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ABSTRAK 

Shabrina, Kusuma Ghaisani. 2018. Uji Potensi Ekstrak Etanol Bawang Putih (Allium 

sativum) Sebagai Penghambat Pembentukan Biofilm Streptococcus mutans 

Secara In Vitro. Tugas Akhir, Program Studi Kedokteran, Fakultas Kedokteran 

Universitas Brawijaya. Pembimbing: (1) Prof. Dr. dr. Sanarto Santoso, DTM&H, Sp. 

MK (2) dr. Novi Khila Firani, Sp. PK 

Streptococcusxmutans  adalahi bakteri yang dapat dijumpai di rongga mulut dan 

merupakan bakteri utama penyebab timbulnya karies gigi. Bakteri inii telah berevolusi 

untuk bergantung pada biofilm, struktur tiga dimensi dimana sel dapat bertahan hidup dan 

tahan terhadap antibiotik. Bawangxputih (Allium sativum L.) menghasilkan senyawa-

senyawa yang memiliki efek antibakteri berspektrum luas sehingga banyak dikembangkan 

menjadi antimikroba. Penelitian ini bertujuan untuk membuktikan potensi ekstrak bawang 

putih (Allium sativum) sebagai penghambat pembentukan biofilm pada 

Streptococcusmmutans secara in vitro. Desain penelitian ini adalah true experimental-post 

test onlyxgroup design dengan mengamati pembentukan cincin biofilm menggunakan uji 

tabung. Hasil Uji tabung difoto untuk pengukuran Mean Gray Value menggunakan Adobe 

Photoshop CS6. Mean Gray Value merupakan gambaran tingkat intensitas warna pada 

cincin biofilm pada air fluid border tabung. Hasil penelitian menunjukkan adanya 

peningkatan Mean Gray Value searah dengan peningkatan konsentrasi ekstrak dan 

penipisan cincin biofilm pada tabung. Terdapat korelasi yang signifikan antara nilai Mean 

Gray Value dan konsentrasi ekstrak (p<0,05). Ada pengaruh peningkatan konsentrasi 

dalam menghambat pembentukan biofilm sebesar 85%. Kesimpulan penelitian ini adalah 

ekstrak etanol bawang putih mempunyai potensi sebagai penghambat pembentukan 

biofilm Streptococcusxmutans secara in vitro. 

Kata kunci : Streptococcus mutans, bawang putih, biofilm, Mean Gray Value 



 

ABSTRACT 

Shabrina, Kusuma Ghaisani. 2018. Potential Test of Garlic Ethanol Extract (Allium 

sativum) as an Inhibitor of Biofilm Formation in Streptococcus mutans In Vitro. 

Final Assignment, Medical Program, Faculty of Medicine. Supervisor: (1) Prof. Dr. 

dr. Sanarto Santoso, DTM&H, Sp. MK (2) dr. Novi Khila Firani, Sp. PK 

 
Streptococcusxmutans is a bacterium that can be found in the oral cavity and is 

the main bacterium that causes dental caries. These bacteria have evolved toudepend on 

biofilms, three-dimensional structures where cells can survive and are resistant to 

antibiotics. Garlic (Allium sativum) produces compounds that have broad spectrum 

antibacterial effects that are widely developed into antimicrobials. This study has a 

purpose, which is to prove the potential of garlic extract (Allium sativum) as an inhibitor of 

biofilm formation in Streptococcusymutans in vitro. The design of this study is true 

experimental-post test only group design by observing biofilm formation using a tube test. 

Tube test results photographed for Mean Gray Value measurements using Adobe 

Photoshop CS6. The Mean Gray Value is the color intensity of the biofilm ring on the tube’s 

air fluid border. There is an increase in the Mean Gray Value correlated with the increase 

in extract concentration and thinning of the biofilm ring on the tube. The analysis results 

obtained a significant correlation between the value of Mean Gray Value and concentration 

of extract (p<0.05). The results were accompanied by the effect of increasing concentration 

in inhibiting biofilm formation 85%. The conclusion of this study is that garlic ethanolic 

extract has the potency to inhibit the formation of Streptococcusymutans biofilm in vitro. 

Keyword : Streptococcus mutans, garlic, biofilm, Mean Gray Value 
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BAB 1 

PENDAHULUAN 

 

1.1 Latar Belakang 

Lebih dari 50 persen masyarakat di Indonesia mengalami karies gigi, hal 

tersebut menempatkan penyakit gigi dan mulut menjadi salah satu permasalahan 

kesehatan yang cukup besar di Indonesia. Prevalensi nasional masalah gigi dan 

mulut mencapai 25,9 persen (Riskesdas, 2013). Streptococcus mutans (S. 

mutans), salah satu bakteri penting yang dijumpai dirongga mulut merupakan 

bakteri penyebab utama timbulnya karies gigi (Tarigan, 1990). Bakteri ini 

bergantung pada biofilm untuk bertahan hidup dan bertahan dalam ekosistem 

alaminya, yaitu plak gigi (Li et al., 2002). Melalui mekanisme perlekatan atau 

adhesi pada permukaan padat, S. mutans mampu membentuk koloni di dalam 

rongga mulut dan membentuk sebuah biofilm bakteri. Fitur ini memungkinkan 

mikroorganisme membentuk struktur tiga dimensi dimana sel menjadi lebih tahan 

terhadap antibiotik dan mengubah kondisi lingkungan, antara lain melalui 

perubahan yang terjadi akibat interaksi antarbakteri dan adanya matriks 

eksopolisakarida yang melindungi keseluruhan struktur (Krzyściak et al., 2014). 

Dalam membentuk biofilm atau dental plaque, S. mutans akan membentuk 

mikrokoloni yang semakin menebal dan menghasilkan Extracellular Polymeric 

Substances (EPS) yang akan melekatkan mereka pada suatu permukaan. Dalam 

perkembangannya S. mutans akan mengeluarkan sinyal kimia, yaitu Quorum 

Sensing yang berperan dalam pematangan biofilm. Sinyal ini penting untuk 
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kompetensi genetic S. mutans  dan juga dalam proses pembentukan biofilm pada 

organisme gram positif ini. (Sanadheera dan Cvitkokvitch, 2008) 

Setelah ditemukannya S. mutans sebagai agen etiologi dari karies gigi, 

banyak perhatian difokuskan pada bakteri ini, yaitu sebagai target dilakukannya 

pencegahan dengan menggunakan agen antimikroba. Penggunaan antibiotik 

untuk pencegahan dan pengobatan karies gigi akan berbahaya untuk pasien dan 

juga dapat menimbulkan Multi Drug Resistance (MDR) pada bakteri ini (Fani dkk., 

2007). Produk alam telah menjadi alternatif yang baik untuk agen antimikroba 

kimia sintetis dan antibiotik, karena meningkatnya efek samping yang serius, 

resistensi antimikroba, dan munculnya infeksi yang jarang terjadi sebelumnya 

karena penggunaan antimikroba berlebihan dengan cara yang tidak tepat. Ada 

beberapa laporan dalam literatur ilmiah yang menggambarkan sifat antimikroba 

dari ekstrak kasar yang dibuat dari tanaman (Mohsenipour dan Hassanshahian, 

2015). 

Bawang putih (Allium sativum L.) merupakan salah satu produk alam yang 

banyak dikembangkan menjadi sebuah antimikroba. Bawang putih menghasilkan 

senyawa – senyawa thiosulfinat yang memiliki efek antibakteri berspektrum luas 

(Kemper dan Kathi, 2000). Berdasarkan penelitian Zhai et al. dalam Wangi (2017), 

bawang putih dapat menghambat pembentukan biofilm Staphylococcus 

epidermidis melalui pencegahan proses adhesi dan detachement dan bertindak 

sebagai agen antibiofilm. Allium sativum mengandung N- (Heptylsulfanylacetyl)-L-

Homoserine-Lactone, Alliin, dan derivat organosulfur lainnya, seperti allicin, 

ajoene, dan allyl methyl sulfide, yang mampu menghambat sistem Quorum 

Sensing (Persson et al., 2005).  
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Kemampuan Allium sativum sebagai antimikroba erat kaitannya dengan 

kandungan senyawa allicin yang berperan terhadap mekanisme pertahanan 

bawang putih terhadap serangga dan mikroorganisme (Ankri S, Mirelman D, 

1999). Allicin dapat menghambat secara total sintesis RNA bakteri dan 

menghambat sintesis DNA dan protein bakteri secara parsial (Salima, 2015). 

Penelitian Wu et al. (2015) menemukan bahwa allicin pada bawang putih memiliki 

efek bakterisida pada biofilm S. epidermidis dan menemukan bahwa Kadar 

Hambat Biofilm Minimum (KHBM) pada ekstrak bawang putih 1,56 µg/ml untuk 

ekstrak dengan pelarut air dan 0,78 µg/ml untuk ekstrak etanol yang secara 

signifikan lebih rendah daripada KHBM ekstrak allicin murni, yaitu 12,5 µg/ml. 

Etanol merupakan pelarut yang lebih baik daripada air, metanol, dan pelarut lain 

dalam mengekstraksi senyawa antioksidan maupun antibakteri (Hirasawa,1999). 

Berdasarkan uraian di atas maka peneliti ingin meneliti potensi ekstrak 

etanol bawang putih (Allium sativum) sebagai pengahambat pembentukan biofilm 

S. mutans in vitro. 

 

1.2 Rumusan Masalah 

  Berdasarkan uraian diatas maka penelitian ini ditujukan untuk menjawab 

rumusan masalah sebagai berikut : 

Apakah ekstrak etanol bawang putih (Allium sativum) dapat menghambat 

pembentukan biofilm pada S. mutans secara in vitro? 
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1.3 Tujuan Penelitian 

1.3.1 Tujuan Umum 

  Membuktikan potensi ekstrak etanol bawang putih (Allium sativum) sebagai 

penghambat pembentukan biofilm pada S. mutans secara in vitro. 

 

1.3.2 Tujuan Khusus 

1. Untuk mengetahui Kadar Hambat Biofilm Minimum (KHBM) dari ekstrak 

bawang putih (Alllium sativum) dalam menghambat pembentukan biofilm 

pada bakteri S. mutans secara in vitro. 

2. Untuk mengetahui korelasi antara peningkatan konsentrasi ekstrak 

bawang putih (Allium sativum) terhadap Mean Gray Value (MGV) biofilm S. 

mutans. 

 

1.4 Manfaat Penelitian 

1.4.1 Manfaat Akademis 

Manfaat penelitian ini adalah sebagai berikut : 

1. Memberikan informasi ilmiah terkait manfaat ekstrak etanol bawang putih 

(Allium sativum) sebagai penghambat pembentukan biofilm pada bakteri S. 

mutans. 

2. Memberikan wawasan bagi masyarakat umum mengenai manfaat dari bawang 

putih (Allium sativum), yaitu sebagai penghambat pembentukan biofilm pada 

bakteri S. mutans.  
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1.4.2 Manfaat Praktis 

Diharapkan penelitian ini dapat dijadikan acuan untuk penelitian 

selanjutnya mengenai manfaat ekstrak etanol bawang putih (Allium sativum) 

sebagai penghambat  pembentukan biofilm S. mutans. 
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BAB 2 

TINJAUAN PUSTAKA 

 

2.1 Streptococcus mutans 

 Streptococcus adalah bakteri berbentuk bulat gram (+) positif yang secara 

khas berbentuk pasangan atau membentuk rantai selama pertumbuhan. Mereka 

tersebar luas di alam. Beberapa merupakan anggota mikrobiota normal pada 

manusia dan lainnya dikaitkan dengan penyakit penting pada manusia yang 

disebabkan oleh efek langsung dari infeksi atau pada kasus lain terhadap respons 

kekebalan tubuh (Jawetz et al., 2017).  

