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 ABSTRAK  

 Pendahuluan: Permasalahan gigi banyak disebabkan oleh biofilm bakteri di dalam rongga mulut. Salah satu 
bakteri penyusun biofilm yaitu Staphylococcus aureus merupakan jenis bakteri Gram positif yang bersifat patogen 

oportunistik serta memiliki mekanisme pembentukan biofilm yang kompleks. Kulit bawang merah mengandung 
senyawa fitokimia seperti flavonoid, saponin, fenol, tanin, alkaloid, dan steroid yang dilaporkan bersifat antibiofilm 
sehingga berpotensi sebagai alternatif obat kumur. Penelitian ini bertujuan untuk menganalisis aktivitas antibiofilm 

ekstrak etanol kulit bawang merah (EKBM) konsentrasi 6,25, 12,5, 25, 50, dan 100% dalam menghambat 
pembentukan biofilm S. aureus. Metode: Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental laboratoris in vitro 

dengan rancangan penelitian posttest-only control group design. Jumlah sampel ditentukan berdasarkan berdasarkan 
jumlah repetisi yang acceptable dan lazim dilakukan pada eksperimen berbasis sel termasuk untuk pengujian 

antibiofilm, yaitu minimal 3 ulangan per kelompok. Sampel penelitian ini berjumlah 10 di setiap kelompok. Ekstrak 
dibuat menggunakan metode maserasi etanol 96% dengan perendaman selama 15 hari. Kontrol positif penelitian 
Chlorhexidine gluconate (CHG) 0,2% dan kontrol negatif dimethyl sufoxide (DMSO) 1%. Penghambatan 

pembentukan biofilm diukur menggunakan Microtiter Plate Assay (MPA) dengan panjang gelombang 595 nm. Data 
dianalisis dengan uji Kruskal-Wallis dan uji post hoc Mann-Whitney. Hasil: Persentase penghambatan biofilm 

tertinggi pada EKBM 25% (92,86+1,45%), hasil ini masih lebih rendah daripada kelompok kontrol positif 
(94,74+0,56%) secara bermakna dengan nilai p=0,002 (p<0,05). Tidak terdapat perbedaan pengaruh yang 
bermakna  dengan nilai p=0,850 (p>0,05) antara persentase penghambatan pembentukan biofilm oleh EKBM 12,5% 

(92,74+0,98%) dengan EKBM 25%. Simpulan: Penghambatan pembentukan biofilm oleh EKBM terhadap biofilm S. 
aureus paling efektif pada konsentrasi 12,5%. 

  

 Kata kunci 

 allium cepa L., biofilm, kulit bawang merah, Staphylococcus aureus. 

  

 Anti-biofilm activity of shallot peel ethanol extract (Allium cepa 
L.) in inhibiting the biofilm formation of Staphylococcus aureus 
ATCC 25923: experimental laboratory study 

  

 ABSTRACT  

 Introduction: Many dental and medical problems are caused by bacterial biofilms in the oral cavity. One of 
the bacteria that form biofilm is Staphylococcus aureus. This bacterium is a type of Gram-positive bacteria which is 
an opportunistic pathogen in the oral cavity and has a complex biofilm formation mechanism. Shallot peel contains 
phytochemical compounds such as flavonoids, saponins, phenols, tannins, alkaloids, and steroids which are reported 
to be antibiofilms so that they have the potential as an alternative mouthwash. This study aims to analyze the 
antibiofilm activity of shallot peel ethanol extract (SPEE) with a concentration of 6.25%; 12.5%; 25%; 50%; and 
100% in inhibiting the formation of S. aureus biofilms. Methods: This research is an in vitro experimental laboratory 
study with the posttest-only control group research design. The samples are determined based on the number of 
repetitions that are acceptable and are commonly carried out in cell-based experiments including for testing anti-
biofilm, which is at least 3 replications per group. Each group consisted of 10 samples. Extracts were made using the 
96% ethanol maceration method with immersion for 15 days. Positive control of this study was clorhexidine gluconate 
(CHG) 0.2% and negative control in the form of dimethyl sulfoxide (DMSO) 1%. Inhibition of biofilm formation is 
measured using the Microtiter Plate Assay (MPA) with a wavelength of 595 nm. The data from MPA readings was 
analyzed statistically with the Kruskal-Wallis test and post hoc mann-whitney test. Results: The highest percentage 
of biofilm inhibition was in SPEE 25% (92.86+1.45%) but this result was still significantly lower than the positive 
control group (94.74+0.56%) with p-value=0.002 (p<0.05). There was no significant difference with p-value= 
0.850(p>0.05) between the inhibition percentage of biofilm formation of SPEE 12.5% (92.74+0.98%) and SPEE 25% 
statistically. Conclusion: The most effective inhibition of biofilm formation by SPEE against S. aureus biofilms was 
found at a concentration of 12.5%. 
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 PENDAHULUAN  

