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9. RINGKASAN 

Penggunaan antibiotik yang berulang dan tidak terkontrol dalam pengobatan infeksi 

bakteri telah menyebabkan peningkatan resistensi antimikroba, sehingga dibutuhkan alternatif 

terapi baru yang berasal dari bahan alam, salah satunya adalah daun cengkeh. Daun cengkeh 

telah dikenal memiliki kandungan senyawa aktif seperti eugenol, flavonoid, tanin, dan saponin, 

yang diduga berkontribusi terhadap aktivitas antibakterinya. Penelitian ini bertujuan untuk 

mengetahui kadar eugenol dalam daun cengkeh, aktivitas antibakteri ekstrak etanol daun 

cengkeh terhadap bakteri S.aureus ATCC 6538 dan E.coli ATCC 25922, dan aktivitas 

penghambatan biofilm bakteri S.aureus ATCC 6538. Metode yang digunakan untuk uji kadar 

eugenol adalah KLT-Densitometri, uji aktivitas antibakteri adalah difusi cakram disk dengan 

variasi konsentrasi 40%, 20%, 10%, 5%, dan 2,5% dan metode aktivitas penghambatan biofilm 

menggunakan metode microtiter broth dilution dengan variasi konsentrasi yang sama seperti 

uji aktivitas antibakteri. Hasil penelitian ini menunjukkan adanya kandungan eugenol di dalam 

daun cengkeh, aktivitas antibakteri terhadap bakteri  S.aureus ATCC 6538 dengan 

terbentuknya zona hambat pada konsentrasi 40%, 20%, 10% dengan rata-rata sebesar 16,26 

mm; 12,96 mm ; 10,79 mm kategori kuat dan sedang. Pada E.coli ATCC 25922 terbentuk zona 

hambat pada konsentrasi 40%, 20%, 10%, 5%, dan 2,5% dengan rata-rata sebesar 14,73 mm; 

12,47 mm; 10,32 mm; 9,24 mm; 7,73 mm kategori kuat dan sedang dalam menghambat 

pertumbuhan bakteri. Terdapat aktivitas penghambatan biofilm terhadap bakteri S.aureus 

ATCC 6538 pada konsentrasi terbesar 40% menunjukkan aktivitas menghambat pertumbuhan 

dan biofilm sebesar 43,67%. Berdasarkan hasil penelitian, ekstrak etanol daun cengkeh 

memiliki kandungan senyawa eugenol, memiliki kemampuan sebagai antibakteri S.aureus 

ATCC 6538 dan E.coli ATCC 25922, dan penghambatan biofilm bakteri S.aureus ATCC 6538.  

10. KEYWORDS 

Antibakteri, ekstrak etanol daun cengkeh, eugenol, Staphylococcus aureus  ATCC 6538, 

Escherichia coli ATCC 25922 



11. HASIL PELAKSANAAN PENELITIAN 

1. SKRINING FITOKIMIA 

 Skrining fitokimia merupakan salah satu metode skrining kualitatif untuk 

mendeteksi senyawa metabolit sekunder yang terdapat dalam tanaman dengan 

menggunakan pereaksi untuk melihat adanya perubahan yang menandakan adanya 

senyawa. Analisis yang akan dilakukan yaitu mengecek adanya senyawa flavonoid, 

saponin, alkaloid, tanin, fenolik, terpenoid. Hasil skrining fitokimia bisa dilihat di tabel 1. 

Tabel 1. Hasil Uji Skrining Fitokimia 

Uji Larutan Pereaksi Warna Ket. 

Flavonoid HCl pekat + Serbuk 

magnesium (Mg) 

Merah + 

Saponin Aquades + HCl 1N Berbusa + 

Alkaloid HCl 2N + Mayer Endapan putih atau 

kuning 

+ 

HCl 2N + 

Dragendroff 

Endapan jingga 

sampai merah coklat 

+ 

Tanin FeCl3 Biru tua atau hijau 

kehitaman 

+ 

Fenolik Etanol 96% + FeCl3 

1% 

Hijau, biru, atau 

merah 

+ 

Terpenoid CH3COOH + H2SO4 

pekat 

Merah atau jingga + 

Keterangan : (+) : adanya senyawa aktif  

 

Pada pengujian flavonoid pada EEDC menggunakan larutan asam berupa HCl pekat. 

Hasilnya menyatakan EEDC mengandung flavonoid yang ditunjukkan dengan perubahan 

warna menjadi merah. Warna merah yang terbentuk disebabkan oleh terjadinya reduksi 

dengan Mg dan HCl pekat. HCl pekat digunakan untuk menghidrolisis flavonoid menjadi 

aglikon dengan menghidrolisis O-glikosil. Glikosil akan digantikan oleh H+ dari asam 

dikarenakan sifat elektrofiliknya (Ikalinus et al., 2015). Sesuai dengan penelitian Arum 

Nata, et al (2024) pada pengujian ini dihasilkan ekstrak mengandung flavonoid dengan 

penambahan larutan HCl pekat dan Mg. Flavonoid memiliki mekanisme kerja sebagai 

antibakteri dengan membentuk senyawa kompleks dengan protein ekstraseluler dan 

protein, sehingga dapat merusak membran sel bakteri dan terjadi pelepasan senyawa 

intraseluler (Tilarso et al., 2021).  

Kemudian pengujian saponin pada EEDC digunakan larutan aquades lalu 

dipanaskan dan ditambahkan HCl 1N, yang kemudian digojog selama ±10 detik dan akan 

membentuk busa stabil >10 menit setinggi 1-10 cm. Terjadinya pembentukan busa 

dikarenakan senyawa yang memiliki gugus polar maupun non-polar bersifat aktif 

permukaan sehingga saat digojog dengan aquades atau air, saponin akan membentuk 

misel. Dalam struktur misel, gugus polar menghadap ke luar dan gugus non-polar 

menghadap ke dalam, keadaan ini yang akan tampak seperti busa (Muniaha et al., 2024). 

Setelah penambahan aquades kemudian dipanaskan, tujuan pemanasan yaitu untuk 

memperluas kelarutan saponin dalam aquades. Saponin punya dua gugus yang berbeda 

sifatnya yaitu hidrofilik dan hidrofobik yaitu aglikon (sapogenin). HCl ditambahkan pada 

uji saponin akan mengakibatkan peningkatan kepolaran saponin sehingga terjadi 

perubahan letak gugus penyusunnya. Saponin memiliki glikosil berfungsi untuk gugus 

polar dan terpenoid atau steroid berfungsi sebagai gugus non-polar (Armayanti et al., 

2023). Sesuai dengan pengujian (Suhendar & Sogandi, 2019b), pada pengujian ini 



ditambahkan aquades lalu dipanaskan dan ditambahkan HCl dihasilkan busa stabil yang 

menandakan adanya saponin. Saponin memiliki mekanisme sebagai antibakteri dengan 

menyebabkan kebocoran protein dan enzim dalam sel bakteri (Rini et al., 2017). 

Kemudian pada pengujian alkaloid pada EEDC menggunakan pereaksi HCl 2N, 

Mayer, dan Dragendorff.  Sebelum ditetesi pereaksi mayer dan dragendorff, EEDC 

ditambahkan HCl. Fungsi penambahan HCl untuk menarik kandungan alkaloid dalam 

EEDC, mengingat bahwa alkaloid bersifat basa dan saat ditambahkan HCl yang bersifat 

asam akan terbentuk garam, sehingga alkaloid terpisah dengan senyawa-senyawa lain 

yang berasal dari sel tumbuhan yang akan ikut terekstrak dengan cara mendistribusikannya 

ke fase asam (Oktapiya et al., 2022). Hasil penetesan dengan pereaksi mayer muncul 

endapan putih dan pada penetesan dengan pereaksi dragendorff terbentuk endapan jingga 

kemerahan. Hasil positif pada pereaksi mayer disebabkan senyawa alkaloid bereaksi 

dengan ion tetraiodomerkurat (II) kemudian membentuk senyawa kompleks yang 

mengendap. Kemudian hasil positif pada pereaksi dragendorff disebabkan karena endapan 

yang terbentuk terdiri dari kalium-alkaloid, di mana nitrogen dalam uji alkaloid 

berinteraksi dengan pereaksi dragendorff untuk menghasilkan ikatan kovalen koordinat 

dengan K+ yang termasuk dalam kategori ion logam. Hal ini dapat terjadi karena ion 

merkuri adalah ion logam berat yang dapat mengendapkan senyawa alkaloid yang 

memiliki sifat basa (Armayanti et al., 2023) . Sesuai dengan pengujian (Suhendar & 

Sogandi, 2019b), pada pengujian ini EEDC menunjukkan hasil positif alkaloid. Alkaloid 

memiliki kemampuan antibakteri dengan mengganggu elemen yang menyusun 

peptidoglikan dalam sel bakteri sehingga lapisan dinding sel tidak dapat terbentuk 

sempurna dan menyebabkan kematian sel (Nurhasanah & Gultom, 2020).  

