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INTISARI

Resistensi antimikroba merupakan salah satu penyakit yang sering dialami
oleh pasien diabetes mellitus akibat pembentukan biofilm pada luka ulkus. Oleh
karena itu, diperlukan agen antibiofilm sebagai antibakteri, salah satunya
Pseudomonas aeruginosa. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh
ekstrak bawang hitam terhadap biomassa biofilm Pseudomonas aeruginosa.

Penelitian eksperimental menggunakan desain postest only control group.
Efek ekstrak bawang hitam terhadap menghambat pembentukan biofilm
Pseudomonas aeruginosa dianalisa menggunakan microtiter plate biofilm assay.
Penelitian ini menggunakan 7 kelompok perlakuan konsentrasi ekstrak bawang
hitam yaitu, 0,3 mg/ml; 0,6 mg/mi; 0,9 mg/ml; 1,2 mg/ml; 1,5 mg/ml; kontrol
positif dan kontrol negatif. Bakteri yang digunakan yaitu dari isolat klinik pada
pasien ulkus diabetikum yang dirawat di RSI Sultan Agung semarang dengan
kepekatan 0,5 Mc Farland. Biomassa biofilm merupakan nilai optical density
(OD) pada panjang gelombang 630 nm yang diukur menggunakan elisa reader.

Rerata biomassa biofilm Pseudomonas aeruginosa konsentrasi ekstrak
bawang hitam konsentrasi 0,3; 0,6; 0,9; 1,2; dan 1,5 mg/ml adalah 0,12+SD;
0,10£SD; 0,09£SD; 0,09+SD; dan 0,09+SD. Kekuatan biofilm pada masing-
masing konsentrasi. 0,9757; 0,7471; 0,6972; 0,7026; 0,6794; dan 17,3556.
Kekuatan biomassa biofilm yang diberi ekstrak bawang hitam lebih rendah
dibandingkan kontrol positif yang mempunyai biomassa biofilm yang kuat.
Kekuatan paling lemah dimiliki oleh konsentrasi 1,5 mg/ml.

Ekstrak bhawang hitam berpengaruh terhadap biomassa biofilm bakteri
Pseudomonas aeruginosa, dimana semakin tinggi konsentrasi maka biomassa
biofimnya semakin rendah. Konsentrasi ekstrak bawang hitam 1,5 mg/ml
menunjukan kekuatan penghambatan biofilm paling tinggi.

Kata kunci : Biomassa biofilm, Pseudomonas aeruginosa, esktrak bawang hitam.
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BAB I

PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Biofilm merupakan sekumpulan bakteri pemicu berbagai penyakit yang
menempel pada suatu permukaan biologis ataupun non-biologis dan dapat
membuat kolononinya sendiri (Nuryastuti et al., 2023). Zat yang dihasilkan
saat pembentukan biofilm adalah zat polimer ekstraseluler (EPS) berfungsi
sebagai pelekat antar sel sehingga dapat lebih mudah untuk mengikat bakteri
(Purbowati, 2018). Bakteri yang mudah berkembang menjadi biofilm kurang
dari 24 jam salah satunya adalah Pseudomonas aeruginosa. Pseudomonas
aeruginosa merupakan bakteri gram negatif yang berbeda dengan bakteri
lainnya, bakteri ini bisa tumbuh di dalam kondisi aerob, anaerob, dan dapat
tumbuh dalam kondisi yang minim nutrisi (Lugman dan Alami, 2021,Gunardji,
2017). Penelitian tentang biofilm di Indonesia masih belum banyak dilakukan
sehingga kegagalan terapi sering dihubungkan dengan kemampuan bakteri
menghasilkan = biofilm. Penggunaan antibiotik dalam beberapa kasus
kemungkinan dapat mengurangi biofilm namun tidak menghilangkan biofilm,
selain itu penggunaan antibiotik dapat menimbulkan efek samping.

Pseudomonas aeruginosa tahan di berbagai kondisi membuat bakteri ini
resisten terhadap antibiotik. (Lugman dan Alami, 2021). Biofilm
memungkinkan bakteri untuk bertahan pada kondisi tidak bersahabat seperti

kekurangan nutrisi, kekurangan oksigen, maupun faktor-faktor lain yang



dibutuhkan untuk pertumbuhan. Adanya biofilm menyebabkan infeksi menjadi
kronik dan menelan biaya yang besar dalam perawatan.

Bahan yang banyak dipercaya sebagai antibakteri salah satunya adalah
bawang putih (Allium sativum). Bawang putih memiliki fungsi sebagai
antikanker, antifungi, antibakteri, antivirus dan masih banyak lagi (Ryu dan
Kang, 2017). Bawang putih memiliki berbagai kandungan seperti, alliin,
allicin, ajoene, berbagai macam enzim, vitamin B, mineral dan flavonoid.
Kandungan utama yang terkandung sepetti alliin dan derivate organosulfur
lainnya seperi allicin, ajoene, dan allyl methyl sulfide memiliki persentase
yang bersar dalam total kandungan senyawa yang terkandung di bawang
putih. Sebanyak 85,72% senyawa devirat organosulfur dan alliin yang
terkandung dalam bawang putih berperan sebagai antibiofilm pada
Pseudomonas aeruginosa (Khadri, Boutefnouchet dan Dekhil, 2010). Bawang
hitam adalah pemanasan bawang putih dengan suhu rendah selama beberapa
hari hingga warnanya berubah menjadi coklat kehitaman dan tekstur menjadi
lebih lembut. Bawang hitam mengandung kandungan allicin sebagai
antibiofilm yang lebih besar dan lebih stabil dibandingan dengan bawang
putih biasa.