  

 Biofilm oral adalah lapisan beberapa koloni bakteri yang menempel pada seluruh permukaan mulut.1 Salah 
satu bakteri dalam biofilm oral adalah Staphylococcus aureus (S. aureus). Staphylococcus aureus adalah bakteri 
Gram-positif dengan beberapa mekanisme pembentukan biofilm, yaitu dengan memproduksi matriks 
polisakarida, protein adhesin, enzim, dan toksin yang mempermudah agregasi bakteri, menghindari respon imun 
inang atau agen antimikroba, serta membentuk biofilm dalam pembuluh darah manusia.2,3  

Akumulasi biofilm oral dapat menyebabkan berbagai penyakit gigi dan mulut seperti gingivitis, periodontitis, 
nekrosis jaringan, dan infeksi pada jaringan akibat akumulasi biofilm pada dental biomaterial dalam rongga 
mulut.4-7 Akumulasi biofilm oral juga dapat menyebabkan permasalahan kesehatan sistemik seperti bakteremia, 

koinfeksi Covid-19, infeksi nosokomial, dan resistensi antibiotik.8-11 

Permasalahan yang disebabkan oleh biofilm oral dapat dicegah melalui terapi mekanis (menyikat gigi dan 
dental flossing) dan terapi adjuvan (obat kumur).12 Gold standard bahan obat kumur yaitu chlorhexidine (CHX). 
Chlorhexidine gluconate (CHG) 0,2% merupakan salah satu konsentrasi yang sering digunakan sebagai obat 
kumur.13 Namun, penggunaan CHX dalam jangka panjang dapat menyebabkan efek samping buruk seperti 
gangguan pengecapan, staining/pewarnaan pada jaringan rongga mulut, mulut kering, bau mulut, peningkatan 

akumulasi kalkulus, erosi gigi, serta peningkatan risiko diabetes dan hipertensi.14-16  

Bahan alam banyak dilaporkan berpotensi sebagai agen antibiofilm alami karena mengandung senyawa-
senyawa antibiofilm seperti flavonoid, saponin, tanin, alkaloid, steroid, terpenoid, fenol, dan glikosida yang 
memiliki kemampuan untuk merusak polisakarida bakteri. Penelitian mengenai penghambatan pembentukan 
biofilm S. aureus oleh tanaman teh (Camellia sinensis) menunjukkan bahwa kandungan asam tanat (tannic acid) 
dapat meningkatkan kadar protein isaA. Protein ini merupakan protein penghambat pembentukan biofilm pada 
S. aureus.17 Ekstrak tanaman Alnus japonica juga dilaporkan mengandung quercetin dan asam tanat yang 
berperan sebagai antibiofilm S. aureus utama dengan cara mengurangi ekspresi gen icaA dan icaD. Hasil 
menunjukkan bahwa ekstrak Alnus japonica konsentrasi 20 µg ml-1 dapat menghambat pembentukan biofilm S. 
aureus hingga >70%, hasil ini lebih baik daripada konsentrasi yang lain yaitu 1 µg ml-1, 5 µg ml-1, 10 µg ml-1, dan 

50 µg ml-1.18  

Penelitian penghambatan pembentukan biofilm S. aureus oleh ekstrak etanol tanaman Hungarian propolis 
juga pernah dilakukan. Hasilnya adalah ekstrak dengan total flavonoids content (TFC) tertinggi yaitu 273,2 + 
10,2 mg CAE/g DW memiliki penghambatan biofilm tertinggi pula.19 Mekanisme kerja senyawa-senyawa bahan 
alam tersebut mirip dengan mekanisme kerja CHG 0,2% dalam menghambat pembentukan biofilm bakteri S. 
aureus. Mekanisme kerja antibiofilm senyawa-senyawa bahan alam tersebut secara garis besar adalah 
mengganggu atau merusak polisakarida bakteri melalui ikatan kimiawinya dengan gen atau protein pembentuk 
biofilm, sedangkan mekanisme kerja CHG 0,2% yaitu merusak polisakarida ekstraseluler dan glikoprotein melalui 
ikatan kationik CHG 0,2% di membran sel bakteri.20 Bahan alam lain yang telah diteliti mengandung senyawa-
senyawa di atas adalah kulit bawang merah.21,22 