Pengujian tanin pada EEDC menggunakan pereaksi FeCl3 yang menunjukkan hasil 

positif tanin dengan timbulnya warna hijau kehitaman. Fungsi penambahan FeCl3 yaitu 

untuk menghidrolisis golongan tanin yang akan menghasilkan warna hijau kehitaman di 

tanin terkondensasi. Hasil warna hijau kehitaman disebabkan karena tanin adalah senyawa 

polar yang ketika ditambahkan FeCl3 akan terjadi perubahan warna menjadi hijau 

kehitaman atau biru tua yang menunjukkan adanya tanin (Oktapiya et al., 2022). Hal ini 

sesuai dengan penelitian (Arum et al., 2024), dihasilkan warna hijau kehitaman yang 

menunjukkan adanya tanin. Tanin memiliki mekanisme sebagai antibakteri dengan 

mengganggu permeabilitas sel bakteri dan dapat mengerutkan dinding sel atau membran 

sel bakteri (Hidayatullah & Mourisa, 2023).  

Kemudian pada pengujian fenolik menggunakan penambahan etanol 96% dan 

pereaksi FeCl3 1%, hasil positif fenolik dengan timbulnya warna hijau, biru, atau merah. 

Fungsi penambahan pereaksi FeCl3 yaitu untuk membentuk senyawa kompleks dan saat 

terbentuk senyawa kompleks akan terjadi perubahan warna yang bisa diidentifikasi. 

Senyawa fenol akan membentuk senyawa kompleks dengan ion Fe3+  (Wardhani & 

Supartono, 2015). Hasil perubahan tersebut menunjukkan bahwa ekstrak mengandung 

tannin katekol (senyawa derivat fenol) (Bayani, 2016). Hasil ini sesuai dengan penelitian 

(Suhendar & Sogandi, 2019b), dihasilkan warna hijau yang menunjukkan positif fenolik. 

Fenolik memiliki mekanisme antibakteri dengan mendenaturasi protein membran sel 

melalui ikatan hidrogen yang terbentuk, dengan merusak struktur tersier dari protein yang 

menyebabkan kerusakan protein dan menyebabkan protein tidak dapat berfungsi. Fungsi 

protein ini untuk metabolisme sel bakteri (Hidayatullah & Mourisa, 2023).  

Pada pengujian terpenoid  EEDC diuji  menggunakan metode Liebermann-Bucchard 

menggunakan penambahan pereaksi asam asetat glasial dan pereaksi H2SO4 pekat, 

menunjukkan perubahan warna menjadi merah atau jingga. Fungsi penambahan asam 

asetat glasial adalah memisahkan gugus steroid-terpenoid dengan gugus-gugus lain. 

Kemudian ditambahkan asam sulfat pekat (H2SO4 pekat) dengan tujuan untuk 



memisahkan ikatan gula pada senyawa. Apabila ikatan gula terputus maka hasil positif 

steroid-terpenoid bebas dalam sampel akan ditandai dengan munculnya cincin berwarna 

merah. Pengujian ini didasarkan pada potensi senyawa terpenoid dalam menghasilkan 

warna saat ditambahkan H2SO4 pekat dan asam asetat glasial yang memunculkan warna 

jingga (Puspa et al., 2017). Hasil dari analisis fitokimia ini menunjukkan EEDC 

mengandung senyawa terpenoid yang ditandai dengan munculnya warna jingga. Hal ini 

sesuai dengan pengujian (Arum et al., 2024), yang positif adanya terpenoid. Terpenoid 

memiliki mekanisme sebagai antibakteri dengan menyebabkan pengurangan kemampuan 

permeabilitas membran sel bakteri yang diakibatkan oleh senyawa terpenoid yang 

berinteraksi dengan porin (protein yang melintasi membran) pada membran luar dinding 

sel bakteri dan membentuk ikatan polimer yang kuat, sehingga menyebabkan kerusakan 

porin yang berfungsi sebagai saluran keluar masuk senyawa dan mengurangi permeabilitas 

membran sel bakteri (Hidayatullah & Mourisa, 2023).  

 

2. UJI ANTIBAKTERI 

Penelitian uji aktivitas antibakteri ini menggunakan metode difusi kertas cakram 

(disk diffusion). Metode difusi kertas cakram dalam pengujian antibakteri menunjukkan 

tingkat kecocokan berkisar antara 82.0%-100% yang bergantung pada tipe antibiotik yang 

diterapkan (Rahman et al., 2022). Dapat dimanfaatkan untuk senyawa non-polar, cepat, 

praktis, dan mudah (Mengko et al., 2022). Dapat digunakan untuk mengamati aktivitas 

antibakteri pada konsentrasi tertentu di berbagai jenis bakteri (Ramadhani & Novema, 

2022). 

Pengujian aktivitas antibakteri pada penelitian ini menggunakan bakteri S.aureus 

(Staphylococcus aureus ) ATCC 6538 dan E.coli (Escherichia coli) ATCC 25922 

kemudian dilakukan 3 kali replikasi. Sampel yang digunakan adalah EEDC dengan variasi 

konsentrasi 40%, 20%, 10%, 5%, dan 2,5%. Dibuat variasi konsentrasi dikarenakan untuk 

mengamati perbedaan kemampuan penghambatan yang disebabkan oleh variasi 

konsentrasi. Uji dilakukan 3 kali replikasi dikarenakan untuk memperoleh hasil yang lebih 

tepat (Wardaniati & Gusmawarni, 2021). Kemudian kontrol positif yang digunakan adalah 

ampisillin 1 mg/ml  dan untuk kontrol negatif yaitu DMSO 1%. Ampisillin digunakan dan 

dipilih sebagai kontrol positif dikarenakan untuk menguji apakah pertumbuhan bakteri 

yang dipakai dapat dihambat atau melihat apakah bakteri tersebut memiliki sifat resisten 

terhadap senyawa antibakteri. Ampisillin termasuk dalam kelompok penisillin yang 

memiliki rentang efek yang luas, sehingga dipilih sebagai kontrol positif karena 

kemampuannya dalam menghambat pertumbuhan bakteri baik Gram positif maupun Gram 

negatif. Cara kerja Ampisillin sebagai antibiotik adalah dengan menghalangi sintesis 

dinding sel bakteri. Gangguan yang terjadi pada sintesis dinding sel ini menyebabkan 

bakteri gagal dalam mengatasi tekanan osmotik yang ada di dalam dan luar sel, yang 

akhirnya menyebabkan sel bakteri tersebut pecah dan menyebabkan bakteri mati 

(Rakasiwi et al., 2023). DMSO 1% digunakan sebagai kontrol negatif dikarenakan tidak 

memberikan aktivitas hambatan pada bakteri yang sedang diuji (Rizki et al., 2021). 

Penggunaan kontrol positif untuk kontrol dari agen uji, dengan membandingkan luas area 

hambatan yang terbentuk, lalu untuk kontrol negatif digunakan untuk menunjukkan 

apakah EEDC dipengaruhi oleh pelarutnya atau tidak (Mengko et al., 2022b). Data yang 

akan didapatkan adalah ukuran diameter zona hambat dengan melihat area bening yang 

berada di sekitar kertas cakram pada setiap tingkat konsentrasi. 

 

 

 

 



Tabel 2. Hasil pengukuran Zona Hambat Antibakteri S.aureus ATCC 6538 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Hasil uji antibakteri EEDC terhadap S.aureus ATCC 6538 pada Gambar 8 

menunjukkan adanya zona hambatan atau bening disekitar kertas cakram. Hasil 

pengukuran uji antibakteri pada penelitian ini dapat dilihat di Tabel 6. Pengujian 

aktivitas antibakteri EEDC menunjukkan adanya aktivitas antibakteri terhadap 

S.aureus ATCC 6538 dengan terbentuk zona hambat pada konsentrasi 10% sebesar 

10,79 mm, konsentrasi 20% sebesar 12,96 mm, konsentrasi 40% sebesar 16,26 mm. 

Berdasarkan dalam kategori zona hambat bakteri, konsentrasi 10%, 20%, dan 40% 

memiliki kemampuan zona hambat yang sedang dan kuat, hal ini menandakan 

semakin besar konsentrasi EEDC maka semakin luas pula zona hambatan yang 

terbentuk.  

Berdasarkan penelitian yang dilakukan oleh (Huda et al., 2018), semakin naik 

konsentrasi ekstrak maka akan semakin besar kandungan antibakteri dalam ekstrak 

cengkeh, sehingga akan semakin tinggi aktifasi antibakteri dalam menghambat 

perkembangan atau pertumbuhan bakteri S.aureus. Terbentuknya zona hambat 

disekitar kertas cakram menandakan konsentrasi tersebut memiliki kandungan 

antibakteri, hal ini dikarenakan daun cengkeh memiliki kandungan eugenol, 

triterpenoid, dan fenol yang bekerja sebagai antibakteri.  

Eugenol adalah komponen dominan yang berada dalam cengkeh, dengan 

proporsi antara 78%-95%. Eugenol merupakan kelompok senyawa fenol yang bersifat 

asam lemah. Senyawa eugenol merupakan senyawa antibakteri yang dapat 

menghalangi perkembangan bakteri patogen, baik yang termasuk dalam kategori 

Gram positif maupun Gram negatif. Eugenol  sebagai asam lemah, senyawa fenolik 

dapat mengalami ionisasi dengan melepaskan ion H+ dan meninggalkan bagian yang 

bermuatan negatif. Keadaan bermuatan negatif ini akan ditolak oleh dinding sel 

bakteri Gram positif yang juga memiliki muatan negatif di dalamnya, sehingga fenol 

dapat berfungsi untuk menghambat pertumbuhan bakteri patogen Gram positif (Huda 

et al., 2018). Pada Gram negatif, eugenol merusak membran sel sitoplasma. Sebagai 

senyawa hidrofobik, eugenol dengan mudah dapat menembus membran sel ke dalam 

lipoposakarida dan memasukin bagian dalam sitoplasma. Setelah berada di dalam sel, 

eugenol dapat mengakibatkan perubahan pada struktur sel, yang berujung pada 

kebocoran elemen intraseluler (Ulanowska & Olas, 2021). Kemudian triterpenoid 

berfungsi sebagai antibakteri, bekerja dengan cara berinteraksi dengan porin (protein 

transmembran), yaitu protein yang berada di membran luar dinding sel bakteri. 