Berdasarkan latar belakang di atas penelitian tentang efektivitas ekstrak
bawang hitam sebagai antibiofilm Pseudomonas aeruginosa perlu untuk

dilakukan.



1.2 Rumusan Masalah

Berdasarkan latar belakang di atas, maka rumusan masalah yang disusun

adalah apakah ekstrak bawang hitam dapat menghambat pembentukan biofilm

dari bakteri Pseudomonas aeruginosa?

1.3 Tujuan Penelitian

1.3.1 Tujuan Umum

Untuk mengetahui pengaruh konsentrasi ekstrak bawang hitam

terhadap biomass biofilm pada bakteri Pseudomonas aeruginosa.

1.3.2 Tujuan Khusus

Mengetahui biomassa biofilm Pseudomonas aeruginosa
diberi ekstrak bawang hitam konsentrasi 0,3 mg/ml.
Mengetahui biomassa biofilm Pseudomonas aeruginosa
diberi ekstrak bawang hitam konsentrasi 0,6 mg/ml.
Mengetahui biomassa biofilm Pseudomonas aeruginosa
diberi ekstrak bawang hitam konsentrasi 0,9 mg/ml.
Mengetahui biomassa biofilm Pseudomonas aeruginosa
diberi ekstrak bawang hitam konsentrasi 1,2 mg/ml.
Mengetahui biomassa biofilm Pseudomonas aeruginosa

diberi ekstrak bawang hitam konsentrasi 1,5 mg/ml.

yang

yang

yang

yang

yang



1.4 Manfaat Penelitian
1.4.1 Manfaat Teoritis
Diharapkan penelitian ini dapat menambah pengetahuan
mengenai biofilm secara lebih luas dan ekstrak bawang hitam yang

dapat digunakan untuk penghambatan biomassa biofilm.

UNISSULA




BAB 11

TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Pseudomonas aeruginosa

2.1.1Taksonomi Pseudomonas aeruginosa

Kingdom : Bacteria

Phylum : Proteobacteria

Class : Gamma Proteobacteria
Ordo : Pseudomonadales
Family : Pseudomonadaceae
Genus : Pseudomonas

Spesies : Pseudomonas aeruginosa

2.1.2 Deskripsi
Pscudomonas merupakan bakteri yang termasuk dalam
golongan gram negatif, memiliki bentuk bakteri batang atau kokus, dan
flagel polar. Pseudomonas mempunyai kemampuan tumbuh dalam
kondisi ekstrem pada suhu 4[] atau dibawah suhu 431 dan bakteri ini
banyak ditemukan di tanah, air, ataupun udara (Suyono dan Farid,

2011).

2.1.3 Morfologi
Pseudomonas aeruginosa yang termasuk dalam gram negatif
memiliki ukuran yang sangat kecil dan ramping 1,5-3 x 0,5 um, yang
bergeraknya menggunakan flagel (Gambar 2.1). Bakteri ini tidak

memiliki kapsul namun memiliki lapisan yang berlendir yang akan



membentuk menjadi kapsul sebagai tempat berlindung para koloni
mikrobasil. Bakteri ini dapat muncul dalam bentuk Tunggal,

berpasangan atau kadang-kadang dalam bentuk rantai (Jawetz, Melinick

dan Aldeberg, 2008).

Gambar 2.1. Pseudomonas aeruginosa

2.1.4 Pertumbuhan dan Perkembangan

Bakteri Pseudomonas aeruginosa dapat hidup dalam berbagai
lingkungan dan kondisi, sehigga untuk pertumbuhan Pseudomonas
aeruginosa memerlukan media untuk pengembangannya. Media dalam
pengembangbiakan Pseudomonas aeruginosa dapat menggunakan
berbagai jenis media salah satunya adalah medium Mac Conkey yang
dpat membentuk koloni yang jernih. Pseudomonas aeruginosa
menghasilkan pigmen khas pyocyanin (biru-hijau) yang larut dalam

agar dan didistribusikan ke dalam media perbenihan.



2.1.5 Patogenesis

Pseudomonas aeruginosa yang dapat tumbuh dalam medium
apapun dan mudah dikembang biakan biasanya menghasilkan bau yang
manis, bakteri ini juga mengeluarkan warna fluoresesin kehijauan dan
menghasilkan piosianin (pigmen kebiru-biruan) (Jawetz, Melinick dan
Aldeberg, 2008). Sumber lain menyatakan Pseudomonas aeruginosa
menyerang pada inang yang memiliki kelemahan pada imun seperti,
PPOK, fribrosis kistik, kanker, trauma, luka bakar, sepsis, dan
pneumonia akibat ventilator (VAP).

Bakteri yang melekat pada individu dan dapat menyebabkan
inflamasi pada berbagai organ yang akan menimbulkan penempelan
bakteri, perlekatan, dan pengenalan oleh reseptor inang, hal ini
disebabkan oleh  bakteri yang menempel akan menginduksi
liposakarida (LPS) dan endotoksikasi lipid A pada LPS yang akan
menimbulkan respon tersebut. Protein membran luar (OMPs) berfungsi
sebagai metabolisme nutrisi, adhesi, dan resistensi antibiotik. Selain itu
resistensi obat dipengaruhi oleh pembentukan biofilm sehingga
dikaitkan dengan flagel bakteri, pili, dan adhesi yang lainnya (Qin et
al., 2022).