 Streptococcus mutans (S. mutans) pertama kali diisolasi oleh Clark pada 

tahun 1974 dari gigi manusia yang mengalami karies. Bakteri ini berperan penting 

terhadap terjadinya karies gigi. Istilah S. mutans diambil berdasarkan hasil 

pemeriksaan mikrobiologi dengan pengecatan gram. Bakteri berbentuk oval dan 

lain dari bentuk spesies Streptococcus lain sehingga disebut sebagai mutan dari 

Streptococcus (Fatmawati, 2011) 

 

2.1.1 Taksonomi 

Menurut Michalek dan Noel dalam Fatmawati (2011), taksonomi dari S. 

mutans adalah sebagai berikut: 

Kingdom : Monera  

Divisio   : Firmicutes  

Class   : Bacili  
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Order   : Lactobacilalles  

Family   : Streptococcaceae  

Genus   : Streptococcus  

Species  : Streptococcus mutans 

 

2.1.2 Morfologi 

Streptococcus mutans merupakan bakteri gram positif yang bersifat 

nonmotil (tidak bergerak) dan merupakan bakteri anaerob fakultatif. Memiliki 

bentuk kokus yang berbentuk bulat atau bulat telur dan membentuk rantai. Bakteri 

ini tumbuh secara optimal pada suhu sekitar 18º-40ºC. S. mutans sering kali 

ditemukan pada rongga gigi manusia yang luka dan menjadi bakteri utama 

penyebab karies untuk email gigi. Bakteri gram positif ini bersifat asidogenik, yaitu 

menghasilkan asam, asidodurik, mampu tinggal pada lingkungan asam, dan 

menghasilkan suatu polisakarida yang lengket disebut dextran. Kemampuan ini 

membuat S. mutans mampu menyebabkan lengket yang akan mendukung bakteri 

asidourik lain menuju ke email gigi, dan asam akan melarutkan email gigi 

(Nugraha, 2008). 

Pada penelitian Rahardjo dan Indah dalam Hidayati (2010) disebutkan 

bahwa S. mutans yang ditanam pada blood agar mempunyai karakteristik sebagai 

berikut, yaitu ukuran koloni 0,5-1 mm, berwarna abu-abu translucent hingga putih, 

permukaan koloni kasar dengan konfigurasi radial, melekat erat pada agar, 

biasanya membentuk α hemolisa atau non hemolisa akan tetapi ada strain yang 

membentuk β hemolisa. Pada medium yang mengandung sukrosa menghasilkan 
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polisakarida ekstra seluler, mempunyai karakteristik opaque, kasar, koloni 

berwarna putih, tidak melekat erat pada medium, di sekitar koloni dibasahi produk 

polimer glukan. 

 

Gambar 2.1 Streptococcus mutans (Facklam, 1975) 

Keterangan: S. mutans dengan pengecatan gram, terlihat bakteri gram positif (berwarna 
ungu) membentuk rantai. 

 

2.1.3 Patogenesis 

S. mutans merupakan bakteri penting yang dijumpai dirongga mulut serta 

dianggap sebagai bakteri utama penyebab timbulnya karies gigi (Tarigan, 1990). 

S. mutans memiliki enzim yang bersifat destruktif, salah satunya enzim 

hialuronidase. Enzim ini merusak jembatan antar sel yang terbuat dari jaringan ikat 

hialin yang memiliki fungsi penting sebagai transpor nutrisi antar sel, sebagai jalur 

komunikasi antar sel, sebagai unsur penyusun, dan penguat jaringan. Jika 

sebagian besar mengalami kerusakan, dapat diperkirakan kelangsungan hidup 

jaringan dapat terancam nekrosis (Rasuna, 2007). 

Karakteristik dari bakteri ini, yaitu mampu mensintesis polisakarida 

ekstraseluler glukan ikatan α (1–3) yang tidak larut dari sukrosa, dapat 

memproduksi asam laktat melalui proses homofermentasi, membentuk koloni 

yang melekat dengan erat pada permukaan gigi, dan lebih bersifat asidogenik 
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dibanding spesies Streptococcus lainnya (Sabir, 2005). Oleh sebab itu, S. mutans 

telah menjadi target utama dalam upaya mencegah terjadinya karies gigi. 

 

2.2 Biofilm  

Biofilm merupakan kumpulan dari sel – sel mikroba yang melekat secara 

ireversibel pada suatu permukaan dan terbungkus dalam matriks Extracellular 

Polymeric Substances (EPS) yang dihasilkannnya sendiri (Gunardi, 2014). Biofilm 

pada permukaan gigi sering disebut sebagai dental plak. Dental plak merupakan 

sekumpulan beranekaragam mikroorganisme pada permukaan gigi, yang melekat 

kuat pada matriks ekstraseluler host dan polimer mikroba. Streptococcus sp. 

merupakan strain bakteri yang mengawali pembentukan plak dan S. mutans 

merupakan penyebab utama adanya plak dan karies gigi (Tahmourepour et al., 

2010). 

Biofilm tumbuh melalui tiga tahap proses yaitu tahap awal yang terdiri dari 

perlekatan bakteri pada subtrat, bakteri tumbuh dan membelah kemudian 

membentuk kolonisasi di lingkungan sekitar dan akhirnya terbentuklah biofilm. 

Bakteri ini tidak bekerja secara individual untuk membentuk biofilm, tetapi 

berkumpul menjadi rantai yang panjang untuk membantu mengawali tahap awal 

pembentukan biofilm (Armitage, 2005). 

 

2.2.1 Mekanisme Pembentukan Biofilm 

Biofilm terbentuk dari terjadinya adhesi, yaitu melekatnya beberapa bakteri 

yang hidup bebas di suatu permukaan dan kemudian memperbanyak diri dengan 
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membentuk suatu lapisan tipis (monolayer) biofilm (Gunardi, 2014). Pada 

pembentukan plak gigi, akan terjadi interaksi antara acquired pellicle dan bakteri. 

Acquired pellicle melekat pada enamel gigi setelah gigi erupsi atau pada 

permukaan gigi yang baru saja dibersihkan sehingga gigi berkontak langsung 

dengan saliva (Listyasari, 2012). 

Kemudian bakteri akan membentuk suatu mikrokoloni yang akan terus 

tumbuh, semakin menebal, dan menghasilkan EPS yang akan melekatkan mereka 

pada suatu permukaan. Dalam perkembangannya, sel-sel bakteri mengeluarkan 

sinyal kimia, yaitu quorum sensing yang berperan dalam membentuk karakteristik 

biofilm yang lebih matang. Sinyal ini diinduksi oleh pembawa pesan kimia 

(chemical messenger) yang dilepaskan bakteri ke lingkungannya dalam 

konsenterasi yang proporsional dengan pertumbuhan populasi bakteri tersebut. 

Quorum sensing pada S. mutans diketahui meregulasi beberapa fenotip, yaitu 

pembentukan biofilm, induksi kompetensi, Acid Tolerance Response (ATR), dan 

produksi bakteriosin. Sistem sinyal Quorum Sensing penting untuk kompetensi 

genetik pada S. mutans dan juga dalam proses pembentukan biofilm pada 

organisme gram positif ini (Senadheera dan Cvitkovitch, 2008). 

Biofilm yang matang telah terbentuk dan sekarang terdiri dari banyak 

spesies bakteri. Ketika bakteri hidup saling berdampingan, terkadang satu spesies 

membutuhkan metabolit spesies lainnya dan mereka saling membutuhkan. Biofilm 

ini merupakan suatu struktur yang dinamik dengan sel-sel yang terus silih berganti 

masuk dan meninggalkan komunitasnya. Dalam proses ini sel-sel signaling 

mengambil peranan yang penting (Gunardi, 2014).  
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Gambar 2.2 Mekanisme Pembentukan Biofilm (Huang, 2011) 

 

2.2.2 Struktur Biofilm 

Biofilm adalah kumpulan mikroba yang terikat pada suatu permukaan dan 

dilindungi oleh matriks polimer yang dihasilkan sendiri. S. mutans dapat 

memodulasi berbagai sifat fisiologis dan fisik yang akan bermanfaat bagi 

pertumbuhan, keselamatan, dan keberadaanya di rongga mulut. Contohnya, 

matrix biofilm yang dapat menjadi sebuah hambatan difusi dan membatasi 

penetrasi dari antimikroba menuju sel terdalam (Senadheera dan Cvitkovitch, 

2008). 

Unit struktural dari biofilm adalah mikrokoloni dan proses dasar 

pembentukan dari biofilm seperti mekanisme Quorum Sensing, resistensi 

antimikroba, dan perlekatan yang dapat menerangkan interaksi fisiologis dari 

mikrokoloni dalam biofilm yang telah matang. Biofilm terutama terdiri dari materi 

matriks (85% dari volume) dan kumpulan sel-sel bakteri (15% dari volume). 

EPS mungkin menyusun 50%-90% karbon organik biofilm dan dapat 

dianggap sebagai material matriks yang utama. EPS bervariasi secara fisik dan 

kimia, tapi terutama terdiri dari polisakarida. EPS bersifat hidrofilik karena dapat 

mengikat air dalam jumlah yang banyak, dengan tingkat kelarutan yang berbeda-

beda (Donlan dan Cossteron, 2002). 
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2.2.3 Fungsi Biofilm dan Peranannya terhadap Resistensi Bakteri 

Peran biofilm terhadap mikroba adalah sebagai perlindungan, pertahanan, 

nutrisi, dan variasi genetik. Perlindungan, bakteri mengeluarkan zat ekstra-polimer 

yang sangat penting yang dikenal sebagai eksopolisakarida. Matriks ini melindungi 

bakteri dari lingkungan eksternal seperti radiasi UV, pergeseran pH, suhu, gerakan 

osmotik, dan pengeringan tanpa mempengaruhi pasokan nutrisinya (Nichols et 

al.,1988). 

Biofilm berfungsi sebagai mekanisme pertahanan bagi bakteri dengan cara 

meningkatkan resistensi terhadap gaya fisik yang dapat menurunkan 

perkembangan sel-sel bakteri yang tidak menempel, fagositosis oleh sel imun, dan 

penetrasi dari senyawa toksik bagi bakteri seperti antibiotik. Bakteri yang 

mempunyai biofilm lebih resisten 10-1.000 kali dibandingkan bila tidak mempunyai 

biofilm (Monroe, 2007). 

Menurut Decho dan Flemming dalam Yuliandari (2015), di dalam biofilm, 

bakteri memiliki akses terbatas terhadap nutrisi dan memiliki pasokan oksigen 

yang rendah. Mereka berkomunikasi satu sama lain dengan saluran selular dan 

sinyal lingkungan. Berkoloninya bakteri di dalam biofilm akan lebih memudahkan 

terjadinya transfer gen di antara populasi sehingga muncul bakteri resisten yang 

menjadi perhatian besar juga karena penggunaan antibiotik rekayasa genetika 

mikroorganisme dan sebagainya (Scink B, 1997). 

