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ABSTRAK:

Biofilm saat ini dianggap sebagai mediator utama infeksi, dengan perkiraan 80 % kejadian infeksi
berkaitan dengan pembentukan biofilm. Beberapa penelitian menunjukkan bahwa P. aeruginosa
membentuk biofilm pada berbagai situasi dan kondisi lingkungan. Scorodocarpus borneensis
Becc. milik keluarga Olacaceae dan umumnya dikenal sebagai pohon Kulim atau pohon Bawang
Putih. Antibakteri adalah suatu senyawa yang digunakan untuk menghambat bakteri. Antibakteri
biasanya terdapat dalam suatu organisme sebagai metabolit sekunder. Tujuan dilakukannya
penelitian ini adalah untuk mengetahui aktivitas penghambat antibakteri dan antibiofilm dari
ekstrak etanol daun tumbuhan kulim. Penelitian ini menggunakan metode difusi cakram Kirby-
Bauer pada pengujian penghambatan antibakteri dan mikro dilusi pada pengujian antibiofilm yang
dapat memberikan hasil kuantitatif mengenai aktivitas penghambatan antibiofilm dan antibakteri
dari Ekstrak Etanol Daun Tumbuhan Kulim (Scorodocarpus borneensis) Terhadap Bakteri
Pseudomonas aeruginosa yang menggunakan konsentrasi 0,125%, 0,25%, 0,5%, dan 1% dan
kontrol positif kloramfenikol. Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa ekstrak etanol daun
tumbuhan kulim dengan konsentrasi 0,125%, 0,25%, 0,5%, dan 1% memberikan hambatan pada
antibakteri Pseudomonas aeruginosa. Konsentrasi 1% menunjukkan hambatan yang paling besar
yaitu 17,5 mm dan pada kontrol positif sebesar 22,5 mm. Pada penghambatan biofilm, konsentrasi
0,125% dinyatakan sebagai MBIC dengan nilai % hambatan yaitu 53,95% pada fase pertengahan
(24 jam) dan 50,12% pada fase pematangan (48). Ekstrak etanol daun tumbuhan kulim
(Scorodocarpus borneensis) mampu menghambat aktivitas antibakteri dan aktivitas antibiofilm
terhadap bakteri Pseudomonas aeruginosa.

KATA KUNCI: Antibakteri, Antibiofilm, Psesudomonas aeruginosa, Tumbuhan Kulim



PENDAHULUAN :

Biofilm adalah pengelompokan bakteri yang membentuk matriks yang terdiri dari protein,
asam nukleat, dan polisakarida yang melekat kuat. Bakteri terlindung dari lingkungannya oleh
matriks ini. 28,6% dari 157 pasien dalam penelitian Prince dkk. pada tahun 2008 menunjukkan
bakteri dengan kemampuan membentuk biofilm sedang hingga berat. Dua organisme yang paling
umum dalam populasi adalah pseudomonas aeruginosa dan Staphylococcus aureus, dengan yang
terakhir lebih sering ditemukan dalam bentuk polimikroba [1].

Untuk mendapatkan energi, P. aeruginosa mampu memfermentasi sitrat yang ada di dalam
kultur. P. aeruginosa mengembangkan biofilm dalam berbagai pengaturan dan keadaan
lingkungan, sebagaimana dibuktikan oleh berbagai penelitian. Terjadinya resistensi antibiotik
terkait erat dengan kapasitas untuk membuat biofilm ini. Menurut Fatima (2020), perkembangan
biofilm Pseduomonas aeruginosa dan tingkat resistensi antibiotik berkorelasi secara signifikan [2].

Warisan budaya pengobatan tradisional Indonesia adalah sesuatu yang harus dimasukkan
ke dalam sistem kesehatan. Menurut data, 21% dari 5.000 spesies tanaman yang diakui secara
resmi adalah spesies tanaman obat. Masyarakat Kalimantan secara tradisional telah menggunakan
tanaman secara keseluruhan atau sebagian sebagai bagian dari praktik pengobatan tradisional
mereka. Meskipun masyarakat Kalimantan telah menggunakan tumbuhan ini secara turun temurun
- sejak nenek moyang mereka - namun belum banyak penelitian ilmiah mengenai potensi
penggunaannya. Pemanfaatan dan aplikasinya masih terus berkembang sesuai dengan kondisi saat
ini [3].