Interaksi ini mengakibatkan pembentukan ikatan polimer yang kokoh, yang pada 

Kelompok Perlakuan 

Rata-rata Diameter  

Zona Hambat  

(mm) ± SD 

Kategori Zona 

Hambat  

K+ 32,06 ± 0,04* Sangat kuat 

K- 0 Tidak ada 

Konsentrasi EEDC 2,5% (5) 0 Tidak ada 

Konsentrasi EEDC 5% (4) 0 Tidak ada 

Konsentrasi EEDC 10% (3) 10,79 ± 0,36* Sedang 

Konsentrasi EEDC 20% (2) 12,96 ± 1,63* Kuat 

Konsentrasi EEDC 40% (1) 16,26 ± 0,04* Kuat 
Keterangan : K+ (Kontrol Positif : sampel yang berisikan Ampisillin 1mg/ml; K- 

(Kontrol Negatif : sampel yang berisikan DMSO 1%); Seri kadar EEDC secara berturut-

turut 2,5%, 5%, 10%, 20%, dan 40%; SD : standard deviation atau simpangan baku; (*) : 

merupakan sig ≤ 0,05 menandakan adanya perbedaan signifikan. 



gilirannya merusak porin. Sel-sel bakteri yang terpengaruh akan mengalami 

kekurangan nutrisi, yang menyebabkan pertumbuhannya terhenti atau mati. 

Kemudian untuk fenol sebagai antibakteri dengan mengubah bentuk protein dalam 

sel. Ikatan hidrogen yang terbentuk antara fenol dan protein menyebabkan kerusakan 

pada struktur protein (Lambiju et al., 2017). 

 

Tabel 3. Hasil pengukuran Zona Hambat Antibakteri E.coli ATCC 25922 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Hasil dari pengujian antibakteri EEDC terhadap bakteri E.coli ATCC 25922 

dapat dilihat pada Gambar 9 menunjukkan adanya area bening atau terbentuknya zona 

hambatan yang muncul disekitar kertas cakram. Data hasil pengukuran uji antibakteri 

E.coli ATCC 25922 pada penelitian ini dapat dilihat pada Tabel 9. Uji aktivitas 

antibakteri EEDC menunjukkan adanya kemampuan aktivitas antibakteri terhadap 

E.coli ATCC 25922 dengan terbentuknya zona hambat pada konsentrasi 2,5% sebesar 

7,73 mm, konsentrasi 5% sebesar 9,24 mm, konsentrasi 10% sebesar 10,32 mm, 

konsentrasi 20% sebesar 12,47, dan konsentrasi 40% sebesar 14,73 mm. Berdasarkan 

dalam kategori zona hambat bakteri, konsentrasi 2,5%, 5%, 10%, 20%, dan 40% 

memiliki kemampuan zona hambat yang sedang hingga kuat, hal ini menunjukkan 

bahwa semakin tinggi konsentrasi EEDC, maka semakin luas zona hambatan yang 

terbentuk. 

Pada pengujian aktivitas antibakteri EEDC E.coli ATCC 25922 dapat 

menunjukkan aktivitas hambatan di semua konsentrasi yaitu 2,5%, 5%, 10%, 20%, 

dan 40% dibandingkan pada bakteri S.aureus ATCC 6538 yang hanya dapat 

menghambat di konsentrasi 10%, 20%, dan 40%. Berdasarkan penelitian (Dima & 

Astuty, 2016), yang meneliti efektivitas antibakteri terhadap bakteri E.coli dan 

S.aureus, menunjukkan hasil diameter zona hambat E.coli lebih besar dibandingkan 

diameter zona hambat S.aureus. Hal ini dikarenakan bakteri E.coli termasuk kategori 

bakteri Gram negatif, sementara S.aureus merupakan bakteri Gram positif. Oleh 

karena itu, kedua bakteri tersebut memiliki struktur dinding sel yang berbeda. Dinding 

sel bakteri Gram negatif terdiri dari lapisan peptidoglikan yang tipis, yang 

membuatnya lebih rentan terhadap kerusakan. Sebaliknya, bakteri Gram positif 

memiliki dinding sel dengan lapisan peptidoglikan yang lebih tebal dan kokoh, 

sehingga lebih tahan pengaruh agen antibakteri atau penggunaan antibiotik 

(Ramadhani & Novema, 2022).  

 

Kelompok Perlakuan 

Rata-rata Diameter  

Zona Hambat  

(mm) ± SD 

Kategori 

Zona Hambat 

K+ 20,47 ± 0,02* Kuat 

K- 0 Tidak ada 

Konsentrasi EEDC 2,5% (5) 7,73 ± 0,80* Sedang 

Konsentrasi EEDC 5%(4) 9,24 ± 1,29* Sedang 

Konsentrasi EEDC 10% (3) 10,32 ± 2,01* Sedang 

Konsentrasi EEDC 20% (2) 12,47 ± 2,13* Kuat 

Konsentrasi EEDC 40% (1) 14,73 ± 0,59* Kuat 
Keterangan : K+ (Kontrol Positif : sampel yang berisikan Ampisillin 1mg/ml; K- 

(Kontrol Negatif : sampel yang berisikan DMSO 1%); Seri kadar EEDC secara 

berturut-turut 2,5%, 5%, 10%, 20%, dan 40%; SD : standard deviation atau simpangan 

baku; (*) : merupakan sig ≤ 0,05 menandakan adanya perbedaan signifikan. 



3. UJI PENGHAMBATAN BIOFILM 

Pengujian penghambatan biofilm dilaksanakan menggunakan metode Microtiter 

broth dilution yang artinya menggunakan media yang cair, suspensi bakteri, dan 

senyawa uji yang dibuat pengenceran bertingkat yang menggunakan microplate 96 

wells, kemudian diamati nilai konsentrasi bakteri atau kerentanan bakteri (Optical 

Density atau OD) yang ada di dalam tiap wells atau sumuran yang dilihat menggunakan 

instrument Microplate reader yang kemudian akan diaplikasikan dalam nilai 

absorbansi. Hasil nilai absorbansi dapat dilihat di Tabel 4. 

Uji penghambatan biofilm menggunakan suspensi bakteri S.aureus ATCC 6538, 

karena merupakan salah satu jenis bakteri yang mampu memicu berbagai penyakit dan 

memiliki kemampuan untuk membentuk biofilm sehingga memiliki kemampuan untuk 

melindungi diri dari antibiotik (Muhammad & Agustiningtyas, 2021). Setelah melalui 

tahap inkubasi selama 24 jam pada suhu 37°, yang merupakan waktu optimal 

pembentukan biofilm (Singh et al., 2017). Selanjutnya, media yang ada di dalam wells 

dibuang dan dicuci sebanyak 3 kali, dengan tujuan untuk menghilangkan sel-sel 

planktonic serta komponen media yang tidak melekat. Wells diwarnai dengan kristal 

violet 0,1%, tujuan menggunakan pewarna kristal violet karena merupakan pewarna 

dasar yang dapat berinteraksi dengan molekul bermuatan negatif serta polisakarida 

dalam matriks ekstraseluler, yang memberi warna pada sel yang hidup, mati, dan juga 

matriks biofilm. Setiap wells akan diberi perlakuan dengan kristal violet 0,1%, sehingga 

kristal violet akan tetap terikat pada bagian yang memiliki biofilm. Jika terlihat warna 

ungu menyerupai cincin di dasar wells, menandakan  bahwa biofilm telah terbentuk, 

kemudian diinkubasi pada suhu ruang (Rollando, 2017). Kemudian tambahkan etanol 

96 ke dalam setiap wells yang memiliki  cincin berwarna ungu di bagian bawahnya 

untuk melarutkan kristal violet, lalu inkubasi pada suhu ruang (Besan et al., 2023).  

 

 

Tabel 4. Hasil Uji Penghambatan Biofilm EEDC S.aureus ATCC 6538 

Perlakuan 

Optical Density Rata-

rata OD 

± SD 

%Penghambatan 
Replikasi 

1 2 3 4 

EEDC  

2,5% 
0,135 0,135 0,134 0,127 

0,133 ± 

0,004 
0,019 

EEDC  

5% 
0,105 0,092 0,089 0,097 

0,096 ± 

0,007 
27,98 

EEDC  

10% 
0,093 0,082 0,087 0,085 

0,087 ± 

0,005 
34,64 

EEDC  

20% 
0,073 0,091 0,071 0,075 

0,077 ± 

0,009 
41,75 

EEDC  

40% 
0,073 0,074 0,079 0,073 

0,075 ± 

0,003 
43,67 

K+  

0,0625mg/ml 
0,056 0,188 0,094 0,047 

0,096 ± 

0,064 
27,82 

K+  

0,125mg/ml 
0,056 0,070 0,051 0,051 

0,057 ± 

0,009 
57,14 

K+  

0,25mg/ml 
0,045 0,067 0,049 0,063 

0,056 ± 

0,010 
57,89 

K+  

0,5mg/ml 
0,052 0,058 0,052 0,049 

0,053 ± 

0,003 
60,15 



K+  

1mg/ml 
0,052 0,047 0,051 0,047 

0,049 ± 

0,003 
72,41 

K- 0,111 0,159 0,122 0,139 
0,133 ± 

0,021 
0,00 

Keterangan : K+ (Kontrol Positif : sampel yang berisikan Ampisillin dengan seri kadar 1 mg/ml, 

0,5 mg/ml, 0,25 mg/ml, 0,125 mg/ml, 0,0625 mg/ml; K- (Kontrol Negatif : sampel yang berisikan 

DMSO 1%); Seri kadar EEDC secara berturut-turut 2,5%, 5%, 10%, 20%, dan 40%; SD : 

standard deviation atau simpangan baku 

 

Kemudian microplate 96 wells yang sudah ditambahkan etanol 96 dibaca 

absorbansinya menggunakan Microplate reader, pada panjang gelombang 620 nm. 

