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Keywords

Streptococcus mutans merupakan bakteri gram positif pembentuk biofilm resisten yang dapat
memicu komplikasi serius seperti endokarditis infektif. Penelitian ini mengevaluasi efektivitas
fraksi etil asetat daun cengkih (Syzygium aromaticum) dalam menurunkan massa biofilm S.
mutans serta menentukan konsentrasi optimalnya. Fraksi ini dipilih karena sifat semipolarnya
efektif menarik senyawa aktif seperti eugenol dan flavonoid. Metode penelitian eksperimental
kuasi ini menggunakan desain posttest-only control group dengan pengujian microtiter biofilm
assay dan pewarnaan crystal violet. Kelompok perlakuan terdiri dari lima konsentrasi (20%,
10%, 5%, 2,5%, 1,25%), kontrol positif klorheksidin 0,1%, dan kontrol negatif DMSO 1%. Data
dianalisis menggunakan uji One-Way ANOVA dan Bonferroni. Hasil menunjukkan seluruh
konsentrasi signifikan menurunkan massa biofilm dibandingkan kontrol negatif. Kontrol positif
(klorheksidin 0,1%) menunjukkan penurunan massa tertinggi sebesar 90,21% (rata-rata Optical
Density (OD) 0,248). Konsentrasi 5% merupakan kadar paling optimal dengan rata-rata OD
0,452 dan penurunan massa mencapai 82,16%. Efektivitas menurun pada konsentrasi 10% akibat
titik jenuh dan interferensi teknis. Kesimpulannya, fraksi etil asetat daun cengkih efektif
menurunkan massa biofilm S. mutans, dengan konsentrasi 5% sebagai kadar paling optimal.
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Streptococcus mutans is a gram-positive bacterium that forms resistant biofilms, potentially
triggering serious complications like infective endocarditis. This study evaluated the
effectiveness of clove leaf (Syzygium aromaticum) ethyl acetate fraction in reducing S. mutans
biofilm mass and determined the optimal concentration. The fraction was selected for its semi-
polar nature, which effectively extracts active compounds like eugenol and flavonoids. This
quasi-experimental research used a posttest-only control group design with a microtiter biofilm
assay and crystal violet staining. Treatment groups included five concentrations (20%, 10%,
5%, 2,5%, 1,25%), with 0,1% Chlorhexidine as a positive control and 1% DMSO as a negative
control. Data were analyzed using One-Way ANOVA and Bonferroni tests. All concentrations
significantly reduced biofilm mass compared to the negative control. The positive control (0,1%
chlorhexidine) resulted in the greatest reduction in biofilm mass at 90,21%, with a mean Optical
Density (OD) value of 0,248. The 5% concentration was most optimal, achieving an 82,16%
reduction (OD 0,452). Effectiveness decreased at 10% due to saturation and technical
interference. In conclusion, the ethyl acetate fraction of clove leaves effectively reduces S.
mutans biofilm mass, with 5% as the optimal concentration.
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PENDAHULUAN

Streptococcus mutans merupakan bakteri
gram positif yang dapat menjadi patogen
berbahaya saat populasinya meningkat'. Bakteri
ini memiliki risiko tinggi menyebabkan
Endokarditis Infektif (EI) dengan membentuk
biofilm pada katup jantung yang memicu
komplikasi serius seperti gagal jantung hingga
kematian®* Selain itu, keterlibatannya meluas
pada organ lain, termasuk memicu /g4
nephropathy, memperparah NASH, IBD, serta
mendukung metastasis tumor’

Patogenitas S. mutans didukung oleh
kemampuan membentuk biofilm, yaitu lapisan
koloni mikroorganisme yang melekat kuat pada
permukaan dan diselimuti matriks ekstraseluler
sebagai mekanisme pertahanan ©®7. Struktur
biofilm ini diperkuat oleh Extracellular
Polymeric Substances (EPS) yang memberikan
perlindungan terhadap agen antimikroba dan
respons imun inang 5.