Scorodocarpus borneensis Becc. yang sering disebut sebagai Pohon Bawang Putih atau
Pohon Kulim, adalah anggota dari keluarga Olacaceae. Salah satu tanaman asli yang ditemukan
tumbuh secara alami di Kalimantan, Semenanjung Malaysia, Pulau Sumatra, Pulau Lingga, dan
Thailand Selatan adalah pohon kulim (Rosinta et al., 2019). Bahan kimia alami biasanya terdapat
dalam berbagai jenis makanan, termasuk kulit kayu, rempah-rempah, kacang-kacangan, biji-bijian,
bunga, dan sayuran. Zat-zat ini sering digunakan sebagai antioksidan, penyedap rasa, pewarna, dan
zat aromatik. [4].

Telah ada beberapa penelitian kimia dan farmakologi yang dipublikasikan mengenai
tanaman ini. Menurut (Kubota & Kobayashi, 1994), senyawa metil tiometil sulfida memiliki sifat
anti-jamur dan anti-bakteri baik pada buah maupun kulit batangnya. Zat yang menghambat kuman
disebut antibakteri. Biasanya, suatu organisme memiliki antibakteri dalam bentuk metabolit
sekunder.[5].

Potensi tanaman kulim sebagai antibakteri mendorong para peneliti untuk meneliti lebih
lanjut potensi tanaman Kulim yang berasal dari Kalimantan ini, khususnya sebagai antibakteri dan
antibiofilm. Penelitian mengenai tanaman Kulim belum banyak dilakukan, terutama sebagai
antibakteri dan antibiofilm terhadap Pseudomonas aeruginos. Oleh karena itu, dengan melihat
potensi yang sangat besar dari tanaman Kulim, maka penelitian ini akan meneliti aktivitas
antibakteri dan antibiofilm Kulim terhadap Pseudomonas aeruginosa pada fase pertengahan dan
pematangan.



BAHAN DAN METODE:

Bahan

Bahan yang digunakan adalah ekstrak daun kulim (Scodorocarpus borneensis), bakteri P.
aeruginosa, etanol 96%, air, aquades, antibiotik kloramfenikol, media padat BAB, Media cair
BHI, NB, dan kristal violet 1%.

Determinasi Tumbuhan
Tanaman kulim ditentukan berdasarkan pengamatan ciri morfologi tanaman.

Persiapan Serbuk SImplisia

Tanaman Kulim dicuci untuk menghilangkan tanah atau pasir yang menempel pada daun.
Selanjutnya dilakukan pengeringan dengan cara mengangin-anginkan daun selama 3 hari. Setelah
daun sudah kering, dilakukan perajangan dengan cara diblender.

Ekstraksi Tumbuhan Kulim

Sebanyak 1500 gr daun kering dimaserasi dalam 10.000 mL etanol 96% selama 3 hari sambil
diaduk 4-5 kali setiap hari untuk melakukan ekstraksi. Proses waterbath kemudian dilanjutkan
setelah diuapkan menggunakan rotating evaporator pada suhu 50°C.

Persiapan Bakteri P. aeruginosa

P. aeruginosa, bakteri patogen, adalah mikroorganisme uji yang digunakan. Pada hari
pertama, satu koloni bakteri dimasukkan ke dalam media heterotrofik cair dan dikultivasi
selama dua puluh empat jam pada suhu 37°C (OD 0,5). Pada hari kedua, suspensi bakteri
ditambahkan ke media padat HTR dengan metode sebar, kemudian diinkubasi selama 24
jam pada suhu 37°C. Kemudian, koloni tunggal diinokulasikan ke dalam media
Pseudomonas Isolation Agar dengan menggunakan jarum ose bulat dan digores secara
aseptik. Setelah itu, kultur diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37°C. [6]

Uji Aktivitas Antibakteri Daun Kulim

Metode Difusi Cakram Kirby-Bauer digunakan untuk mengukur aktivitas antibakteri. Setelah
merendam cakram kertas steril dalam 1 mililiter ekstrak selama 15 menit, cakram diletakkan di
atas agar yang telah diinokulasi dengan bakteri uji. Sebagai kontrol negatif digunakan akuades
steril dan sebagai kontrol positif digunakan antibiotik kloramfenikol yang dicelupkan ke dalam
kertas cakram steril. Selanjutnya diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37°C.Setelah inkubasi, zona
penghambatan akan terlihat. Luas zona penghambatan menyatakan zona bening di sekeliling
cakram, yang menunjukkan seberapa sensitif bakteri terhadap zat antibakteri yang digunakan
sebagai bahan uji. Dengan menggunakan kaliper, zona penghambatan yang berkembang di sekitar
cakram kertas saring diukur dalam milimeter untuk diameter horizontal dan vertikal. [7]

Diameter zona hambat diukur dengan rumus :

(Dv — Dc) + (Dh — Dc¢)
2

Uji Aktivitas Penghambatan Pembentukan Biofilm Fase Pertengahan (24 jam) dan
Pematangan (48 jam) dengan Metode Microbroth Dilution.