Microplate reader digunakan karena dapat melakukan analisa antigen atau antibodi 

yang terdeteksi pada permukaan media dengan banyak sampel sehingga lebih cepat 

untuk mendapatkan hasil. Hasil dari penelitian ini menunjukkan EEDC memiliki 

aktivitas penghambatan biofilm terhadap bakteri S.aureus ATCC 6538 ditandai dengan 

nilai OD lebih rendah dibandingkan kontrol negatif. Setiap peningkatan konsentrasi, 

aktivitas penghambatan biofilm juga mengalami peningkatan. Semakin besar 

konsentrasi EEDC, maka semakin rendah nilai OD yang diperoleh. Pada penelitian ini 

dihasilkan pada konsentrasi 40% didapatkan nilai OD sebesar 0,075. Presentase 

penghambatan tertinggi terdapat pada konsentrasi 40% dengan presentase 

penghambatan mencapai 43,67%.  

Berdasarkan hasil penelitian (Shehabeldine et al., 2023), cengkeh memiliki efek 

penghambatan biofilm yang signifikan terhadap bakteri S.aureus ATCC 6538 dan 

mengurangi perkembangan biofilm secara signifikan. Hal ini dikarenakan cengkeh 

memiliki kemampuan untuk menghambat pembentukan biofilm karena mengandung 

zat aktif seperti tanin, flavonoid, alkaloid, dan terpenoid. Pada tahap pencegahan 

pertumbuhan, alkaloid berfungsi dengan menghalangi quorum sensing (Gupta et al., 

2016). Tanin berfungsi untuk menghambat gen icA dan icaD. Flavonoid mampu 

merusak membran sel secara permanen serta menimbulkan perubahan pada struktur 

protein dan asam nukleat, yang mengakibatkan degradasi protein. Terpenoid dapat 

merusak porin dengan cara membentuk ikatan polimer yang kuat, sehingga sel 

mengalami kekurangan zat gizi sehingga akan menghambat pertumbuhan biofilm 

(Fitriyah & Cahyaningrum, 2023). 

 

12. KESIMPULAN PENELITIAN 

Berdasarkan hasil penelitian, ekstrak etanol daun cengkeh memiliki kandungan senyawa 

eugenol, memiliki kemampuan sebagai antibakteri S.aureus ATCC 6538 dan E.coli ATCC 

25922, dan penghambatan biofilm bakteri S.aureus ATCC 6538.  
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Penggunaan antibiotik yang berulang dan tidak terkontrol dalam pengobatan infeksi 

bakteri telah menyebabkan peningkatan resistensi antimikroba, sehingga dibutuhkan alternatif 

terapi baru yang berasal dari bahan alam, salah satunya adalah daun cengkeh. Daun cengkeh 

telah dikenal memiliki kandungan senyawa aktif seperti eugenol, flavonoid, tanin, dan saponin, 

yang diduga berkontribusi terhadap aktivitas antibakterinya. Penelitian ini bertujuan untuk 

mengetahui kadar eugenol dalam daun cengkeh, aktivitas antibakteri ekstrak etanol daun 

cengkeh terhadap bakteri S.aureus ATCC 6538 dan E.coli ATCC 25922, dan aktivitas 

penghambatan biofilm bakteri S.aureus ATCC 6538. Metode yang digunakan untuk uji kadar 

eugenol adalah KLT-Densitometri, uji aktivitas antibakteri adalah difusi cakram disk dengan 

variasi konsentrasi 40%, 20%, 10%, 5%, dan 2,5% dan metode aktivitas penghambatan biofilm 

menggunakan metode microtiter broth dilution dengan variasi konsentrasi yang sama seperti 

uji aktivitas antibakteri. Hasil penelitian ini menunjukkan adanya kandungan eugenol di dalam 

daun cengkeh, aktivitas antibakteri terhadap bakteri  S.aureus ATCC 6538 dengan 

terbentuknya zona hambat pada konsentrasi 40%, 20%, 10% dengan rata-rata sebesar 16,26 

mm; 12,96 mm ; 10,79 mm kategori kuat dan sedang. Pada E.coli ATCC 25922 terbentuk zona 

hambat pada konsentrasi 40%, 20%, 10%, 5%, dan 2,5% dengan rata-rata sebesar 14,73 mm; 

12,47 mm; 10,32 mm; 9,24 mm; 7,73 mm kategori kuat dan sedang dalam menghambat 

pertumbuhan bakteri. Terdapat aktivitas penghambatan biofilm terhadap bakteri S.aureus 

ATCC 6538 pada konsentrasi terbesar 40% menunjukkan aktivitas menghambat pertumbuhan 

dan biofilm sebesar 43,67%. Berdasarkan hasil penelitian, ekstrak etanol daun cengkeh 

memiliki kandungan senyawa eugenol, memiliki kemampuan sebagai antibakteri S.aureus 

ATCC 6538 dan E.coli ATCC 25922, dan penghambatan biofilm bakteri S.aureus ATCC 6538.  

Kata kunci : Antibakteri, ekstrak etanol daun cengkeh, eugenol, Staphylococcus aureus  

ATCC 6538, Escherichia coli ATCC 25922. 

 

 

 

 

 

 

PENDAHULUAN 

Menurut laporan World Health Organization (WHO) tahun 2015, penyakit infeksi 

merupakan penyebab kematian terbesar pada anak-anak dan orang dewasa dengan jumlah 

kematian lebih dari 13 juta jiwa setiap tahunnya. Salah satu penyakit infeksi yang sering 

dialami oleh masyarakat yaitu penyakit infeksi kulit dan diare yang disebabkan oleh bakteri 

Staphylococcus aureus  dan Escherichia coli (Zarah et al., 2022). Infeksi oleh bakteri 

Staphylococcus aureus  menyebabkan timbulnya tanda-tanda penyakit seperti kemerahan, 

pembentukan abses, peradangan, dan nyeri di area yang terinfeksi (Kalu et al., 2022). Penyakit 

yang dapat disebabkan oleh Escherichia coli, diantaranya infeksi saluran pencernaan, infeksi 

saluran kemih, dan meningitis (Fariani & Advinda, 2022).  



Antibiotik diberikan sebagai salah satu cara untuk mengobati penyakit yang disebabkan 

infeksi bakteri. Penggunaan antibiotik yang berlebihan dan pemberian dalam jangka waktu 

yang panjang dapat mengakibatkan terjadinya resistensi bakteri. Apabila terjadi resistensi 

maka dapat mengakibatkan bahan antibiotika sintesis menjadi tidak efektif dan bisa 

memberikan efek samping selama penggunaan (Nurcholis et al., 2019). Perlu untuk mencari 

sumber antibiotik alami dikarenakan saat ini sudah banyak ditemukan bakteri Staphylococcus 

aureus  dan Escherichia coli  yang resisten terhadap beberapa antibiotik (Ramadhani et al., 

2020). Sebagian besar sampel Staphylococcus aureus  yang diisolasi menunjukkan 

kemampuan membentuk biofilm dan menunjukkan hasil resistensi terhadap ampisilin, 

cefoxitin, ciprofloxacin, eritromisin, kloramfenikol, dan vankomisin (Alarjani & Skalicky, 

2021). Isolat Escherichia coli diketahui resisten terhadap antibiotik golongan betalaktam yaitu 

penisillin, ampisillin dan antibiotik tetrasiklin. Bakteri Escherichia coli memiliki enzim 

betalaktamase yaitu enzim yang mampu menginaktivasi antibiotik betalaktam (Nurjanah et al., 

2020). Masalah resistensi bakteri ini dapat diatasi dengan mencari sumber antibakteri yang 

berasal dari bahan alam.  

Penelitian terkait pemanfaatan bahan alam banyak mengalami perkembangan. Dalam hal 

ini sudah banyak penelitian terkait pemanfaatan bahan alam sebagai antibakteri. Pemanfaatan 

bahan alam untuk mengatasi infeksi kulit dan pencernaan cukup diminati oleh masyarakat 

karena memiliki sedikit efek samping. Permasalahan infeksi kulit dan diare yang disebabkan 

bakteri Staphylococcus aureus  dan Escherichia coli dapat diatasi dengan memanfaatkan bahan 

alam yang memiliki sifat antibakteri, contohnya seperti tanaman cengkeh yang mengandung 

senyawa bioaktif yaitu eugenol dan flavonoid (Nastiti et al., 2024). Daun cengkeh memiliki 

kandungan senyawa kimia aktif  seperti eugenol, flavonoid, saponin, tanin, dan alkaloid yang 

memiliki aktivitas antibakteri (Azizah et al., 2017). Terdapat senyawa aktif lainnya yaitu 

fenolik dan terpenoid yang memiliki aktivitas antibakteri (Pradana et al., 2024).  