2.2.4 Uji Pembentukan Biofilm 

2.2.4.1 Microtiter Dish Assay 

Microtiter Dish Assay merupakan alat yang penting dalam penelitian 

mengenai pertumbuhan biofilm dan secara utama digunakan untuk meneliti biofilm 
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bakteri maupun jamur.  Metode ini menunjukkan pembentukan biofilm di dinding 

dan dasar dari microtiter dish. Metode ini telah dipakai untuk penelitian terhadap 

banyak jenis mikroba, yaitu Pseudomonas, Vibrio cholera, Escherichia coli, 

Staphylococci, Enterococci, mycobacteria, dan jamur, namun tidak terbatas 

mikroba itu saja. Prosedur yang dilakukan, yaitu melakukan kultur bakteri pada 

microtiter dish, menginkubasi selama 24 jam pada 37°C kemudian sel bakteri 

dibuang dan dilakukan pengecatan microtiter dish dengan Kristal violet (O’toole, 

2011). 

Kemudian dilakukan analisa Optical Density (OD) dengan menggunakan 

micro ELISA auto reader pada panjang gelombang 570 nm. Hasil OD 

menunjukkan index bakteri yang menempel di permukaan dan membentuk biofilm 

(Marthur, 2005). 

 

2.2.4.2 Metode Tabung 

Metode tabung merupakan pengamatan secara kualitatif terhadap 

pertumbuhan biofilm bakteri. Dilakukan inokukasi bakteri dalam TSB + glucose  

yang akan inkubasi dalam tabung selama 24 jam dengan suhu 37°C. Setelah itu 

larutan dibuang dan tabung di cat dengan Kristal violet dan dinilai 0 (tidak 

membentuk biofilm), 1 (lemah), 2 (sedang), dan 3 (kuat). Metode ini memiliki 

korelasi yang baik dengan metode Tissue Culture Plate untuk bakteri pembentuk 

biofilm kuat (skor 3). Namun, cukup sulit untuk menentukan apakah suatu bakteri 

merupakan bakteri pembentuk biofilm sedang dan lemah (Mathur, 2005). 

Secara kuantitatif, biofilm yang terbentuk di dinding tabung dapat diukur 

berdasarkan intensitas warna. Andiyani dan Hidayati (2013) melakukan uji hambat 
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pembentukan biofilm dengan menggunakan Adobe Photoshop untuk mengukur 

Mean Gray Value (MGV). Pengukuran intensitas warna biofilm menggunakan 

MGV ini telah diulas dalam beberapa jurnal salah satunya yaitu “Heterotrophic 

Pioneers Facilitate Phototrophic Biofilm Development” Department of 

Biotechnology, Delft University of Technology, The Netherlands yang mengulas 

bahwa intensitas warna biofilm yang terbentuk dapat dihitung secara kuantitatif 

melalui hasil foto biofilm dengan kamera digital dan ditentukan mean dan standar 

deviasi pada gray value melalui measurement tool (G. Roeselers et al., 2007). 

Aplikasi Adobe photoshop CS6 mampu mengukur mean gray value melalui 

measurement tool dan MGV dinyatakan dalam skala 0 – 255, dimana 0 

menunjukkan hitam dan 225 menunjukkan putih. Selain itu, Wolfaardt, et al. (1994) 

juga menganalisis degradasi biofilm dan mengukur MGV 20 gambar biofilm 

menggunakan Bio-Rad software dengan skala yang sama. 

 

2.2.4.3 Metode Congo Red Agar 

Freeman et al. telah menjelaskan metode alternative dalam screening 

pembentukan biofilm pada isolate Staphylococcus. Metode ini membutuhkan 

persiapan khusus, yaitu medium padat Brain Heart Infusion (BHI) disuplementasi 

dengan sukrosa 5% dan Congo Red. Plate kemudian di inokulasi dan inkubasi 

selama 24 jam dengan suhu 37°C. Hasil positif diindikasikan dengan adanya koloni 

hitam dengan konsistensi crystalline kering. Eksperimen dilakukan di tiga plate dan 

di ulang tiga kali. Metode ini menunjukkan korelasi yang sangat kecil dibanding 

dengan metode lain, sensitivitas terhadap pertumbuhan biofilm rendah, yaitu 7,6% 

(Mathur,2005).  
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2.3 Bawang Putih (Allium sativum) 

2.3.1 Taksonomi 

Tanaman bawang putih merupakan salah satu herba semusim 

famili Liliceae. Salah satu manfaat medis bawang putih yang telah lama dipelajari 

oleh para klinisi ialah kemampuan atau potensi bawang putih sebagai antibiotik. 

Sudah banyak peneltian menyatakan bahwa ekstrak bawang putih dengan efektif 

menunjukkan aktivitas yang baik terhadap bayak jenis bakteri, baik itu bakteri gram 

negatif ataupun gram positif. Hal ini menjadikan ekstrak bawang putih memiliki sifat 

antibakteri berspektrum luas (Salima, 2015). 

Menurut Syamsuhidayat dan Hutapea (1991) dalam solikhah (2009), 

taksonomi bawang putih (Alllium sativum) sebagai berikut:  

Kingdom  : Plantae  

Devisi   : Spermatophyta  

Kelas   : Monocotyledone  

Ordo   : Liliales  

Famili   : Liliceae  

Genus   : Allium  

Spesies  : Alllium sativum 

 

 

 



16 

2.3.2 Morfologi 

Bawang putih merupakan tanaman herba parenial yang membentuk umbi 

lapis. Tanaman ini tumbuh secara berumpun dan berdiri tegak sampai setinggi 30-

75 cm. Batang yang nampak di atas permukaan tanah adalah batang semu yang 

terdiri dari pelepah–pelepah daun. Sedangkan batang yang sebenarnya berada di 

dalam tanah. Dari pangkal batang tumbuh akar berbentuk serabut kecil yang 

banyak dengan panjang kurang dari 10 cm. Akar yang tumbuh pada batang pokok 

bersifat rudimenter, berfungsi sebagai alat penghisap makanan (Santoso, 2000). 

Bawang putih membentuk umbi lapis berwarna putih. Sebuah umbi terdiri 

dari 8–20 siung (anak bawang). Antara siung satu dengan yang lainnya dipisahkan 

oleh kulit tipis dan liat, serta membentuk satu kesatuan yang kuat. Di dalam siung 

terdapat lembaga yang dapat tumbuh menerobos pucuk siung menjadi tunas baru, 

serta daging pembungkus lembaga yang berfungsi sebagai pelindung sekaligus 

gudang persediaan makanan (Santoso, 2000; Zhang, 1999). 

 

Gambar 2.3 Bawang Putih (Allium sativum) (Litbang Departemen Pertanian, 
2008) 
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2.3.3    Kandungan Bawang Putih (Allium sativum) 

Kandungan kimia dari Allium sativum yang memiliki aktivitas biologi dan 

bermanfaat dalam pengobatan adalah senyawa organosulfur (Martinez, 2007). 

Jika Allium sativum dihancurkan maka akan terjadi pelepasan enzim allinase yang 

dengan cepat melisiskan allin dengan memecah ikatan karbon dan sulfur allin 

untuk memberntuk sulfenic acid (R-SOH) dan senyawa ini dengan segera akan 

berkondensasi menjadi allicin dan thiosulfinat lainnya (Singh dan Singh, 2008) 

Allicin dapat menghambat secara total sistesis RNA bakteri dan 

menghambat sistesis DNA dan protein bakteri secara parsial. Walaupun dikatakan 

bahwa sintesis DNA dan protein juga mengalami penghambatan oleh aktivitas 

allicin, RNA tetap menjadi target utama aktivitas antibakteri yang dimiliki allicin 

(Salima, 2015). Diantara banyaknya kandungan sulfur yang terkandung dalam 

bawang putih, allicin merupakan komponen sulfur yang memiliki aktivitas 

antibakteri yang paling besar, selain itu pula, allicin juga merupakan komponen 

yang bertanggung jawab atas manfaat terapeutik bawang putih yang lainnya, 

seperti antijamur, dan antivirus. Allicin (Diallyl Thiosulfinate) memiliki sifat yang 

kurang stabil, oleh karena itu, dalam beberapa jam dalam suhu ruangan, akan 

kembali mengalami metabolisme menjadi vynilthidiines atau dyallildisulfide atau 

yang disebut ajoene. 

Ajoene memiliki aktivitas antistaphylococcal (bakterisidal) dengan Kadar 

Hambat Minimum (KHM) sebesar 16 µg/ml dan juga bersifat antibakteri terhadap 

species Bacillus, Mycobacterium, dan Streptomyces (Gibbons, 2004). Senyawa 

sulfur ini memiliki aktivitas antibakteri yang bekerja dengan mekanisme yang sama 

dengan allicin, namun dengan potensi yang lebih kecil. Ajoene dianggap sebagai 

Quorum Sensing Inhibitor (QSI) utama yang terkandung di dalam bawang putih. 

http://kanaya.naist.jp/knapsack_jsp/result.jsp?sname=organism&word=Allium%20sativum
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Treatment menggunakan ajoene terhadap biofilm secara in vitro terbukti sinergis 

dengan efek antimikrobial dari tobramycin (Jakobsen et al., 2012). 

Bawang putih juga mengandung komponen minyak atsiri, yang juga 

memiliki aktivitas antibakteri yang bekerja dengan mekanisme menghambat 

pembentukan membran sel bakteri (Salima, 2015). Senyawa fenol pada minyak 

atsiri daun kemangi memiliki aktivitas antibakteri sehingga mengakibatkan 

terganggunya komunikasi Quorum Sensing pada koloni bakteri untuk membentuk 

biofilm (Ardani dkk., 2010). Kemungkinan mekanismenya dimulai dari 

pertumbuhan bakteri yang dihambat oleh senyawa fenol yang mengakibatkan 

jumlah bakteri berkurang sehingga kemampuan koloni bakteri untuk saling 

berkomunikasi menjadi terhambat. Hal ini membuat terganggunya produksi 

lapisan EPS oleh bakteri yang berfungsi menjaga integritas biofilm sehingga 

berakibat terhambatnya pembentukan biofilm (Susanto dkk, 2012). 

Allium sativum juga mengandung senyawa sulfur larut air yang non volatil 

seperti S- allil sistein (SAC), yang terbentuk dari reaksi enzimatik γ-glutamilsisteine 

ketika bawang putih diekstraksi dengan air (Amagase, 2001). SAC banyak 

terdapat dalam berbagai macam sediaan bawang putih, merupakan senyawa yang 

memiliki aktivitas biologis, sehingga adanya SAC dalam sediaan bawang putih 

sering dijadikan standar bahwa sediaan bawang putih tersebut layak dikonsumsi 

atau tidak (Amagase, 2006). 

 

 

 

http://ccrc.farmasi.ugm.ac.id/?page_id=441#1
http://ccrc.farmasi.ugm.ac.id/?page_id=441#2
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2.4 Metode Ekstraksi 

2.4.1 Prinsip Proses Ekstraksi 

Ekstraksi adalah teknik pemisahan senyawa berdasarkan perbedaan 

distribusi zat terlarut diantara dua pelarut yang saling bercampur (Harborne, 1996). 

