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ABSTRAK 

 

Karies gigi merupakan penyakit infeksi yang terjadi di rongga mulut diawali oleh terbentuknya plak 

gigi atau biofilm. Penelitian ini bertujuan untuk menguji daya hambat dan penghambatan biofilm dari 

ekstrak kulit batang pohon waru (Hibiscus tiliaceus). Metode uji yang digunakan adalah Konsentrasi 

Hambat Minimum (KHM) dan Konsentrasi Bunuh Minimum (KBM) sedangkan analisis penghambatan 

biofilm menggunakan spektrofotometri UV-VIS pada panjang gelombang 580 nm dengan standard 

McFarlandII (6x108 CFU/ml). Hasil penelitian menunjukan bahwa ekstrak metanol kulit batang pohon 

waru pada konsentrasi kecil 0,5% dapat menghambat dan membunuh bakteri Streptococcus mutans 

ditunjukan dengan jumlah koloni yang tumbuh semakin sedikit dengan nilai 3,34 x 107  CFU/ml pada 

koloni yang tumbuh di konsentrasi ekstrak 2% dan 1%. Penghambatan biofilm ditunjukan dengan nilai 

absorbansi yang semakin menurun karena konsentrasi ekstrak yang meningkat sehingga terjadinya 

pembentukan biofilm semakin sedikit.. 

 

Keywords : biofilm, plak gigi, Streptococcus mutans, tumbuhan waru 

 

 

PENDAHULUAN 

 

Karies gigi merupakan penyakit infeksi umum yang sering terjadi dikalangan masyarakat diawali 

oleh terbentuknya plak gigi atau biofilm di rongga mulut [1]; [2]. Biofilm adalah kumpulan sel 

mikroorganisme, khususnya bakteri, yang melekat erat di suatu permukaan yang disertai dengan bahan-

bahan organik dan diselimuti oleh matriks polimer ekstraseluler yang dikeluarkan oleh bakteri [3]. Kontrol 

plak adalah penyingkiran plak mikrobial dan pencegahan terhadap akumulasinya ke permukaan gigi dan 

sekitarnya [4]. 

Streptococcus mutans merupakan bakteri anaerob fakultatif gram positif yang dapat menghasilkan 

asam laktat sebagai bagian dari hasil metabolisme dan berguna untuk hidup bakteri tersebut. Streptococcus 

mutans memiliki kemampuan untuk mengikat sukrosa pada permukaan gigi dengan pembentukan glukan 

tidak larut air dan polisakarida yang membantu dalam mengikat bakteri pada gigi [5]. Streptococcus 

mutans dapat menurunkan atau mempertahankan pH mulut pada nilai wajar asam, yang menyebabkan 

kondisi yang menguntungkan untuk metabolismenya sendiri dan tidak menguntungkan bagi spesies lain 

yang hidup berdampingan. Penurunan pH yang disebabkan oleh Streptoccocus mutans dapat 

memfermentasi gula menjadi asam. Asam ini menempel pada email gigi yang menyebabkan terjadinya 

demineralisasi jaringan pada gigi dan kavitas pada gigi [6]. 

Streptococcus mutans merupakan flora normal dalam rongga mulut yang dapat berubah menjadi 

patogen bila terjadi peningkatan jumlah koloni yang berlebihan. Dalam bidang kedokteran gigi, 

Streptococcus mutans berperan penting dalam pembentukan karies. Pencegahan karies dan penyakit 

periodontal dengan cara melakukan peningkatan kesehatan gigi telah menjadi tujuan utama dalam dunia 

kedokteran gigi sejak diketahui plak gigi merupakan faktor yang mendominasi penyebab hilangnya gigi 

[7]. 

Biofilm merupakan kelompok atau komunitas mikroorganisme yang telah melekat dengan sendirinya 

pada suatu permukaan dalam lingkungan yang lembab dan ditemukan dalam lingkungan yang cukup aliran 
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nutrisi. Pertumbuhan biofilm melalui tahapan sebagai berikut perlekatan bakteri pada substrat, 

pertumbuhan bakteri, pembelahan sel bakteri, kolonisasi di lingkungan sekitar dan pembentukan biofilm. 

