh yang lemah’. Infeksi
bakteri Staphylococcus aureus sulit ditangani karena
sering  terjadi  resistensi  antibiotik  melalui
pembentukan biofilm. Antibiotik telah banyak
digunakan untuk kasus infeksi bakteri, tetapi biofilm
memiliki kemampuan lebih protektif dan tahan
terhadap antibiotik®. Oleh karena itu diperlukan,
pengembangan terapi baru untuk menghambat atau
menghancurkan biofilm sehingga dapat membantu
mengendalikan resistensi bakteri.

Lengkuas putih (Alpinia galanga), obat
herbal yang sering digunakan dalam berbagai resep
masakan Indonesia, merupakan salah satu dari
banyak tanaman berbeda yang diketahui ada di negara
ini tetapi manfaat obatnya belum diselidiki secara
menyeluruh. Rimpang dari lengkuas putih (4/pinia
galanga) mempunyai aktivitas sebagai agen
antibakteri karena kandungan senyawa aktif di
dalamnya berupa flavonoid, tanin, fenol, saponin,
alkaloid, dan terpenoid®. Namun, penelitian rimpang
lengkuas putih (4lpinia galanga) sebagai antibiofilm
dengan fraksi n-heksana yang bersifat non-polar
terhadap bakteri Staphylococcus aureus masih belum
banyak dilakukan. Oleh karena itu, potensi rimpang
dari lengkuas putih (4/pinia galanga) untuk diteliti
kandungan senyawa aktifnya sebagai agen
antibiofilm menjadi pilihan yang baik'®. Pada
penelitian ini akan melakukan ekstraksi dan
fraksinasi menggunakan pelarut dengan sifat non-
polar yaitu n-heksana dari ekstrak etanol rimpang
lengkuas putih (Alpinia galanga). Fraksi n-heksana
dapat mengeluarkan lemak dan menarik senyawa
sterol yang merupakan golongan steroid dan beberapa
terpenoid karena sifatnya yang non-polar!!.

METODE PENELITIAN

Desain, Waktu, dan Tempat Penelitian

Penelitian yang dilakukan berupa
penelitian eksperimental laboratorium in vitro yang
dilakukan untuk mengetahui potensi rimpang
lengkuas putih (Alpinia galanga) sebagai agen
antibiofilm yang mampu untuk menghambat dan
menghancurkan biofilm dari bakteri Gram positif
Staphylococcus aureus.

Laboratorium Pusat Penelitian
Kedokteran (LPRK) Fakultas Kedokteran Universitas
Islam Malang menjadi lokasi percobaan in vitro ini.
Penelitian dimulai pada bulan September 2024.



Metode Pengambilan Sampel

Sampel rimpang lengkuas putih
(Alpinia galanga) dari Unit Laboratorium Balai
Materia Medika di Batu digunakan dalam penelitian
ini. Bakteri Staphylococcus aureus diperoleh dari
Laboratorium Pusat Penelitian Kedokteran (LPRK)
Fakultas Kedokteran Universitas Islam Malang.

Alat dan Bahan

Penelitian ini menggunakan alat berupa
N. Heksana, Air, Microplate well 96, Bakteri
Staphylococcus aureus, Ekstrak kasar Alpina
galanga, Oven, Laminar air flow, Inkubator,
Spektrofotometer, Rotary evaporator, Vacuum,
biichner, Autoclave, DMSO, Waterbath shaker,
Multichannel pippete, Blue tip, Yellow tip,
Erlenmeyer, Baker glass, Tabung reaksi , Cawan
petri, Whatman Filter Paper No 1, Pewarna, kristal
violet 0,1%, Wadah datar, Micropipet, Corong pisah.
Bahan penelitian ini adalah larutan asam asetat glasial
30%, tabung mikrosentrifugasi 1,5 mL, BHIB dengan
sukrosa, nutrient agar, timbangan digital, schott
bottle.