Penelitian terdahulu terkait aktivitas antibakteri ekstrak etanol 96% kulit bawang merah yang dimaserasi 
selama 3 hari dan selama 5 hari dengan pengulangan maserasi sebanyak 3 kali menunjukkan adanya zona 
hambat pertumbuhan bakteri S. aureus oleh ekstrak.23,24 Ekstrak etanol 96% kulit bawang merah yang dimaserasi 
selama 5 hari dan diulang sebanyak 3 kali memiliki aktivitas antibakteri yang lebih baik daripada maserasi selama 
3 hari, hal ini dibuktikan dengan zona hambat yang lebih luas.24 Penelitian untuk mengetahui aktivitas antibiofilm 
ekstrak etanol kulit bawang merah terhadap biofilm bakteri S. aureus perlu dilakukan guna mengembangkan 
penelitian terdahulu. Penelitian ini bertujuan untuk menganalisis aktivitas antibiofilm ekstrak etanol kulit bawang 
merah konsentrasi 6,25, 12,5, 25, 50, dan 100% dalam menghambat pembentukan biofilm S. aureus. Kondisi 
bakteri dalam bentuk biofilm lebih menggambarkan kondisi bakteri yang sesungguhnya di dalam rongga mulut 
daripada bentuk planktonik bakteri di alam bebas sehingga hasil penelitian ini dapat menjadi acuan untuk 

pembuatan obat kumur. 

  

 METODE  

  

 Jenis penelitian eksperimental laboratoris in vitro dengan rancangan penelitian posttest-only control group 
design. Penelitian dilaksanakan di beberapa laboratorium Universitas Jenderal Soedirman pada Maret-Mei 2022 
dengan rincian Laboratorium Biologi Lingkungan Fakultas Biologi untuk determinasi tumbuhan, Laboratorium  
Biologi Farmasi dan Farmasetika Fakultas Ilmu-Ilmu Kesehatan untuk pembuatan ekstrak, Laboratorium 
Mikrobiologi Fakultas Kedokteran untuk pemberian perlakuan, dan Laboratorium Riset Fakultas Kedokteran untuk 
pembacaan microplate.  

Populasi penelitian adalah bakteri S. aureus ATCC 25923 dan sampel penelitian ini berupa biofilm S.aureus 
ATCC 25923 yang ditumbuhkan dalam microplate. Sampel dibagi menjadi 8 kelompok, yaitu kelompok perlakuan 
ekstrak etanol kulit bawang merah (EKBM 6,25, 12,5, 25, 50, dan 100%), kontrol positif (CHG 0,2%), kontrol 
negatif (DMSO 1%), dan kontrol pertumbuhan. Setiap kelompok sampel memiliki 5 pengulangan dalam satu 
microplate. Penelitian diulang pada microplate lain di hari yang berbeda untuk mengonfirmasi konsistensi data. 
Jumlah pengulangan ini disesuaikan dengan jumlah repetisi yang acceptable dan lazim pada eksperimen berbasis 
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sel termasuk eksperimen antibiofilm, yaitu minimal 3 ulangan per kelompok, jumlah yang lebih banyak 
diperbolehkan untuk melihat konsistensi hasil perlakuan dan jika sumber daya memadai.25,26  

Alat penelitian yang digunakan adalah neraca digital, tabung Erlenmeyer, tabung reaksi dan rak, petri dish, 
plastic wrap, jarum ose, handscoon, microplate, microtiter plate reader, inkubator, kertas saring, oven, rotary 
vacuum evaporator, waterbath, mikropipet, mikrotips, object glass, mikroskop cahaya, dan autoklaf. Bahan yang 
digunakan pada penelitian ini antara lain kultur bakteri S. aureus ATCC 25923, kulit bawang merah, etanol 96%, 
DMSO 1%, CHG 0,2%, H2SO4, kalium dikromat, kloroform, logam magnesium, FeCl3 1%, kapas, arang jerap 
(activated charcoal), asam asetat anhidrida, kloroform amoniak, reagen Mayer, Congo red agar, trypticase soy 
broth, glukosa, akuades, PBS, isopropanol, kristal violet 1%, larutan lugol, alkohol aseton, safranin, NaCl, dan 

asam asetat glacial.   