Resistensi biofilm S. mutans terhadap
antibiotik mencapai 10-1000 kali lebih tinggi
dibanding fase planktonik, sehingga
menjadikannya target yang sulit dalam
intervensi terapeutik®. Mengingat tingginya
angka kematian akibat resistensi antimikroba'?,
pengembangan antibakteri alternatif seperti daun
cengkih  (Syzygium  aromaticum)  sangat
diperlukan. Daun cengkih mengandung senyawa
aktif seperti eugenol, flavonoid, dan tanin yang
bekerja sinergis sebagai agen antibakteri 2,

Daun cengkih (Syzygium aromaticum)
menawarkan potensi besar sebagai agen
antibakteri alami melalui kandungan senyawa

bioaktif seperti flavonoid, eugenol, alkaloid, dan

tanin'®. Eugenol, sebagai komponen utama,

bekerja secara spesifik merusak membran sel
bakteri dan menghambat aktivitas enzim yang
berperan dalam produksi energi'*">. Flavonoid
berkontribusi dengan mendenaturasi protein
biofilm, sementara tanin berperan memperkuat
aktivitas antibiofilm melalui pengikatan ion besi
yang diperlukan untuk menjaga stabilitas
matriks EPS!>16,

Efektivitas senyawa tersebut sangat
bergantung pada pemilihan pelarut. Etil asetat,
sebagai pelarut semipolar, dikenal efisien dalam
menarik metabolit sekunder seperti fenolik,
flavonoid, dan alkaloid karena kesamaan tingkat
kepolaran '7'°, Fraksi etil asetat daun cengkih
dilaporkan memiliki potensi antibakteri yang
kuat dengan kadar eugenol signifikan, serta
menunjukkan nilai Kadar Hambat Minimum
(KHM) vyang sensitif dibandingkan pelarut

lainnya'®!3,

Meskipun ekstrak etanol daun
cengkih terbukti efektif terhadap biofilm
Candida albicans®, studi mengenai efek fraksi
etil asetat terhadap biofilm S. mufans masih
sangat terbatas, sehingga penelitian ini penting

untuk memperdalam potensi klinisnya.

METODE
Penelitian ini  menerapkan  desain

penelitian  eksperimental  semu  (quasi-
experimental design) secara in vitro dengan
pendekatan posttest-only control group design.
Surat Ethical Clearance (EC) dikeluarkan oleh
Komisi Etik Penelitian Kesehatan Fakultas
Kedokteran ~ Universitas
(FK  UMS)

5915/B.1/KEPK-FKUMS/X/2025.

Muhammadiyah

Surakarta dengan  nomor
Daun cengkih (Syzygium aromaticum)

yang digunakan dalam penelitian ini merupakan
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produk lokal asal Boyolali. Identifikasi spesies
dilakukan di Laboratorium Pengujian UPF
Pelayanan Kesehatan Tradisional RSUP Dr.
Sardjito nomor

TL.02.04/D.X1.6/30138.874/2025. Hasil

Tawangmangu  dengan
determinasi mengonfirmasi bahwa sampel
tersebut adalah Syzygium aromaticum (L.) Merr.
& LM. Perry dengan sinonim FEugenia
aromatica (L.) Baill.

Fraksinasi dilakukan dengan melarutkan
10 gram ekstrak kental dalam 100 ml akuades,
kemudian dipisahkan menggunakan corong
pisah dengan penambahan 100 ml n-heksan
untuk mengambil fraksi non-polar. Lapisan air
selanjutnya ditambahkan 100 ml etil asetat untuk
memperoleh fraksi semipolar pada lapisan atas.
Seluruh fraksi diuapkan dengan waterbath
hingga didapatkan fraksi kental yang siap uji*'.
Kemudian fraksi kental dilarutkan dengan
DMSO 1%. Pengenceran dilakukan
menggunakan rumus' :

VsxCs=VnxCn

Keterangan :

Vs : volume awal

Cs : konsentrasi awal

Vn : volume yang diharapkan

Cn : konsentrasi yang diharapkan (20%,
10%, 5%, 2,5%, dan 1,25%) dalam satuan b/v

Jika larutan awal 20% dan volume yang
diharapkan untuk masing-masing konsentrasi 5
ml maka:

a. Konsentrasi 20%

20 gram __ 1 gram
100ml ~ 5ml

Ambil 1 gram fraksi dan tambahkan
DMSO 1% hingga total volume 5 ml.
b. Konsentrasi 10%

_V10% x c10% _ 5mlx10%
Cs T 20%

Vs =2,5ml

Ambil 2,5 ml dari konsentrasi 20% dan
tambahkan 2,5 ml DMSO 1%.

c. Konsentrasi 5%

_V5%xc5% _ 5mlx5%
cs 0 10%

Ambil 2,5 ml dari konsentrasi 10% dan
tambahkan 2,5 ml DMSO 1%.
d. Konsentrasi 2,5%

Vs

=2,5ml

_V25%xc2,5% _ 5mlx2,5%
Cs - 5%

Ambil 2,5 ml dari konsentrasi 5% dan

tambahkan 2,5 ml DMSO 1%.