Plat mikrotiter polistiren dengan dasar datar 96 sumur digunakan untuk mengevaluasi dampak
isolat uji terhadap perkembangan biofilm P. aeruginosa (Pierce et al., 2010). Setiap sumur pada
pelat mikrotiter menerima total 100 pL suspensi P. aeruginosa (107 CFU/mL), yang kemudian
diinkubasi pada suhu 37°C selama 90 menit untuk memulai fase perlekatan biofilm. Sel-sel yang
tidak melekat dihilangkan dari pelat dengan mencucinya tiga kali dengan 150 uL akuades steril
setelah masa inkubasi. Setiap sumuran yang telah dicuci dimasukkan 100 pL media dengan
konsentrasi 1%, 0,5%, 0,25%, dan 0,125% b/v. Suspensi bakteri berfungsi sebagai kontrol negatif,
dan media tanpa pertumbuhan bakteri berfungsi sebagai kontrol media. Suspensi bakteri
digunakan sebagai kontrol positif bersama dengan antibiotik kloramfenikol 1% b/v. Setelah itu,
plate diinkubasi selama 24 jam untuk membentuk biofilm fase pertengahan dan 48 jam untuk
biofilm fase pematangan pada suhu 37°C.



Setelah itu, piring dibersihkan tiga kali menggunakan air suling, dan air yang tersisa dihilangkan
dengan membiarkannya mengering selama lima menit pada suhu kamar. Setelah menambahkan
125 L larutan kristal violet 1% ke dalam setiap sumuran dan mendiamkannya pada suhu kamar,
biofilm yang telah terbentuk-yang meliputi sel-sel hidup dan mati yang merupakan bagian dari
biofilm-ditetesi dengan pewarnaan. Microplate dibersihkan secara menyeluruh dari kristal violet
yang tersisa setelah masa inkubasi suhu kamar, dan 200 pL etanol 96% diaplikasikan ke setiap
sumur untuk melarutkan biofilm yang telah terbentuk. Dengan menggunakan pembaca lempeng
mikro, nilai kerapatan optik (OD) diukur pada panjang gelombang 595 nm.

Nilai OD selanjutnya digunakan untuk menghitung persen penghambatan pada persamaan
berikut :

% Penghambatan :
(ODrerata kontrol negatif —ODrerata sampel uji)

x 100

0D rerata kontrol negatif

Konsentrasi Penghambatan Biofilm Minimum (MBICsg) adalah konsentrasi sampel yang dapat
mencegah pertumbuhan biofilm minimal 50%. [8].



HASIL.:

Uji Aktivitas Antibakteri P. aeruginosa

Pengujian aktivitas antibakteri dilakukan dengan beberapa seri konsentrasi dan menggunakan
metode difusi cakram. Hasil uji aktivitas antibakteri ekstrak etanol daun kulim terhadap bakteri P.
aeruginosa dengan konsentrasi yang digunakan yaitu 0,125%, 0,25%, 0,5%, 1 % dapat dilihat
pada tabel 4.1 sebagai berikut:

Tabel 4.2 Hasil Perhitungan Diameter Zona Hambat

Sampel Uji Diameter Zona hambat

(mm)

0,125 % 11,5 mm

0,25 % 13,5 mm
0,5% 17 mm

1% 17,5 mm
Agquadest (-) 0 mm

Kloramfenikol (+) 22,5 mm

Gambar 4.1 Hasil Uji Aktivitas Antibakteri Ekstrak Daun Kulim

Uji Aktivitas Penghambatan Pembentukan Biofilm Fase Pertengahan (24 jam) dan
Pematangan (48 jam)
Terdapat aktivitas penghambatan pertumbuhan pada tahap pertengahan 24 jam dan tahap

pematangan 48 jam dari pembentukan biofilm P. aeruginosa, berdasarkan pengujian. Adapun
hasil antibiofilm Scorodocarpus borneensis terhadap P. aeruginosa dapat dilihat pada tabel 4.2
dan gambar 4.2.