Penelitian dimulai dengan pembuatan ekstrak metode maserasi dengan pelarut etanol 96% dan direndam 
selama 15 hari, ekstrak yang selesai direndam kemudian dikentalkan menggunakan rotary vacuum evaporator 
dan waterbath. Ekstrak kental diencerkan menggunakan DMSO 1% untuk membuat EKBM konsentrasi 6,25%, 
12,5, 25, 50, dan 100%. Uji kandungan fitokimia pada ekstrak dilakukan dengan dengan cara memasukkan EKBM 
sebanyak 0,05 g ke dalam tabung reaksi serta ditambahkan 5 mL kloroform dan 5 mL akuades. Tabung reaksi 

dikocok kuat dan didiamkan hingga terbentuk 2 lapisan yaitu lapisan atas (air) dan lapisan bawah (kloroform).27  

Uji flavonoid dilakukan dengan mengambil lapisan air sebanyak 1-2 tetes, ditambahkan sedikit logam 
magnesium dan 1-2 tetes asam klorida pekat. Ekstrak positif flavonoid ditandai dengan larutan berwarna kuning-
jingga hingga kemerahan. Uji fenol dilakukan dengan meneteskan lapisan air ke plat tetes lalu ditambahkan 
larutan FeCl3 1% sebanyak 1-2 tetes. Ekstrak positif fenol ditandai dengan larutan berwarna hijau keunguan atau 
hitam. Uji saponin dilakukan dengan mengambil lapisan air kemudian dikocok kuat dalam tabung reaksi. Ekstrak 

positif saponin ditandai dengan adanya busa selama 3-5 menit.  

Uji terpenoid dan steroid dilakukan dengan mengambil lapisan kloroform sebanyak 2-3 tetes dan dimasukkan 
ke dalam 3 lubang plat tetes. Satu tetes asam asetat anhidrida ditambahkan ke lubang 1, lalu 1 tetes H2SO4 pekat 
ditambahkan ke lubang 2, dan 2 tetes asam asetat anhidrat dan 1 tetes H2SO4 pekat ditambahkan ke lubang 3. 
Warna merah pada lubang 2 dan 3 menandakan ekstrak mengandung terpenoid dan warna hijau atau biru di 

lubang 1 dan 3 menandakan ekstrak mengandung steroid.  

Uji tanin dilakukan dengan mengambil lapisan air kemudian ditambahkan larutan gelatin. Ekstrak positif tanin 
ditandai dengan adanya endapan putih. Uji alkaloid dilakukan dengan mengambil ekstrak sebanyak 0,05 g 
ditambahkan ke dalam 5 mL kloroform amoniak 0,05 M lalu diaduk dan disaring. H2SO4 2 N sebanyak 1 mL 
dikocok dan ditunggu hingga membentuk 2 lapisan. Lapisan atas diambil lalu ditetesi 2 tetes reagen Mayer. 
Ekstrak positif alkaloid ditandai dengan adanya endapan putih.  

Sampel penelitian disiapkan dengan menumbuhkan bakteri S. aureus ATCC 25923 dalam MCRA (modified 
Congo red agar) dan diinkubasi selama 24 jam di dalam inkubator bersuhu 37ºC untuk melihat pembentukan 
biofilm. Pembentukan biofilm pada MCRA ditandai dengan adanya koloni berwarna hitam. Warna hitam sebagai 
indikator pembentukan biofilm berasal dari produksi polysaccharide intercellular adhesin (PIA) oleh S. aureus 
yang berfungsi sebagai perekat setiap coccus bakteri sehingga menjadi koloni.28 Hasil subkultur dilakukan 
pewarnaan Gram untuk mengonfirmasi bakteri S. aureus melalui ciri-ciri morfologisnya, yaitu bakteri berbentuk 
kokus bergerombol seperti anggur dan terwarnai keunguan oleh kristal violet saat diamati pada mikroskop. Hasil 
subkultur dibuat menjadi suspensi bakteri sesuai standar McFarland 0,5 (~1,5 x 108 CFU/mL) dengan 
pengenceran menggunakan larutan fisiologis NaCl 0,9%.29 Uji penghambatan pembentukan biofilm dilakukan 
dengan cara menanam media TSBG 2,5% (trypticase soy broth +glukosa 2,5%) dan larutan uji sesuai dengan 

denah microplate (Gambar 1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 1. Denah microplate.(Sumber:dokumentasi pribadi) 
Keterangan: 2 A-H = 50 µL TSBG 2,5%+50 µL suspensi bakteri+100 µL ekstrak konsentrasi 100%; 3 A-H = 50 µL TSBG 2,5%+50 µL suspensi 
bakteri+100 µL ekstrak konsentrasi 50%; 4 A-H = 50 µL TSBG 2,5%+50 µL suspensi bakteri+100 µL ekstrak konsentrasi 25%; 5 A-H = 50 µL TSBG 
2,5%+50 µL suspensi bakteri+100 µL ekstrak konsentrasi 12,5%; 6 A-H = 50 µL TSBG 2,5%+50 µL suspensi bakteri+100 µL ekstrak konsentrasi 