Ekstraksi Etanol Alpinia galanga

Ekstraksi dengan menggunakan bahan —
bahan seperti simplisia rimpang lengkuas putih,
aquades, etanol 96%. Sebanyak 100 gram simplisia
rimpang lengkuas putih ditimbang sebanyak 4 kali,
dilarutkan dengan 500 ml etanol 96% kedalam
erlenmeyer dengan perbandingan (1:5). Erlenmayer
ditutup oleh aluminium foil kemudian didiamkan di
waterbath shaker selama 24 jam. Corong Biichner
digunakan untuk menyaring campuran hingga kering
setelah didiamkan selama sehari penuh. Rotary
evaporator digunakan untuk mengolah filtrat dan
menghasilkan ekstrak kental. Teknik yang sama
digunakan dua kali untuk remaserasi.'?.

Fraksinasi Ekstrak Rimpang Lengkuas Putih

Air dan n-heksana digunakan sebagai
pelarut dalam mekanisme kerja metode fraksinasi
ECC. Setelah ekstrak kental disuspensikan dalam air
hangat dengan rasio 1:6, 40 mililiter n-heksana
ditambahkan ke dalam corong pisah dengan
perbandingan 1:1. Setelah itu, ekstrak dikocok
perlahan selama lima belas menit, didiamkan selama
1 jam sehingga terjadi pemisahan pelarut yang akan
menghasilkan dua lapisan endapan, pisahkan dan
simpan fraksi n-heksana yang telah didapatkan.
Dilakukan hal yang sama menggunakan larutan etil
asetat dengan perbandingan (1:1), sehingga
membentuk dua lapisan endapan. Masing-masing
fraksi yang didapatkan dipisah. Sisa air di dalam
corong pisah akan menjadi fraksi air'®.

Uji Fitokimia Fraksi Rimpang Lengkuas putih
Beberapa uji digunakan untuk melakukan
analisis fitokimia pada rimpang lengkuas putih
(Alpinia galanga), termasuk: (a) Uji flavonoid. Uji ini
melibatkan penambahan 0,5 ml fraksi n-heksana, 0,1
gram bubuk magnesium, dan lima tetes HCI] kuat.
Campuran tersebut kemudian dikocok dengan cepat.

Larutan yang berubah menjadi merah, kuning, atau
jingga menunjukkan hasil yang berhasil. (b) Uji
Saponin. 0,5 ml fraksi n-Heksana dicampur dengan
0,5 ml air suling panas dalam rasio 1:1, dan campuran
diaduk selama satu menit untuk menguji saponin. Jika
busa terbentuk dan ekstrak tetap stabil selama +/-
hingga 5 menit setelah menambahkan larutan HCI,
konsentrasi saponin positif. (¢) Uji tanin dengan lima
tetes FeCl3 1% yang diaplikasikan pada 0,5 ml fraksi
n-Heksana. Perkembangan warna biru tua atau hitam
kehijauan menunjukkan reaksi yang menguntungkan.
(d) Uji alkaloid menggunakan 0,5 fraksi n-heksana,
0,5 HCI, dan 10 tetes larutan Dragendorff. Reagen
Mayer ditambahkan setelah larutan larut. Jika
terbentuk endapan atau larutan keruh, reaksi positif
telah terjadi."”. (e) Uji terpenoid — steroid (Lieberman
Burchard Test) menggunakan fraksi n-Heksana
sebanyak 0,5 ml ditambahkan dengan asetat glasial
pekat sebanyak 3 tetes kemudian ditambahkan
dengan 1 ml H2SO4 pekat. Campuran dikocok
perlahan, warna merah keunguan menunjukkan
bahwa ekstrak mengandung terpenoid,a warna hijau
kebiruan menunjukkan adanya kandungan steroid
pada ekstrak'®,

Standarisasi Bakteri Staphylococcus aureus

Standar McFarland digunakan untuk
menstandardisasi mikroorganisme dalam uji biofilm
awal. Untuk menstandardisasi uji mikroba, standar
McFarland digunakan sebagai panduan untuk
mengontrol  kekeruhan suspensi bakteri dan
memastikan jumlah bakteri berada dalam rentang
tertentu. Dalam tabung reaksi, campurkan 0,05 ml
barium klorida dihidrat 1% dan 9,95 ml asam sulfat
1% untuk membuat standar McFarland 0,5.
Selanjutnya diaduk hingga memenuhi standar
kekeruhan pada tingkat 0,5 McFarland Standard.,
bakteri dicampur dengan 10 mililiter larutan garam
fisiologis untuk melakukan standarisasi bakteri.
Setelah itu, kekeruhan suspensi dinaikkan hingga
mencapai kadar McFarland 0,5."°.

