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 Streptococcus mutans merupakan bakteri gram positif anaerob fakultatif yang berperan dalam 

berbagai infeksi sistemik, termasuk endokarditis infektif, serta memiliki kemampuan 

membentuk biofilm. Pembentukan biofilm menyebabkan peningkatan resistensi bakteri terhadap 

respons imun dan agen antimikroba, sehingga diperlukan alternatif terapi yang efektif untuk 

menurunkan massa biofilm. Daun cengkih (Syzygium aromaticum) mengandung senyawa aktif 

seperti eugenol, flavonoid, saponin, dan alkaloid sebagai agen antibakteri dan antibiofilm. 

Penelitian ini bertujuan membuktikan efek fraksi n-heksana daun cengkih serta menentukan 

konsentrasi paling efektif dalam menurunkan massa biofilm Streptococcus mutans. Penelitian 

ini merupakan eksperimen murni dengan desain post-test only control group. Uji antibiofilm 

dilakukan menggunakan fraksi n-heksana daun cengkih pada konsentrasi 20%, 10%, 5%, 2,5%, 

dan 1,25%, dengan klorheksidin sebagai kontrol positif dan DMSO sebagai kontrol negatif. 

Biofilm diwarnai menggunakan kristal violet 0,1% dan diukur menggunakan microplate reader 

pada panjang gelombang 600 nm. Analisis data dilakukan dengan uji Kruskal–Wallis dan uji 

lanjut Dunn. Hasil menunjukkan bahwa fraksi n-heksana daun cengkih memiliki aktivitas 

antibiofilm signifikan terhadap Streptococcus mutans pada konsentrasi 20% dan 10% (p < 0,05). 

Konsentrasi 10% menunjukkan efektivitas terbaik dengan nilai OD terendah dan persentase 

degradasi biofilm tertinggi (3,33%), setara dengan kontrol positif. Disimpulkan bahwa fraksi n-

heksana daun cengkih efektif menurunkan massa biofilm Streptococcus mutans. 
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 Streptococcus mutans is a facultative anaerobic Gram-positive bacterium involved in various 

systemic infections, including infective endocarditis, and is capable of forming biofilms that 

increase resistance to immune responses and antimicrobial agents. Therefore, effective 

alternative therapies are required to reduce biofilm mass. Clove leaves (Syzygium aromaticum) 

contain bioactive compounds such as eugenol, flavonoids, saponins, and alkaloids with 

antibacterial and antibiofilm properties. This study aimed to evaluate the antibiofilm effect of 

the n-hexane fraction of clove leaves and to determine the most effective concentration against 

Streptococcus mutans biofilms. This study employed a true experimental design with a post-test 

only control group. Antibiofilm activity was assessed using n-hexane fractions at concentrations 

of 20%, 10%, 5%, 2.5%, and 1.25%, with chlorhexidine as the positive control and DMSO as 

the negative control. Biofilms were stained with 0.1% crystal violet and quantified using a 

microplate reader at 600 nm. Data were analyzed using the Kruskal–Wallis test followed by 

Dunn’s post hoc test. The results showed significant antibiofilm activity at concentrations of 

20% and 10% (p < 0.05). The 10% concentration demonstrated the highest effectiveness 

(3.33%), comparable to chlorhexidine. It can be concluded that the n-hexane fraction of clove 

leaves effectively reduces Streptococcus mutans biofilm mass. 
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PENDAHULUAN 

Streptococcus merupakan bakteri anaerob 

fakultatif Gram-positif yang mampu hidup dan 

beradaptasi pada lingkungan asam, dengan 

morfologi sferis atau ovoid yang tersusun 

berpasangan atau membentuk rantai.1 Beberapa 

spesies Streptococcus berperan sebagai flora 

normal, namun Streptococcus mutans diketahui 

memiliki potensi patogenik dan dapat menjadi 

sumber berbagai penyakit.2 Streptococcus 

mutans sering dikaitkan dengan infeksi kronis 

yang resisten terhadap terapi konvensional serta 

berperan dalam infeksi sistemik, seperti 

endokarditis infektif, terutama pada pasien 

dengan kondisi imunokompromais atau kelainan 

katup jantung.3 Selain itu, bakteri ini juga 

dikenal sebagai agen utama penyebab karies 

gigi.4 Deteksi molekuler menunjukkan 

keberadaan Streptococcus mutans pada sekitar 

20% spesimen katup jantung pasien 

endokarditis, dengan serotipe k yang memiliki 

protein pengikat kolagen lebih sering diisolasi 

dibandingkan pada populasi sehat, di mana 

prevalensinya hanya sekitar 2-5%.3 Temuan ini 

menunjukkan bahwa Streptococcus mutans tidak 

hanya berperan dalam infeksi lokal rongga 

mulut, tetapi juga memiliki potensi invasif dan 

sistemik yang bermakna secara klinis. 