2.2 Biofilm
2.2.1 Pengertian Biofilm
Biofilm merupakan kumpulan koloni kuman yang membentuk

matriks ekstraseluler untuk melindung kehidupan dibawah matriks



tersebut. Pembentukan matriks dilakukan untuk melindungi bakteri dari
paparan antibakteri yang diberikan oleh inangnya (Homenta, 2016).
2.2.2 Pertumbuhan Biofilm

Pelekatan biofilm melalui beberapa lima tahap yaitu, reversible
attachment, irreversible attachment, maturation-I, maturation-1, dan
depression atau detechment (Gambar 2.2)(Sauer et al., 2022). Pelekatan
bakteri untuk menjadi biofilm memerlukan waktu beberapa hari sampai
dengan minggu sesuai dengan siklus pertumbuhan bakteri yang

menempel.
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Gambar 2.2. Tahap Pembentukan Biofilm

Tahap pembentukan biofilm :
1. Reversible attachment
Tahap reversible attachment merupakan tahap bakteri menampel pada
substrat melaluai flagel (Sauer ef al., 2022).
2. Irreversible attachment
Tahap selanjutnya bakteri yang sudah menempel akan berkembang
dan ditandai dengan laju pembalikan flagella, penurunan eksresi gen

flagel, dan produksi komponen matriks biofilm (Sauer et al., 2022).



3. Maturasi-I
Maturasi-I merupakan tahap pematangan biofilm dengan ditandai
adanya penebalan beberapa sel dan tertanam menjadi biofilm (Sauer et
al., 2022).

4. Maturasi-II
Tahap dimana bakteri matang sepenuhnya manjadi mikrokoloni (Sauer
etal., 2022).

5. Dispresi sel
Proses dimana biofilm yang tidak bergerak akan terlepas dan
terbungkus “maktriks keluar dari biofilm. Tahap ini juga proses
penyebaran benih untuk membentuk biofilm yang baru (Sauer ef al.,
2022).

Bakteri yang sudah menempel pada suatu permukaan akan
menghasilkan extracellular polymeric substance (EPS) yang akan
melindungi bakteri dari paparan reagen lain. EPS yang terbentuk
mencakup lebih besar dibanding dengan jumlah bakteri itu sendiri
sekitar 50% sampai 90% total biofilm yang terbentuk. EPS yang
terbentuk biasanya bersifat hidrofilik dan hidrofobik. Produksi EPS
dipengaruhi oleh beberapa hal seperti, nutrisi dari medium, kelebihan
karbon, dan pembatasan nitrogen. Kalium atau fosfat dapat mendukung
sintesis EPS, selain itu juga pertumbuhan bakteri yang lambat juga
mempengaruhi produksi EPS karena untuk menghindari kekeringan

(Homenta, 2016).



(gambar 2.3 Bakteri Pseudomonas pada stenlis stel)

2.2.3 Resistensi Terhadap Antibiotik
Bakteri yang sudah terbentuk dalam biofilm membentuk
koloninya sendiri. Koloni yang sudah membentuk senyawa EPS
memiliki lingkungan fisik yang berbeda dibandingan dengan bakteri

yang hidup pada lingkungan biasa (Béttcher ef al., 2013).

2.3 Bawang Putih Hitam
2.3.1 Deskripsi

Bawang putith banyak dipercaya sebagai obat alternatif untuk
berbagai jenis penyakit, tetapi dengan bau dan rasanya yang kurang bisa
diterima oleh beberapa orang maka dimodifikasi menjadi bawang
hitam. Senyawa yang terkandung didalam bawang putih memiliki
manfaat sebagai antibakteri, antifungi, antikanker, antihipertensi dan
antioxidant (Pramitha dan Sundari, 2020). Bawang hitam merupakan
bawang putih yang dituakan atau diamkan dengan suhu yang rendah
hingga berubah berwarna gelap (coklat tua) dan teksturnya menjadi
lebih lembut (Ryu dan Kang, 2017). Menurut Ryu dan Kang tahun 2017
proses penuaan bawang putih memerlukan waktu selama 10 hari

dengan suhu 90[]. Sedangkan pada penelitian Paramitha dan Sundari
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tahun 2020 proses penuaan bawang putih membutuhkan waktu selama

21 hari untuk mendapatkan hasil yang optimal.

(Gambar 2.4 Bawang Hitam)

2.3.2 Taksonomi Bawang Putih

Kingdom : Spermatophyta
Dvisio : Angiospermae
Class : Monocotyledonae
Bangsa : Liliales

Suku : Liliaceae

Marga s Allium

Spesies : Allium sativum L

2.3.3 Kandungan Bawang Hitam
Bawang hitam mengandung senyawa yang lebih stabil
dibanding dengan bawang putih biasa. Bawang hitam memiliki

kandungan aktif yaitu fenol, flavonoid, pirufat, tiosulfat, S-allylcysteine

11



(SAC), dan S-allylmercaptocysteine. Dalam sumbser lain mengatakan
bahwa bawang hitam memiliki kandungan alliin, allicin, ajoene,
berbagai macam enzim, vitamin B, mineral dan flavonoid. Senyawa S-
Allylsystein  tetrahydro-B-carbolines bawang hitam  merupakan
perubahan dari senyawa allicin yang meningkat enam kali lebih tinggi
dari bawang putih biasanya dalam proses pemanasan (Amagase, 2006;
Sasaki et al., 2007). Senyawa devirat organosulfur terutama allicin yang
banyak terkandung pada bawang hitam diharapkan dapat menajdi agen

antibiofilm (Khadri, Boutefnouchet and Dekhil, 2010).