Secara umum, ekstraksi dengan pelarut dapat dilakukan dengan metode ekstraksi 

bertingkat dan ekstraksi tunggal. Ekstraksi bertingkat dilakukan dengan cara 

merendam sempel dengan pelarut berbeda secara berurutan, dimulai dengan 

pelarut non polar lalu dengan pelarut yang kepolarannya menengah kemudian 

dengan pelarut polar, dengan demikian akan diperoleh ekstrak kasar yang 

mengandung berturut-turut senyawa non polar, semi polar, dan polar. Metode ini 

berguna ketika berkerja dengan skala gram. Sedangkan ekstraksi tunggal 

dilakukan dengan cara merendam sampel dengan satu jenis pelarut tertentu 

(Harborne. 1987).  

Etanol merupakan pelarut golongan alkohol yang paling banyak digunakan 

dalam proses isolasi senyawa organik bahan alam karena dapat melarutkan 

seluruh senyawa metabolit sekunder, karena etanol mempunyai gugus alkil yang 

bersifat non polar. Etanol dipertimbangkan sebagai pelarut karena etanol lebih 

selektif, tidak mudah ditumbuhi kapang dan jamur tidak beracun, netral dan 

absorbansinya baik. Etanol dapat bercampur dengan segala perbandingan panas 

yang diperlukan untuk perekatan yang lebih sedikit (Hargono, 1986).  

Etanol disebut juga etil alkohol yang lebih dikenal sebagai alkohol yang 

merupakan senyawa organik. Dalam kondisi kamar, etanol berwujud cairan yang 

mudah menguap, mudah terbakar dan tak berwarna. Etanol biasanya digunakan 

untuk mengekstraksi senyawa-senyawa aktif yang bersifat antioksidan, antibakteri 
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dan antijamur pada suatu bahan. Beberapa hasil penelitian melaporkan bahwa 

pelarut etanol lebih baik dari pada air, metanol maupun pelarut lain dalam 

mengekstraksi senyawa antioksidan maupun antibakteri (Hirasawa, 1999).  

 

2.4.2 Metode Ekstraksi Maserasi 

Metode yang digunakan pada penelitian ini untuk mengekstrak bawang 

putih (Allium sativum) adalah metode maserasi. Metode maserasi ini 

menggunakan pelarut etanol 96%. Sebanyak 500 gram bawang putih terlebih 

dahulu dikupas kulitnya dan dicuci bersih, selanjutnya dikeringkan dalam oven 

pada suhu 40ºC. Kemudian dihaluskan hingga menjadi serbuk kering. Serbuk 

kering direndam dalam 2 liter pelarut etanol 96% selama 2x24 jam kemudian 

diambil filtratnya dengan penyaringan. Pengadukan pada metode maserasi 

dilakukan sebanyak 12 kali selama 15 menit. Kemudian dilakukan penyaringan 

untuk memisahkan fitrat dari ampas. Hasil saringan kemudian diuapkan dengan 

rotary vacuum evaporator sampai kental sehingga didapatkan ekstrak bawang 

putih dengan konsenterasi 100% (Karina, 2013). 

Vaccuum Rotary Evaporator adalah alat yang berfungsi untuk memisahkan 

suatu larutan dari pelarutnya sehingga dihasilkan ekstrak dengan kandungan kimia 

tertentu sesuai yang diinginkan. Cairan yang ingin diuapkan biasanya ditempatkan 

dalam suatu labu yang kemudian dipanaskan dengan bantuan penangas, dan 

diputar. Uap cairan yang dihasilkan didinginkan oleh suatu pendingin (kondensor) 

dan ditampung pada suatu tempat (receiver flask). Kelebihan dari alat ini adalah 

diperolehnya kembali pelarut yang diuapkan. Prinsip kerja alat ini didasarkan pada 

titik didih pelarut dan adanya tekanan yang menyebabkan uap dari 
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pelarut terkumpul di atas, serta adanya kondensor (suhu dingin) yang 

menyebabkan uap ini mengembun dan akhirnya jatuh ke tabung penerima 

(receiver flask). Setelah pelarutnya diuapkan, akan dihasilkan ekstrak yang dapat 

berbentuk padatan (solid) atau cairan (liquid) (Senjaya, 2008). 
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BAB 3 

KERANGKA KONSEP DAN HIPOTESIS PENELITIAN 

 

3.1 Kerangka Konsep 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 3.1 Kerangka Konsep Penelitian 

Keterangan : 

 = menghambat 

 = proses pembentukan 

  = variaibel yang diteliti 
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S. mutans membentuk sebuah biofilm yang terbentuk dari melekatnya 

beberapa bakteri yang hidup bebas di suatu permukaan dan kemudian 

memperbanyak diri dengan membentuk suatu lapisan tipis (monolayer) biofilm. Sel 

biofilm akan menghasilkan EPS yang akan melekatkan mereka pada suatu 

permukaan dan selanjutnya akan terus tumbuh dan semakin menebal. Dalam 

perkembangannya, sel-sel bakteri akan mengeluarkan sinyal kimia yang berperan 

dalam membentuk karakteristik biofilm yang lebih matang. Aksi dari sinyal ini 

merupakan proses Quorum Sensing, yaitu komunikasi antar sel dan kemampuan 

molekul untuk mencetuskan suatu aksi. 

Komponen sulfur utama ekstrak bawang putih, allicin, dapat menghambat 

secara total sintesis RNA bakteri dan menghambat sintesis DNA dan protein 

bakteri secara parsial. Sedangkan ajoene memiliki aktivitas antibakteri yang 

bekerja dengan mekanisme yang sama dengan allicin, namun dengan potensi 

yang lebih kecil. Ajoene adalah senyawa bioaktif utama pada ekstrak bawang putih 

dalam perannya sebagai QSI. Bawang putih juga mengandung komponen minyak 

atsiri, yang memiliki aktivitas antibakteri sehiingga mengakibatkan terganggunya 

produksi lapisan EPS yang berfungsi menjaga integritas biofilm. 

Quorum sensing merupakan system komunikasi yang digunakan oleh 

bakteri patogen untuk menyesuaikan ekspresi gen spesifik yang terlibat dalam 

patogenisitas. Untuk S. mutans, quorum sensing adalah hal yang esensial untuk 

kompetensi genetik dalam membentuk biofilm. Dengan menghambat sistem 

quorum sensing, kemampuan bakteri untuk berkomunikasi akan berkurang 

sehingga proses pembentukan biofilm terhambat. 
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3.2 Hipotesis Penelitian 

Ekstrak etanol bawang putih (Allium sativum) memiliki potensi sebagai 

penghambat pembentukan biofilm terhadap S. mutans.  
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BAB 4 

METODE PENELITIAN 

 

4.1 Rancangan Penelitian 

  Penelitian dilakukan dengan rancangan true experimental dengan desain 

penelitian post-test only control group design. Untuk mengetahui pengaruh ekstrak 

bawang putih (Allium sativum) terhadap pembentukan biofilm pada bakteri 

Streptococcus mutans (S. mutans), metode yang digunakan pada penelitian ini 

adalah tub-test (metode tabung). 

 

4.2 Populasi dan Sampel 

  Penelitian ini menggunakan sampel S. mutans pembentuk biofilm. Sampel 

ini diperoleh dari isolat S. mutans pembentuk biofilm yang didapat dari Universitas 

Airlangga. Menurut Federer, jumlah pengulangan penelitian dihitung dengan 

rumus sebagai berikut : 

    (p-1) (n-1) ≥ 15 

    (6-1) (n-1) ≥15 

     5n-5 ≥15 

     5n ≥20 

     n ≥4 

     n = 4 
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Keterangan: 

n = jumlah pengulangan 

p = jumlah perlakuan (dosis ekstrak bawang putih):  

Terdapat 6 kelompok dengan 5 kelompok perlakuan P1-P5 yaitu : 

Kontrol : 0% 

P1-P5 dengan konsentrasi =7%, 8%, 9%, 10%, 11% 

Berdasarkan hasil penghitungan menggunakan rumus tersebut, minimal harus 

dilakukan 4 kali pengulangan pada penelitian ini. 

 

4.3 Variabel Penelitian 

4.3.1 Variabel Bebas 

 Variabel bebas penelitian adalah konsentrasi ekstrak bawang putih (Allium 

sativum). Dalam penelitian ini digunakan konsentrasi 7%, 8%, 9%, 10%, 11% dan 

kontrol 0%. 

 

4.3.2 Variabel Tergantung 

 Variabel tergantung pada penelitian ini adalah biofilm bakteri S. mutans 

yang diukur dengan metode tube-test. 
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4.4 Lokasi dan Waktu Penelitian 

  Penelitian dilakukan pada bulan Juli sampai dengan Agustus di 

Laboratorium Mikrobiologi Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya Malang. 

Pembuatan ekstrak bawang putih dilakukan di Fakultas Teknik Kimia Politeknik 

Negeri Malang. 

 

4.5 Alat dan Bahan Penelitian 

4.5.1 Alat dan Bahan Pembuatan Ekstrak Bawang Putih 

1. Bawang putih (Allium sativum) 

2. Etanol 96% 

3. Timbangan analitik 

4. Gelas kimia  

5. Rotary Vacuum Evaporator 

6. Spatula 

7. Kertas saring 

8. Oven  

 

4.5.2 Alat dan Bahan Identifikasi Bakteri 

1. Isolat S. mutans 

2. Bahan pengecatan Gram: lugol, kristal violet, safranin, dan alkohol 96% 

3. Bahan tes katalase: 𝐻2𝑂2 3% 

4. Minyak imersi 

5. Mikroskop 

6. Ose 
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7. Object glass 

8. Lampu spiritus 

9. Tabung reaksi 

10. Vitek 2 compact 

 

4.5.3 Alat dan Bahan Deteksi Biofilm 

1. TSB + glucose 

2. Biakan S. mutans pembentuk biofilm 

3. Tabung reaksi 

4. Phosphate Buffer Saline (PBS) pH 7,3 

5. Deionizedwater 

6. Kristal violet 

7. Pipet 

8. Ose 

9. Inkubator 

 

4.6 Definisi Operasional 

1. S. mutans adalah bakteri gram positif penyebab utama terbentuknya karies 

pada gigi. Sampel ini diperoleh dari isolat S. mutans pembentuk biofilm 

yang didapat dari Laboratorium Mikrobiologi Fakultas Kedokteran 

Universitas Airlangga. 

2. Biofilm adalah agregat multiseluler yang akan membentuk lapisan padat 

pada permukaan suatu substrat atau medium. Pada penelitian ini biofilm 
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dibentuk oleh S. mutans dengan metode tabung (tub-test) dan dilakukan 

pengukuran MGV dengan Adobe Photoshop CS6. 

3. Simplisia bawang putih adalah bawang putih segar yang sudah diproses 

dipotong, dikeringkan, lalu dihaluskan. 

4. Ekstrak bawang putih adalah hasil ekstraksi cair bawang putih dengan 

pelarut etanol. Ekstrak yang didapat dianggap memiliki kandungan ekstrak 

sebesar 100%. Bawang putih berasal dari Malang. 

5. Metode tabung (tub-test) adalah metode deteksi biofilm dengan 

menggunakan tabung sebagai medium yang bersifat kualitatif. 

6. Kadar Hambat Biofilm Minimum (KHBM) adalah konsentrasi ekstrak 

bawang putih terendah yang mampu menghambat pembentukan biofilm 

yang ditandai dengan terjadinya penipisan bentuk cincin dan lapisan ungu 

kebiruan yang terdapat pada dinding dan dasar tabung. KHBM merupakan 

MGV tabung kosong dikurangi 10% MGV tabung kosong. 