Uji Aktivitas Antibiofilm Staphylococcus aureus
pada Microtiter Plate Assay 96 Well plate

Uji yang dilakukan yaitu uji penghambatan
dan penghancuran ekstrak etanol Alpinia galanga
Fraksi n-heksana terhadap biofilm  bakteri
Staphylococcus aureus. Uji aktivitas penghambatan
biofilm dilakukan menggunakan Microtitter plate
assay. Uji hambatan biofilm dilakukan sebelum
biofilm terbentuk sempurna pada media agar, untuk
melihat efektivitas sampel terhadap biofilm bakteri.
Sedangkan wuji aktivitas penghancuran terhadap
biofilm bakteri Staphylococcus aureus dilakukan
setelah jam ke 482021,

BHIB + sukrosa dimasukkan ke dalam well
plate menggunakan multichannel pippete sebanyak
200 pL. Bakteri yang telah disuspensi dimasukan
kedalam masing-masing well sebanyak 20 ml*,
Sampel fraksi untuk perlakuan  hambatan
ditambahkan sesuai peta pada baris 1 dan dilakukan
pengenceran bertingkat pada baris 1-5. Ditambahkan



DMSO 3% ditambahkan kedalam baris kontrol bias
hambatan. 96 well plate ditutup dan diinkubasi pada
suku 37°C selama 24 jam?.

Setelah dilakukan inkubasi selama 24 jam,
sampel pada masing-masing wellplate dibuang
menggunakan pipet. Kemudian, dilakukan pencucian
dengan penambahan larutan PBS (Phosphate
Buffered Saline) sebanyak 200 plL pada wellplate
kemudian langsung dibuang®*. Setelah itu,
ditambahkan sampel fraksi untuk uji penghancuran
sesuai peta pada kolom ke 6 sampai ke 10 sebanyak
120 pl dan didiamkan selama 10 menit. Selanjutnya,
sampel dibuang menggunakan pipet dan dilakukan
pencucian kembali dengan menggunakan larutan
PBS (Phosphate Buffered Saline) sebanyak 200 ul
dan langsung dibuang. Fiksasi dilakukan dengan
menambahkan methanol 96% sebanyak 120 pL dan
didiamkan selama 10 menit setelah itu dibuang®.
Pewarnaan dilakukan dengan menggunakan pewarna
crystal violet 0,1% yang ditambahkan pada tiap
wellplate sebanyak 120 ul dan didiamkan selama 3
menit. Setelah dilakukan pewarnaan, kemudian
dicuci menggunakan larutan PBS sebanyak 200 pL
dan dilakukan pencucian sebanyak 2 kali. Asam
asetat 33% kemudian ditambahkan sebanyak 200 ul
untuk melarutkan crystal violet agar dapat dilakukan
pengukuran absorbansiZ®.

HASIL DAN ANALISA DATA

Hasil Uji Fitokimia pada Fraksi N-Heksana
Esktrak Etanol Rimpang Lengkuas Putih (4lpinia
galanga)

Hasil uji fitokimia fraksi n-Heksana rimpang
lengkuas putih (Alpinia galanga) yang dilakukan
secara kualitatif dengan identifikasi senyawa yang

Untuk menentukan nilai OD, perhitungan
absorbansi dilakukan pada panjang gelombang 585
nm menggunakan spektrofotometer.?’. Pembacaan
pada spektrofotometer akan menghasilkan nilai sisa
dari pembentukan biofilm sehingga dapat dilakukan
penghitungan presentase sisa biofilm.