2.4 Ulkus Diabetikum
2.4.1 Definisi

Diabetes vang tidak terkontrol sering kali menyebabkan
komplikasi, salah satunya adalah ulkus atau yang sering disebut ulkus
diabetikum. Ulkus diabetikum biasanya disebabkan oleh kontrol
glikemik yang buruk, neuropati yang mendasarinya, penyakit pembuluh
perifer, atau perawatan yang buruk. Pasien diabetes yang mengalami
ulkus diabetikum memerlukan perawatan yang lebih lama dibanding

dengan pasien diabetes yang lainnya (Oliver dan Motluoglu, 2023).

2.4.2 Patofisiologi Ulkus Diabetikum
Patofisiologi ulkus diabetikum digambarkan dengan bentuk triad.
Triad tersebut meliputi neuropati, insufisiensi vaskuler, dan infeksi
sekunder. Neuropati mengakibatkan pasien ukkus kehilangan sesorik,

gangguan saraf motorik, dan gangguan saraf otonom. Insufuiensi
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vaskular (gangguan pada aliran darah) menyebabkan pasien pengalami
iskemik dan terganggunya penyembuhan luka. Infeksi sekunder
menyebabkan inflamasi pada pasien, gangguan penyembuhan luka dan
reduce angiogenenis atau kondisi pengurangan pertumbuhan pembulu
darah pada tubuh, maka dari itu dari ketiga tahap di atas

menggambarkan pembentukan ulus diabetikum (Raja et al., 2023).

2.5 Cara Kerja Kandungan Bawang hitam

Bawang hitam mengandung allin dan senyaw organosulfur seperti
allicin, ajoene, dan allyl methyl sulfide yang lebih banyak dan stabil
dibandingan dengan bawang putih pada umumnya. Pada proses pembentukan
biofilm ekstrak bawang hitam bekerja atau dapat mempengaruhi pada proses
adhesi dan detachment. Proses biofilm Pseudomonas aeruginosa terdiri dari
beberpa substansi seperti eksopolisakarida, extracellular DNA (eDNA),
protein dan bahan lain. Proses eksopolisakarida terdiri atas algint,
polysaccharide enconding locus (pel) dan polysaccharide synthesis locus
(psl) (Wangi, Suswati dan Wisudanti, 2017). Pseudomonas aeruginosa yang
habitat aslinya berada di tanah dan hidup bersama dengan basil,
actinomycetes, dan jamur, sehingga bakteri ini sendiri telah mengembangkan
antibiotik alaminya. Resistensi antiobiotik yang dihasilkan oleh
Pseudomonas aeruginosa disesbabkan karena adanya permeabilitas yang
dihasilkan oleh membrane luar gram negatifnya (Todar, 2020).

Allicin termasuk senyawa antimikroba yang memiliki berbagai

mekanisme seperti memediasi sel sehingga memberikan efek perubahan
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profil /lipid pada membran sel, menurunkan perlekatan dan menghambat
sekresi ekspolisakarida pada pembentukan biofilm sehingga biofilm yang
terbentuk menjadi lebih tipis, mudah lepas dan secara signifikan
menyebabkan down-regulation. Selain allicin, senyawa ajoene yang memiliki
kemampuan sebagai antibakteri. 4joene berperan sebagai inhibitor quorum
sensing yang diketahui dapat menyebabkan down-regulation selain allicin
(Gosal, Hutomo dan Sooai, 2021). Senyawa allyl methyl sulfide merupakan
salah satu dari senyawa organosulfur yang berperak dalam menghambatan
biofilm, senyawa organosulfur tersebut bereaksi dengan gugus sulfhidril
bebas pada protein atau enzim untuk menonaktifkannya dan mengganggu
komposisi dan integritas membran atau dindin sel bakteri (Homenta, 2016).
Selain allicin dan ajoene bawang hitam juga memiliki kandungan allin, allin
merupakan senyawa yang nantinya akan berubah menajdi allicin yang
dibantu oleh enzim alliinase. Senyawa allin membentu dalam menghambat

sistesis DNA dan protein pada bakteri (Salima, 2015).

2.6 Optical Density
2.6.1 Definisi
Optical density atau dalam Bahasa Indonesia disebut kepadatan
optik merupakan mengukur kepadatan populasi bakteri yang dilihat
sebagai kekeruhan bakteri (Mira, Yeh and Hall, 2022). Semakin sedikit
nilai OD menandakan sedikitnya bakteri yang tumbuh, hal itu
berbanding terbalik jika nilai OD semakin tinggi yang mengartikan

pertumbuhan bakteri yang tinggi.
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2.6.2 ODc

ODc merupakan nilai absorbansi batas yang diketahui
sebagai tiga kali standar deviasi di atas OD rata-rata kontrol
nagatif. Nilai ODc digunakan untuk menentukan klasifikasi

pertumbuhan bofilm bakteri kuat, sedang, atau lemah (Babapour

etal.,2016).

UNISSULA
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2.7 Kerangka Teori

Ekstrak bawang
hitam
Senyawa

S Senyawa

erllya.wa aj oye ne allyl methyl

alicin wulfide

| ) !

Proses Proses Proses
adhesi dan adhesi dan adhesi dan
detachment detachment detachment

|

Biomass Biofilm

Pseudomonas

Gambar 2.5 Kerangka Teori

2.8 Kerangka Konsep

Konsentrasi Biomass biofilm
ekstrak bawang |——» pseudomonas
hitam aeruginosa

2.6 Gambar kerangka konsep

2.9 Hipotesis
Terdapat perngaruh ekstrak bawang hitam terhadap biomass biofilm

Pseudomonas aeruginosa.
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BAB Il
METODE PENELITIAN

3.1 Jenis Penelitian dan Rencana Penelitian
Penelitian ini menggunakan desain penelitian eksperimental dengan
pendekatan posttest only control grup secara invitro. Efek ekstrak bawang
hitam dalam menghambat pembentukan biofilm Pseudomonas aeruginosa
menggunakan microtiter plate bofilm assay untuk melihat pengaruh ekstrak
bawang hitam dalam menghambat pembentukan biofilm terhadap

Pseudomonas aeruginosa.