Salah satu faktor utama yang 

menyebabkan Streptococcus mutans sulit 

dieliminasi adalah kemampuannya membentuk 

biofilm. Biofilm merupakan komunitas mikroba 

kompleks yang terikat oleh matriks 

makromolekul ekstraseluler atau extracellular 

polymeric substances (EPS) yang diproduksi 

oleh mikroorganisme itu sendiri.5 Proses 

pembentukan biofilm dipengaruhi oleh berbagai 

faktor lingkungan dan genetik, termasuk respons 

terhadap stres, pH, suhu, ketersediaan nutrisi, 

serta tekanan lingkungan lainnya, yang 

mendorong perubahan bentuk bakteri dari fase 

planktonik menjadi melekat.6 Struktur biofilm 

ini meningkatkan persistensi bakteri serta 

ketahanannya terhadap sistem imun dan agen 

antimikroba. 

Berbagai pendekatan terapi telah 

digunakan untuk mengatasi infeksi terkait 

biofilm, seperti penggunaan antibiotik dosis 

tinggi, termasuk β-laktam (amoksisilin), 

gentamisin, dan klorheksidin. Namun, 

efektivitas terapi tersebut sering kali terbatas 

akibat rendahnya penetrasi obat ke dalam 

matriks biofilm serta meningkatnya resistensi 

antimikroba, sehingga pengobatan infeksi 

berbasis biofilm menjadi kurang optimal.7 

Kondisi ini menegaskan perlunya 

pengembangan alternatif terapi yang lebih 

aman, efektif, dan bersumber dari bahan alami. 

Salah satu tanaman yang memiliki potensi 

sebagai agen antibakteri dan antibiofilm adalah 

daun cengkih (Syzygium aromaticum).8 Daun 

cengkih mengandung berbagai senyawa 

bioaktif, antara lain eugenol, saponin, flavonoid, 

tanin, dan alkaloid.8,9 Eugenol merupakan 

senyawa dominan yang berperan utama dalam 

aktivitas antimikroba daun cengkih, dengan 

mekanisme kerja berupa perusakan pada 

membran sel bakteri, peningkatan permeabilitas 

membran, serta penghambatan enzim 

glucosyltransferase (GTF) yang berperan 

penting dalam sintesis glukan sebagai komponen 

utama EPS pada biofilm Streptococcus mutans.10 

Penghambatan enzim GTF berkontribusi 

langsung terhadap penurunan pembentukan 
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biofilm dan melemahnya struktur matriks 

biofilm. Selain eugenol, senyawa flavonoid, 

saponin, dan alkaloid juga dilaporkan memiliki 

efek sinergis dalam menghambat pertumbuhan 

bakteri serta proses pembentukan biofilm. 

Penelitian sebelumnya menunjukkan 

bahwa ekstrak daun cengkih mampu 

menghambat pertumbuhan Streptococcus 

mutans, namun masih bersifat kompleks karena 

mengandung campuran senyawa polar dan non-

polar.11 Hingga saat ini penelitian mengenai 

aktivitas fraksi daun cengkih terhadap biofilm 

Streptococcus mutans masih terbatas, sehingga 

menjadi celah riset yang perlu dikaji lebih lanjut. 

Proses fraksinasi merupakan pendekatan yang 

efektif untuk memisahkan senyawa aktif 

berdasarkan tingkat kepolarannya, sehingga 

memungkinkan peningkatan konsentrasi 

senyawa dengan aktivitas biologis tertentu. 

Fraksi n-heksana dipilih dalam penelitian ini 

karena bersifat non-polar dan mampu 

mengekstraksi senyawa lipofilik seperti eugenol 

yang memiliki aktivitas antibakteri dan 

antibiofilm yang kuat.12 Dengan 

terkonsentrasinya senyawa aktif non-polar, 

fraksi n-heksana daun cengkih diharapkan 

memiliki efektivitas yang lebih tinggi dalam 

menurunkan massa biofilm dibandingkan 

ekstrak kasar. 