6,25%; 7 A-H = 50 µL TSBG 2,5%+50 µL suspensi bakteri+100 µL CHG 0,2%; 8 A-H = 50 µL TSBG 2,5%+50 µL suspensi bakteri+100 µL DMSO 1%; 
9 A-H = 100 µL TSBG 2,5% + 100 µL suspensi bakteri (kontrol pertumbuhan); 11 A-H = 200 µL isopropanol (blanko penelitian); 12 A-H = 200 µL 
media TSBG 2,5% (kontrol media steril) 
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Microplate diinkubasi selama 48 jam dalam inkubator bersuhu 37ºC. Pencucian microplate dilakukan setelah 
inkubasi yaitu menggunakan larutan PBS steril sebanyak 3x, kemudian wells microplate diwarnai kristal violet 1% 
selama 15 menit, dicuci kembali menggunakan PBS steril sebanyak 3x, dan dilanjutkan pencucian menggunakan 
isopropanol selama 15 menit sesaat sebelum pembacaan microplate. Microplate yang telah dicuci kemudian 
dibaca menggunakan microplate reader dengan panjang gelombang 595 nm. Hasil pembacaan microplate reader 
berupa nilai OD (optical density) diolah menggunakan 2 rumus. Rumus pertama yaitu rumus perhitungan 

kekuatan pembentukan dan perlekatan biofilm. 

Hasil perhitungan tersebut kemudian dikategorikan berdasarkan ketentuan apabila nilai OD suspensi ≤ OD 
cut maka bakteri dikategorikan sebagai non biofilm producer, apabila nilai OD cut < OD suspensi ≤ 2x OD cut 
maka bakteri dikategorikan sebagai weak biofilm producer, apabila nilai 2x OD cut < OD suspensi ≤ 4x OD cut 
maka bakteri dikategorikan sebagai moderate biofilm producer, apabila nilai 4x OD cut ≤ OD suspensi ka bakteri 
dikategorikan sebagai strong biofilm producer.30 Rumus kedua yaitu rumus perhitungan persentase 

penghambatan pembentukan biofilm.31 

  

 HASIL  

  

 Uji kandungan fitokimia menunjukkan bahwa EKBM mengandung senyawa kimia berupa flavonoid, saponin, 
fenol, tanin, alkaloid, dan steroid. Hasil uji Gram subkultur S. aureus ATCC 25923 menunjukkan bahwa bakteri 
yang diamati merupakan Gram positif dengan bakteri berbentuk coccus bergerombol. Media MCRA menunjukkan 
pertumbuhan koloni berwarna hitam pekat dengan permukaan halus yang menandakan bahwa bakteri telah 
membentuk biofilm dengan kekuatan pembentukan yang kuat (Gambar 2). Pembentukan biofilm S. aureus ATCC 
25923 pada microplate tersaji sebagai nilai OD pada Tabel 1. 

 

 

Gambar 2. Koloni S. aureus ATCC 25923 yang membentuk biofilm.(Sumber:dokumentasi pribadi) 

  

 Tabel 1. Hasil rerata nilai OD 

Kelompok n 
Rerata Nilai  

OD 
Standar Deviasi 

EKBM 6,25% 10 0,535 0,089 

EKBM 12,5% 10 0,220 0,030 

EKBM 25% 10 0,217 0,044 

EKBM 50% 10 0,424 0,070 

EKBM 100% 10 0,667 0,064 

CHG 0,2% 10 0,160 0,017 

DMSO 1% 10 2,551 0,204 

Kontrol Pertumbuhan 10 3,034 0,325 

Kontrol Media Steril 10 0,051 0,003 
 

  

Nilai OD kemudian dihitung menggunakan rumus OD cut dan OD suspensi untuk mengetahui kekuatan 
pembentukan dan perlekatan biofilm S. aureus. Nilai OD cut  dan OD suspensi yang dihasilkan memenuhi kriteria 
4x OD cut ≤ OD suspensi sehingga S. aureus ATCC 25923 dapat dikategorikan sebagai strong biofilm producer. 
Hasil nilai OD yang diolah menggunakan rumus persentase penghambatan pembentukan biofilm dapat dilihat 
pada Gambar 3. 
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Gambar 3. Persentase penghambatan biofilm S. aureus.(Sumber:dokumentasi pribadi)  

  

Nilai persentase penghambatan biofilm dianalisis secara statistik menggunakan uji non-parametrik Kruskal-
Wallis dengan tingkat kepercayaan 95% (p<0,05) karena syarat uji parametrik tidak terpenuhi. Uji Kruskal-Wallis 
menunjukkan terdapat perbedaan signifikan antarkelompok dengan p value = 0,000 (p<0,05). Uji post hoc Mann-
Whitney dilakukan untuk melihat adanya perbedaan signifikan antara tiap kelompok. Hasil uji Mann-Whitney 
dapat dilihat pada Tabel 2. 