3.2 Variable dan Definisi Oprasional
3.2.1 Variabel

3.2.1.1 Variable Bebas

Variable bebas dalam penelitian ini adalah konsentrasi

ekstrak bawang hitam.

3.2.1.2 Variable terikat
Variable terikat dalam penelitian ini adalah biomassa

biofilm pada Pseudomonas aeruginosa.

3.2.2 Definisi Operasional
3.2.2.1 Konsentrasi ektrak bawang hitam
Konsentrasi ekstrak bawang hitam adalah esktrak bawang
hitam dengan metode sokletasi menggunakan pelarut methanol

99%. Hasil ekstraksi yang didapat kemudian diencerkan
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dengan menggunakan aquabidest untuk mendapatkan
konsentrasi yang diinginkan dengan menggunakan rumus
V1.MI1 — V2. M2. Konsentrasi digunakan dalam penelitian ini
adalah 0,3; 0,6; 0,9; 1,2; dan 1,5 mg/ml.

Skala : Nominal

3.2.2.2 Biomassa Biofilm Pseudomonas aeruginosa
Biomassa biofilm diuji dengan metode microtiter palete
biofilm assay menggunakan elisa reader. Nilai optical density
(OD) pada Panjang gelombang 630 nm digunakan sebagai

biomassa biofilm Pseudomonas aeruginosa.

Skala : rasio.

3.3 Populasi dan Sample
Populasi yang digunakan dalam penelitian ini adalah bakteri
Pseudomonas aeruginosa yang merupakan bakteri isolat klinik pada pasien
ulkus diabetikum yang dirawat di Rumah Sakit Sultan Agung Semarang.
Bakteri sampel yang digunakan adalah bakteri Pseudomonas aeruginosa

dengan kepekaan standar McFarland 0,5.

3.4 Alat dan Bahan Penelitian

3.4.1 Alat penelitian
Alat yang digunakan dalam penelitian adalah sebagai berikut :
1. iMark Bio Rad microplate reader

2. Microplate
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3.21

3. Rotatory evaporator

4, JEOL JSM 5310LV scanning microscope
5. Jarum ose bulat

6. Gelas ukur

7. Kertas saring

Bahan Penelitian

1. Isolasi bakteri Pseudomonas aeruginosa
2. Ekstrak Bawang Hitam

3. Larutan Crystal Violet (CV) 0,1%

4. Methanol 96% (vol/vol)

5. Asam asetat glasiel 33%

6. Air steril

3.5 Cara Penelitian

3.5.1 Persiapan Sampel Ekstrak Bawang Hitam

Tahap awal yang dilakukan dalam penelitian ini adalah membuat

ekstrak bawang hitam dengan cara berikut :

1.

Bawang hitam yang sudah dikupas seberat 500gr lalu dipotong
kecil-kecil.

Setelah dipotong kecil-kecil taruh ditabung tertutup.

Selanjutnya berikan methanol 96% dan diamkan pada suhu
ruangan.

Setelah itu saring agar terpisah anatara potongan bawang dengan

fitrat yang diinginkan.
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5. Fitrat yang sudah diambil lalu di uapkan dengann rotatory
evaporator agar didapatkan ekstrak yang kental.

6. Ekstrak yang didapat diencerkan menggunakan pelarut air dengan
konsentrasi 0,3 mg/ml; 0,6 mg/ml; 0,9 mg/ml; 1,2 mg/ml; dan 1,5

mg/ml

3.5.2 Uji Biofilm
Tahap selanjutnya yang dilakukan setelah pemeriksaan terhadap
isolate bakteri Pseudomonas aeruginosa yang didapat dari luka dan
telah teridentifikasi spesies Pseudomonas —aeruginosa akan diuji
kemampuan pembentukan biofilm melalui prosedur Micrototer plate

assay.

1. Alat dan bahan :
a. Isolate bakteri Pseudomonas aeruginosa
b. Larutan Crystal Violet 1 %
C. Methanol 96%
d.  Media steril TBS
e. Air steril
f.  Autoclave
g. Inkubator suhu 37(]
h. Biological safety cabinet
i. Busen burner
J. Tabung reaksi

k. Pipet tetes steril
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I.  Single-chanel pipettes (2-20 pl, 20-200 ul, 100-1.000 pl)

m. Sterile pipette tips (20, 200, 1.000 ul)

n. Sterile 96-well plates (Costar 3879).

0. Spectrophotometer/Elisa  reader  untuk  pembacaan
absorbansi 630 nm

p. Inoculation loop

g. Vortex mixer (Fisherbrand Analog Vortex Mixer, cat. no. 02-
215-414)

r.  Mesin sentrifus

S. Densitometer McFarland

2. Tata cara

a. Piring petri di mkubasi selama 16-20 jam pada suhu 37 [
untuk memperoleh koloni tunggal.

b. 3-5 koloni mikroba di ambil dan dilarutkan 3 ml NaCl dan
disesuaikan dengan McFarlan 0,5 atau serata dengan
kepekaan 3x10° CFU/ mL dan diukur menggunakan
densitometer McFarland.

c. 10pL bakteri dimasukan kedalam kultur dan media dengan
perbandingan 1:100 kedalam microtiter 96 wells plates.

d. 100uL media cair yang sudah dibuat di masukan ke dalam

setiap sumuran microtiter 96 wells plates.
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Ekstrak bawang hitam di masukan ke dalam plates
sebanyak 100uL dengan konsentrasi 0,3; 0,6; 0,9;, 1,2;, 1,5
mg/ml

Plates yang berfungsi sebagai kontrol negatif ditambahkan
medium cair.