Bakteri ini tidak bekerja secara individual untuk membentuk biofilm, tetapi berkumpul menjadi rantai yang 

panjang untuk membantu mengawali tahap awal pembentukan biofilm. Biofilm yang sudah matang 

merupakan struktur heterogenous kompleks pada keadaan dorman dan koloni bakteri tumbuh aktif dengan 

enzim, produk yang diekskresikan, dan bagian kecil saluran pembentukan dari seluruh struktur. Pada 

beberapa kasus akan membentuk struktur seperti pilar [8]. Plak gigi terbentuk dengan melibatkan 

fermentasi yang dilakukan oleh bakteri utama penyebab karies yakni Streptococcus mutans yang mampu 

memproduksi glukosil transferase (GTF) yang dapat mengubah sukrosa menjadi glukan dan selanjutnya 

membentuk plak gigi [9]. Plak dapat dihilangkan dengan pembersihan secara mekanik dan penghambatan 

secara kimiawi [10]. Pembersihan secara mekanis dapat dilakukan dengan menyikat gigi, sedangkan secara 

kimiawi dapat dilakukan dengan obat kumur. Salah satu tujuan menyikat gigi yaitu menghambat 

pertumbuhan bakteri plak [11].  

Penggunaan obat tradisional secara umum dinilai lebih aman karena memiliki efek samping yang 

relatif lebih sedikit dibandingkan dengan obat modern [12]. Beberapa tanaman diketahui dapat 

dimanfaatkan sebagai bahan pencegahan dan terapi penyakit gigi dan mulut diantaranya adalah ekstrak 

daun teh segar [13], ekstrak bunga cengkih [14], ekstrak kunyit [15]. Selain itu juga terdapat tumbuhan 

waru yang termasuk dalam kelas Magnoliopsida dikenal masyarakat hanya sebagai tumbuhan liar, hanya 

dibiarkan begitu saja sehingga pemanfaatannya sebagai obat masih kurang. Akan tetapi tumbuhan ini 

mempunyai banyak manfaat sebagai obat tradisional, pendingin bagi sakit demam, membantu pertumbuhan 

rambut, obat batuk, obat diare berdarah/berlendir dan amandel. Masyarakat di Kecamatan Ambalau, 

Kabupaten Buru Selatan, Maluku menggunakan kulit batang pohon waru sebagai obat sakit gigi. Dalam 

pengobatannya, kulit batang pohon waru dikikis secukupnya kemudian ditempelkan pada gigi yang sakit. 

Di kota Ambon tumbuhan ini banyak terdapat di sepanjang pantai Jazirah Leihitu. Uji fitokimia telah 

dilakukan untuk mengevaluasi efek farmakologis ekstrak etanol daun dan kulit kayu tumbuhan ini untuk 

aktivitas sitotoksik, antibakteri, analgesik dan neurofarmakologis. Uji antibakteri ekstrak daun H. tiliaceus 

tidak menunjukkan aktivitas antibakteri sedangkan ekstrak kulit kayu menunjukkan aktivitas penghambatan 

terhadap Staphylococcus aureus dan Staphylococcus epidermidis [16]. Kandungan flavonoid pada 

tumbuhan H. tiliaceus menghambat proses aktivitas glukosiltransferase yang berperan penting dalam 

pembentukan karies gigi, sedangkan tannin menonaktifkan enzim glukosiltransferase dan molekul adhesion 

(protein permukaan pada sel bakteri) [17] [18].  

Mekanisme ini dapat disebabkan oleh adanya akumulasi komponen lipofilat yang terdapat pada 

dinding sel atau membran sel, menyebabkan perubahan komposisi penyusun dinding sel, kerja antibakteri 

dari masing-masing senyawa metabolit sekunder berbeda-beda. Senyawa metabolit sekunder menghambat 

pertumbuhan bakteri dimulai dengan merusak dinding sel. Senyawa flavonoid dapat menembus 

peptidoglikan yang bersifat polar karena flavonoid juga bersifat polar, sedangkan disisi lain senyawa fenol 

merusak dinding bakteri dengan memutuskan ikatan peptidoglikan, pada bakteri gram positif dinding sel 

mengandung 90% peptidoglikan serta lapisan tipis asam teikoat dan asam teikuronat yang bermuatan 

negatif [3]. Mekanisme penghambatan bakteri oleh senyawa fenol dapat mengganggu komponen penyusun 

peptidoglikan sel bakteri, sehingga lapisan sel tidak terbentuk secara utuh. Senyawa alkaloid bekerja 

dengan menghambat sintesis dinding sel [19].  

Sampai saat ini, penelitian tentang uji ekstrak kulit batang pohon waru sebagai antibakteri penyebab 

karies gigi belum pernah dilakukan. Berdasarkan data empiris yang diperoleh dari masyarakat Ambalau 

Kabupaten Buru Selatan yang menggunakan kulit batang pohon waru untuk mengobati gigi yang sakit, 

maka dilakukan penelitian secara komprehensif tentang aktivitas antibakteri dan penghambatan biofilm 

ekstrak kulit batang pohon waru terhadap pertumbuhan bakteri Streptococcus mutans. 