Vs

=2,5ml

e. Konsentrasi 1,25%

_V1,25%xc1,25% _ 5mlx1,25%
Cs - 2,5%

Ambil 2,5 ml dari konsentrasi 2,5% dan
tambahkan 2,5 ml DMSO 1%.

Vs

=2,5ml

Isolat Streptococcus mutans tipe 1 ATCC
10556 PK/5 diperoleh dari Laboratorium Riset
Terpadu Fakultas Kedokteran Gigi Universitas
Gadjah Mada menggunakan teknik purposive
sampling. Keaslian isolat dikonfirmasi melalui
hasil determinasi dengan nomor produk
R4607023 memastikan bahwa isolat yang
digunakan adalah bakteri S. mutans tipe 1 ATCC
10556 PK/5.

Sebanyak 3—4 koloni tunggal S. mutans
diinokulasikan ke dalam 5 mL media TSB
dengan tambahan 2,5% sukrosa, lalu diinkubasi
pada suhu 37 °C selama semalam. Densitas optik
kultur disesuaikan hingga setara standar 0,5
McFarland, kemudian diencerkan dengan
perbandingan 1:100 menggunakan media yang
sama”’, Bakteri terbagi menjadi 7 kelompok
dengan 5 variasi konsentrasi perlakuan (20%,
10%, 5%, 2,5%, dan 1,25%), kontrol positif
(Klorheksidin 0,1%) dan kontrol negatif (DMSO
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1%). Jumlah minimal pengulangan tiap
kelompok dihitung dengan rumus Federer:

(n-1) (t-1)>15

n: Jumlah replikasi/ pengulangan

t: Banyaknya perlakuan

Dari rumus Federer, didapatkan jumlah
minimal pengulangan tiap kelompok adalah 4
kali. Dengan demikian, total jumlah sampel
dalam penelitian ini adalah 28 sumur (7
kelompok perlakuan x 4 replikasi). Seluruh
prosedur eksperimen dilakukan dalam satu batch
pada waktu yang sama untuk meminimalkan
variasi antar perlakuan.

Suspensi  bakteri sebanyak 100 pL
dimasukkan ke dalam sumuran microplate dan
diinkubasi selama 18-20 jam pada suhu 37 °C
hingga terbentuk biofilm matang. Setelah
pembilasan dengan PBS, ke dalam sumur
ditambahkan 100 pL kelompok perlakuan dan
kontrol, lalu diinkubasi kembali selama 18-20
jam pada suhu 37 °C. Biofilm kemudian dibilas
dan diwarnai dengan 125 pL crystal violet 0,1%
selama 15 menit. Sisa pewarna dibilas tiga kali,
lalu warna yang terikat pada matriks dilarutkan
kembali menggunakan 125 pL etanol. Intensitas
warna diukur menggunakan microplate reader
pada panjang gelombang 600 nm untuk

menentukan biomassa biofilm?’.

Analisis data diawali dengan uji
normalitas Shapiro-Wilk dan uji homogenitas
Levene’s test. Data yang memenuhi asumsi
statistik selanjutnya dianalisis menggunakan uji
parametrik One-Way ANOVA untuk melihat
pengaruh perlakuan. Perbedaan signifikan antar
kelompok ditentukan melalui uji Post Hoc
Bonferroni. Selanjutnya penurunan massa
biofilm suatu senyawa dapat diketahui dengan
melalui persen penurunan massa biofilm melalui
rumus'®:

Penurunan massa biofilm (%): (ODkontrol-
ODsampel)/ODkontrolx100%

Keterangan:

ODkontrol = Optical Density kontrol negatif

ODsampel = Optical Density sampel uji

HASIL

Besarnya nilai rata-rata optical density
(OD) Streptococcus mutans pada kelompok
kontrol (-) sebesar 2,534 + 0,389. Sedangkan
pada kontrol (+) didapatkan 0,248+0,044.
Kemudian pada kelompok konsentrasi fraksi etil
asetat daun cengkih, besarnya nilai rata-rata
paling kecil terletak pada konsentrasi 5% dengan
rata-rata OD yang didapatkan 0,452 + 0,079 dan
rata-rata paling besar terdapat pada konsentrasi

20% yaitu 1,78610,155.