Plates yang berfungsi sebagai control positif ditambahkan
medium cair dan suspense bakteri.

Pelat microtiter di inkubasi selama 48 jam dengan suhu
3701 untuk menumbuhkan biofilm.

Setelah ditnkubasi, isi sumuran di buang dengan hati-hati
menggunakan mikropipet multichannel tanpa menyentuh
dinding atau dasar mikropipet.

Microtiter yang sudah dibersithan di cuci dengan phosphate
buffered saline (PBS) debanyak 3 kali.

. Methanol 96% sebantak 100uL dimasukan ke dalam pelat
lalu didiamkan selama 15 menit.

Menambahkan 100pL cairan crystal violet 1% selama 20
menit

. Mencuci plates menggunakan akuades.

Larutan asam asetat glasial 33% sebanyak 100uL
ditambahkan dan didiamkan selama 15 menit.

Pembacaan hasil menggunakan microplate reader dengan

panjang gelompang 630 nm.
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3. Perhitungan kekuatan biofilm Pseudomonas aeruginosa

a. Hasil dari pembacaan microplate rader dimasukan kedalam
program excel.

b. Menghitung rata-rata Optical Density (OD) masing-masing
perlakuan dengan menggunakan rumus average pada excel.

c. Selanjutnya mehitung standar devisiasi masing-masing
kelompok dengan rumus “stdv” pada excel.

d. Menghitung Odc kontrol negatif dengan rumus rerata
kontrol negatif di tambah tiga kali standar devisiasi kontrol
negatif.

e. Rata-rata perkelompok dibagi dengan Odc untuk mengetahui

kekuatan biofilm masing-masing kelompok.
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3.6 Alur Penelitian

3.6.1 Tahap petama

[ Bawang hitam ]

v
[ Bawang dipotong menjadi bagian kecil ]

v

Bawang yang sudah dipotong kecil, dimasukan kedalam
gelas ukur dan ditambah dengan 99% methanol

v

~

Saring fitrat agar terpiisah air dengan potongan bawang

v

Masukan kedalam rotatory evaporator dan diuapkan menjadi
filtrat kental

|

Pembuatan konsentrasi ekstrak bawang hitam (0,3; 0,6; 0,9;
1,2; 1,5 mg/ml)

)
.

3.6.2 Tahap Kedua

[ Pseudomonas aeruginosa ]

'

[ Mengambil 3-5 koloni Tunggal mikroba dilarutkan dalam 3ml ]

NaCl

¢

Pembuatan larutan suspense 0,5 McFarland atau setara dengan
kepekatan 3x108 CFU/ml
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3.2.8 Tahap Ketiga

[

tahap kedua kedalam sumuran

Masukan 10uL suspensi bakteri yang sudah dibuat pada

|

=

10|1uf 1

910/0/0/0/0/0/0]
0OO000000 |
00000000 |»
00000000 |
00000000 |
DOOO0000 |
0l0/0/0[00/0]0,
OOOOO0000
0l0/0/0/00/00

z[o[n[m[ofo]=]>]
0/0/0/0/0/0/0/0
00000000 |e

—00000000 |=|

K/Iasukan 10uL ekstrak bawang hitam kedalam sumuran :

YVVVYVYVY

Konsentrasi 0,3 ml/mg pada jalur 1 A-H
Konsentrasi 0,6 ml/mg pada jalur 2 A-H
Konsentrasi 0,9 ml/mg pada jalur 3 A-H
Konsentrasi 1,2 ml/mg pada jalur 4 A-H
Konsentrasi 1,5 ml/mg pada jalur 5 A-H

Kontrol positif diberi 100pL medium dan10 pL suspensi bakteri

pada jalur 6 A-H
Kontrol positif diberi 100 pL medium

~

/

|

[1]z2]s]a]s]e]7]8]o[w]|u]r
HOOOOO00@OOOOO
s Q00000000000
Q00000000000
geJelelelel 1 10l0]e]ele.
deJelelelel 1 Iele]elele
FOQOQ00@@0OOO00
sSQO0000O0O0OO00
HOOOOO
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Inkubasi selama 48 jam pada suhu 371

v

Cuci peat mikrotiter dengan 200uL. Phosphate Buffered
Saline (PBS) buffer sebanyak 3 kali dan dikeringkan

. J

[ Tambahkan methanol 96% sebanykan 100pL ]

[ Diamkan selama 15 menit ]
v

[ Tambahkan crystal violet 1% sebanyakan 100uL ]

Diamkan selama 20 menit ]

'

Mencuci microplate dengan akuades sebanyak 1-4 kali

I

[ Menambahkan asam asetat glasial 33% sebanyak 100uL

A

Diamkan selama 15 menit

!

Menghitung absorbansi pada plate reader pada gelombang 630 nm J
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3.7 Tempat dan Waktu
Penelitian ini dilakukan dalam rentan waktu Desember 2023 hingga Maret
2024, yang dilaksanakan di Laboratorium Mikrobiologi Universitas Islam

Sultan Agung Semarang dan Laboratorium RSI Sultan Agung Semarang.