Berdasarkan uraian tersebut, fraksi n-

heksana daun cengkih (Syzygium aromaticum) 

berpotensi sebagai agen alternatif dalam 

menurunkan massa biofilm Streptococcus 

mutans. Oleh karena itu, penelitian ini bertujuan 

untuk mengetahui efektivitas fraksi n- heksana 

daun cengkih dalam menurunkan massa biofilm 

Streptococcus mutans dan menentukan 

konsentrasi paling efektif dalam menurunkan 

massa biofilm Streptococcus mutans. 

METODE  

Penelitian ini adalah true experimental 

study dengan desain posttest-only control group 

design yang bertujuan untuk mengetahui 

efektivitas fraksi n-heksana daun cengkih 

(Syzygium aromaticum) terhadap penurunan 

massa biofilm Streptococcus mutans. Pengujian 

antibiofilm dilakukan menggunakan metode 

microtiter biofilm assay pada microplate 96-well 

dengan pewarnaan crystal violet. Proses 

ekstraksi dan fraksinasi daun cengkih dilakukan 

di Laboratorium Farmakologi, Fakultas 

Kedokteran, Universitas Muhammadiyah 

Surakarta dan pengujian penurunan massa 

biofilm dilaksanakan di Laboratorium 

Mikrobiologi, Fakultas Kedokteran, Universitas 

Gadjah Mada selama periode Oktober-Januari 

2026.  

Sampel penelitian menggunakan isolat 

Streptococcus mutans yang diperoleh dari 

Laboratorium Riset Terpadu, Fakultas 

Kedokteran Gigi, Universitas Gadjah Mada, 

dengan pemilihan sampel dilakukan secara 

purposive sampling berdasarkan kriteria inklusi 

dan eksklusi. Koloni Streptococcus mutans 

murni digunakan sebagai sampel, sedangkan 

koloni yang terkontaminasi bakteri lain 

dikeluarkan dari penelitian. Penelitian ini terdiri 

atas tujuh kelompok, yaitu lima kelompok 

perlakuan fraksi n-heksana daun cengkih  

dengan  konsentrasi  20%,  10%,  5%,  2,5%,  

dan  1,25%,  kontrol  positif menggunakan 

Klorheksidin 0,1%, serta kontrol negatif 

menggunakan DMSO 1%.  
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Sampel diambil dari populasi tersebut dan 

besarnya ditentukan berdasarkan rumus 

Federer13 sebagai berikut: 

(n-1) × (t-1) ≥ 15 

Keterangan: 

n = Jumlah sampel tiap kelompok 

t = Jumlah kelompok 

Jumlah kelompok (t) = 7 kelompok 

Sampel tiap kelompok: 

(n-1) × (t-1) ≥ 15 

(n-1) × (7-1) ≥ 15 

(n-1) × 6 ≥ 15 

6n - 6 ≥ 15 

6n ≥ 15 + 6 

n ≥ (15 + 6) / 6 

n ≥ 3,5 

Berdasarkan perhitungan yang dilakukan 

dengan rumus Federer, ditetapkan bahwa setiap 

kelompok perlakuan akan diulang sebanyak 4 

kali. Dengan demikian, jumlah total sampel yang 

digunakan dalam penelitian ini adalah 28 

sampel. 

1. Kelompok Perlakuan : 20 sumuran (Media 

TSB + Bakteri Streptococcus mutans + 

Fraksi n-heksana kosentrasi 20%, 10%, 5%, 

2,5%, dan 1,25%). 

2. Kelompok Kontrol (+) : 8 sumuran (Media 

TSB + Bakteri Streptococcus mutans + 

Klorheksidin 0,1%). 

3. Kelompok Kontrol (-) : 8 sumuran (Media 

TSB + Bakteri Streptococcus mutans + 

DMSO 1%). 

4. Kelompok Kontrol Media : 16 sumuran 

(Media TSB). 

5. Kelompok Kontrol Bakteri : 8 sumuran 

(Media TSB + Bakteri Streptococcus 

mutans). 