 

METODE 

 

Alat dan Bahan  

Alat yang digunakan adalah alat maserasi, autoklaf, cawan petri, erlenmeyer, gelas ukur, beker gelas, 

incubator, incubator shaker, lampu spiritus, Laminar Air Flow (LAF), lemari pendingin, ose bulat, oven, 

pinset, pisau, rotary evaporator, tabung reaksi, timbang analitik, mikro pipet, hot plate, spektrofotometri 

UV-VIS, colony counter. Bahan yang digunakan adalah kulit batang pohon waru, metanol, Nutrient Agar 

(NA), aluminium foil, Nutrient Broth (NB), NaCl, DMSO, Tween 80, Listerine citrus, tissue, dan bakteri 

Streptococcus mutans. 
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Prosedur penelitian  

Penelitian dilakukan dengan beberapa tahap yaitu pengambilan sampel, pembuatan ekstrak metanol 

kulit batang pohon waru, pembuatan media, peremajaan bakteri. Pengambilan sampel dilakukan dengan 

memilih pohon yang telah dewasa dan tanpa membandingkan dengan daerah lain. Pohon waru ditebang, 

dikuliti bagian batang, dipotong kecil – kecil dan dikering-anginkan. Ekstraksi dilakukan dengan cara 

maserasi, sebanyak 500 g simplisia dimaserasi dengan pelarut metanol 96% sampai seluruh bagian 

simplisia tertutup pelarut, diaduk dan diendapkan selama 4 hari, kemudian disaring sehingga diperoleh 

filtrat. Filtrat dipekatkan dengan rotary evaporator pada suhu 50 ºC hingga diperoleh ekstrak kental 

sebanyak 250 g [20]. Peremajaan bakteri yang diperoleh dari laboratorium Program Studi Pendidikan 

Biologi Universitas Muhammadiyah Purwokerto, dilakukan dalam media Nutrien Agar miring, diinkubasi 

pada suhu 37 oC selama 1x24 jam. Selanjutnya biakan uji yang berasal dari biakan murni, di ambil 1 ose 

kemudian diinokulasi dengan cara digoreskan pada media Nutrien Agar selanjutnya diinkubasi pada suhu 

37 oC selama 1x24 jam dan diukur serapan bakteri dengan spektrofotometri UV-VIS pada panjang 

gelombang 580 nm. 

 

Pengujian antimikroba 

1) Pengujian KHM (Konsentrasi Hambat Minimum)  

Sebanyak 2 g ekstrak kulit batang pohon waru ditambahkan DMSO 0,2 ml sebagai pelarut, 

kemudian tambahkan aquades sebanyak 9 ml menggunakan mikropipet, dibuat larutan stok ekstrak 

metanol kulit batang pohon waru 2%. Pengujian KHM dilakukan dengan membuat lima konsentrasi 

ekstrak metanol kulit batang pohon waru yaitu 2%; 1%; 0,5%; 0,25% dan 0,125%, tiap konsentrasi 

dibuat mencapai ukuran 10 ml, kemudian tambahkan 0,1 ml bakteri  Streptococcus mutans, di 

inkubasi pada incubator shaker selama 1x24 jam pada suhu 37 ºC, RPM 280 (agar oksigen yang larut 

lebih banyak) dan diamati tingkat kekeruhannya pada panjang gelombang 580 nm [21]. 

2) Pengujian KBM (Konsentrasi Bunuh Minimum)  

Medium NA sebanyak 10 ml dimasukkan ke dalam cawan petri kemudian dibiarkan memadat. 

Selanjutnya pengenceran (jumlah sel bakteri di lakukan pengenceran dari 10 -2, 10-4, 10-6 untuk 

antisipasi jika pertumbuhan sel bakteri menumpuk sehingga diencerkan sampai pada 10-6) serial kadar 

pada media NaCl yang telah dimasukan 1 ml pada  NaCl 9 ml dan 0,1 ml bakteri uji pada NaCl 9,9 ml. 

Bakteri yang telah ditambahkan ekstrak dan bakteri disebar pada media untuk uji KHM. Hasil uji 

KHM tersebut di ambil 100 μ lalu disebar pada media NA, selanjutnya diinkubasi selama 1×24 jam 

pada suhu 37 ºC dan hitung jumlah koloni bakteri yang tumbuh. Nilai KBM ditunjukkan dengan tidak 

adanya pertumbuhan mikroba pada konsentrasi terendah [21]. 

 

Penghambatan Biofilm 

Penghambatan biofilm dilakukan dengan metode mikrodilusi. Bakteri dibuat suspensi dalam media 

Nutrient Broth (NB) dan digunakan standar McFarlandII (6x108 CFU/ml) kemudian dilakukan 

pengenceran serial kadar masing-masing ekstrak kulit batang waru yaitu 0,18% b/v; 0,091% b/v; dan 

0,023% b/v dengan larutan Dimethyl Sulfoxide (DMSO) sebagai pelarut. Kontrol positif digunakan 

Listerine citrus [1], dan tween 80 sebagai kontrol plak. Sebanyak 3 ml larutan uji diletakan pada tabung dan 

pengujian dilakukan terhadap 1 tabung uji dan 1 tabung blanko. 