Tabel 4.3 Hasil Antibiofilm Ekstrak Daun Kulim (Scorodocarpus borneensis) Terhadap Bakteri Pseudomonas

aeruginosa pada Fase Pertengahan dan Fase Pematangan

Fase Sampel Uji Rata-rata % Hambatan
Penghambatan
1% 0,1511 83,93%
0,5% 0,2310 75,44%
24 Jam 0,25% 0,3196 66,02%
0,125% 0,4331 53,95%
N 0,9406 0%
P 0,1169 87,57%
1% 0,2077 79,04%
0,5% 0,2946 70,28%
48 jam 0,25% 0,3832 61,34%
0,125% 0,4944 50,12%
N 0,9913 0%
P 0,1738 82,46%

Gambar 4.2 Diagram Batang Aktivitas Antibiofilm Ekstrak Etanol Daun Kulim (Scorodocarpus borneensis)
Terhadap bakteri Pseudomonas aeruginosa pada fase pertengahan dan fase pematangan.

100,00%

87,57%
82,46%
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80,00%

60,00% -
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PEMBAHASAN:

Penelitian ini bertujuan untuk mengevaluasi aktivitas antibakteri dan penghambatan ekstrak
telang ternate terhadap pembentukan biofilm P. aeruginosa. Seri konsentrasi ekstrak daun kulim
yang digunakan pada penelitian ini adalah 0,125%, 0,25%, 0,5%, dan 1%. Kontrol positif yang
digunakan adalah kloramfenikol dengan konsentrasi 1%. Metode difusi cakram, juga dikenal
sebagai metode Kirby-Bauer atau uji aktivitas antimikroba Kirby-Bauer, digunakan karena mudah
diaplikasikan, tidak memerlukan peralatan khusus, dan harganya terjangkau.

Tabel 4.1 menampilkan temuan penelitian. Zona hambat terbesar dibentuk oleh kontrol
positif, kloramfenikol, tetapi kontrol negatif, aquadest, tidak menghasilkan zona hambat sama
sekali. Kloramfenikol dipilih sebagai kontrol positif karena sifat antibiotiknya yang berspektrum
luas, sehingga mampu membasmi bakteri gram positif dan gram negatif. Bakteri dianggap resisten
jika mereka menciptakan zona hambat dengan diameter kurang dari 20 mm. Dalam penelitian ini,
diameter 22,5 mm dibuat oleh kloramfenikol terhadap P. aeruginosa. Di bawah Aquadest, kontrol
negatif, tidak ada zona hambat. Hal ini menunjukkan bahwa tidak ada aktivitas antibakteri dalam
akuades steril, menunjukkan bahwa akuades steril tidak memiliki kontrol langsung terhadap
aktivitas antibakteri yang dihasilkan. Air steril adalah pelarut yang mampu melarutkan hampir
semua bahan polar dan non-polar.

Berdasarkan Tabel 2, bakteri P. aeruginosa dengan konsentrasi ekstrak 0,125% memiliki
diameter zona hambat sebesar 11,5 mm, 0,25% membentuk zona hambat dengan diameter 13,5



mm, 0,5% membentuk zona hambat dengan diameter 17 mm, dan 1% membentuk zona hambat
dengan diameter 17,5 mm. Pada penelitian ini konsentrasi terendah bakteri yang dapat
menghambat pertumbuhan bakteri (MIC) dengan hasil yang dilihat dari konsentrasi 0,125% yaitu
sebesar 11,5 mm. Menurut David dan Stout (1971), kriteria zona hambat yang terbentuk adalah
sebagai berikut: jika diameter zona hambat kurang dari 5 mm, maka daya hambat terhadap bakteri
lemabh; jika antara 5 sampai 10 mm, maka daya hambat terhadap bakteri sedang; jika antara 11
sampai 20 mm maka daya hambat terhadap bakteri kuat; dan jika lebih besar dari 20 mm, maka
daya hambat dikatakan sangat kuat. Standar ini menyebabkan aktivitas antibakteri ekstrak daun
kulim terhadap bakteri P. aeruginosa termasuk dalam standar kuat. Gambar 4.1 menampilkan
hasil pengujian.

Penelitian sebelumnya yang dilakukan Wiart dkk. (2001) menyatakan telah banyak
ditemukan bahwa kulit batang, buah, dan daunnya mengandung zat kimia yang dikenal sebagai
scorodacrpin A-C, yang memiliki struktur kimia alkaloid jenis tryptamine dan berbagai senyawa
seskuiterpen. Keberadaan bahan kimia metabolit sekunder dalam ekstrak mungkin terkait dengan
aktivitas antibakteri yang unik dari masing-masing senyawa. Alkaloid memiliki karakteristik
antibakteri yang bekerja dengan cara menyebabkan peptidoglikan di dalam sel bakteri terpecah,
akibatnya lapisan dinding sel tidak bisa tersusun dengan baik dan menimbulkan kematian sel [9].