Eugenol merupakan komponen yang paling banyak ditemukan di minyak atsiri cengkeh, 

sebesar 70-96% (Nirmala, 2020). Komponen yang terkandung di daun cengkeh (Syzygium 

aromaticum L.) dapat menimbulkan aroma yang khas. Minyak tersebut memiliki sifat 

stimulant, antiseptik, anestetik, dan antispasmodik (Nurdjannah, 2016). Senyawa ini juda 

memiliki kemampuan antifungi dan antibakteri yang sangat efektif terhadap bakteri gram 

positif dan gram negatif. Selain eugenol, terdapat senyawa flavonoid yang telah diketahui 

memiliki kemampuan sebagai antibakteri (Safitri & Purnamawati, 2021). Senyawa eugenol 

merupakan bahan kimia antibakteri yang dapat menekan pertumbuhan bakteri gram positif dan 

negatif (Agustinisari et al., 2020). Memiliki sifat lipofilik (larut dalam lemak) dapat 

mengakibatkan terjadinya adhesi dengan membran sel bakteri sehingga tekanan osmotik akan 

meningkat, menyebabkan kerusakan membran sel dan menghambat respirasi bakteri. Proses 

respirasi terhambat dapat menimbulkan terganggunya transport ion sel sehingga bakteri 

mengalami kematian.  

Salah satu bagian dari tanaman cengkeh yang dapat digunakan sebagai obat untuk 

menghambat pertumbuhan bakteri adalah daun cengkeh. Daun cengkeh sering dimanfaatkan 

sebagai sumber minyak cengkeh. Penelitian sebelumnya telah mengungkapkan bahwa pada 

bagian daun cengkeh mengandung senyawa flavonoid, triterpenoid, fenolat, dan tanin yang 

merupakan senyawa bersifat antibakteri (Huda et al., 2018). Pada penelitian sebelumnya, 

konsentrasi terkecil daun cengkeh yang mampu menghambat bakteri gram positif dan gram 

negatif terdapat di konsentrasi 10% (Dewi et al., 2021). 

Berdasarkan uraian diatas, peneliti ingin melakukan penelitian untuk mengetahui 

aktivitas antibakteri ekstrak etanol daun cengkeh (Syzygium aromaticum L.) terhadap bakteri 

Staphylococcus aureus  dan Escherichia coli dengan metode difusi cakram. Pada metode difusi 

cakram akan dilakukan pengukuran zona hambat. Setelah itu dilakukan pengujian antibiofilm 

untuk melihat aktivitas penghambatan biofilm bakteri Staphylococcus aureus (Dewi et al., 



2020). Hasil penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi ilmiah terkait potensi daun 

cengkeh (Syzygium aromaticum L.) sebagai sumber alternatif bahan alam antibakteri, sehingga 

nantinya dapat dikembangkan menjadi obat alternatif antibakteri dan dapat mengatasi masalah 

resistensi bakteri. 

 

METHOD 

1. SKRINING FITOKIMIA 

a. Flavonoid  

Ekstrak etanol daun cengkeh ditimbang sebanyak 0,5 gram kemudian dimasukkan ke 

dalam tabung reaksi, ditambahkan 5 ml etanol 96% dan dipanaskan selama 5 menit. 

Setelah itu ditambahkan 0,2 gram serbuk magnesium (Mg). Uji flavonoid positif 

ditunjukkan dengan timbulnya warna merah.  

b. Saponin  

Ekstrak etanol daun cengkeh ditimbang sebanyak 0,5 gram lalu dilarutkan dalam 5 ml 

aquades dan dimasukkan ke dalam tabung reaksi. Kemudian dipanaskan selama 15 

menit lalu dikocok selama 10 detik. Jika terbentuk buih stabil selama kurang lebih 10 

menit, setinggi 1 cm sampai 10 cm dan ditetesi 1 tetes asam klorida (HCl) 1N buih tidak 

hilang, menandakan ekstrak tersebut positif mengandung saponin. 

c. Tannin  

Ekstrak etanol daun cengkeh ditimbang sebanyak 0,5 gram kemudian dimasukkan ke 

dalam tabung reaksi. Tambahkan 10 ml air panas dan tetesi dengan besi (III) klorida 

(FeCl3). Jika timbul warna hijau kehitaman menandakan ekstrak positif mengandung 

tanin.  

d. Terpenoid  

Ekstrak etanol daun cengkeh ditimbang sebanyak 0,5 gram lalu dimasukkan ke dalam 

tabung reaksi. Tambahkan 1 ml asetat glasial (C2H4O2) kemudian ditambahkan 3 tetes 

H2SO4 pekat. Ekstrak positif terpenoid jika terdapat perubahan warna menjadi merah. 

e. Alkaloid  

Ekstrak etanol daun cengkeh ditimbang sebanyak 0,5 gram, ditambahkan 1 ml HCl 2N, 

dan 9 ml aquades. Panaskan diatas penangas air selama 2 menit, kemudian di dinginkan 

dan disaring menggunakan kertas saring. Filtrat yang telah di saring dibagi 3 ke dalam 

tabung reaksi. Filtrat yang telah dibagi 3 akan diuji dengan pereaksi mayer, dragendroff, 

dan bouchardat. Pada pengujian dengan pereaksi mayer akan terbentuk endapan putih 

atau kuning, menandakan adanya senyawa alkaloid.  

f. Fenolik 

Ekstrak etanol daun cengkeh ditimbang sebanyak 0,5 gram kemudian masukkan ke 

dalam tabung reaksi. Tambahkan 2 ml etanol 96%, lalu dibagi menjadi 2 bagian. Tabung 

reaksi 1 dijadikan blangko dan tabung reaksi 2 ditetesi FeCl3 1% sebanyak 3 tetes. 

Ekstrak positif fenolik ditandai dengan adanya perubahan warna menjadi hijau, biru, 

atau merah.  

 

2. UJI ANTIBAKTERI 

Uji aktivitas antibakteri dilakukan dengan mengoleskan suspensi bakteri yang sudah dicek 

absorbansinya menggunakan cotton swab steril ke media NA cawan petri. Kertas cakram 

ditetesi sebanyak 20 μl larutan ekstrak etanol daun cengkeh yang sudah dibuat dalam 

konsentrasi 40%; 20%; 10%; 5%; 2,5%, ampisillin 1 mg/ml sebagai kontrol positif, dan 

DMSO 1% sebagai kontrol negatif. Kemudian kertas cakram yang sudah ditetesi 

ditempelkan diatas permukaan agar NA dan diinkubasi selama 16-24 jam dalam suhu 37° 

C. Pengujian dilakukan sebanyak 3 kali pengulangan dan zona hambat yang terbentuk 

diukur menggunakan jangka sorong dalam satuan milimeter.  



 

3. UJI PENGHAMBATAN PEMBENTUKAN BIOFILM 

Penghambatan biofilm dilakukan dengan metode mikrodilusi. Suspensi bakteri yang sudah 

diperiksa absorbansinya dicampurkan kemudian membuat pengenceran ekstrak daun 

cengkeh dalam konsentrasi (40%; 20%; 10%; 5%; 2,5%), DMSO 1% sebagai kontrol 

negatif, dan ampisilin konsentrasi (1 mg/ml; 0,5 mg/ml; 0,25 mg/ml; 0,125 mg/ml; 0,0625 

mg/ml) sebagai kontrol positif. Larutan uji diletakkan pada microplate menggunakan 

micropippet. Microplate ditutup kemudian diinkubasi selama 18-24 jam pada suhu 

inkubator 37°C. Microplate dikeluarkan dari inkubator kemudian dicuci sebanyak 3 kali 

dengan air suling dan dikeringkan dalam suhu kamar selama 15 menit dengan 

membalikkan microplate. Pada tiap sumuran diberikan 200 μl kristal violet 1% dan 

diamkan selama 15 menit kemudian dicuci kembali dengan air suling sebanyak 3 kali dan 

keringkan dengan mendiamkan selama 1 jam dengan membalikkan microplate di suhu 

kamar. Sebanyak 200 μl etanol 96% ditambahkan dan didiamkan selama 15 menit. Hasil 

uji diukur menggunakan microplate reader dengan panjang gelombang 620 nm. Presentase 

penghambatan biofilm dapat dihitung menggunakan rumus sebagai berikut (Z. Y. Dewi et 

al., 2015; Lukaraja et al., 2020) 

% Penghambatan biofilm

= 1 −
𝐷𝑂 𝑘𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙 𝑛𝑒𝑔𝑎𝑡𝑖𝑓 − 𝐷𝑂 𝑘𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙 𝑢𝑗𝑖

𝐷𝑂 𝑘𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙 𝑛𝑒𝑔𝑎𝑡𝑖𝑓
× 100% 

 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

4. SKRINING FITOKIMIA 

 Skrining fitokimia merupakan salah satu metode skrining kualitatif untuk 

mendeteksi senyawa metabolit sekunder yang terdapat dalam tanaman dengan 

menggunakan pereaksi untuk melihat adanya perubahan yang menandakan adanya 

senyawa. Analisis yang akan dilakukan yaitu mengecek adanya senyawa flavonoid, 

saponin, alkaloid, tanin, fenolik, terpenoid. Hasil skrining fitokimia bisa dilihat di tabel 1. 