7. Mean Gray Value (MGV) adalah acuan skala intensitas warna yang 

terdapat pada program Adobe Photoshop CS6. Skala berkisar antara 0-

255. Angka mendekati 0 menunjukkan kepekatan warna yang tinggi. 

Sedangkan angka mendekati 255 menunjukkan kepekatan warna yang 

rendah (Andriyani, 2014). 

8. Penelitian Ekplorasi adalah penelitian pendahuluan untuk menentukan 

konsenterasi ekstrak yang akan digunakan pada penelitian inti. 

Konsenterasi yang akan digunakan pada penelitian eksplorasi adalah 

3,125%; 6,25%; 12,5%; 25%; 50%; dan 0%. 
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4.7 Prosedur Penelitian 

4.7.1 Persiapan Ekstrak Bawang Putih (Allium sativum) 

Ekstrak bawang putih dibuat dengan ekstraksi maserasi : 

1. Sebanyak 500 gram bawang putih terlebih dahulu dikupas kulitnya dan 

dicuci bersih. 

2. Bawang putih dikeringkan dalam oven pada suhu 40ºC dan dihaluskan 

hingga menjadi serbuk kering. 

3. Serbuk kering direndam dalam 2 liter pelarut etanol 96% selama 2x24 

jam. Pengadukan pada metode maserasi dilakukan sebanyak 12 kali 

selama 15 menit. 

4. Dilakukan penyaringan untuk memisahkan fitrat dari ampas. 

5. Hasil saringan kemudian diuapkan dengan rotary vacuum evaporator 

hingga kental untuk memisahkan larutan ekstrak bawang putih dengan 

pelarut etanol (Karina, 2013). 

 

4.7.2 Identifikasi Bakteri S. mutans 

4.7.2.1 Pewarnaan Gram 

1. Object glass dibersihkan dahulu dengan kapas, dilanjutkan fiksasi 

dengan dilewatkan di atas api dan biarkan dingin sehingga object glass 

menjadi steril dari bahan pencemar lain.  

2. Teteskan satu ose aquades steril pada gelas objek. Ambil sedikit 

biakan kuman menggunakan ose, kemudian suspensikan dengan 

aquades pada gelas objek dan ratakan. Khusus sediaan cair tidak perlu 

disuspensikan dengan aquades. 
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3. Biarkan sediaan kering di udara, kemudian lakukan fiksasi dengan cara 

melewatkan sediaan di atas api satu atau dua kali (Forbes et al., 2007). 

4. Tuang kristal violet pada object glass dengan durasi 1 menit. Buang 

sisa kristal violet dan bilas dengan air. 

5. Tuang lugol pada sediaan selama 1 menit. Buang sisa lugol dan bilas 

dengan air. 

6. Tuang alkohol 96% pada sediaan selama 5-10 detik atau sampai 

warna cat luntur. Buang sisa alkohol dan bilas lagi dengan air. 

7. Tuang sediaan dengan safranin selama 30 detik. Buang sisa safranin 

dan bilas lagi dengan air. 

8. Keringkan sediaan dengan kertas penghisap. 

9. Lihat di bawah mikroskop dengan lensa objektif perbesaran 100x 

(Cahyani, 2013). 

 

4.7.2.2 Uji Biokimia 

Uji biokimia yang dilakukan adalah tes katalase untuk menentukan apakah 

bakteri tersebut merupakan Streptococcus atau Staphylococcus. Uji katalase 

dilakukan dengan cara: 

1. Siapkan object glass yang sudah disterilisasi 

2. mencampurkan 0,5 ml 𝐻2𝑂2 3% dengan 1 ose bakteri S. mutans pada 

object glass 

3. Amati sediaan, lihat ada atau tidak nya gelembung atau buih. 
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 Streptococcus akan menghasilkan uji katalase negatif, yaitu tidak ada buih 

atau gelembung udara yang terbentuk pada sediaan sedangkan hasil positif 

menunjukkan organisme Staphylococcus (Agustie dan Samsumaharto, 2013).  

 

4.7.2.3 Tes Vitek 2 Compact 

 Tes Vitek 2 compact merupakan pengujian bakteri secara otomatis 

menggunakan berbagai jenis card identification. Setelah sample dimasukkan ke 

dalam alat, sample akan dianalisis secara otomatis dengan well seperti uji 

biokimiawi yang telah dimodifikasi dan dimasukkan ke dalam card identification. 

Hasil yang telah dianalisis berupa lembar print hasil identifikasi dengan keterangan 

sebagai berikut : 

1. Tipe card, number cassete, status, dan tanggal pengujian 

2. Organisme yang berhasil di identifikasi 

3. Presentase kebenaran (probability) 

4. Biochemical details 

Hasil yang diperoleh dinyatakan dengan prosentase dan kebenaran 

organisme yang berhasil di identifikasi. Jika %probability >85%, hasil tersebut 

masih dapat diterima. Jika %probability <85%, bakteri yang teridentifikasi masih 

meragukan dan harus diulang kembali dalam pemurnian (Setyawan, 2016). 

 

4.7.3 Pembuatan Perbenihan Cair S. mutans 

1. Inokulum S. mutans diambil 2 ml, kemudian dimasukkan ke dalam 20 ml 

media TSB + glucose dan diinkubasi pada suhu 37˚C selama 24 jam. 
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2. Kemudian diukur kekeruhannya menggunaan spektofotometri pada 

panjang gelombang 625 nm dan jumlah sel yang digunakan disetarakan 

dengan 108/mL. 

3. Untuk mendapatkan suspensi bakteri uji dengan konsentrasi bakteri 

sebesar 107/mL sebanyak 10 ml maka dilakukan perhitungan sebagai 

berikut: 

 

 

Keterangan: 

V1 = Volume bakteri yang akan ditambah pengencer 

N1 = Nilai absorbansi suspensi (hasil spektrofotometri) 

V2 = Volume suspensi bakteri uji (10 mL) 

N2 = OD (0,1 = setara dengan 108/mL) 

  Sehingga diperoleh volume (mL) bakteri yang akan ditambah pengencer 

untuk mendapatkan bakteri dengan konsentrasi 107/ml sebanyak 10 mL 

 

4.7.4 Uji Pembentukan Biofilm (Metode Tube-test) 

 S. mutans yang sudah teridentifikasi disimpan dalam media TSB + glucose 

dan diinkubasi pada suhu 37°C semalam. Mikroba kultur semalam selanjutnya 

dimasukkan ke tabung sebanyak 4 ml dan diinkubasikan 37°C selama 24 jam. 

Selanjutnya tabung dicuci dengan PBS (pH 7,3) dan dikeringkan airnya. Tabung 

yang sudah dikeringkan diberi kristal violet (0,1%) dan kelebihan warna dibuang 

dan tabung dicuci dengan deionized water hingga akhirnya tabung dikeringkan dan 

dilihat formasi biofilmnya. Formasi biofilm ini ditandai dengan adanya cincin 

V1.N1= V2.N2 
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berwarna ungu kebiruan yang melekat pada dinding tabung (Christensen et al., 

2000). 

 

4.7.5 Uji Hambat Pembentukan Biofilm (Metode Tube-test) 

4.7.5.1 Uji Pendahuluan 

1. Menyiapkan perbenihan cair bakteri dengan konsentrasi bakteri 1x108 

CFU/ml. 

2. Membuat suspensi bakteri dalam medium TSB + glucose berdasarkan 

perhitungan OD dari spektofotometri. 

3. Menyiapkan enam tabung steril yang akan diisi dengan bakteri dan 

konsentrasi ekstrak yang ditentukan untuk uji pendahuluan, yaitu 0% (kontrol); 

3,125%, 6,25%; 12,5%; 25%; 50%. 

4. Mengisi tabung reaksi 1 dengan suspensi bakteri sebanyak 4 ml, tabung 2-6 

dengan suspensi bakteri dalam medium TSB + glucose dan ekstrak bawang 

putih sesuai dengan hasil perhitungan sebagai berikut : 

Tabel 4.1 Hasil Perhitungan Konsentrasi, Volume Ekstrak, dan Suspensi 
Bakteri Uji Pendahuluan 

Konsentrasi Volume Ekstrak Suspensi Bakteri 

0% 0 ml 4 ml 

3,125% 0,125 ml 3,875 ml 

6,25% 0,25 ml 3,75 ml 

12,5% 0,5 ml 3,5 ml 

25% 1 ml 3 ml 

50% 2 ml 2 ml 

 

5. Seluruh tabung diinkubasikan selama 24 jam dengan suhu 37°C 
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6. Setelah 24 jam, tabung dikeluarkan dari inkubator dan dicuci dengan PBS (pH 

7,3) dan dikeringkan airnya. 

7. Tabung yang sudah dikeringkan diberi kristal violet (0,1%) 4 ml lalu setelah 20 

menit dibuang dan tabung dicuci dengan deionized water. 

8. Tabung dikeringkan. 

Segera amati dan catat biofilm yang terbentuk. Dapat terlihat sebuah film 

melapisi sisi tabung. Hal ini diyakini sebagai indikasi pembentukan biofilm 

(Praharaj et al., 2013). 

 

4.7.5.2 Penelitian Inti 

1. Menyiapkan perbenihan cair bakteri dengan konsentrasi bakteri 1x108 

CFU/ml. 

2. Membuat suspensi bakteri dalam medium TSB + glucose berdasarkan 

perhitungan OD dari spektofotometri. 

3. Menyiapkan tujuh tabung steril yang akan diisi dengan bakteri dan konsentrasi 

ekstrak yang ditentukan untuk penelitian inti, yaitu 0% (kontrol); 7%; 8%; 9%; 

10%; 11%. 

4. Mengisi tabung reaksi 1 dengan suspensi bakteri sebanyak 4 ml, tabung 2-6 

dengan suspensi bakteri dalam medium TSB + glucose dan ekstrak bawang 

putih sesuai dengan hasil perhitungan sebagai berikut : 

Tabel 4.2 Hasil Perhitungan Konsentrasi, Volume Ekstrak, dan Suspensi 
Bakteri Penelitian inti 

Konsentrasi Volume Ekstrak Suspensi Bakteri 

0% 0 ml 4 ml 

7% 0,28 ml 3,72 ml 

8% 0,32 ml 3,68 ml 
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9% 0,36 ml 3,64 ml 

10% 0,4 ml 3,6 ml 

11% 0,44 ml 3,56 ml 

 

6. Seluruh tabung diinkubasikan selama 24 jam dengan suhu 37°C 

7. Setelah 24 jam, tabung dikeluarkan dari inkubator dan dicuci dengan PBS (pH 

7,3) dan dikeringkan airnya. 

8. Tabung yang sudah dikeringkan diberi kristal violet (0,1%) 4 ml lalu setelah 20 

menit dibuang dan tabung dicuci dengan deionized water. 

9. Tabung dikeringkan. 

10. Segera amati dan catat biofilm yang terbentuk. Dapat terlihat sebuah film 

melapisi sisi tabung. Hal ini diyakini sebagai indikasi pembentukan biofilm 

(Praharaj et al., 2013).  