% hambatan & penghancuran biofilm
_ ODkn — ODkp X 100%
~ 0Dkn °
Keterangan:
e ODkn = Optical Densitiy kontrol negatif
(media yang diberi BHIB + sukrosa 5%)
e ODkp = Optical Densitiy uji (media yang
telah  diberikan  sampel uji/kelompok
perlakuan)

Setelah dilakukan penghitungan tersebut
dengan menggunakan spektrofotometer nilai yang
didapatkan dikonversi ke nilai BBU. Nilai BBU
diperoleh dengan rumus sebagai berikut:

Abs
BBU = o1
Keterangan:
e BBU = Biofilm Biomass Unit
e Abs = Absorbansi Crystal Violet

terkandung dalam rimpang lengkuas putih
berdasarkan perubahan bentuk dan warna. Adapun
hasil uji fitokimia dapat dilihat pada tabel 1.

Tabel 1. Hasil Uji Fitokimia Fraksi N-Heksana Alpinia galanga

Jenis pengujian Hasil EKeterangan
Flavonoid i Texj_adi pem‘r_:lahan larutan menjadi warna merah,
kuning, atau jingga.
Alkaloid i Tidalk terdapat endapan atau perubahan larutan menjadi
keruh
g ] Tidak terdapat busa vyang terbentuk dan zetelah
aponud - ditambahkan larutan HC1 tetap stabil = 5 menit
. Terjadi perubahan warna menjadi biru fua atau hitam
Tanin - "
kehijanan
Terpenoid . E:Ijadi perubahan warna larutan menjadi merah
unguan
Steroid . Terjadi perubahan warna larutan menjadi warna hijau

kebiruan

Keterangan : Tabel di atas menjelaskan tentang ada atau tidaknya kandungan senyawa bioaktif yang diujikan pada rimpang Alpinia galanga,
berdasarkan pengujian fitokimia fraksi n-heksana rimpang lengkuas putih (Alpinia galanga L.) didapatkan hasil bahwa terdapat adanya
kandungan terpenoid dan steroid pada fraksi n-heksana rimpang lengkuas putih (4/pinia galanga L.)

Pada pengujian biofilm dengan fraksi n-
heksana yang mampu menarik senyawa terpenoid dan
steroid, dikarenakan pada senyawa terpenoid dan
steroid memiliki sifat non-polar. Senyawa terpenoid
memiliki beragam efek biologis termasuk mekanisme
sebagai antimikroba yang dapat menghambat
pertumbuhan mikroba seperti jamur, bakteri, dan
parasit. Terpenoid yang terdapat pada Alpinia

galanga memiliki mekanisme sebagai agen
antibiofilm karena dapat mengganggu proses
pembentukan dan keberlangsungan biofilm dengan
cara meginterferensi struktur lipid dan protein yang
penting untuk stabilitas biofilm bakteri. Telah
dilakukan studi bahwa senyawa terpenoid mampu
menghambat pertumbuhan bakteri spektrum luas,
pada bakteri Gram-positif?8. Senyawa bioaktif steroid



yang memiliki mekanisme sebagai antibiofilm
dengan cara menghambat jalur komunikasi quorum
sensing bakteri, distrupsi membran sel bakteri, dan
menghambat pompa efflux pada sel bakteri®.

Hasil Uji Penghambatan dan Penghancuran
Biofilm Bakteri Staphylococcus aureus

Hasil pengujian hambatan biofilm bakteri
Staphylococcus aureus menggunakan Kruskal Wallis-
Pairwise Comparison dapat dilihat pada Tabel 2,
pengujian hambatan biofilm dengan perhitungan
BBU dapat dilihat pada Gambar 1 dan perhitungan
%bhambatan  biofilm dengan perbedaan dosis
pengujian dapat dilihat pada Gambar 2.