Tabel 1. Hasil Optical Density (OD)

Replikasi Kelompok
K (-) K () 20% 10% 5% 2,5% 1,25%
1 1,992 0,239 1,886 0,639 0,455 0,524 1,53
2 2,632 0,192 1,888 0,506 0,476 0,409 0,984
3 2,918 0,3 1,81 0,612 0,534 0,479 0,936
4 2,594 0,259 1,559 1,107 0,343 0,451 0,652
Rata-rata 2,534 0,248 1,786 0,716 0,452 0,4658 1,0255
t t t + + + + t
SD 0,389 0,044 0,155 0,266 0,079 0,048 0,366
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Tabel 2. Uji Parametrik One-Way Anova dan Persentase Penurunan Massa Biofilm

Kelompok Perlakuan Rerata OD = SD Nilai (ANOVA) Persentase Penurunan (%)

Kontrol (-) 2,534 + 0,389 -

Kontrol (+) 0,248 + 0,044 90,21%

Fraksi 20% 1,786 + 0,155 29,52%

- p <0,001

Fraksi 10% 0,716 + 0,266 F =49931 71,74%
Fraksi 5% 0,452 + 0,079 ’ 82,16%

Fraksi 2,5% 0,466 + 0,048 81,61%

Fraksi 1,25% 1,026 + 0,366 59,51%
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Tabel 3. Hasil Uji Post Hoc Bonferroni

Perbandn(llgjlsl Jlgelompok Mean Difference (1-]) 95% Confidence Interval p Keterangan
K(+) vs K(-) -2,2865 -2,864 s/d -1,708 0,000* Signifikan
K(+) vs 20% -1,5382 -2,116 s/d -0,960 0,000* Signifikan
K(+) vs 10% -0,4685 -1,046 s/d 0,109 0,226 Tidak Signifikan
K(+) vs 5% -0,2045 -0,782 s/d 0,373 1,000 Tidak Signifikan
K(+) vs 2,5% -0,2182 -0,796 s/d 0,359 1,000 Tidak Signifikan

K(+) vs 1,25% -0,778 -1,355 s/d -0,200 0,003* Signifikan
K(-) vs 20% 0,7482 0,170 s/d 1,326 0,004* Signifikan
K(-) vs 10% 1,818 1,240 s/d 2,395 0,000* Signifikan
K(-) vs 5% 2,082 1,504 s/d 2,659 0,000* Signifikan
K(-) vs 2,5% 2,0682 1,490 s/d 2,646 0,000* Signifikan

K(-) vs 1,25% 1,5085 0,930 s/d 2,086 0,000* Signifikan
20% vs 10% 1,0697 0,491 s/d 1,647 0,000* Signifikan
20% vs 5% 1,3337 0,755 s/d 1,911 0,000* Signifikan

20% vs 2,5% 1,32 0,742 s/d 1,897 0,000* Signifikan

20% vs 1,25% 0,7602 0,182 s/d 1,338 0,004* Signifikan
10% vs 5% 0,264 -0,313 s/d 0,841 1,000 Tidak Signifikan
10% vs 2,5% 0,2502 -0,327 s/d 0,828 1,000 Tidak Signifikan

10% vs 1,25% -0,3095 -0,887 s/d 0,268 1,000 Tidak Signifikan
5% vs 2,5% 0,0137 -0,564 s/d 0,591 1,000 Tidak Signifikan
5% vs 1,25% -0,5735 -1,151 s/d 0,004 0,053 Tidak Signifikan

2,5% vs1,25% -0,5597 -1,137s/d 0,018 0,065 Tidak Signifikan

Data optical density kemudian dilakukan
analisis data dengan menggunakan SPSS. Uji
normalitas data dilakukan dengan uji Saphiro-
Wilk memberikan hasil data normal dan uji
homogenitas dengan Levene’s test memberikan
hasil data homogen. Selanjutnya dilakukan uji
statistik parametrik One-Way Anova untuk
mengetahui perbedaan yang bermakna antar
kelompok. Hasil analisis One-Way ANOVA pada
tabel 2 menunjukkan nilai F hitung sebesar
49,931 dengan nilai signifikansi sebesar 0,000 (p
< 0,05). Hal ini menunjukkan bahwa terdapat
perbedaan yang signifikan secara statistik antar
kelompok.