Ekstrak etanol daun kulim mengandung beberapa senyawa metabolit sekunder seperti
flavonoid, fenolat, terpenoid, dan saponin yang memiliki aktivitas biologis sebagai antibakteri.
Cara kerja flavonoid sebagai antibakteri adalah dengan mencegah membran sel membentuk
senyawa yang rumit dengan protein eksternalnya [9].

Cara kerja saponin sebagai antibakteri adalah dengan mengubah bentuk protein.
Dikarenakan bahan aktif dipermukaan saponin serupa dengan deterjen, sehingga saponin bisa
dimanfaatkan sebagai antibakteri yang mana tegangan permukaan dinding sel bakterinya akan
mengalami penurunan dan permeabilitas membran bakterinya juga akan mengalami kerusakan.

Porin protein transmembran ditemukan pada membran luar dinding sel bakteri. Ketika
terpenoid bereaksi dengan porin, terbentuklah ikatan polimer yang kuat yang merusak porin.
Kerusakan porin, pintu masuk dan keluarnya senyawa akan mengurangi permeabilitas dinding sel
bakteri, menyebabkan bakteri kurang nutrisi dan berhenti tumbuh atau musnah. [10].

Berdasarkan hasil uji aktivitas penghambatan antibiofilm dapat disimpulkan bahwa
pertumbuhan biofilm bakteri P. aeruginosa terhambat pada semua konsentrasi yang diujikan
(0,125%, 0,25%, 0,5%, 1%, dan kontrol positif). Gambar 2 dan Tabel 2 menunjukkan hasil uji
aktivitas penghambatan biofilm ekstrak etanol daun kulim. Kandungan fenol pada daun kulim
mempunyai efek antibiotik, yaitu mencegah terbentuknya koloni bakteri pada biofilm dengan cara
mengganggu transmisi "quorum sensing”. Mekanisme potensial dimulai dengan berkembang
biaknya bakteri yang dihalangi oleh kandungan fenol. Dampaknya, jumlah bakteri secara
keseluruhan menjadi lebih sedikit, sehingga koloni bakteri tidak dapat melakukan "quorum
sensing"”, atau berkomunikasi satu sama lain. Alhasil, lapisan eksopolisakarida bakteri (EPS), yang
bertanggung jawab untuk menjaga integritas biofilm, terganggu, sehingga mencegah terciptanya
biofilm baru. [11]

Fase pertengahan dan fase pematangan menunjukkan aktivitas penghambatan tertinggi pada
konsentrasi 1%, masing-masing sebesar 83,93% dan 79,04%. Karena fase pertumbuhan biofilm 48
jam berlangsung lebih lama daripada fase 24 jam, kumpulan biofilm yang tercipta selama fase ini
bertambah besar dan berkelompok satu sama lain, menyerupai kelompok tiga dimensi yang dapat
berkomunikasi satu sama lain saat benda dari luar masuk ke dalam komunitas mereka. [9].
Penelitian ini menunjukkan bahwa apabila waktu perkembangan biofilm bertambah, produksi
susunan matriks meningkat dan struktur biofilm yang dihasilkan menjadi lebih kuat dan kompleks,
sehingga menurunkan kemampuan senyawa uji atau kontrol farmakologis untuk mencegah
pertumbuhan biofilm. [12].

Aktivitas antibiofilm dianggap tinggi jika lebih besar dari 50%, sedangkan aktivitas
antibiofilm yang lemah berkisar antara 0% hingga 49%. Menurut temuan para peneliti, biofilm P.
aeruginosa sangat terhambat pertumbuhannya oleh ekstrak etanol daun kulim. Uji aktivitas
penghambatan pembentukan biofilm ini menghasilkan konsentrasi MBICso sebesar 0,125%.
Minimum Biofilm Inhibition Concentration (MBICsy) adalah konsentrasi sampel yang dapat
mencegah pertumbuhan biofilm minimal 50%. [13]



KESIMPULAN:
Ekstrak Etanol Daun Kulim menunjukkan aktivitas antibakteri terhadap P. aeruginosa

dengan zona hambat tertinggi pada konsentrasi 1%. Ekstrak Etanol Daun Kulim juga
menunjukkan adanya aktivitas penghambatan pebentukan biofilm yang kuat pada fase pertengahan
dan aktivitas penghambatan menurun pada fase pematangan.
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