Tabel 2. Hasil Uji Penghambatan Biofilm Bakteri Staphylococcus aureus (n = 12)

DOSIS XESD
Kontrol - 12.83£1.82°
Kontrol + DMSO 3% 3.98+4.39¢
62,5 ppm 12.11+1.20°
125 ppm 12.67£1.30"
250 ppm 11.43+0.98°
500 ppm 9.33+£1.92?
1000 ppm 12.42+2.50"

Keterangan: "Pada pengujian penghancuran fraksi n-heksana rimpang lengkuas putih (A4/pinia galanga L.) dengan dosis 1000 ppm, 500 ppm,
250 ppm, 125 ppm, dan 62,5 ppm berdasarkan dari uji one way ANOVA menggunakan kruskal wallis memiliki perbedaan yang bermakna
dengan nilai sig 0.003. Sampel dengan perbedaan yang signifikan memiliki nilai sig (p<0.05) atau kurang dari 0.05 dapat dikatakan memiliki
hasil signifikan. Huruf (b) menerangkan bahwa nilai dikatakan signifikan dengan nilai pada huruf (b) yang lain dan tidak signifikan dengan

nilai huruf (a).”

BBU Penghambatan

16 12.84+1.83°

12.68 +1.31°

12.12+1.21b

N

o

[ee)

o

N

N

14
1
! 3.99+4.42
0

Kontrol Negatif DMSO 3% 62.5 ppm

125 ppm

12.43 +2.51°
11.44 +0.99>
‘ 9.34+1.93
250 ppm 500 ppm 1000 ppm

Gambar 1. Histogram Perhitungan Hasil Hambatan Biofilm dengan Perbedaan Dosis Pengujian

Keterangan: Berdasarkan histogram parameter BBU diatas menunjukkan pada dosis 500 ppm memiliki nilai rata — rata inhibisi yang paling
rendah dibandingkan dengan dosis pengujian yang lainnya. Tetapi dari enam jenis perlakuan yang diberikan (selain kontrol negatif), kelompok
yang diberikan DMSO 3% adalah kelompok yang memiliki rata — rata paling rendah, dan kelompok yang diberikan 125 ppm menghasilkan
rata — rata inhibisi yang paling tinggi. Huruf (a) menerangkan bahwa nilai dikatakan signifikan dengan nilai pada huruf (a) yang lain dan tidak

signifikan dengan nilai huruf (b).

Penghitungan  biofilm  menggunakan
parameter BBU (Biomassa Biofilm Unit). Parameter
yang digunakan untuk mengukur kapasitas biofilm
pada suatu media adalah parameter BBU. Biomassa
biofilm unit yang memiliki nilai rendah atau sedikit
menunjukkan bahwa jumlah mikroorganisme dalam

biofilm berarti berkurang, dan sebaliknya jika
biomassa biofilm unit memiliki hasil nilai yang
tinggi atau besar maka menunjukkan bahwa jumlah
mikroorganisme yang ada di dalam biofilm
meningkat atau masih banyak>°.
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Gambar 2. Histogram Perhitungan % Hambatan Biofilm dengan Perbedaan Dosis Pengujian

Keterangan: Hasil histogram diatas menunjukkan perbedaan persentase efek uji penghambatan biofilm pada berbagai dosis. Kelompok
perlakuan fraksi n-heksana rimpang lengkuas putih (A4lpinia galanga L.) tidak ada yang mencapai nilai persentase penghambatan sebesar 50%,
namun pada dosis 500 ppm merupakan kelompok perlakuan dengan hambatan tertinggi yaitu sebesar 27%. Kontrol positif DMSO 3% mencapai

persentase penghambatan lebih dari 50% yaitu sebesar 69%.

Gambar 3 menunjukkan hasil uji
penghancuran biofilm pada bakteri Staphylococcus
aureus menggunakan uji statistik ANOVA satu arah
dengan Kruskal Wallis-Pairwise Comparison;
Gambar 4 menunjukkan persentase penghancuran

biofilm dengan berbagai dosis uji; dan Tabel 3
menunjukkan hasil uji penghancuran biofilm pada
bakteri  Staphylococcus aureus menggunakan
perhitungan BBU.