 

4.7.6 Pengukuran Mean Gray Value 

 Hasil pembentukan biofilm pada tabung kemudian difoto dengan 

menggunakan kamera digital. Untuk mengetahui intensitas warna pada area cincin 

dan dinding tabung pada masing-masing kelompok menggunakan Mean Gray 

Value (MGV). Pengukuran intensitas warna biofilm menggunakan MGV ini telah 

diulas dalam beberapa jurnal salah satunya yaitu “Heterotrophic Pioneers 

Facilitate Phototrophic Biofilm Development” Department of Biotechnology, Delft 

University of Technology, The Netherlands yang mengulas bahwa intensitas warna 

biofilm yang terbentuk dapat dihitung secara kuantitatif melalui hasil foto biofilm 

dengan kamera digital dan ditentukan mean dan standar deviasi pada gray value 

melalui measurement tool (G. Roeselers et al., 2007). Aplikasi Adobe photoshop 

CS6 mampu mengukur mean gray value melalui measurement tool dan MGV 
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dinyatakan dalam skala 0 – 255, semakin rendah nilai MGV menunjukkan 

intensitas warna yang semakin gelap, sementara semakin tinggi nilai MGV 

menunjukkan intensitas warna yang semakin terang. Langkah-langkah dimulai 

dengan membuka aplikasi Adobe Photoshop CS6, pilih File dan masukkan hasil 

fotonya. Selanjutnya pilih tab Wndow dan pilih Measurement Log, blok area yang 

akan dilihat intensitas warnanya dengan menggunakan Rectangular Marquee 

Tool, lalu klik Record Measurements maka akan didapatkan nilai Mean Gray Value 

yang merupakan rata-rata dari intensitas warna pengecatan tabung (Andiyani, 

2014). 

 

4.8 Analisis Data 

Penelitian ini menggunakan variabel numerik untuk mengetahui pengaruh 

antara berbagai konsentrasi ekstrak etanol bawang putih (Allium sativum) 

terhadap intensitas warna yang ditimbulkan oleh biofilm pada tabung (Mean Gray 

Value) dan untuk mengetahui hubungan antara masing-masing konsentrasi 

ekstrak bawang putih (Allium sativum) terhadap intensitas warna biofilm pada 

tabung. Analisis data dilakukan dengan menggunakan IBM Statistic SPSS 

(Statistical Product of Service Solution) untuk windows versi 11.0. Langkah-

langkah pengujian sebagai berikut : 

1. Uji normalitas data dengan menggunakan Kolmogorov Smirnov test  untuk 

menguji apakah data tersebar normal (parametrik) atau tidak tersebar 

normal (nonparametrik) dan homogen atau tidak homogen. Shapiro-Wilk 

test dilakukan apabila data berjumlah kurang dari 50 data. 

2. Uji komparasi dilakukan dengan cara : 



38 
 

a. ANOVA, dengan syarat sebaran data harus normal dan varian data 

harus sama (homogen). 

b. Namun, jika data tidak homogen atau tidak tersebar normal maka 

digunakan metode Kruskal Wallis. 

3. Uji Post Hoc dilakukan dengan cara : 

a. Tuckey, dengan syarat sebaran data harus normal dan varian data harus 

sama (homogen). 

b. Namun, jika data tidak homogen atau tidak tersebar normal maka 

menggunakan metode Mann Whitney. 

4. Uji Korelasi dilakukan dengan cara : 

a. Pearson, dengan syarat sebaran data harus normal dan varian data 

harus sama (homogen). 

b. Namun, bila data tidak homogen atau tidak tersebar normal maka 

menggunakan metode Spearman. 

5. Uji Regresi dilakukan untuk mengetahui pengaruh variabel independen 

terhadap variabel dependen setelah diketahui ada hubungan bermakna 

antara kedua variabel penelitian. 
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4.9 Rancangan Operasional Penelitian 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 4.1 Rancangan Operasional Penelitian 

S. mutans Bawang Putih (Allium sativum) 

Identifikasi Bakteri: 

1. Pewarnaan Gram 

2. Uji Katalase 

3. Tes Vitek 2 Compact 

 

Simpan dalam media TSB + 
glucose 

 

 

Inkubasi 37ºC selama 24 jam 

 

Pemberian konsentrasi ekstrak 0%; 

3,125%; 6,25%; 12,5 %; 25%; 50% 

sebagai pendahuluan 

Perapatan konsentrasi ekstrak dan 

dilakukan pengulangan 4X 

Ekstraksi bawang putih (Allium  

sativum) dengan metode 

maserasi 

Pengamatan pembentukan biofilm dengan 

metode tabung: 

1. Inkubasi pada 37°C selama 24 jam 
2. Cuci dengan PBS (pH 7,3) 
3. Cat dengan kristal violet 0,1% 
4. Cuci dengan PBS atau deionized water 

 

Hasilnya difoto dengan kamera digital 

Ukur Mean Gray Value dengan Adobe 

Photoshop CS6 

Analisis data dengan SPSS for Windows 11.0 
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BAB 5 

HASIL PENELITIAN DAN ANALISIS DATA 

 

5.1 Hasil penelitian 

5.1.1 Hasil Ekstraksi Bawang Putih (Allium sativum)  

 Bawang putih terlebih dahulu dikupas kulitnya dan dicuci bersih, 

selanjutnya dikeringkan dalam oven pada suhu 40ºC, lalu dihaluskan hingga 

menjadi serbuk kering atau simplisia. Simplisia bawang putih ini kemudian 

direndam dalam 2 liter pelarut etanol 96% selama 2x24 jam dan diambil filtratnya 

dengan penyaringan. Pengadukan pada metode maserasi dilakukan sebanyak 12 

kali selama 15 menit. Setelah itu dilakukan penyaringan untuk memisahkan fitrat 

dari ampas. Hasil saringan kemudian diuapkan dengan rotary vacuum evaporator 

sampai kental sehingga didapatkan ekstrak bawang putih dengan konsentrasi 

100% (Karina, 2013). 

 

Gambar 5.1 Ekstrak Bawang Putih (Allium sativum) 
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5.1.2 Hasil Identifikasi Bakteri 

 Bakteri yang digunakan merupakan Streptococcus mutans (S. mutans) 

yang didapatkan dari Laboratorium Mikrobiologi Universitas Airlangga. Identifikasi 

diawali dengan pewarnaan gram, dilanjutkan dengan uji katalase, dan Vitek 2 

compact. Hasil pewarnaan gram menunjukan bakteri gram positif berbentuk 

coccus berantai seperti telihat pada gambar 5.2. Identifikasi dilanjutkan dengan uji 

katalase dan didapatkan hasil negatif (tidak ada gelembung atau buih) seperti 

gambar 5.3. Hal ini menunjukan bahwa bakteri tersebut merupakan Streptococcus. 

 Uji biokimia dengan menggunakan Vitek 2 compact dilakukan untuk 

mengkonfirmasi spesies Streptococcus. Hasil identifikasi menunjukkan 

prosentase kebenaran sebesar 98% (excellent) dapat dilihat pada gambar 5.4. Hal 

ini memperkuat kesimpulan bahwa bakteri yang diteliti merupakan S. mutans. 

 

Gambar 5.2 Hasil Pewarnaan Gram 

Keterangan: Bakteri S. mutans dengan pengecatan gram, didapatkan hasil bakteri 
berwarana ungu (gram positif) membentuk rantai 
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Gambar 5.3 Hasil Uji Katalase 

Keterangan: Hasil negatif, tidak terbentuk gelembung atau buih 

 

Gambar 5.4 Hasil Vitek 2 Compact 

Keterangan: Hasil menunjukkan probability sebesar 98% (excellent identification) bahwa 
bakteri yang diuji merupakan S. mutans. 

 

5.1.3 Hasil Uji Hambat Pembentukan Biofilm 

 Uji pendahuluan dilaksanakan sebelum penelitian inti dengan tujuan 

menenentukan konsentrasi yang akan dipakai. Konsentrasi yang digunakan, yaitu 
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0%; 3,125%; 6,25%; 12,5%; 25%; dan 50%. Hasil penelitian pendahuluan 

menunjukkan secara visual bahwa biofilm S. mutans terhambat pada konsentrasi 

12,5% dan pada konsentrasi 25% dan 50% sudah tidak terlihat adanya cincin 

biofilm. Penelitian inti kemudian dilakukan dengan melakukan perapatan 

konsentrasi menjadi enam konsentrasi yaitu, 7%, 8%, 9%, 10%, dan 11%. 

Perlakuan 0% merupakan kelompok kontrol bakteri yang menggunakan media 

TSB + glucose tanpa pemberian ekstrak. 

 Data yang didapatkan dari penelitian ini berupa foto yang kemudian 

dianalisis secara kuantitatif dengan mengukur intensitas warna cincin biofilm  

melalui penghitungan Mean Gray Value (MGV). Secara visual, dilihat dari gambar 

5.5, ditemukan bahwa secara umum warna cincin biofilm semakin tidak pekat 

seiring dengan tingginya konsentrasi ekstrak bawang putih.  

 

Gambar 5.5 Hasil Uji Hambat Pembentukan Biofilm Pendahuluan 

Keterangan: Tampak bahwa semakin tinggi konsentrasi yang diberikan, warna cincin 
semakin memudar dan menghilang pada konsentrasi 12,5%; 25%; dan 50% 

 Setelah itu, dilakukan pengukuran MGV menggunakan aplikasi Adobe 

Photoshop CS6 yang dinyatakan dalam skala 0 – 255. Pengukuran MGV juga 

dilakukan pada tabung yang masih baru untuk melihat nilai awal MGV tabung 

kosong untuk tabung yang digunakan. Apabila Mean Gray Value pada kelompok 

0%    3,125%  6,25% 12,5%  25%    50%. 
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perlakuan lebih kecil 10% dari MGV tabung kosong yang masih baru, maka 

konsentrasi pada kelompok tersebut merupakan Kadar Hambat Biofilm Minimal 

(KHBM). Penilaian pada tabung kosong menunjukkan nilai MGV sebesar 165,72. 

Nilai ini kemudian dibandingkan dengan nilai MGV kelompok perlakuan. 

Tabel 5.1 Hasil Pengukuran Mean Gray Value dengan Aplikasi Adobe 
Photoshop CS6 

Konsentrasi 
Pengulangan 

Mean ± SD 
I II III IV 

0% 119.85 105.22 112.15 117.79 113.7525 

7% 128.43 136.64 130.83 122.72 129.655 

8% 148.07 146.67 135.27 140.70 142.6775 

9% 151.67 148.29 142.50 146.27 147.1825 

10% 158.35 151.87 156.80 152.76 154.945*) 

11% 160.51 156.59 159.13 157.55 158.445 

Mean Gray Value 
Tabung kosong 

165.72 

*) merupakan KHBM karena nilai berada dalam rentang 10% dari Mean Gray Value tabung 
kosong (165.72). 
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Gambar 5.6 Hasil Uji Hambat Pembentukan Biofilm Pengulangan 1 – 4 

Keterangan:  

(1) konsentrasi 0%, 

(2) konsentrasi 7%,  

(3) konsentrasi 8%,  

(4) konsentrasi 9%, 

(5) konsentrasi 10%, 

(6) konsentrasi 11% 

Secara visual, dapat terlihat bahwa cincin biofilm semakin menipis dengan penambahan 
konsentrasi dan tidak nampak pada konsentrasi 11%. 