Tabel 1. Hasil Uji Skrining Fitokimia 

Uji Larutan Pereaksi Warna Ket. 

Flavonoid HCl pekat + Serbuk 

magnesium (Mg) 

Merah + 

Saponin Aquades + HCl 1N Berbusa + 

Alkaloid HCl 2N + Mayer Endapan putih atau 

kuning 

+ 

HCl 2N + 

Dragendroff 

Endapan jingga 

sampai merah coklat 

+ 

Tanin FeCl3 Biru tua atau hijau 

kehitaman 

+ 

Fenolik Etanol 96% + FeCl3 

1% 

Hijau, biru, atau 

merah 

+ 

Terpenoid CH3COOH + H2SO4 

pekat 

Merah atau jingga + 

Keterangan : (+) : adanya senyawa aktif  

 

Pada pengujian flavonoid pada EEDC menggunakan larutan asam berupa HCl pekat. 

Hasilnya menyatakan EEDC mengandung flavonoid yang ditunjukkan dengan perubahan 

warna menjadi merah. Warna merah yang terbentuk disebabkan oleh terjadinya reduksi 

dengan Mg dan HCl pekat. HCl pekat digunakan untuk menghidrolisis flavonoid menjadi 

aglikon dengan menghidrolisis O-glikosil. Glikosil akan digantikan oleh H+ dari asam 



dikarenakan sifat elektrofiliknya (Ikalinus et al., 2015). Sesuai dengan penelitian Arum 

Nata, et al (2024) pada pengujian ini dihasilkan ekstrak mengandung flavonoid dengan 

penambahan larutan HCl pekat dan Mg. Flavonoid memiliki mekanisme kerja sebagai 

antibakteri dengan membentuk senyawa kompleks dengan protein ekstraseluler dan 

protein, sehingga dapat merusak membran sel bakteri dan terjadi pelepasan senyawa 

intraseluler (Tilarso et al., 2021).  

Kemudian pengujian saponin pada EEDC digunakan larutan aquades lalu 

dipanaskan dan ditambahkan HCl 1N, yang kemudian digojog selama ±10 detik dan akan 

membentuk busa stabil >10 menit setinggi 1-10 cm. Terjadinya pembentukan busa 

dikarenakan senyawa yang memiliki gugus polar maupun non-polar bersifat aktif 

permukaan sehingga saat digojog dengan aquades atau air, saponin akan membentuk 

misel. Dalam struktur misel, gugus polar menghadap ke luar dan gugus non-polar 

menghadap ke dalam, keadaan ini yang akan tampak seperti busa (Muniaha et al., 2024). 

Setelah penambahan aquades kemudian dipanaskan, tujuan pemanasan yaitu untuk 

memperluas kelarutan saponin dalam aquades. Saponin punya dua gugus yang berbeda 

sifatnya yaitu hidrofilik dan hidrofobik yaitu aglikon (sapogenin). HCl ditambahkan pada 

uji saponin akan mengakibatkan peningkatan kepolaran saponin sehingga terjadi 

perubahan letak gugus penyusunnya. Saponin memiliki glikosil berfungsi untuk gugus 

polar dan terpenoid atau steroid berfungsi sebagai gugus non-polar (Armayanti et al., 

2023). Sesuai dengan pengujian (Suhendar & Sogandi, 2019b), pada pengujian ini 

ditambahkan aquades lalu dipanaskan dan ditambahkan HCl dihasilkan busa stabil yang 

menandakan adanya saponin. Saponin memiliki mekanisme sebagai antibakteri dengan 

menyebabkan kebocoran protein dan enzim dalam sel bakteri (Rini et al., 2017). 

Kemudian pada pengujian alkaloid pada EEDC menggunakan pereaksi HCl 2N, 

Mayer, dan Dragendorff.  Sebelum ditetesi pereaksi mayer dan dragendorff, EEDC 

ditambahkan HCl. Fungsi penambahan HCl untuk menarik kandungan alkaloid dalam 

EEDC, mengingat bahwa alkaloid bersifat basa dan saat ditambahkan HCl yang bersifat 

asam akan terbentuk garam, sehingga alkaloid terpisah dengan senyawa-senyawa lain 

yang berasal dari sel tumbuhan yang akan ikut terekstrak dengan cara mendistribusikannya 

ke fase asam (Oktapiya et al., 2022). Hasil penetesan dengan pereaksi mayer muncul 

endapan putih dan pada penetesan dengan pereaksi dragendorff terbentuk endapan jingga 

kemerahan. Hasil positif pada pereaksi mayer disebabkan senyawa alkaloid bereaksi 

dengan ion tetraiodomerkurat (II) kemudian membentuk senyawa kompleks yang 

mengendap. Kemudian hasil positif pada pereaksi dragendorff disebabkan karena endapan 

yang terbentuk terdiri dari kalium-alkaloid, di mana nitrogen dalam uji alkaloid 

berinteraksi dengan pereaksi dragendorff untuk menghasilkan ikatan kovalen koordinat 

dengan K+ yang termasuk dalam kategori ion logam. Hal ini dapat terjadi karena ion 

merkuri adalah ion logam berat yang dapat mengendapkan senyawa alkaloid yang 

memiliki sifat basa (Armayanti et al., 2023) . Sesuai dengan pengujian (Suhendar & 

Sogandi, 2019b), pada pengujian ini EEDC menunjukkan hasil positif alkaloid. Alkaloid 

memiliki kemampuan antibakteri dengan mengganggu elemen yang menyusun 

peptidoglikan dalam sel bakteri sehingga lapisan dinding sel tidak dapat terbentuk 

sempurna dan menyebabkan kematian sel (Nurhasanah & Gultom, 2020).  

Pengujian tanin pada EEDC menggunakan pereaksi FeCl3 yang menunjukkan hasil 

positif tanin dengan timbulnya warna hijau kehitaman. Fungsi penambahan FeCl3 yaitu 

untuk menghidrolisis golongan tanin yang akan menghasilkan warna hijau kehitaman di 

tanin terkondensasi. Hasil warna hijau kehitaman disebabkan karena tanin adalah senyawa 

polar yang ketika ditambahkan FeCl3 akan terjadi perubahan warna menjadi hijau 

kehitaman atau biru tua yang menunjukkan adanya tanin (Oktapiya et al., 2022). Hal ini 

sesuai dengan penelitian (Arum et al., 2024), dihasilkan warna hijau kehitaman yang 



menunjukkan adanya tanin. Tanin memiliki mekanisme sebagai antibakteri dengan 

mengganggu permeabilitas sel bakteri dan dapat mengerutkan dinding sel atau membran 

sel bakteri (Hidayatullah & Mourisa, 2023).  

Kemudian pada pengujian fenolik menggunakan penambahan etanol 96% dan 

pereaksi FeCl3 1%, hasil positif fenolik dengan timbulnya warna hijau, biru, atau merah. 

Fungsi penambahan pereaksi FeCl3 yaitu untuk membentuk senyawa kompleks dan saat 

terbentuk senyawa kompleks akan terjadi perubahan warna yang bisa diidentifikasi. 

Senyawa fenol akan membentuk senyawa kompleks dengan ion Fe3+  (Wardhani & 

Supartono, 2015). Hasil perubahan tersebut menunjukkan bahwa ekstrak mengandung 

tannin katekol (senyawa derivat fenol) (Bayani, 2016). Hasil ini sesuai dengan penelitian 

(Suhendar & Sogandi, 2019b), dihasilkan warna hijau yang menunjukkan positif fenolik. 

Fenolik memiliki mekanisme antibakteri dengan mendenaturasi protein membran sel 

melalui ikatan hidrogen yang terbentuk, dengan merusak struktur tersier dari protein yang 

menyebabkan kerusakan protein dan menyebabkan protein tidak dapat berfungsi. Fungsi 

protein ini untuk metabolisme sel bakteri (Hidayatullah & Mourisa, 2023).  

Pada pengujian terpenoid  EEDC diuji  menggunakan metode Liebermann-Bucchard 

menggunakan penambahan pereaksi asam asetat glasial dan pereaksi H2SO4 pekat, 

menunjukkan perubahan warna menjadi merah atau jingga. Fungsi penambahan asam 

asetat glasial adalah memisahkan gugus steroid-terpenoid dengan gugus-gugus lain. 

Kemudian ditambahkan asam sulfat pekat (H2SO4 pekat) dengan tujuan untuk 

memisahkan ikatan gula pada senyawa. Apabila ikatan gula terputus maka hasil positif 

steroid-terpenoid bebas dalam sampel akan ditandai dengan munculnya cincin berwarna 

merah. Pengujian ini didasarkan pada potensi senyawa terpenoid dalam menghasilkan 

warna saat ditambahkan H2SO4 pekat dan asam asetat glasial yang memunculkan warna 

jingga (Puspa et al., 2017). Hasil dari analisis fitokimia ini menunjukkan EEDC 

mengandung senyawa terpenoid yang ditandai dengan munculnya warna jingga. Hal ini 

sesuai dengan pengujian (Arum et al., 2024), yang positif adanya terpenoid. Terpenoid 

memiliki mekanisme sebagai antibakteri dengan menyebabkan pengurangan kemampuan 

permeabilitas membran sel bakteri yang diakibatkan oleh senyawa terpenoid yang 

berinteraksi dengan porin (protein yang melintasi membran) pada membran luar dinding 

sel bakteri dan membentuk ikatan polimer yang kuat, sehingga menyebabkan kerusakan 

porin yang berfungsi sebagai saluran keluar masuk senyawa dan mengurangi permeabilitas 

membran sel bakteri (Hidayatullah & Mourisa, 2023).  