Tabel 3. Hasil Uji Penghancuran Biofilm Bakteri Staphylococcus aureus (n = 12)

DOSIS

X'+SD

Kontrol -

Kontrol + DMSO 3%
62,5 ppm

125 ppm

250 ppm

500 ppm

1000 ppm

12.83+1.822
3.15+4.02°
5.89+1.28°
5.37+0.58°
5.55+0.41°
4.84+1.03°
4.46+0.56°

Keterangan: “Pada pengujian penghancuran biofilm menggunakan fraksi n-heksana rimpang lengkuas putih (Alpinia galanga L.) dengan
dosis 1000 ppm, 500 ppm, 250 ppm, 125 ppm, dan 62,5 ppm berdasarkan dari uji kruskal wallis memiliki perbedaan yang bermakna dengan
nilai 0.003. Sampel dengan perbedaan yang bermakna memiliki nilai sig (p<0.05) atau kurang dari 0.05. Huruf (b) menerangkan bahwa nilai
dikatakan signifikan dengan nilai pada huruf (b) yang lain dan tidak signifikan dengan nilai huruf (a).”
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Gambar 3. Histogram Perhitungan Hasil Penghancuran Biofilm dengan Perbedaan Dosis Pengujian

Keterangan: Berdasarkan histogram parameter BBU diatas menunjukkan pada dosis 1000 ppm memiliki nilai yang rendah dibandingkan
dengan dosis pengujian yang lainnya. Sementara kelompok yang diberikan dosis 62.5 ppm menghasilkan rata — rata eradikasi yang paling
tinggi. Tetapi pada enam jenis perlakuan yang diberikan (selain kontrol negatif), kelompok yang diberikan kontrol + (DMSO 3%) menunjukkan
nilai rata — rata eradikasi yang paling rendah dibanding sampel lain yang digunakan, sehingga pada pengujian penghancuran biofilm bakteri
Staphylococcus aureus terdapat kemungkinan bahwa yang memiliki efektivitas sebagai penghancur biofilm bakteri Staphylococcus aureus
adalah kontrol + (DMSO 3%). Huruf (b) menerangkan bahwa nilai dikatakan signifikan karena memiliki nilai sig (p<0.05) dengan nilai pada
huruf (b) yang lain dan tidak signifikan dengan nilai huruf (a) karena memiliki nilai sig (p>0.05).
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Gambar 4. Histogram Perhitungan % Penghancuran Biofilm dengan Perbedaan Dosis Pengujian

Keterangan: Hasil histogram diatas menunjukkan perbedaan persentase efek uji penghancuran biofilm pada berbagai dosis. Semua kelompok
perlakuan fraksi n-heksana rimpang lengkuas putih (A/pinia galanga L.) mencapai nilai persentase penghambatan lebih dari 50%. Kelompok
perlakuan yang memiliki nilai persentase penghambatan paling tinggi dan mendekati nilai persentase penghambat kelompok kontrol positif
yaitu dosis 1000 ppm dengan nilai 65%. Semakin tinggi persentase penghambatan biofilm, maka semakin efektif agen dalam menghambat
pembentukan biofilm. Tetapi pada enam jenis perlakuan yang diberikan, pada kontrol + (DMSO 3%) menunjukkan nilai yang tinggi sebesar
75% dibanding sampel lain, sehingga pada pengujian penghancuran biofilm bakteri Staphylococcus aureus terdapat kemungkinan yang
memiliki efektivitas sebagai penghancur biofilm bakteri Staphylococcus aureus adalah kontrol + (DMSO 3%)).



PEMBAHASAN

Alpinia galanga L. merupakan tumbuhan
herba teresterial yang banyak dijumpai pada kawasan
hutan tropis memiliki batang tegak dengan tinggi
mencapai 1 m?*2. Batang semu berwarna hijau tua
yang tersusun dari pelepah-pelepah daun yang
bersatu®>. Dengan tangkai daun pendek dan pelepah
serta anak daun berwarna hijau, daun tunggal
tersusun berselang-seling. Daunnya panjang dan
lanset, berukuran sekitar 25 hingga 35 cm dan lebar
9,5 hingga 13,0 cm. Daunnya memiliki pangkal
tumpul, tepi halus, urat menyirip, dan ujung runcing.
Tanaman lengkuas putih memiliki bunga yang harum,
berbentuk lonceng, kompleks, berwarna putih
kehijauan atau putih kekuningan. Rimpangnya besar,
tebal, berdaging, silindris, dan berwarna kuning
kecokelatan, memiliki sisik putih dan benang putih.
Tanaman ini menghasilkan buah beri kecil, keras, dan
bulat sebagai buahnya.