    (1)                    (2)                   (3) 

     (4)                    (5)                    (6) 
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Gambar 5.7 Grafik Pengukuran Mean Gray Value 

Keterangan:Terjadi peningkatan Mean Gray Value (MGV) bersamaan dengan 
penambahan konsentrasi 

 

5.2 Analisis Data 

  Analisis hasil penelitian menggunakan aplikasi analisis statistik  SPSS 

versi 11.0 untuk Windows. Pertama, dilakukan pengujian normalitas dan 

homogenitas dari hasil Mean Gray Value yang didapat pada tabel 5.1. Didapatkan 

hasil MGV rata-rata pada konsentrasi 0% sebesar 113,75; konsentrasi 7% sebesar 

129,65; konsentrasi 8% sebesar 142,67; konsentrasi 9% sebesar 147,18; 

konsentrasi 10% sebesar 154,94; konsentrasi 11% sebesar 158,44. Kadar Hambat 

Biofilm Minimum (KHBM) dapat ditemukan pada konsenterasi 10%, karena pada 

tabung didapatkan MGV lebih dari 149,148 (MGV tabung kosong dikurangi 10% 

MGV tabung kosong). Lalu dilakukan uji Shapiro-Wilk dan uji Levene untuk 

menganalisis normalitas dan homogenitas data. Kemudian dilanjutkan dengan uji 

komparasi dengan menggunakan uji Oneway ANOVA untuk memastikan adanya 

113,7525

129,655

142,6775
147,1825

154,945
158,445

100

110

120

130

140

150

160

170
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perbedaan yang signifikan antara kelompok data. Setelah itu, dilanjutkan dengan 

uji Post Hoc Test multiple comparison test metode Tukey untuk mengetahui 

signifikansi suatu kelompok data terhadap masing – masing kelompok data 

lainnya. Terakhir, dilakukan uji korelasi Pearson untuk mengetahui korelasi antara 

peningkatan konsentrasi ekstrak bawang putih terhadap Mean Gray Value. 

 

5.2.1 Hasil Uji Normalitas dan Homogenitas 

  Suatu data dianggap tersebar normal bila hasil uji normalitas menunjukkan 

p>0,05 dan dianggap homogen jika hasil uji homogenitas menunjukan p>0,05. 

Hasil uji normalitas Shapiro-WIlk menunjukkan nilai p=0,200 sehingga dapat 

disimpulkan bahwa data berdistribusi normal. Lalu, didapatkan hasil uji 

homogenitas Levene dengan nilai p=0,216 yang menunjukkan bahwa data 

bervarian sama atau homogen. Berdasarkan hasil ini dapat dilakukan uji statistik 

parametrik. 

Tabel 5.2 Hasil Uji Normalitas dengan Metode Shapiro-Wilk 

 Kolmogorov-Smirnov ͣ Shapiro-Wilk 

Static df Sig. Statistic df Sig. 

MGV .142 24 .200* .944 24 .200 

Tabel 5.3 Hasil Uji Homogenitas dengan Metode Levene 

MGV    

Levene 
Statistic df1 df2 df3 

1.578 5 18 .216 

 

Tests of Normality

.142 24 .200* .944 24 .200MGV

Statistic df Sig. Statistic df Sig.

Kolmogorov-Smirnov
a

Shapiro-Wilk

This is a lower bound of the true significance.*. 

Lilliefors Significance Correctiona. 
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5.2.2 Hasil Uji Oneway ANOVA 

  Uji Oneway ANOVA dilakukan untuk mengetahui tingkat perbedaan antara 

rerata tiap kelompok dalam keseluruhan data yang telah didapatkan. Data 

dianggap berbeda signifikan bila p<0,05. Hasil uji menunjukan nilai p=0.000 

(kurang dari 0.05), maka disimpulkan bahwa terdapat perbedaan antara rerata tiap 

kelompok dan signifikan. 

Tabel 5.4 Hasil Uji Oneway ANOVA 

MGV      

 
Sum of 
Squares df 

Mean 
Square F Sig. 

Between Groups 5643.566 5 1128.713 48.982 .000 

Within Groups 414.782 18 23.043   

Total 6058.348 23    

 

5.2.3 Hasil Uji Post Hoc Multiple Comparison 

  Uji Post Hoc Multiple Comparison dilakukan untuk mengetahui 

perbandingan rata – rata secara signifikan dalam jumlah analisis varian. Bila nilai 

p>0,05, maka dapat diartikan bahwa rata – rata adalah sama dan perbedaan rata 

– rata tidaklah signifikan. Uji ini tidak wajib dilakukan apabila hasil Oneway ANOVA 

tidak signifikan, namun dalam penelitian ini, uji ini dilakukan untuk memastikan 

kembali ada tidaknya perbedaan antar tiap-tiap kelompok perlakuan dalam 

penelitian. Tabel 5.5. dan Tabel 5.6. menggambarkan hasil perbandingan nilai p 

setiap kelompok konsentrasi terhadap konsentrasi lainnya. Nilai p<0,05 

menunjukkan adanya perbedaan yang signifikan antara dua kelompok perlakuan. 
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Tabel 5.5 Hasil Uji Post Hoc Multiple Comparison 

 0% 7% 8% 9% 10% 11% 

0%  0,002 0,000 0,000 0,000 0,000 

7% 0,002  0,013 0,001 0,000 0,000 

8% 0,000 0,013  0,767 0,021 0,002 

9% 0,000 0,001 0,767  0,249 0,038 

10% 0,000 0,000 0,021 0,249  0,901 

11% 0,000 0,000 0,002 0,038 0,901  

 

Tabel 5.6 Rangkuman Hasil Uji Post Hoc Multiple Comparison 

 0% 7% 8% 9% 10% 11% 

0%  + + + + + 

7% +  + + + + 

8% + +  - + + 

9% + + -  - + 

10% + + + -  - 

11% + + + + -  

Keterangan: 

+ = p<0,05 

- = p>0,05  

 Berdasarkan kedua tabel di atas, dapat dilihat bahwa terdapat dua 

kelompok dengan perbedaan yang signifikan (p<0,05) dan beberapa kelompok 

memiliki perbedaan rata-rata yang tidak signifikan (p>0,05). 
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5.2.4 Uji Korelasi Pearson 

 Uji korelasi dilakukan untuk mengetahui keeratan dan bentuk hubungan 

antara dua variabel yang dinyatakan dengan koefisien korelasi. Hubungan 

signifikan ditunjukkan dengan p<0,05 menunjukkan bahwa korelasi signifikan. 

Tabel 5.7 Hasil Uji Korelasi Pearson 

 Konsentrasi MGV 

Konsentrasi Pearson 
Correlation 

1 .923** 

Sig. (2-tailed) . .000 

N 24 24 

MGV Pearson 
Correlation 

.923** 1 

Sig. (2-tailed) .000 . 

N 24 24 

 

Berdasarkan uji yang dilakukan, didapatkan hasil nilai p=0,000 dengan nilai 

korelasi 0,923. Adapun klasifikasi nilai korelasi Pearson sebagai berikut :  

Nilai Korelasi 0 = tidak ada korelasi antara dua variabel  

Nilai Korelasi > 0 – 0,25 = sangat lemah  

Nilai Korelasi > 0,25 – 0,5 = cukup 

Nilai Korelasi > 0,5 – 0,75 = kuat  

Nilai Korelasi > 0,75 – 0,99 = sangat kuat  

Nilai Korelasi 1 = sempurna  

Correlations

1 .923**

. .000

24 24

.923** 1

.000 .

24 24

Pearson Correlation

Sig. (2-tailed)

N

Pearson Correlation

Sig. (2-tailed)

N

Konsentrasi

MGV

Konsentrasi MGV

Correlation is significant at the 0.01 level (2-tailed).**. 
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 Korelasi dapat bertanda positif dan negatif. Korelasi positif menunjukkan 

arah yang searah antar variabel. Sedangkan korelasi negatif menunjukkan arah 

yang berlawanan Hasil uji korelasi Pearson menunjukkan hasil-hasil sebagai 

berikut:  

1. Nilai korelasi (r) = 0,923, yang berarti korelasi antara konsentrasi ekstrak 

bawang putih dengan Mean Gray Value atau ketebalan biofilm sangat kuat.  

2. Arah korelasi positif, sehingga disimpulkan semakin tinggi konsentrasi ekstrak 

bawang putih, semakin tinggi pula nilai Mean Gray Value yang menandakan 

semakin tipis cincin biofilm yang terbentuk.  

3. Nilai p = 0,000, yang menandakan terdapat korelasi yang signifikan antara 

konsentrasi ekstrak bawang putih dengan Mean Gray Value. 

 

5.2.5 Uji Regresi 

 Uji Regresi dilakukan untuk mengukur besarnya pengaruh variabel bebas 

terhadap variabel tergantung. Dimana rumus persama regresi linear sederhana 

adalah : 

Y = a + bX 

Keterangan:  

Y = Mean Gray Value  

a = angka konstan dari unstandardized coefficients  

b = angka koefisien regresi  

X = Konsentrasi 
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Tabel 5.8 Hasil Uji Regresi 

Model 

Unstandardized 
Coefficients 

Standardized 
Coefficients 

t Sig. 
B Std. 

Error 
Beta 

1 (Constant) 110.523 3.025  36.523 .000 

 Konsentrasi 4.078 .364 .923 11.211 .000 

 

Tabel 5.9 Hasil R Square 

  

Model R 

R 

Square 

Adjusted 

R 

Square 

Std. Error 

of the 

Estimate 

1 .923  ͣ .851 .844 6.40487 

 

Uji regresi yang dilakukan menghasilkan nilai a=110,523; b=4,078; Apabila 

data ini dimasukkan pada rumus Y = 110,523 + (4,078x1), maka didapatkan hasil 

114,601. Berdasarkan nilai tersebut dapat disimpulkan bahwa penambahan 

konsentrasi ekstrak etanol sebanyak 1% akan menaikkan nilai Mean Gray Value 

menjadi 110,564. Nilai R square dari uji regresi didapatkan sebesar 0,851 yang 

berarti bahwa terdapat kemungkinan sebesar 85% hambatan pembentukan biofilm 

yang dipengaruhi oleh pemberian ekstrak bawang putih dan sisanya dipengaruhi 

oleh confounding factor. 

 

 

Coefficientsa

110.523 3.025 36.532 .000

4.078 .364 .923 11.211 .000

(Constant)

Konsentrasi

Model

1

B Std. Error

Unstandardized

Coefficients

Beta

Standardized

Coefficients

t Sig.

Dependent Variable: MGVa. 

Model Summary

.923a .851 .844 6.40487

Model

1

R R Square

Adjusted

R Square

Std. Error of

the Estimate

Predictors: (Constant), Konsentrasia. 
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BAB 6 

PEMBAHASAN 

 

Penelitian ini menggunakan bakteri Streptococcus mutans (S. mutans) 

yang didapatkan dari Laboratorium Mikrobiologi Universitas Airlangga. S. mutans 

ditanam pada tabung yang diberi perlakuan berupa pemberian ekstrak etanol 

bawang putih (Allium sativum). Ekstrak bawang putih yang digunakan didapatkan 

dari Materia Medika Batu berupa simplisia bawang putih sebanyak 500 gr yang 

kemudian diekstraksi di Fakultas Teknik Kimia Politeknik Negeri Malang dengan 

menggunakan metode maserasi. Proses pengerjaan dilakukan dengan cara 

merendam serbuk simplisia dalam pelarut etanol 96%. Etanol akan menembus 

dinding sel bawang putih dan masuk ke dalam rongga sel, perbedaan konsenterasi 

akan mendesak zat aktif keluar. Kelebihan metode ini, yaitu peralatan dan 

prosedur yang dilakukan sederhana (Pratiwi, 2010). Etanol biasanya digunakan 

untuk mengekstraksi senyawa-senyawa aktif, beberapa penelitian melaporkan 

bahwa pelarut etanol lebih baik dari pada air, metanol maupun pelarut lain dalam 

mengekstraksi senyawa antioksidan maupun antibakteri (Hirasawa, 1999).  