3.8 Analisis Hasil
Pada penelitian ini data yang didapatkan dianalisis menggunakan aplikasi
SPSS. Distribusi data dianalisis ~menggunakan uji normalitas, untuk
membuktikan bahwa data penelitian berdistribusi normal. Uji normalitas yang
digunakan, yaitu uji Kolmogorov Smirnoy, kemudian dilanjutkan analisis
menggunakan Kruskal-Wellis. Langkah selanjutnya yaitu dilakukan uji mann

whitney untuk mengetahui perbedaan antar kelompok.
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BAB IV
HASIL PENELITIAN DAN PEMBAHASAN
4.1 Hasil Penelitian
Hasil penelitian dengan judul pengaruh konsentrasi ekstrak bawang hitam
terhadap biofilm bakteri Pseudomonas aeruginosa dilaksanakan di
laboratorium RSI Sultan Agung dan laboratorium Mikrobiologi FK Unisula
pada tanggal 21 Maret 2024. Penelitian ini menggunakan bakteri Pseudomonas
aeruginosa dari laboratorium mikrobiologi FK Unissula yang di ambil dari
isolat klinik pada pasien dengan ulkus diabetikum yang di rawat di RSI Sultan

Agung Semarang.

Bawang hitam yang dipakai dalam penelitian ini diperoleh dari produsen
kota Semarang. Bawang hitam yang terlah dibentuk menjadi ekstrak murni
untuk selanjutkan diencerkan. Ekstrak bawang hitam yang sudah didapat
diencerkan menggunakan aquades dengan konsentrasi 0,3; 0,6; 0,9; 1,2; 1,5
mg/ml. Dalam penclitian ini terdapat 7 kelompok yang dibagi menjadi
kelompok 1 (konsentrasi 0,3 mg/ml), kelompok 2 (konsentrasi 0,9 mg/ml),
kelompok 3 (konsentrasi 0,9 mg/ml), kelompok 4 (konsentrasi 1,2 mg/ml),
kelompok 5 (konsentrasi 1,5 mg/ml), kelompok 6 (kontrol positif berisi
medium cair dan bakteri), kelompok 7 (kontrol negatif berisi medium cair)

dengan masing-masing pengulangan sebanyak delapan kali.

Hasil kekuatan biofilm konsentrai 0,3; 0,6; 0,9; 1,2; 1,5 mg/ml, dan
kontrol positif dibagi dengan ODc. ODc adalah rata-rata kelompok kontrol

negatif (medium cair) ditambah 3 kali standar deviasi dari kelompok kontrol
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negatif, dalam hal ini sebesar 0,1276. Kekuatan biofilm diukur dari rerata

masing-masing kelompok dibagi dengan ODc kontrol negatif. Nilai kekuatan

biofilm dikatakan kuat apabila nilai rerata nilai OD > 4xODc dan dikatakan

lemah apabila kurang dari ODc, adapun kekuatan biofilm masing-masing

kemlompok ditampilkan pada tabel 4.1.

Tabel 4.1. Hasil perhitungan kekuatan biofilm.

OD Gelombang Kelompok
630
K.0,3 K. 0,6 K.0,9 K.1,2 K. 15 K. (+) K. (-)
A 0,0903 0,1024 0,0962 0,0627 0,0811 2,5642 0,0890
B 0,1241  0,0899 0,0722 -~ 0,0857 . 10,1232 1,7760 0,0705
C 0,1157 0,1323 @ 0,1104 0,069 0,0760 2,4201  0,0849
D 0,1269  0,0868 0,1204 0,0760 0,0693 2,1288  0,0982
g 0,1028 ' 0,0880 0,0/65 0,1043 0,0973 1,7414 0,1125
F 0,077 - 0,0932  0,0752 0,193 0,0778 2,1052 0,0861
G 0,0891  0,0719 - 0,0748 =  0,0823 0,0874 2,4688 0,0823
H 0,2385 0,0975 0,0854 0,0794 0,0808 2,4969 0,0732
RATA-RATA 0,1244" ~ 0,0953  0,0889  0,0896  0,0866  2,2127 0,0871
STDV 0,0482 ~ 0,0174 0,0183 0,0188 0,0169 0,3261 0,0135
ODc 0,1275
KEKUATAN 09757 0,7471  0,6972 0,7026 0,6794 17,3556
BIOFILM

Dari Tabel 4.1 menunjukan bahwa ekstrak bawang hitam mampu

menurunkan kekuatan biofilm, dari

17,3556 menjadi berkurang, baik

konsentrasi paling tinggi hingga paling rendah. Penipisan biofilm paling baik

dimana terjadi penurukan kekuatan biofilm pada konsentrasi yang paling

tinggi.
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Gambar 4.2 Microtiter 96 Well Plates

Hasil pembacaan Optical Density lalu dianalisis normalitas data
menggunakan uji Shapiro-Wilk dan uji homogenitas data menggunakan
uji Levene s Test. Hasil analisis yang didapatkan menyatakan bahwa data
terdistribusi dengan tidak normal dan varian data tidak homogen
(p<0,05), karena data tidak berdistribusi normal, data diuji menggunakan
uji statistik nonparametrik, yaitu uji Kruskal-Wallis. Hasil uji analisis

penelitian ini diperlihatkan pada table 4.2.
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Tabel 4.2. Hasil Uji Normalitas, Uji Homogenitas, dan Uji KruskalWallis

Uji
Kelompok  Shapiro Wilk Levene Kruskal
Statustic Wellis
1 (K.0,3 0.002*
mg/ml)
2 (K.0,6 0.193
mg/ml)
3 (K. 0,9 0.096
mg/ml)
4 (K. 1,2 0.730
mg/ml)
5(K. 1,5 0.074
mg/ml)
6 (Kontrol 0.160
positif)
7 (Kontrol 0.619
negatif)
p-value 0.000" 0.000x

Keterangan : Tanda®™ menunjukan distrubsi, data tidak normal (p<0,05). Tanda®
menunjukan variasi data tidak homogen (p<0,05). Tandax menunjukan perbedaan
signifikan untuk uji kruskal-wallis (p<0,05).