 

5. UJI ANTIBAKTERI 

Penelitian uji aktivitas antibakteri ini menggunakan metode difusi kertas cakram 

(disk diffusion). Metode difusi kertas cakram dalam pengujian antibakteri menunjukkan 

tingkat kecocokan berkisar antara 82.0%-100% yang bergantung pada tipe antibiotik yang 

diterapkan (Rahman et al., 2022). Dapat dimanfaatkan untuk senyawa non-polar, cepat, 

praktis, dan mudah (Mengko et al., 2022). Dapat digunakan untuk mengamati aktivitas 

antibakteri pada konsentrasi tertentu di berbagai jenis bakteri (Ramadhani & Novema, 

2022). 

Pengujian aktivitas antibakteri pada penelitian ini menggunakan bakteri S.aureus 

(Staphylococcus aureus ) ATCC 6538 dan E.coli (Escherichia coli) ATCC 25922 

kemudian dilakukan 3 kali replikasi. Sampel yang digunakan adalah EEDC dengan variasi 

konsentrasi 40%, 20%, 10%, 5%, dan 2,5%. Dibuat variasi konsentrasi dikarenakan untuk 

mengamati perbedaan kemampuan penghambatan yang disebabkan oleh variasi 

konsentrasi. Uji dilakukan 3 kali replikasi dikarenakan untuk memperoleh hasil yang lebih 

tepat (Wardaniati & Gusmawarni, 2021). Kemudian kontrol positif yang digunakan adalah 

ampisillin 1 mg/ml  dan untuk kontrol negatif yaitu DMSO 1%. Ampisillin digunakan dan 



dipilih sebagai kontrol positif dikarenakan untuk menguji apakah pertumbuhan bakteri 

yang dipakai dapat dihambat atau melihat apakah bakteri tersebut memiliki sifat resisten 

terhadap senyawa antibakteri. Ampisillin termasuk dalam kelompok penisillin yang 

memiliki rentang efek yang luas, sehingga dipilih sebagai kontrol positif karena 

kemampuannya dalam menghambat pertumbuhan bakteri baik Gram positif maupun Gram 

negatif. Cara kerja Ampisillin sebagai antibiotik adalah dengan menghalangi sintesis 

dinding sel bakteri. Gangguan yang terjadi pada sintesis dinding sel ini menyebabkan 

bakteri gagal dalam mengatasi tekanan osmotik yang ada di dalam dan luar sel, yang 

akhirnya menyebabkan sel bakteri tersebut pecah dan menyebabkan bakteri mati 

(Rakasiwi et al., 2023). DMSO 1% digunakan sebagai kontrol negatif dikarenakan tidak 

memberikan aktivitas hambatan pada bakteri yang sedang diuji (Rizki et al., 2021). 

Penggunaan kontrol positif untuk kontrol dari agen uji, dengan membandingkan luas area 

hambatan yang terbentuk, lalu untuk kontrol negatif digunakan untuk menunjukkan 

apakah EEDC dipengaruhi oleh pelarutnya atau tidak (Mengko et al., 2022b). Data yang 

akan didapatkan adalah ukuran diameter zona hambat dengan melihat area bening yang 

berada di sekitar kertas cakram pada setiap tingkat konsentrasi. 

 

Tabel 2. Hasil pengukuran Zona Hambat Antibakteri S.aureus ATCC 6538 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Hasil uji antibakteri EEDC terhadap S.aureus ATCC 6538 pada Gambar 8 

menunjukkan adanya zona hambatan atau bening disekitar kertas cakram. Hasil 

pengukuran uji antibakteri pada penelitian ini dapat dilihat di Tabel 6. Pengujian 

aktivitas antibakteri EEDC menunjukkan adanya aktivitas antibakteri terhadap 

S.aureus ATCC 6538 dengan terbentuk zona hambat pada konsentrasi 10% sebesar 

10,79 mm, konsentrasi 20% sebesar 12,96 mm, konsentrasi 40% sebesar 16,26 mm. 

Berdasarkan dalam kategori zona hambat bakteri, konsentrasi 10%, 20%, dan 40% 

memiliki kemampuan zona hambat yang sedang dan kuat, hal ini menandakan 

semakin besar konsentrasi EEDC maka semakin luas pula zona hambatan yang 

terbentuk.  

Berdasarkan penelitian yang dilakukan oleh (Huda et al., 2018), semakin naik 

konsentrasi ekstrak maka akan semakin besar kandungan antibakteri dalam ekstrak 

cengkeh, sehingga akan semakin tinggi aktifasi antibakteri dalam menghambat 

perkembangan atau pertumbuhan bakteri S.aureus. Terbentuknya zona hambat 

disekitar kertas cakram menandakan konsentrasi tersebut memiliki kandungan 

antibakteri, hal ini dikarenakan daun cengkeh memiliki kandungan eugenol, 

triterpenoid, dan fenol yang bekerja sebagai antibakteri.  

Kelompok Perlakuan 

Rata-rata Diameter  

Zona Hambat  

(mm) ± SD 

Kategori Zona 

Hambat  

K+ 32,06 ± 0,04* Sangat kuat 

K- 0 Tidak ada 

Konsentrasi EEDC 2,5% (5) 0 Tidak ada 

Konsentrasi EEDC 5% (4) 0 Tidak ada 

Konsentrasi EEDC 10% (3) 10,79 ± 0,36* Sedang 

Konsentrasi EEDC 20% (2) 12,96 ± 1,63* Kuat 

Konsentrasi EEDC 40% (1) 16,26 ± 0,04* Kuat 
Keterangan : K+ (Kontrol Positif : sampel yang berisikan Ampisillin 1mg/ml; K- 

(Kontrol Negatif : sampel yang berisikan DMSO 1%); Seri kadar EEDC secara berturut-

turut 2,5%, 5%, 10%, 20%, dan 40%; SD : standard deviation atau simpangan baku; (*) : 

merupakan sig ≤ 0,05 menandakan adanya perbedaan signifikan. 



Eugenol adalah komponen dominan yang berada dalam cengkeh, dengan 

proporsi antara 78%-95%. Eugenol merupakan kelompok senyawa fenol yang bersifat 

asam lemah. Senyawa eugenol merupakan senyawa antibakteri yang dapat 

menghalangi perkembangan bakteri patogen, baik yang termasuk dalam kategori 

Gram positif maupun Gram negatif. Eugenol  sebagai asam lemah, senyawa fenolik 

dapat mengalami ionisasi dengan melepaskan ion H+ dan meninggalkan bagian yang 

bermuatan negatif. Keadaan bermuatan negatif ini akan ditolak oleh dinding sel 

bakteri Gram positif yang juga memiliki muatan negatif di dalamnya, sehingga fenol 

dapat berfungsi untuk menghambat pertumbuhan bakteri patogen Gram positif (Huda 

et al., 2018). Pada Gram negatif, eugenol merusak membran sel sitoplasma. Sebagai 

senyawa hidrofobik, eugenol dengan mudah dapat menembus membran sel ke dalam 

lipoposakarida dan memasukin bagian dalam sitoplasma. Setelah berada di dalam sel, 

eugenol dapat mengakibatkan perubahan pada struktur sel, yang berujung pada 

kebocoran elemen intraseluler (Ulanowska & Olas, 2021). Kemudian triterpenoid 

berfungsi sebagai antibakteri, bekerja dengan cara berinteraksi dengan porin (protein 

transmembran), yaitu protein yang berada di membran luar dinding sel bakteri. 

Interaksi ini mengakibatkan pembentukan ikatan polimer yang kokoh, yang pada 

gilirannya merusak porin. Sel-sel bakteri yang terpengaruh akan mengalami 

kekurangan nutrisi, yang menyebabkan pertumbuhannya terhenti atau mati. 

Kemudian untuk fenol sebagai antibakteri dengan mengubah bentuk protein dalam 

sel. Ikatan hidrogen yang terbentuk antara fenol dan protein menyebabkan kerusakan 

pada struktur protein (Lambiju et al., 2017). 