Sebelum dilakukan penelitian dilaksanakan uji indentifikasi bakteri yaitu 

pengecatan gram, uji katalase, dan tes Vitek 2 compact. Hasil pengecatan gram 

menunjukkan bakteri berwarna ungu, yaitu gram positif. Bakteri gram positif 

memiliki dinding sel yang terdiri dari peptidoglikan yang terletak di luar membran 

plasma. Ketika sediaan ditetesi kristal violet lalu kemudian iodin, warna ungu dari 

kristal violet ini akan ditahan oleh struktur peptidoglikan bakteri. Kemudian ketika 
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sediaan ditetesi alkohol zat warna ungu tersebut akan sulit untuk terhapus 

sehingga bakteri berwarna ungu (Willey et al., 2008). 

 Uji katalase menunjukkan hasil negatif, yaitu tidak terlihat adanya 

gelembung. Bakteri aerob dan fakultatif anaerob memproduksi dua toksin sebagai 

hasil metabolism normal, yaitu hydrogen peroxide (𝐻2𝑂2) dan superoxide radical 

(𝑂2-). Bakteri memiliki dua enzim untuk detoksifikasi dua produk tersebut, salah 

satunya enzim katalase yang dapat mengubah hydrogen peroxide menjadi air dan 

oksigen (gelembung). Hasil uji yang negatif menunjukkan tidak adanya enzim 

katalase dan bakteri tersebut merupakan Streptococcus sp. (Tille, 2015). 

Kemudian, tes Vitek 2 compact yang menunjukkan prosentase kebenaran sebesar 

98% (excellent) memperkuat kesimpulan bahwa bakteri yang diteliti merupakan S. 

mutans. 

Uji hambat pembentukan biofilm pada penelitian ini dilakukan dengan 

metode dilusi tabung karena ekstrak yang digunakan kasar dan tidak dapat 

digunakan untuk metode microtiter. Dengan metode dilusi tabung pembentukan 

cincin biofilm dapat terlihat langsung di airfluid border pada dinding tabung. 

Sebelum dilaksanakannya penelitian inti, dilakukan penelitian pendahuluan untuk 

menentukan konsenterasi yang akan digunakan pada penelitian inti. Hasil 

penelitian pendahuluan menunjukkan secara visual bahwa biofilm S. mutans 

terhambat pada konsentrasi 12,5% dan pada konsentrasi 25% dan 50% sudah 

tidak terlihat adanya cincin biofilm.  

Penelitian inti kemudian dilakukan dengan melakukan perapatan 

konsenterasi menjadi 6 konsenterasi yaitu, 7%, 8%, 9%, 10%, dan 11%. Hasil 

penelitian inti menunjukkan penghambatan biofilm secara visual terlihat pada 
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konsenterasi 10% yang ditandai dengan tidak terbentuknya cincin pada airfluid 

border tabung.  Sedangkan, pada tabung kontrol terlihat cincin ungu yang sangat 

tebal pada air fluid border yng menunjukkan pembentukan biofilm terjadi tanpa 

hambatan. 

Data yang didapatkan dari penelitian ini berupa foto yang kemudian 

dianalisis secara kuantitatif dengan mengukur intensitas warna cincin biofilm 

melalui penghitungan Mean Gray Value (MGV). Secara visual ditemukan bahwa 

secara umum, warna cincin biofilm semakin tidak pekat seiring dengan tingginya 

konsentrasi ekstrak bawang putih. Setelah itu, dilakukan pengukuran MGV dengan 

menggunakan program Adobe Photoshop CS6 yang menunjukkan adanya 

kenaikan rata-rata MGV yang berbanding lurus dengan kenaikan konsentrasi 

ekstrak etanol bawang putih. Peningkatan rata-rata MGV menunjukkan intesitas 

warna cincin biofim yang semakin mendekati putih. Hal itu menandakan semakin 

tipisnya biofilm yang terbentuk.  

Didapatkan hasil MGV rata-rata pada konsentrasi 0% sebesar 113,75; 

konsentrasi 7% sebesar 129,65; konsentrasi 8% sebesar 142,67; konsentrasi 9% 

sebesar 147,18; konsentrasi 10% sebesar 154,94; konsentrasi 11% sebesar 

158,44, Kadar Hambat Biofilm Minimum (KHBM) dapat ditemukan pada 

konsenterasi 10%, karena pada tabung didapatkan MGV lebih dari 149,148 (MGV 

tabung kosong dikurangi 10% MGV tabung kosong). Hal ini menunjukan bahwa 

ekstrak etanol bawang putih (Allium sativum) memiliki potensi sebagai 

penghambat pembentukan biofilm bakteri S. mutans dengan KHBM pada 

konsentrasi 10%. 
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Penelitian ini selaras dengan penelitian yang dilakukan oleh Wangi (2017), 

dalam penelitiannya mengenai efek ekstrak bawang putih terhadap pembentukan 

biofilm Pseudomonas aeruginosa. Hasil penelitian menyebutkan bahwa semakin 

tinggi konsentrasi bawang putih yang diberikan, inhibisi yang dihasilkan akan 

semakin tinggi. Hal ini menunjukkan bahwa aktivitas penghambatan biofilm juga 

semakin meningkat.  

Penelitian lain oleh Birring (2015), menunjukkan bahwa konsenterasi 

ekstrak bawang putih sebesar 70% dapat mengurangi pertumbuhan Enterococcus 

faecalis sekaligus menghambat pembentukan biofilm bakteri. Konsenterasi 

optimal dalam penghambatan biofilm berbeda, hal ini disebabkan karena bakteri 

dan metode penelitian yang berbeda. Pada penelitian ini dilakukan penghambatan 

pertumbuhan biofilm secara in vitro pada gigi dengan menggunakan ekstrak 

bawang putih yang didapatkan melalui proses penyaringan menggunakan kain 

kasa.  

Studi mengenai efek ekstrak bawang putih terhadap pembentukan biofilm 

pada enam bakteri patogen oleh Mohsenipour (2015) memberikan hasil efektif. 

Penelitian dilakukan pada tiga bakteri gram positif dan tiga bakteri gram negatif. 

Hasil menunjukkan efek penghambatan pertumbuhan biofilm secara langsung 

berkolerasi dengan peningkatan ekstrak bawang putih yang diberikan. Daya 

hambat pembentukan biofilm paling tinggi di dapat pada bakteri Bacillus cereus 

dan Streptococcus pneumonia yang keduanya merupakan bakteri gram positif. 

Efek allicin (diallyl thiosulfinate) yang merupakan bahan aktif dalam bawang 

putih berperan penting dalam penghambatan pembentukan biofilm. Sebuah 

penelitian menggunakan Allicin sebagai pengambat biofilm Staphylococcus 
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epidermidis dengan metode microtiter plate memberikan hasil efektif. Hasil 

memperlihatkan efek allicin sebagai penghambat biofilm, kemampuan ini 

membuktikan bahwa allicin sendiri atau dikombinasikan dengan antibiotik dapat 

mencegah terjadinya infeksi (Cruz-Villalón, G., & Pérez-Giraldo ,2016). 

Ajoene memiliki aktivitas antibakteri yang bekerja dengan mekanisme yang 

sama dengan allicin, namun dengan potensi yang lebih kecil. Ajoene dianggap 

sebagai Quorum Sensing Inhibitor (QSI) utama yang terkandung di dalam bawang 

putih. Jakobsen et al. (2012) menyebutkan bahwa treatment menggunakan ajoene 

terhadap biofilm secara in vitro terbukti sinergis dengan efek antimikrobial dari 

tobramycin.  

Minyak atsiri dilaporkan dapat membunuh mikroorganisme dengan 

merusak dinding sel dan menghambat aktivitas enzim sehingga dapat mencegah 

agregasi bakteri. Hasil penelitian Hertiani (2011) menunjukkan bahwa minyak atsiri 

dapat menghambat pertumbuhan biofilm S. mutans. Pada hasil penelitian yang 

lain dikemukakan bahwa penambahan kombinasi minyak atsiri pada sediaan 

mouthwash dapat meningkatkan aktivitas penghambatan plak-biofilm (Pan et al., 

2003). 

Penelitian ini selaras dengan penelitian sebelumnya mengenai efek 

kandungan bawang putih, yaitu Allicin, ajoene, dan minyak atsiri. Hasil Penelitian 

ini membuktikan bahwa kandungan ekstrak bawang putih dapat menghambat 

pembentukan biofilm bakteri S. mutans secara in vitro. Manfaat klinis dari 

penelitian ini adalah penggunaan bawang putih sebagai alternatif pencegahan dan 

terapi terhadap infeksi S. mutan. Diharapkan pembentukan biofilm S.mutans dapat 
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dihambat sehingga dapat mengurangi prevalensi penyakit serta mencegah 

terjadinya resistensi antibiotik. 

Keterbatasan pada penelitian ini adalah pengamatan yang hanya dilakukan 

setelah masa inkubasi selesai (24 jam), tidak dilakukan sepanjang waktu dan 

secara real time. Oleh karena itu belum dapat dilihat dengan detail proses 

pembentukan biofilm secara langsung. Selain itu, terdapat beberapa faktor 

perancu yang dapat mempengaruhi hasil penelitian. Salah satunya, yaitu ekstrak 

bawang putih yang berupa pasta. Pada saat masa inkubasi beberapa partikel 

ekstrak menempel di dinding tabung sehingga sulit untuk dibersihkan dan dapat 

menyebabkan cincin biofilm putus. Jika tabung tidak dicuci dengan baik, partikel 

ekstrak dapat ikut terwarna dan menyulitkan pengamatan cincin biofilm secara 

visual, sehingga perlu dieksplorasi kembali metode ekstraksi untuk bawang putih 

yang digunakan untuk uji biofilm ke depannya. 
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BAB 7 

KESIMPULAN DAN SARAN 

 

7.1 Kesimpulan 

Berdasarkan dari hasil penelitian dapat disimpulkan bahwa : 

1. Ekstrak etanol bawang putih (Allium sativum) memiliki potensi sebagai 

penghambat pembentukan biofilm S. mutans secara in vitro.  

2. Kadar Hambat Biofilm Minimum (KHBM) dari ekstrak etanol bawang putih 

(Alllium sativum) dalam menghambat pembentukan biofilm pada bakteri S. 

mutans secara in vitro adalah pada konsentrasi 10%. 

3. Terdapat pengaruh yang signifikan antara peningkatan konsentrasi ekstrak 

etanol bawang putih (Allium sativum) terhadap penghambatan biofilm S. 

mutans. 

 

7.2 Saran 

Berdasarkan hasil dan proses penelitian, saya menyarankan hal-hal 

sebagai berikut: 

1. Perlu dilakukan penelitian untuk uji klinis selanjutnya secara in vivo 

untuk mengetahui farmakokinetik dan farmakodinamik ekstrak bawang 

putih. 

2. Perlu dicari metode ekstraksi bawang putih dengan konsenterasi 100% 

namun dengan hasil yang lebih halus tanpa partikel yang dapat 

menempel ke dinding tabung. 
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3. Perlu dikembangkan penelitian yang menggunakan ekstrak bawang 

putih dalam menghambat biofilm bakteri lainnya. 
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