6. Kelompok Kontrol Fraksi : 20 sumuran 

(Kontrol Fraksi Daun Cengkih 20%, 10%, 

5%, 2,5%, dan 1,25%). 

Daun cengkih (Syzygium aromaticum) 

yang digunakan diperoleh dalam bentuk 

simplisia dan dilakukan determinasi untuk 

memastikan keaslian tanaman. Proses ekstraksi 

dilakukan dengan metode maserasi 

menggunakan etanol 96% dengan perbandingan 

1:10 (b/v) selama 3×24 jam dengan pengadukan 

berkala, kemudian disaring dan diuapkan 

menggunakan water bath hingga diperoleh 

ekstrak kental.14 Fraksinasi dilakukan dengan 

melarutkan ekstrak etanol dalam aquades, lalu 

ditambahkan dengan pelarut n-heksana 

menggunakan corong pisah hingga terbentuk dua 

fase. Fraksi n-heksana yang diperoleh diuapkan 

hingga kental dan diencerkan menggunakan 

DMSO 1% untuk memperoleh konsentrasi uji 

20%, 10%, 5%, 2,5%, dan 1,25%.13 Pemilihan 

konsentrasi fraksi n-heksana daun cengkih 

didasarkan pada pendekatan serial dilution untuk 

mengevaluasi hubungan konsentrasi dengan 

aktivitas antibiofilm serta untuk mengidentifikasi 

konsentrasi optimum yang memberikan efek 

penghambatan biofilm paling efektif. Rentang 

konsentrasi ini juga digunakan untuk memastikan 

bahwa aktivitas antibiofilm dapat diamati baik 

pada konsentrasi tinggi maupun rendah.15 

Sebanyak 3-4 koloni Streptococcus 

mutans diinokulasikan ke dalam media Tryptic 

Soy Broth (TSB) yang mengandung 2,5% 

sukrosa dan diinkubasi pada suhu 37°C selama 

18-24 jam. Suspensi bakteri kemudian 

disesuaikan dengan standar 0,5 McFarland dan 

diencerkan 1:100 menggunakan TSB + 2,5% 

sukrosa sebelum digunakan dalam uji 
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pembentukan biofilm.16 Sebanyak 100 µL 

suspensi bakteri dimasukkan ke dalam setiap 

sumuran microplate dan diinkubasi selama 18-

20 jam pada suhu 37°C hingga terbentuk biofilm 

matang. Setelah biofilm terbentuk, media 

dibuang dan sumuran dibilas dengan PBS steril. 

Selanjutnya, ditambahkan 100 µL fraksi n-

heksana daun cengkih sesuai konsentrasi 

perlakuan, Klorheksidin 0,1% sebagai kontrol 

positif, dan DMSO 1% sebagai kontrol negatif, 

kemudian diinkubasi kembali selama 18-20 jam 

pada suhu 37°C. Biofilm selanjutnya difiksasi 

dan diwarnai dengan crystal violet 0,1% selama 

± 15 menit. Pewarna yang tidak berikatan 

dibersihkan, sedangkan crystal violet terikat 

dilarutkan menggunakan etanol. Nilai optical 

density (OD) diukur pada panjang gelombang 

600 nm sebagai indikator massa biofilm. Setiap 

kelompok perlakuan dilakukan empat kali 

pengulangan dalam satu rangkaian eksperimen 

yang sama untuk meminimalkan variasi antar 

batch. Pengukuran optical density dilakukan 

menggunakan microplate reader dengan 

pembacaan tunggal (single-read) pada panjang 

gelombang 600 nm. Selain itu digunakan kontrol 

media (blanko) yang berisi media tanpa bakteri 

untuk memastikan tidak terdapat interferensi 

absorbansi dari media atau pelarut. Hitung 

persentase degradasi biofilm menggunakan 

rumus berikut17,18: 

Degradasi biofilm (%) = 

𝑶𝑫𝑲𝒐𝒏𝒕𝒓𝒐𝒍 𝒏𝒆𝒈𝒂𝒕𝒊𝒇−𝑶𝑫𝑺𝒂𝒎𝒑𝒆𝒍

𝑶𝑫𝑲𝒐𝒏𝒕𝒓𝒐𝒍 𝒏𝒆𝒈𝒂𝒕𝒊𝒇
 × 𝟏𝟎𝟎% 

Keterangan: 

- OD kontrol negatif: Densitas optik sumuran 

yang hanya berisi bakteri (Streptococcus 

mutans) dan media (tanpa penambahan fraksi n-

heksana daun cengkih). 