Uji  Post Hoc digunakan untuk
menentukan kelompok yang memiliki perbedaan
pengaruh. Hasil uji Post Hoc Bonferroni pada
tabel 3 menunjukkan bahwa seluruh rentang
konsentrasi fraksi etil asetat daun cengkih
(1,25%

menghambat biofilm S. mutans dibandingkan

hingga 20%) secara signifikan

kontrol negatif (p < 0,05). Konsentrasi 2,5%,
5%, dan 10% terbukti memiliki efektivitas yang
setara dengan kontrol positif klorheksidin (p >
0,05), didukung oleh rentang interval
kepercayaan yang melewati angka nol.
Sebaliknya, terdapat perbedaan signifikan pada
konsentrasi 1,25% (p = 0,003) dan 20% (p <
0,001) terhadap kontrol positif, yang
mengindikasikan penurunan efektivitas pada
kedua titik konsentrasi tersebut.

Persentase penurunan massa biofilm pada
tabel 2 menjelaskan bahwa konsentrasi 1,25%
menunjukkan penurunan massa biofilm yang
signifikan sebesar 59,51% dibandingkan kontrol
negatif (p = 0,003). Meskipun belum setara
klorheksidin, hasil ini membuktikan bahwa
kadar rendah sudah mampu mengintervensi
matriks ekstraseluler S. mutans, sejalan dengan
temuan Nuzula dan Masfufatun?® mengenai nilai

MBECsy pada konsentrasi yang hanya sebesar
0,45%, yang berarti pada kadar tersebut ekstrak
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sudah mampu meluruhkan 50% massa biofilm.
Aktivitas pada konsentrasi rendah ini didorong
oleh kandungan senyawa-senyawa aktif.
Efektivitas meningkat pada rentang 2,5%
hingga 5%, di mana konsentrasi 5% mencapai
aktivitas puncak (OD 0,452) yang setara dengan
kontrol positif (p > 0,05). Hasil ini menunjukkan
bahwa pada konsentrasi tersebut, senyawa aktif
dalam daun cengkih mampu menghambat
pembentukan matriks biofilm secara efektif. Hal
ini sejalan dengan penelitian Hepziba® yang
melaporkan bahwa ekstrak tanaman tertentu
pada konsentrasi optimal memiliki aktivitas
antibiofilm yang efektif pada masa inkubasi.
Pada penelitian ini ditemukan efektivitas
tidak berbanding lurus dengan peningkatan
konsentrasi di atas 5%. Pada konsentrasi 10%,
nilai OD meningkat (0,716) dan mencapai
penurunan efektivitas drastis pada 20% (OD
1,786). Fenomena kejenuhan ini, menurut
Rosyada ** dipicu oleh kompetisi antarmolekul
senyawa aktif untuk berikatan dengan reseptor
matriks biofilm yang terbatas. Penurunan
kelarutan pada dosis pekat juga menghambat
interaksi senyawa aktif. Serupa dengan temuan
Nugrahani® yang menyatakan konsentrasi
maksimal tidak selalu memberikan hasil terbaik.
Selain itu, peningkatan OD pada konsentrasi
lebih tinggi seperti 10% dan 20%, juga diduga
dipengaruhi oleh faktor teknis berupa presipitasi
zat warna crystal violet akibat endapan fraksi
yang pekat atau akumulasi debris sel bakteri
yang lisis. Hal ini memberikan pembacaan
absorbansi yang lebih tinggi secara semu,
mengingat metode crystal violet bersifat non-
spesifik dalam mewarnai seluruh komponen

biomassa biofilm?°.