 

Tabel 2. Hasil uji Mann-Whitney 

No. 
Kelompok 

(n = 10) 

p-value Uji Mann-Whitney 

EKBM 

6,25% 

EKBM 

12,5% 

EKBM 

25% 

EKBM 

50% 

EKBM 

100% 

CHG 

0,2% 

DMSO 

1% 

1. EKBM 6,25% - 0,000* 0,000* 0,013* 0,002* 0,000* 0,000* 

2. EKBM 12,5% 0,000*  - 0,850 0,000* 0,000* 0,000* 0,000* 

3. EKBM 25% 0,000* 0,850 - 0,000* 0,000* 0,002* 0,000* 

4. EKBM 50% 0,013* 0,000* 0,000* - 0,000* 0,000* 0,000* 

5. EKBM 100% 0,002* 0,000* 0,000* 0,000* - 0,000* 0,000* 

7. CHG 0,2% 0,000* 0,000* 0,002* 0,000* 0,000* - 0,000* 

8. DMSO 1% 0,000* 0,000* 0,000* 0,000* 0,000* 0,000* - 
 

  

 Hasil uji Mann-Whitney menunjukkan bahwa terdapat perbedaan persentase penghambatan biofilm yang 
signifikan (p<0,05) antara seluruh kelompok ekstrak dengan kelompok kontrol negatif dan seluruh kelompok 
ekstrak dengan kelompok kontrol positif (p<0,05), tetapi tidak ada perbedaan yang signifikan antara kelompok 

konsentrasi 12,5 dengan 25%.  

  

 PEMBAHASAN 

  

 Hasil uji kandungan fitokimia menunjukkan bahwa ekstrak etanol kulit bawang merah pada penelitian ini 
mengandung senyawa flavonoid, fenol, saponin, steroid, tanin, dan alkaloid. Hasil ini sesuai dengan penelitian 
sebelumnya yang melaporkan bahwa ekstrak etanol kulit bawang merah mengandung flavonoid, fenol, saponin, 
alkaloid, steroid, terpenoid, dan tanin.23,24 Penelitian ini menunjukkan uji terpenoid negatif, hal ini mungkin terjadi 
karena terdapat faktor internal dan faktor eksternal yang memengaruhi kandungan suatu tanaman. Faktor 
internal dapat berupa gen suatu tanaman yang dapat berbeda dari satu varietas dengan varietas lain meskipun 
masih dalam spesies tanaman yang sama. Faktor eksternal seperti ketinggian tanah, cahaya, suhu, kelembapan, 
pH tanah, dan unsur hara dalam tanah juga dapat memengaruhi kandungan fitokimia suatu tanaman.32 

Hasil subkultur bakteri S. aureus ATCC 25923 pada media MCRA menunjukkan pembentukan koloni berwarna 
hitam pekat dengan konsistensi yang kering dan permukaan yang halus (Gambar 2), hal ini menandakan bahwa 
S. aureus ATCC 25923 merupakan bakteri pembentuk biofilm yang kuat. Hasil pengamatan koloni tersebut 
didukung dengan hasil perhitungan nilai OD cut yang menunjukkan nilai 0,06 dan OD suspensi sebesar 2,974. 
Hasil ini memenuhi syarat nilai 4x OD cut ≤ OD suspensi yang merupakan indikator nilai untuk strong biofilm 
producer.30  

Hasil perhitungan menunjukkan bahwa rerata persentase penghambatan biofilm tertinggi terdapat pada 
kelompok kontrol CHG 0,2% (Gambar 3). Hal ini sesuai dengan penelitian sebelumnya yang menyebutkan bahwa 
CHG 0,2% merupakan agen antibiofilm efektif bagi S. aureus.33,34 Mekanisme aksi CHG 0,2% dalam menghambat 
pembentukan biofilm bakteri yaitu melalui ikatan kationik CHG 0,2% dengan polisakarida ekstraseluler dan 
glikoprotein di membran sel bakteri.20 Chlorhexidine tersusun dari dua cincin 4-klorofenil dan dua gugus biguanida 
yang dihubungkan oleh rantai heksametilena.35 Gugus klorin pada setiap cincin fenol akan memberikan aktivitas 
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kationik pada CHX.20 Muatan positif ini akan menarik CHX ke permukaan bermuatan negatif di dalam rongga 
mulut seperti pelikel saliva pada gigi, serta berbagai komponen biofilm seperti polisakarida ekstraseluler dan 
glikoprotein bakteri. Chlorhexidine juga dapat berikatan pada permukaan bakteri pada bagian gugus fosfat asam 
teikoat pada bakteri Gram-positif. Ikatan-ikatan tersebut mengganggu kestabilan membran sel bakteri.36  