- OD sampel: Densitas optik sumuran yang berisi 

bakteri (Streptococcus mutans), media, dan 

fraksi n-heksana daun cengkih. 

Analisis data diawali dengan uji Shapiro–

Wilk untuk menilai distribusi data dan uji 

Levene untuk menguji homogenitas, kemudian 

dilanjutkan dengan uji Kruskal–Wallis dan uji 

lanjut Post Hoc Dunn untuk mengetahui 

perbedaan signifikan antar kelompok.19 

Penelitian ini telah memperoleh persetujuan 

etik dari Komisi Etik Penelitian Kesehatan 

Fakultas Kedokteran Universitas 

Muhammadiyah Surakarta (No. 

5905/C.1/KEPK- FKUMS/XI/2025). 

HASIL  

Hasil Determinasi 

Determinasi sampel tanaman pada 

penelitian ini dilakukan di Laboratorium 

Pengujian - UPF Pelayanan Kesehatan 

Tradisional RSUP Dr. Sardjito Tawangmangu 

dengan nomor determinasi 

TL.02.04/D.XI.6/30138.875/2025. Determinasi 

bakteri dilakukan di Laboratorium Riset 

Terpadu, Fakultas Kedokteran Gigi, 

Universitas Gadjah Mada dengan regulasi 

nomor produk R4607001. Hasil determinasi 

mengkonfirmasi kebenaran bakteri yang 

digunakan adalah Streptococcus mutans ATCC 

25175 PK/5. 

Hasil Rendemen 

Perhitungan rendemen dilakukan untuk 

mengetahui perbandingan antara berat fraksi 

kental yang dihasilkan dengan berat ekstrak 

daun cengkih (Syzygium aromaticum). 
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Tabel 1. Hasil Rendemen 

Sampel 
Berat 

Simplisia (g) 

Volume 

Pelarut (mL) 

Berat 

Ekstrak (g) 

Rendeman Ekstrak 

(%) 

Berat Fraksi 

(g) 

Rendemen Fraksi 

(%) 

Daun Cengkih 375 3750 71,615 19,097 12,848 17,94 

 

Dari tabel 1 didapatkan bahwa rendemen 

dari ekstrak menghasilkan rendemen sebesar 

19,097%, kemudian yang memenuhi kriteria 

rendemen ekstrak yang baik dan menunjukkan 

kandungan senyawa bioaktif yang optimal.20 

Kemudian dari hasil rendemen fraksi n-heksana 

daun cengkih (Syzygium aromaticum) sebesar 

17,94% dimana lebih dari 10% yang dapat 

dikatakan rendemen yang baik.21 

Hasil Uji Antibiofilm 

Hasil uji efektivitas antibiofilm fraksi 

daun cengkih (Syzygium aromaticum) dilakukan 

sebanyak empat pengulangan sesuai perhitungan 

estimasi besar sampel. Berikut hasil optical 

density (OD) antibiofilm fraksi daun cengkih 

(Syzygium aromaticum) terhadap Streptococcus 

mutans: 

Tabel 2. Hasil Optical Density 

Replikasi 
   Kelompok  

K (+) K (-) 20% 10% 5% 2,5% 1,25% 

1 0,342 3,581 0,711 0,593 0,697 3,535 1,89 

2 0,303 3,688 0,742 0,629 2,423 4 3,42 

3 0,531 3,768 0,737 0,534 1,998 3,583 1,625 

4 0,68 3,989 0,755 0,616 2,398 3,404 2,531 

Rata-Rata 0,464 3,756 0,736 0,593 1,879 3,630 2,367 

± ± ± ± ± ± ± ± 

SD 0,175 0,172 0,018 0,042 0,811 0,257 0,798 

Sumber : Data Primer Diolah 2026 

 

Dari tabel 2 didapatkan besarnya nilai 

rata-rata optical density (OD) pada kelompok 

kontrol (+) sebesar 0,464 ± 0,175. Sedangkan 

pada kontrol  (-) didapatkan  3,756 ± 0,172.  