Bahan aktif tanaman lengkuas putih (Alpinia
galanga L.), termasuk steroid, alkaloid, tanin,
terpenoid, saponin, dan flavonoid, memiliki sifat
antibakteri yang kuat terhadap berbagai infeksi,
termasuk  Staphylococcus aureus. Zat-zat ini
membantu memecah dinding sel bakteri atau
menghentikan penyebaran mikroba berbahaya.
Lengkuas putih digunakan secara luas dalam
pengobatan tradisional dan sebagai obat herbal.

Lengkuas putih (Alpinia galnga L.)
mengandung metabolit sekunder yang mungkin
memiliki sifat antibiofilm, termasuk alkaloid,
flavonoid, tanin, steroid, saponin, dan terpenoid. Hal
ini dibuktikan oleh penelitian terdahulu bahwa pada
lengkuas putih (Alpinia galanga L.) mampu
mengganggu sistem quorum sensing yang mengatur
produksi biofilm dan eksoprotease, sehingga
mengurangi kemampuan bakteri dalam membentuk
biofilm tanpa harus membunuh bakteri secara
langsung. Kandungan terpenoid dan steroid pada
tanaman lengkuas putih (Alpinia galanga L.)
merupakan komponen yang berpotensi sebagai
antibiofilm. Mekanisme kerja senyawa bioaktif
terpenoid sebagai  antibiofilm  dengan cara
mengganggu pembentukan dan stabilitas biofilm
pada bakteri. Senyawa ini dapat merusak membran
sel bakteri, menghambat adhesi sel, serta
mengintervensi sinyal quorum sensing. Senyawa
bioaktif steroid yang memiliki mekanisme sebagai
antibiofilm dengan cara menghambat jalur
komunikasi quorum sensing bakteri, distrupsi
membran sel bakteri, dan menghambat pompa efflux
sel bakteri®.

Uji Fitokimia

Berdasarkan Tabel 1, fraksi n-heksana
rimpang lengkuas putih (Alpinia galanga L.) yang
digunakan dalam penelitian ini mengandung senyawa
steroid, yang ditandai dengan perubahan warna hijau
kebiruan dalam larutan, dan senyawa terpenoid, yang
ditandai dengan perubahan warna merah keunguan
dalam larutan. Konsentrasi metabolit sekunder dalam

fraksi n-heksana rimpang lengkuas putih (Alpinia
galanga L.) ditentukan melalui skrining fitokimia.

Berbagai senyawa metabolit sekunder, yang
diklasifikasikan sebagai senyawa polar, semi-polar,
dan nonpolar berdasarkan polaritasnya, terdapat
dalam ekstrak rimpang lengkuas putih. Oleh karena
itu, untuk memisahkan senyawa-senyawa ini
berdasarkan  polaritasnya,  diperlukan  proses
fraksinasi. N-heksana merupakan pelarut yang
digunakan dalam proses fraksinasi. Senyawa
nonpolar seperti terpenoid dan steroid yang ada pada
ekstrak etanol rimpang lengkuas putih akan tertarik
kedalam pelarut n-heksana.

Uji Biofilm pada Microtiter Plate Assay 96 Well
plate

Menggunakan kristal violet dan metode
pelat mikrotiter, pembentukan biofilm dan penilaian
inhibisi dilakukan. Suspensi bakteri yang setara
dengan standar McFarland 0,5 (1,5 x 10 CFU/mL)
diaplikasikan pada setiap pelat sumur dan dikultur
selama 24 jam untuk menilai produksi biofilm oleh
bakteri Staphylococcus aureus. Ekstrak diaplikasikan
pada sumur dan diwarnai dengan kristal violet 0,1%
setelah masa inkubasi 24 jam.

Teknik pewarnaan Gram secara keseluruhan
umumnya diikuti oleh produksi dan stabilitas
pewarna kristal violet dalam biofilm yang terhubung
ke sumur. Staphylococcus aureus adalah bakteri gram
positif dengan dinding sel yang terbuat dari lapisan
asam teikoat dan peptidoglikan (murein) yang
menghambat lisis osmotik protoplas dan pelepasan
warna kristal violet setelah pembilasan.