Rerata persentase penghambatan biofilm terendah ada pada kelompok DMSO 1% (Gambar 3). Hal ini sesuai 
dengan penelitian yang menyatakan bahwa DMSO pada konsentrasi 1% tidak memiliki daya antimikroba sehingga 
pertumbuhan S. aureus ATCC 25923 pada media pertumbuhan dapat berlangsung tanpa hambatan ditandai 
dengan nilai OD yang besar.37 Rerata persentase penghambatan biofilm S. aureus ATCC 25923 oleh kelompok 
perlakuan ekstrak lebih tinggi dan berbeda secara bermakna dengan kelompok DMSO 1%. Hal ini membuktikan 
bahwa terdapat zat aktif dalam ekstrak yang berperan dalam menghambat pembentukan biofilm S. aureus ATCC 
25923.   

Efek penghambatan pembentukan biofilm dari EKBM berasal dari kandungan senyawa fitokimia di dalamnya. 
Efek antibiofilm flavonoid terhadap biofilm S. aureus adalah menghambat pembentukan biofilm S. aureus melalui 
interferensi fisik. Kehadiran senyawa flavonoid secara fisik dapat mengganggu proses penjangkaran BAP (biofilm-
associated protein) dan polimerisasi BAP.38 Efek tanin yaitu menurunkan produksi slime biofilm, mengurangi 
ekspresi gen icaA dan icaD sehingga produksi polisakarida terganggu, dan menghambat regulator quorum-
sensing RNAIII.39 Efek fenol yaitu mengganggu metabolisme sel bakteri.40 Penelitian ini menunjukkan bahwa 
ekstrak etanol kulit bawang merah mengandung saponin jenis steroid. Saponin dapat dibedakan menjadi dua 
kelompok yaitu steoridal saponin dan triterpenoidal saponin. Efek antibiofilm saponin steroidal yaitu mengganggu 
stabilitas matiks ekstraseluler polisakarida dan menghambat pembentukan biofilm S. aureus melalui ikatan 
dengan sisi aktif enzim mannitol dehydrogenase dan eDNA yang berperan dalam sintesis alginat, alginat 
merupakan komponen utama penyusun matriks ekstraseluler polisakarida.41,42 Efek alkaloid yaitu mereduksi gen-
gen inisiator pembentuk biofilm, menghambat quorum-sensing, dan menurunkan faktor-faktor regulator 
pembentuk biofilm.43  

Rerata persentase penghambatan biofilm pada kelompok perlakuan ekstrak etanol kulit bawang merah 
mengalami peningkatan dari konsentrasi 6,25% hingga konsentrasi 25%, kemudian menurun hingga konsentrasi 
100%. Kelompok konsentrasi 25% memiliki rerata persentase penghambatan biofilm tertinggi dan kelompok 
konsentrasi 100% memiliki rerata persentase penghambatan biofilm terendah (Gambar 3). Hal ini dapat 
dikarenakan semakin banyak kandungan senyawa kimia dalam ekstrak (konsentrasi tinggi pada batas tertentu) 
maka semakin tinggi juga efek antimikroba yang diberikan, tetapi apabila kandungan senyawa yang terlarut 
dalam ekstrak terlalu banyak (konsentrasi terlalu tinggi) maka dapat menyebabkan kejenuhan sehingga 
berpengaruh pada daya antimikroba suatu ekstrak.44 

Variasi konsentrasi ekstrak memiliki peran pada proses penghambatan pembentukan biofilm S. aureus. 
Konsentrasi ekstrak berpengaruh pada afinitas senyawa fitokimia untuk berpenetrasi ke reseptor-reseptor di 
dinding sel bakteri. Quorum-sensing merupakan proses komunikasi antar-bakteri untuk beragregasi dan 
membentuk biofilm. Proses quorum-sensing pada bakteri S. aureus diinisiasi oleh transkripsi accessory gene 
regulator (Agr) yang diaktivasi oleh glukosa menjadi autoinducing peptide (AIP). AIP akan mengaktivasi Agr yang 
lain untuk melanjutkan proses quorum-sensing. Senyawa-senyawa fitokimia dalam ekstrak dapat berikatan pada 
sisi aktif Agr dan menghambat kinerja Agr dalam menginduksi quorum-sensing.45,46 Jumlah senyawa fitokimia 
yang terlarut dalam ekstrak setidaknya harus berimbang dengan jumlah reseptor yang ada sehingga penetrasi 
senyawa fitokimia ke sisi aktif reseptor dapat berlangsung optimal dan memberikan efek penghambatan biofilm 
yang baik. Zat terlarut dalam ekstrak yang terlalu banyak, misalnya pada ekstrak dengan konsentrasi yang makin 
besar dapat menyebabkan zat tersebut sulit berpenetrasi ke reseptor yang jumlahnya terbatas karena zat-zat 
yang berdesakan. Zat terlarut dalam ekstrak yang terlalu sedikit juga tidak optimal dalam memberikan efek obat 
karena jumlah zat yang berpenetrasi ke reseptor kurang.47  