Kemudian  pada kelompok konsentrasi fraksi n-

heksana daun cengkih (Syzygium aromaticum), 

besarnya nilai rata-rata paling kecil terletak pada 

konsentrasi 10% dengan rata- rata OD yang 

didapatkan 0,593 ± 0,042 dan rata-rata paling 

besar terdapat pada konsentrasi 2,5% yaitu 3,630 

± 0,257.  

Hasil Uji Normalitas Data 

Uji normalitas menggunakan uji Shapiro–

Wilk karena jumlah sampel < 50, yaitu 28 yang 

didapat dari 7 kelompok uji dengan masing-

masing 4 kali pengulangan. Berikut hasil uji 

normalitas data berbasis uji Shapiro–Wilk: 

Tabel 3. Hasil Uji Normalitas Shapiro–Wilk 

Kelompok Uji Sig. 

K (+) Klorheksidin 0,526 

K (-) DMSO 0,791 

20% 0,679 

10% 0,433 

5% 0,092 

2,5% 0,319 

1,25% 0,646 

 

Hasil uji normalitas data pada tabel 3 

diketahui besarnya nilai signifikansi (sig.) pada 

kelompok kontrol (+) sebesar 0,526 sehingga 

dapat dikatakan bahwa data berdistribusi normal 

karena nilai p > 0,05. 
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Uji Homogenitas Data 

Uji homogenitas dengan Levene’s test 

digunakan untuk menilai apakah ada perbedaan 

data dalam penggujian ini. Hasil dari 

homogenitas dengan Levene’s test menunjukan 

nilai sig 0,003 sehingga dapat disimpulkan 

bahwa data tidak homogen karena nilai p < 0,05. 

Uji Statistik Non-Parametrik 

Uji statistik yang digunakan dalam 

penelitian ini adalah uji Kruskal–Wallis, yang 

digunakan untuk membandingkan lebih dari dua 

kelompok independen pada data yang tidak 

memenuhi asumsi homogenitas. Hasil uji 

Kruskal–Wallis menunjukkan nilai statistik H = 

24,554 dengan nilai Asymp sig. 0,001, sehingga 

dapat disimpulkan bahwa terdapat perbedaan 

yang bermakna antar kelompok perlakuan (p < 

0,05). Selanjutnya dilakukan uji lanjut Post Hoc 

Dunn untuk mengetahui kelompok yang 

memiliki perbedaan signifikan.  

Uji Post Hoc 

Uji Post Hoc digunakan untuk 

menentukan kelompok yang memiliki perbedaan 

pengaruh. Dalam penelitian ini digunakan uji 

Dunn dengan hasil seperti tabel berikut: 

Tabel 4. Hasil Uji Dunn 

Kelompok (n=7) 
P-Value Uji Post Hoc Dunn 

K (+) K (-) 20% 10% 5% 2,5% 1,25% 

K (+)  0,001* 0,169 0,731 0,048* 0,001* 0,018* 

K (-) 0,001*  0,018* 0,001* 0,078 0,764 0,169 

20% 0,169 0,018*  0,302 0,547 0,039* 0,323 

10% 0,731 0,001* 0,302  0,102 0,002* 0,043* 

5% 0,048* 0,078 0,547 0,102  0,144 0,699 

2,5% 0,001* 0,764 0,039* 0,002* 0,144  0,283 

1,25% 0,018* 0,169 0,323 0,043* 0,699 0,283  

Sumber : Data Primer Diolah 2026 

Keterangan: * = Signifikan (ada perbedaan/ p < 0,05) 

 

Hasil Persentase Degradasi Biofilm 

Hitung persentase degradasi biofilm 

menggunakan rumus berikut 17,18: 

Degradasi biofilm (%) = 

𝑶𝑫𝑲𝒐𝒏𝒕𝒓𝒐𝒍 𝒏𝒆𝒈𝒂𝒕𝒊𝒇−𝑶𝑫𝑺𝒂𝒎𝒑𝒆𝒍

𝑶𝑫𝑲𝒐𝒏𝒕𝒓𝒐𝒍 𝒏𝒆𝒈𝒂𝒕𝒊𝒇
 × 𝟏𝟎𝟎% 

Keterangan: 

- OD kontrol negatif: Densitas optik sumuran 

yang hanya berisi bakteri (Streptococcus 

mutans) dan media (tanpa penambahan fraksi 

n-heksana daun cengkih). 