Uji Hambatan Terhadap Biofilm Bakteri
Staphylococcus aureus

Hasil yang didapatkan pada perhitungan
mikrokoloni  bakteri  Staphylococcus  aureus
menunjukkan terdapat perbedaan yang bermakna
dengan nilai sig. 0.003 atau kurang dari 0.005 atau sig
(p<0.05) antar dosis pengujian ditunjukkan pada
Tabel 2. Dalam penelitian ini, pembentukan biofilm
Staphylococcus aureus kurang efektif dihambat oleh
fraksi n-heksana rimpang lengkuas putih (Alpinia
galanga L.). Gambar 1 menunjukkan persentase
penghambatan sebesar 27% pada dosis 500 ppm.
Tujuan uji penghambatan biofilm adalah untuk
mengetahui seberapa efektif rimpang lengkuas putih
(Alpinia galanga L.) menghambat pembentukan
biofilm Staphylococcus aureus. Dalam penelitian ini,
perkembangan biofilm diukur dengan uji kristal
violet.

Produksi biofilm pada permukaan padat
terdiri dari dua fase. Proliferasi sel dan produksi Zat
Polimer  Ekstraseluler ~ (EPS)  menyebabkan
penumpukan sel biofilm pada tahap pertama.
Pelepasan dan penempelan kembali merupakan
bagian dari tahap kedua. Menghambat atau bahkan
membunuh sel untuk menghentikan proliferasi dan
sintesis EPS dapat menghentikan pertumbuhan
biofilm. Tanpa adanya penghambatan, biofilm akan
berproliferasi dan berkembang menjadi struktur tiga



dimensi dengan beberapa gugus sel tertutup yang
saling terhubung. Medium BHIB yang ditambahkan
sukrosa 5% digunakan sebagai medium kultur untuk
pertumbuhan bakteri Staphylococcus aureus dalam
penelitian ini.

Uji Penghancuran Terhadap Biofilm Bakteri
Staphylococcus aureus

Hasil yang didapatkan pada perhitungan
mikrokoloni  bakteri  Staphylococcus  aureus
menunjukkan terdapat perbedaan yang bermakna
dengan nilai sig. 0.003 atau kurang dari 0.05 atau sig
(p<0.05) antar dosis pengujian yang ditunjukkan pada
Tabel 3. Pada penghitungan persentase penghancuran
fraksi n-Heksana rimpang lengkuas putih (A4/pinia
galanga L) nilai presentase tertinggi pada dosis 1000
ppm sebesar 65% dan pada dosis 500 ppm sebesar
62%. Semakin tinggi persentase penghancuran
biofilm, maka semakin efektif agen dalam
menghancurkan biofilm yang telah terbentuk. Tetapi
pada kontrol + (DMSO 3%) menunjukkan nilai yang
tinggi sebesar 75% dibanding sampel lain, sehingga
pada pengujian penghancuran biofilm bakteri
Staphylococcus aureus terdapat kemungkinan yang
memiliki efektivitas sebagai penghancur biofilm
bakteri Staphylococcus aureus adalah kontrol +
(DMSO 3%) seperti yang ditunjukkan pada Gambar
2.

KESIMPULAN

1. Fraksi n-Heksana rimpang lengkuas putih
(Alpinia galanga L.) melalui uji fitokimia
memiliki kandungan senyawa steroid dan
terpenoid.

2. Fraksi n-Heksana rimpang lengkuas
(Alpinia galanga L) dengan berbagai dosis
tidak menunjukkan perbedaan kemampuan
untuk menghambat pertumbuhan biofilm
bakteri Staphylococcus aureus

3. Uji penghancuran dengan fraksi n-Heksana
rimpang lengkuas putih (Alpinia galanga L.)
pada dosis 500 ppm dan dosis 1000 ppm
memiliki kemampuan sebagai eradikator
untuk menghancurkan biofilm bakteri
Staphylococcus aureus
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