Tabel 3. Hasil pengukuran Zona Hambat Antibakteri E.coli ATCC 25922 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Hasil dari pengujian antibakteri EEDC terhadap bakteri E.coli ATCC 25922 

dapat dilihat pada Gambar 9 menunjukkan adanya area bening atau terbentuknya zona 

hambatan yang muncul disekitar kertas cakram. Data hasil pengukuran uji antibakteri 

E.coli ATCC 25922 pada penelitian ini dapat dilihat pada Tabel 9. Uji aktivitas 

antibakteri EEDC menunjukkan adanya kemampuan aktivitas antibakteri terhadap 

E.coli ATCC 25922 dengan terbentuknya zona hambat pada konsentrasi 2,5% sebesar 

7,73 mm, konsentrasi 5% sebesar 9,24 mm, konsentrasi 10% sebesar 10,32 mm, 

konsentrasi 20% sebesar 12,47, dan konsentrasi 40% sebesar 14,73 mm. Berdasarkan 

dalam kategori zona hambat bakteri, konsentrasi 2,5%, 5%, 10%, 20%, dan 40% 

memiliki kemampuan zona hambat yang sedang hingga kuat, hal ini menunjukkan 

Kelompok Perlakuan 

Rata-rata Diameter  

Zona Hambat  

(mm) ± SD 

Kategori 

Zona Hambat 

K+ 20,47 ± 0,02* Kuat 

K- 0 Tidak ada 

Konsentrasi EEDC 2,5% (5) 7,73 ± 0,80* Sedang 

Konsentrasi EEDC 5%(4) 9,24 ± 1,29* Sedang 

Konsentrasi EEDC 10% (3) 10,32 ± 2,01* Sedang 

Konsentrasi EEDC 20% (2) 12,47 ± 2,13* Kuat 

Konsentrasi EEDC 40% (1) 14,73 ± 0,59* Kuat 
Keterangan : K+ (Kontrol Positif : sampel yang berisikan Ampisillin 1mg/ml; K- 

(Kontrol Negatif : sampel yang berisikan DMSO 1%); Seri kadar EEDC secara 

berturut-turut 2,5%, 5%, 10%, 20%, dan 40%; SD : standard deviation atau simpangan 

baku; (*) : merupakan sig ≤ 0,05 menandakan adanya perbedaan signifikan. 



bahwa semakin tinggi konsentrasi EEDC, maka semakin luas zona hambatan yang 

terbentuk. 

Pada pengujian aktivitas antibakteri EEDC E.coli ATCC 25922 dapat 

menunjukkan aktivitas hambatan di semua konsentrasi yaitu 2,5%, 5%, 10%, 20%, 

dan 40% dibandingkan pada bakteri S.aureus ATCC 6538 yang hanya dapat 

menghambat di konsentrasi 10%, 20%, dan 40%. Berdasarkan penelitian (Dima & 

Astuty, 2016), yang meneliti efektivitas antibakteri terhadap bakteri E.coli dan 

S.aureus, menunjukkan hasil diameter zona hambat E.coli lebih besar dibandingkan 

diameter zona hambat S.aureus. Hal ini dikarenakan bakteri E.coli termasuk kategori 

bakteri Gram negatif, sementara S.aureus merupakan bakteri Gram positif. Oleh 

karena itu, kedua bakteri tersebut memiliki struktur dinding sel yang berbeda. Dinding 

sel bakteri Gram negatif terdiri dari lapisan peptidoglikan yang tipis, yang 

membuatnya lebih rentan terhadap kerusakan. Sebaliknya, bakteri Gram positif 

memiliki dinding sel dengan lapisan peptidoglikan yang lebih tebal dan kokoh, 

sehingga lebih tahan pengaruh agen antibakteri atau penggunaan antibiotik 

(Ramadhani & Novema, 2022).  

 

6. UJI PENGHAMBATAN BIOFILM 

Pengujian penghambatan biofilm dilaksanakan menggunakan metode Microtiter 

broth dilution yang artinya menggunakan media yang cair, suspensi bakteri, dan 

senyawa uji yang dibuat pengenceran bertingkat yang menggunakan microplate 96 

wells, kemudian diamati nilai konsentrasi bakteri atau kerentanan bakteri (Optical 

Density atau OD) yang ada di dalam tiap wells atau sumuran yang dilihat menggunakan 

instrument Microplate reader yang kemudian akan diaplikasikan dalam nilai 

absorbansi. Hasil nilai absorbansi dapat dilihat di Tabel 4. 

Uji penghambatan biofilm menggunakan suspensi bakteri S.aureus ATCC 6538, 

karena merupakan salah satu jenis bakteri yang mampu memicu berbagai penyakit dan 

memiliki kemampuan untuk membentuk biofilm sehingga memiliki kemampuan untuk 

melindungi diri dari antibiotik (Muhammad & Agustiningtyas, 2021). Setelah melalui 

tahap inkubasi selama 24 jam pada suhu 37°, yang merupakan waktu optimal 

pembentukan biofilm (Singh et al., 2017). Selanjutnya, media yang ada di dalam wells 

dibuang dan dicuci sebanyak 3 kali, dengan tujuan untuk menghilangkan sel-sel 

planktonic serta komponen media yang tidak melekat. Wells diwarnai dengan kristal 

violet 0,1%, tujuan menggunakan pewarna kristal violet karena merupakan pewarna 

dasar yang dapat berinteraksi dengan molekul bermuatan negatif serta polisakarida 

dalam matriks ekstraseluler, yang memberi warna pada sel yang hidup, mati, dan juga 

matriks biofilm. Setiap wells akan diberi perlakuan dengan kristal violet 0,1%, sehingga 

kristal violet akan tetap terikat pada bagian yang memiliki biofilm. Jika terlihat warna 

ungu menyerupai cincin di dasar wells, menandakan  bahwa biofilm telah terbentuk, 

kemudian diinkubasi pada suhu ruang (Rollando, 2017). Kemudian tambahkan etanol 

96 ke dalam setiap wells yang memiliki  cincin berwarna ungu di bagian bawahnya 

untuk melarutkan kristal violet, lalu inkubasi pada suhu ruang (Besan et al., 2023).  

 

 

Tabel 4. Hasil Uji Penghambatan Biofilm EEDC S.aureus ATCC 6538 

Perlakuan 

Optical Density Rata-

rata OD 

± SD 

%Penghambatan 
Replikasi 

1 2 3 4 



EEDC  

2,5% 
0,135 0,135 0,134 0,127 

0,133 ± 

0,004 
0,019 

EEDC  

5% 
0,105 0,092 0,089 0,097 

0,096 ± 

0,007 
27,98 

EEDC  

10% 
0,093 0,082 0,087 0,085 

0,087 ± 

0,005 
34,64 

EEDC  

20% 
0,073 0,091 0,071 0,075 

0,077 ± 

0,009 
41,75 

EEDC  

40% 
0,073 0,074 0,079 0,073 

0,075 ± 

0,003 
43,67 

K+  

0,0625mg/ml 
0,056 0,188 0,094 0,047 

0,096 ± 

0,064 
27,82 

K+  

0,125mg/ml 
0,056 0,070 0,051 0,051 

0,057 ± 

0,009 
57,14 

K+  

0,25mg/ml 
0,045 0,067 0,049 0,063 

0,056 ± 

0,010 
57,89 

K+  

0,5mg/ml 
0,052 0,058 0,052 0,049 

0,053 ± 

0,003 
60,15 

K+  

1mg/ml 
0,052 0,047 0,051 0,047 

0,049 ± 

0,003 
72,41 

K- 0,111 0,159 0,122 0,139 
0,133 ± 

0,021 
0,00 

Keterangan : K+ (Kontrol Positif : sampel yang berisikan Ampisillin dengan seri kadar 1 mg/ml, 

0,5 mg/ml, 0,25 mg/ml, 0,125 mg/ml, 0,0625 mg/ml; K- (Kontrol Negatif : sampel yang berisikan 

DMSO 1%); Seri kadar EEDC secara berturut-turut 2,5%, 5%, 10%, 20%, dan 40%; SD : 

standard deviation atau simpangan baku 

 

Kemudian microplate 96 wells yang sudah ditambahkan etanol 96 dibaca 

absorbansinya menggunakan Microplate reader, pada panjang gelombang 620 nm. 

Microplate reader digunakan karena dapat melakukan analisa antigen atau antibodi 

yang terdeteksi pada permukaan media dengan banyak sampel sehingga lebih cepat 

untuk mendapatkan hasil. Hasil dari penelitian ini menunjukkan EEDC memiliki 

aktivitas penghambatan biofilm terhadap bakteri S.aureus ATCC 6538 ditandai dengan 

nilai OD lebih rendah dibandingkan kontrol negatif. Setiap peningkatan konsentrasi, 

aktivitas penghambatan biofilm juga mengalami peningkatan. Semakin besar 

konsentrasi EEDC, maka semakin rendah nilai OD yang diperoleh. Pada penelitian ini 

dihasilkan pada konsentrasi 40% didapatkan nilai OD sebesar 0,075. Presentase 

penghambatan tertinggi terdapat pada konsentrasi 40% dengan presentase 

penghambatan mencapai 43,67%.  

Berdasarkan hasil penelitian (Shehabeldine et al., 2023), cengkeh memiliki efek 

penghambatan biofilm yang signifikan terhadap bakteri S.aureus ATCC 6538 dan 

mengurangi perkembangan biofilm secara signifikan. Hal ini dikarenakan cengkeh 

memiliki kemampuan untuk menghambat pembentukan biofilm karena mengandung 

zat aktif seperti tanin, flavonoid, alkaloid, dan terpenoid. Pada tahap pencegahan 

pertumbuhan, alkaloid berfungsi dengan menghalangi quorum sensing (Gupta et al., 

2016). Tanin berfungsi untuk menghambat gen icA dan icaD. Flavonoid mampu 

merusak membran sel secara permanen serta menimbulkan perubahan pada struktur 

protein dan asam nukleat, yang mengakibatkan degradasi protein. Terpenoid dapat 

merusak porin dengan cara membentuk ikatan polimer yang kuat, sehingga sel 



mengalami kekurangan zat gizi sehingga akan menghambat pertumbuhan biofilm 

(Fitriyah & Cahyaningrum, 2023). 
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