- OD sampel: Densitas optik sumuran yang 

berisi bakteri (Streptococcus mutans), media, 

dan fraksi n-heksana daun cengkih. 

Tabel 5. Hasil Persentase Degradasi Biofilm 

Kelompok Mean OD Degradasi Biofilm % 

20% 0,736 80,40% 

10% 0,593 84,21% 

5% 1,879 49,97% 

2,5% 3,630 3,33% 

1,25% 2,367 36,98% 

Kontrol (+) 0,464 87,65% 

Sumber : Data Primer Diolah 2026 

 

DISKUSI 

Penelitian ini menunjukkan bahwa fraksi 

n-heksana daun cengkih (Syzygium aromaticum) 

memiliki aktivitas antibiofilm terhadap 

Streptococcus mutans berdasarkan desain 

eksperimental post-test only control group 

dengan lima konsentrasi uji, kontrol positif 

Klorheksidin, dan kontrol negatif DMSO. Proses 
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ekstraksi menggunakan metode maserasi dengan 

etanol 96% menghasilkan rendemen sebesar 

19,097%, kemudian yang memenuhi kriteria 

rendemen ekstrak yang baik dan menunjukkan 

kandungan senyawa bioaktif yang optimal.20 

Kemudian dilakukan fraksinasi, dari tabel 1 

didapatkan bahwa rendemen dari fraksi n-

heksana daun cengkih (Syzygium aromaticum) 

sebesar 17,94% dimana lebih dari 10% yang 

dapat dikatakan rendemen yang baik.21 

Fraksinasi menggunakan n-heksana bertujuan 

untuk memperoleh senyawa non-polar yang 

berpotensi memiliki aktivitas antibakteri dan 

antibiofilm yang lebih spesifik, terutama 

senyawa lipofilik seperti eugenol.12,13 

Hasil uji antibiofilm menunjukkan 

bahwa kelompok kontrol negatif memiliki nilai 

optical density (OD) tertinggi, yang 

menandakan pembentukan biofilm maksimal 

tanpa adanya agen penghambat, sedangkan 

kontrol positif menunjukkan nilai OD terendah 

sebagai standar antibiofilm. Di antara 

kelompok perlakuan, fraksi daun cengkih 

konsentrasi 10% menunjukkan nilai OD 

terendah dan mendekati kontrol positif, 

menandakan efek penghambatan biofilm yang 

kuat. Analisis statistik menggunakan uji 

Kruskal–Wallis menunjukkan adanya 

perbedaan bermakna antar kelompok 

perlakuan (p < 0,05), yang diperkuat dengan uji 

Post Hoc Dunn. 

Hasil uji Post Hoc Dunn menunjukkan 

bahwa sebagian besar perbandingan antar 

konsentrasi fraksi daun cengkih tidak berbeda 

bermakna (p > 0,05), kecuali pada beberapa 

pasangan tertentu. Konsentrasi 20% berbeda 

bermakna dengan 2,5%, konsentrasi 10% 

berbeda bermakna dengan 2,5% dan 1,25%, 

serta konsentrasi 2,5% berbeda bermakna 

dengan 20% dan 10% (p < 0,05). Temuan 

ini menunjukkan bahwa peningkatan 

konsentrasi fraksi daun cengkih tidak selalu 

diikuti oleh peningkatan efektivitas antibiofilm 

secara linear, karena beberapa konsentrasi 

menunjukkan efektivitas yang relatif setara. 

Berdasarkan persentase degradasi biofilm, 

konsentrasi 10% mampu menurunkan biofilm 

Streptococcus mutans sebesar 84,21%, 

mendekati efektivitas kontrol positif sebesar 

87,65%, sehingga menunjukkan bahwa fraksi 

daun cengkih konsentrasi 10% memiliki potensi 

antibiofilm yang hampir sebanding dengan 

kontrol positif. 