Hasil penelitian ini menunjukkan adanya peningkatan rerata persentase hambat biofilm yang bermula dari 
konsentrasi 6,25% hingga mencapai puncak pada konsentrasi 25%, kemudian terjadi penurunan rerata 
persentase hambat biofilm berturut-turut dari konsentrasi 50% hingga konsentrasi 100%. Hasil ini sesuai dengan 
teori kurva hiperbolik tentang hubungan konsentrasi dan efek obat yang menyatakan bahwa semakin tinggi 
konsentrasi obat maka efek obat juga akan semakin tinggi, tetapi setelah mencapai efek maksimal pada 
konsentrasi tertentu (konsentrasi optimal), efek obat akan menurun pada konsentrasi yang lebih tinggi dari 
konsentrasi optimal.47  

Analisis statistik pada penelitian ini menunjukkan tidak terdapat perbedaan pengaruh yang bermakna 
(p>0,05) antara ekstrak etanol kulit bawang merah konsentrasi 25% dengan konsentrasi 12,5% (Tabel 2). Hal 
ini mengindikasikan bahwa ekstrak etanol kulit bawang merah konsentrasi 12,5% merupakan konsentrasi yang 
paling efektif di antara kelompok perlakuan ekstrak dalam menghambat pembentukan biofilm S. aureus meskipun 
belum dapat menyamai efektivitas CHG 0,2% sebagai kontrol positif (p>0,05). 

Penelitian-penelitian sebelumnya telah membuktikan bahwa senyawa fitokimia tumbuhan berpotensi menjadi 
agen antibiofilm alami S. aureus. Penelitian ini juga menunjukkan keberadaan senyawa fitokimia serupa dalam 
ekstrak etanol kulit bawang merah yang berpotensi sebagai agen antibiofilm dalam menghambat pembentukan 
biofilm S. aureus. Penelitian tentang efek ekstrak etanol kulit bawang merah pada bakteri S. aureus yang pernah 
dilakukan sebelumnya adalah meliputi penelitian daya antibakteri, antioksidan, dan antiinflamasi yang 
menggunakan sampel bakteri dalam kondisi planktonik. Hasil persentase penghambatan pembentukan biofilm 
pada penelitian ini dapat menambah wawasan dan menjadi acuan untuk penelitian mendatang yang melibatkan 
rongga mulut karena kondisi biofilm lebih mencerminkan kondisi rongga mulut daripada kondisi planktonik suatu 
bakteri.  
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Keterbatasan dalam penelitian ini yaitu terdapat ekstrak pada konsentrasi tinggi (EKBM 50 dan 100%) yang 
tidak larut sempurna oleh DMSO 1% dikarenakan adanya kejenuhan sehingga diperlukan proses sonifikasi pada 
ekstrak. Saran untuk penelitian selanjutnya yaitu diperlukan proses sonifikasi pada ekstrak di penelitian 
mendatang untuk memastikan semua senyawa fitokimia larut sempurna sehingga efek penghambatan 
pembentukan biofilm yang dihasilkan tidak bias akibat senyawa fitokimia yang kurang larut dan diperlukan 
penelitian lebih lanjut mengenai uji toksisitas ekstrak etanol kulit bawang merah terhadap sel epitel rongga mulut 
untuk memastikan keamanan penggunaan topikal sebagai obat kumur. 

  

 SIMPULAN  

  

 Ekstrak etnol kulit bawang merah memiliki aktivitas antibiofilm berupa penghambatan pembentukan biofilm 
S. aureus ATCC 25923 karena mengandung senyawa fitokimia seperti flavonoid, saponin, fenol, tanin, alkaloid, 
dan steroid. Aktivitas penghambatan pembentukan biofilm meningkat seiring dengan peningkatan konsentrasi 
dan mencapai puncak pada konsentrasi 25% namun tidak terdapat perbedaan pengaruh yang bermakna antara 
konsentrasi 12,5% dengan 25%. Aktivitas penghambatan pembentukan biofilm semua kelompok ekstrak lebih 
rendah daripada CHG 0,2% dan lebih tinggi daripada DMSO 1% secara bermakna. Konsentrasi ekstrak etanol 
kulit bawang merah yang paling efektif dalam menghambat pembentukan biofilm S. aureus ATCC 25923 adalah 
12,5% namun efektivitasnya belum sama dengan efektivitas CHG 0,2%. 
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