Tabel 4.2 menunjukkan bahwa terdapat perbadaan yang signifikan antara

berbagai kelompok, untuk mengetahui kelompok mana saja yang berbeda secara

signifikan, dilanjutkan dengan uji Mann-Whitney, ditampilkan dalam tabel 4.3.
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Tabel 4.3. Hasil Uji Mann-Whitney.

Mann whitney
Kelomp Kelomp Kelomp Kelomp Kelomp Kelomp Kelomp
ok 1 ok 2 ok 3 ok 4 ok 5 ok 6 ok 7
(0.3) (0.6) (0.9) (1.2) (1.5) Positif ~ Negatif
(bakteri) (ekstrak)
0.059 0.046* 0.058 0.046* 0.000* 0.000%*

ok 1
Kelomp
ok 2
Kelomp
ok 3
Kelomp
ok 4
Kelomp
ok 5

0.401 0.636 0.620 0.001* 0.001*

0.753 0.917 0.001* 0.001*

0.713 0.000* 0.001*

0.001* 0.000*

0.001*

Keterangan : tanda* menunjukan perbedaan yang signifikan.

4.2. Pembahasan

Penelitian ini dilakukan untuk mengetahui pengaruh ekstrak bawang hitam
terhadap penghambatan pembentukan biofilm pada bakteri Pseudomonas
aeruginosa. Kelompok kontrol positif digunakan sebagai penanda bahwa
bakteri Pseudomonas aeruginosa yang - digunakan merupakan bakteri
pembentuk biofilm yang kuat. Pseudomonas aeruginosa dalam beberapa
literatur disebutkan merupakan bakteri penghasil biofilm yang kuat (Wahyudi
and Soetarto, 2021).

Senyawa alicin dan ajoene yang terdapat pada ekstrak bawang hitam dapat
menghambat pertumbuhan biofilm dengan mengubah profil lipid dan

menghambat dari perlekatan bakteri.
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Uji penghambatan biofilm bertuyjuan untuk mengatahui
kemampuan esktrak bawang hitam terhadap pengahambatan pertumbuhan
biofilm bakteri Pseudomonas aeruginosa. Penelitian sebelumnya
membuktikan bahwa ekstrak bawang putih dapat menghambat pertumbuhan
biofilm dengan konsentrasi paling efektif pada konsentrasi 1,5 mg/ml,
(Wangi, Suswati and Wisudanti, 2017) sesuai dengan penelitian sebelumnya
pada bawang hitam secara optimal menghambat biomass biofilm
pseudomonas aeruginosa pada konsentraksi paling tinggi aitu 1,5 mg.ml.

Bawang hitam pada penelitian lain juga dapat menjadi antibakteri
Acinetobacter baumannii pada (Saputra et al., 2023) dengan dibantu oleh
zat yang terkandung dalam bawang hitam seperti allicin yang menghambat
pembentukan RNA dan sintesis lipid sehingga pembentukan protein dan
asam amino tidak dapat diproduksi dan phosfolopid pada dinding sel tidak
terbentuk yang menyebabkan bakteri tersebut tidak berkembang. Bawang
putih, selain menghambat pertumbuhan biofilm bakteri Pseudomonas
aeruginosa dapat menghambat pertumbuhnya biofilm bakteri lain sepeti
bakteri Escherichia coli dalam penelitian (Nadhiroh, 2019).

Keterbatasan penelitian ini adalah kesulitan untuk menjernihkan
ekstrak, tidak seperti bawah putih yang ekstraknya jernih, sehingga
mengganggu pembacaan. Perlu penelitian lebih lanjut untuk menghilangkan

pigmen warna yang timbil akibat fermentasi bawang hitam.
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KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan
Berdasarkan penelitian terkait efektifitas ekstrak bawang hitam
terhadap perkembangan bakteri Pseudomonas aeruginosa dapat ditarik
kesimpulan bahwa :

1. Ekstrak bawang hitam mampu berpengaruh terhadap biomassa biofilm
pada bakteri Pseudomonas aeruginosa.

2. Biomassa biofilm Pseudomonas aeruginosa yang diberi ekstrak
bawang hitam konsentrasi 0,3 mg/ml sebesar 0,12+SD dengan
kekuatan sebesar 0,9757.

3. Biomassa biofilm Pseudomonas aecruginosa yang diberi ekstrak
bawang hitam * konsentrasi 0,6 mg/ml sebesar 0,09+£SD dengan
kekuatan sebesar 0,7471.

4. Biomassa biofilm Pseudomonas aeruginosa yang diberi ekstrak
bawang hitam konsentrasi 0,9 mg/ml sebesar 0,09+£SD dengan
kekuatan sebesar 0,6972.

5. Biomassa biofilm Pseudomonas aeruginosa yang diberi ekstrak
bawang hitam konsentrasi 1,2 mg/ml sebesar 0,09+SD dengan
kekuatan sebesar 0,7026.

6. Biomassa biofilm Pseudomonas aeruginosa yang diberi ekstrak
bawang hitam konsentrasi 1,5 mg/ml sebesar 0,09+SD dengan

kekuatan sebesar 0,6794.
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5.2 Saran
Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, saran untuk melakukan
penelitian selanjutnya seperti. Penelitian selanjutnya dengan desain yang

sama dan meninghalngkan pigmen warna dalam pembuatan ekstrak.
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