Efektivitas antibiofilm yang tidak selalu 

meningkat seiring kenaikan konsentrasi 

ekstrak dapat dipengaruhi oleh keterbatasan 

metode crystal violet (CV) yang bersifat non-

spesifik, karena mewarnai seluruh biomassa 

biofilm tanpa membedakan sel hidup, sel mati, 

dan matriks ekstraseluler, sehingga berpotensi 

menimbulkan peningkatan absorbansi semu 

akibat presipitasi senyawa (agregasi) atau 

debris sel22. Selain itu, pada konsentrasi fraksi 

yang relatif rendah, jumlah senyawa aktif yang 

tersedia dalam fase terlarut mungkin belum 

mencukupi untuk menembus dan merusak 

struktur matriks biofilm secara optimal, 

sehingga menghasilkan persentase degradasi 

yang rendah meskipun senyawa telah terlarut.23 

Sebaliknya pada konsentrasi tinggi, interaksi 

non-spesifik antara ekstrak dan crystal violet 

dapat semakin meningkat dan menghasilkan 

nilai absorbansi yang tidak merefleksikan 

biomassa biofilm secara nyata. Temuan ini 
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sejalan dengan penelitian Rosyada et al. (2023) 

yang menunjukkan adanya konsentrasi 

optimum dengan efek antibiofilm maksimal. 

Dalam penelitian ini, konsentrasi 10% dapat 

dianggap sebagai konsentrasi paling efektif 

karena menunjukkan nilai optical density yang 

rendah serta persentase degradasi biofilm yang 

tinggi dan paling mendekati kontrol positif. 

Efektivitas yang lebih tinggi pada konsentrasi 

10% dibandingkan 20% menunjukkan bahwa 

hubungan dose–response pada aktivitas 

antibiofilm tidak selalu bersifat linear. Kondisi 

ini kemungkinan disebabkan oleh beberapa 

faktor, di antaranya pada konsentrasi yang 

lebih tinggi senyawa non-polar dalam fraksi n-

heksana berpotensi mengalami agregasi atau 

presipitasi sehingga menurunkan kemampuan 

difusi senyawa aktif ke dalam matriks biofilm. 

Selain itu, konsentrasi fraksi yang tinggi juga 

dapat menimbulkan interferensi warna 

terhadap pembacaan optical density pada 

metode crystal violet, yang dapat 

meningkatkan nilai absorbansi secara artifisial 

pada pengukuran spektrofotometri. 

Penelitian ini memiliki beberapa 

keterbatasan yaitu pengukuran biofilm hanya 

menggunakan metode crystal violet assay, 

sehingga tidak dapat membedakan antara sel 

hidup, sel mati, dan matriks biofilm. 

Kemudian, penelitian ini belum melakukan uji 

viabilitas sel seperti MTT/XTT assay untuk 

memastikan aktivitas antibiofilm terhadap sel 

bakteri yang masih hidup dan belum 

melakukan analisis kandungan senyawa aktif 

menggunakan metode kromatografi seperti 

HPLC/GC-MS untuk mengidentifikasi 

komponen bioaktif dalam fraksi n-heksana. 

Selain itu, penelitian ini juga belum 

mengevaluasi nilai MIC dan MBC terhadap 

Streptococcus mutans karena fokus dalam 

penelitian adalah mengevaluasi nilai MBEC. 

KESIMPULAN 

Penelitian ini membuktikan bahwa fraksi 

n-heksana daun cengkih (Syzygium aromaticum) 

memiliki aktivitas antibiofilm terhadap 

Streptococcus mutans yang ditunjukkan oleh 

penurunan massa biofilm pada seluruh 

konsentrasi uji, dengan perbedaan efektivitas 

antar konsentrasi. Konsentrasi 10% 

menunjukkan efektivitas paling tinggi dan 

memberikan efek penurunan biofilm yang 

mendekati kontrol positif, sehingga 

mengindikasikan adanya konsentrasi optimum 

dalam aktivitas antibiofilm fraksi daun cengkih. 

Berdasarkan temuan tersebut, diperlukan 

penelitian lanjutan tentang uji validitas 

menggunakan metode selain crystal violet, 

seperti XTT/MTT assay, guna memastikan hasil 

pengukuran mencerminkan penghambatan 

biofilm yang sesungguhnya dan tidak 

dipengaruhi oleh presipitasi senyawa, 

pewarnaan non-spesifik, maupun interferensi 

warna fraksi n-heksana. Selain itu, analisis profil 

kromatografi menggunakan HPLC (High 

Performance Liquid Chromatography) 

diperlukan untuk mengidentifikasi komposisi 

dan ketersediaan senyawa aktif dalam fraksi n-

heksana daun cengkih (Syzygium aromaticum) 

yang berperan dalam penurunan massa biofilm 

Streptococcus mutans. 
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