DISKUSI

Penelitian eksperimental laboratorium ini
bertujuan untuk mengevaluasi efektivitas fraksi
etil asetat daun cengkih dalam menurunkan
massa  biofilm  Streptococcus  mutans.
Berdasarkan hasil ekstraksi, diperoleh rendemen
ekstrak sebesar 19% dan rendemen fraksi etil
asetat sebesar 11,2%. Nilai ini telah memenuhi
kriteria rendemen yang baik (di atas 10%) sesuai
laporan Ramadhani dan Novema?’ yang
mengindikasikan kelimpahan senyawa bioaktif
dalam sampel.

Analisis statistik menunjukkan perbedaan
bermakna antar kelompok perlakuan, yang
menegaskan bahwa fraksi etil asetat daun
cengkih memiliki aktivitas nyata dalam
menghambat biofilm S. mutans dibandingkan
kontrol negatif (p < 0,05). Aktivitas antibiofilm
yang signifikan ditemukan mulai dari
konsentrasi terendah (1,25%). Meskipun belum
setara  dengan  klorheksidin, hasil ini
membuktikan bahwa pada kadar rendah,
senyawa aktif telah mampu mengintervensi
matriks ekstraseluler S. mutans. Temuan ini
sejalan dengan penelitian Nuzula dan
Masfufatun®® yang melaporkan MBECs, pada
konsentrasi hanya 0,45%. Efektivitas tersebut
didorong oleh peran sinergis eugenol, flavonoid,
tanin, dan alkaloid yang ditarik secara optimal
oleh pelarut semipolar etil asetat.

Puncak efektivitas ditemukan pada
konsentrasi 5% dengan nilai rata-rata OD
terendah dan persentase penurunan tertinggi.
Berdasarkan uji  Post Hoc  Bonferroni,
konsentrasi 5% bersama dengan 2,5% dan 10%
memiliki efektivitas yang setara dengan

klorheksidin. Hasil ini memperkuat penelitian
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Hepziba*® bahwa ekstrak tanaman pada
konsentrasi optimal menunjukkan performa
antibiofilm maksimal pada masa inkubasi 24
jam.

Menariknya, efektivitas tidak berbanding
lurus dengan peningkatan konsentrasi zat uji di
atas 5%. Pada konsentrasi 10% dan 20%, nilai
OD  meningkat yang  mengindikasikan
penurunan efektivitas. Fenomena ini dapat
disebabkan oleh kejenuhan interaksi antara
senyawa aktif dan matriks biofilm, penurunan
kelarutan pada konsentrasi pekat, serta
kemungkinan interferensi teknis metode crystal
violet yang bersifat non-spesifik. Temuan ini
sejalan dengan penelitian sebelumnya yang
melaporkan bahwa konsentrasi maksimal tidak
selalu memberikan efektivitas terbaik.?*2

Sebagai  pengembangan  selanjutnya,
disarankan melakukan uji Particle Size Analyzer
(PSA) untuk mendeteksi agregasi molekul pada
konsentrasi tinggi serta mengombinasikan
metode crystal violet dengan uji viabilitas sel
seperti MTT assay guna membedakan biomassa
hidup dan mati secara akurat. Hal ini penting
untuk memvalidasi potensi klinis fraksi etil

asetat daun cengkih sebagai bahan aktif

antibiofilm alternatif di masa depan.

KESIMPULAN

Fraksi etil asetat daun cengkih efektif
menurunkan massa biofilm  Streptococcus
mutans pada seluruh rentang konsentrasi uji
(1,25% hingga 20%), dengan konsentrasi 5%
sebagai kadar paling optimal yang menghasilkan
persentase  penurunan  sebesar  82,16%.
Efektivitas pada konsentrasi 5% ini secara

statistik setara dengan klorheksidin 0,1%

sebagai kontrol positif, namun efektivitas
tersebut cenderung menurun pada konsentrasi
yang lebih tinggi (20%) akibat fenomena titik
jenuh dan interferensi teknis pada metode

pengukuran
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    20   g r a m  100   m l =   1   g r a m  5   m l


    V 10 %   x   c 10 %  C s =   5   m l   x   10 %  20 % = 2 , 5   m l


    V 5 %   x   c 5 %  C s =   5   m l   x   5 %  10 % = 2 , 5   m l


    V 2 , 5 %   x   c 2 , 5 %  C s =   5   m l   x   2 , 5 %  5 % = 2 , 5   m l


    V 1 , 25 %   x   c 1 , 25 %  C s =   5   m l   x   1 , 25 %  2 , 5 % = 2 , 5   m l
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