1) Tabung uji berisi larutan ekstrak uji dengan penambahan suspensi bakteri 10% v/v, sedangkan tabung 

blanko berisi larutan ekstrak dengan penambahan larutan salin 10% v/v tanpa ditambahkan suspensi 

bakteri. Tabung dimasukan kedalam spektrofotometer setelah itu diinkubasi selama 18-24 jam pada 

suhu inkubator 36,6 °C. 

2) Tabung dikeluarkan dari inkubator kemudian larutan uji dibuang dan dicuci dengan air mengalir 

sebanyak 3 kali dan dikeringkan.  

3) Tiap tabung ditambahkan pewarna kristal violet 1% dalam air destilasi sebanyak 125 μl dan diamkan 
selama 15 menit, kemudian dicuci lagi dengan air mengalir 3 kali dan didiamkan selama 15 menit. 

Kemudian ditambahkan etanol 96% sebanyak 200 μl dan didiamkan selama 15 menit. 
4) Hasil uji berupa optical density (OD) dibaca dengan alat spektrofotometri pada panjang gelombang 

580 nm. 

 

HASIL DAN PEMBAHASAN  

 

Uji KHM ekstrak metanol kulit batang waru terhadap bakteri Streptococcus mutan 

Hasil uji pendahuluan untuk penentuan konsentrasi hambat minimum (KHM) ekstrak metanol kulit 

batang pohon waru menggunakan metode dilusi erlenmeyer secara serial. Beberapa perlakuan  konsentrasi 
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2%; 1%; 0,5%; 0,25% yang telah ditambahkan suspensi bakteri Streptococcus mutans dan ekstrak metanol 

kulit batang pohon waru setelah diinokulasi pada incubator shaker selama 1x24 jam dengan suhu 37 0C, 

RPM 280 dan di bandingkan dengan antibiotik Ciprofloxacin sebagai kontrol (+), kontrol media sebagai 

kontrol negatif, diamati kekeruhan sampel uji (Tabel 1). 

 

Tabel 1. Tingkat kekeruhan media Nutrien Broth bakteri Streptococcus mutans pada berbagai konsentrasi 

ekstrak kulit batang pohon waru  

 

Konsentrasi Tingkat Kekeruhan Media Pertumbuhan Bakteri  

Streptococcus mutans 

2% Keruh / Ada bakteri yang tumbuh 

1% Keruh / Ada bakteri yang tumbuh 

0,5% Keruh / Ada bakteri yang tumbuh 

0,25% Keruh / Ada bakteri yang tumbuh 

Kontrol (+) Bening / Tidak ada bakteri yang tumbuh 

Kontrol (-) Keruh / Ada bakteri yang tumbuh 

 

Hasil penghambatan ini sulit di evaluasi karena hasil pengenceran secara dilusi erlenmeyer pada 

konsentrasi 2%─0,25% menunjukan tingkat kekeruhan yang sama. Hal ini disebabkan oleh warna dasar 

ekstrak metanol kulit batang pohon waru berwarna coklat tua. Maka untuk mengetahui pengaruh pemberian 

konsentrasi ekstrak kulit batang pohon waru terhadap bakteri Streptococcus mutans dilakukan metode sebar 

pada media Nutrien Agar dengan menambahkan 0,1 ml dari hasil dilusi yang telah dilakukan pengenceran 

pada media NaCl. Sedangkan pada kontrol (-) dan kontrol (+) di ambil 0,1 ml untuk di sebar pada media 

Nutrien Agar. Menurut Taslihan (1986) bahwa medium yang keruh berarti bakteri masih dapat tumbuh 

sehingga antibiotik tidak efektif, sedangkan bila medium jernih berarti antibiotik efektif dalam 

menghambat pertumbuhan bakteri. 

 

Uji lanjut KBM dari ekstrak metanol kulit batang pohon waru  

Hasil uji pendahuluan dilakukan uji lanjut untuk mengetahui konsentrasi bunuh minimum (KBM) 

menggunakan konsentrasi ekstrak metanol kulit batang pohon waru dari hasil uji KHM yaitu pada semua 

konsentrasi untuk bakteri Streptococcus mutans. Hasil ini menjelaskan bahwa konsentrasi bunuh minimum 

(KBM) ditentukan jika pada media Natrium Agar pertumbuhan bakteri semakin sedikit atau tidak ada 

pertumbuhan bakteri Streptococcus mutans. Hasil pengamatan uji konsentrasi bunuh minimum (KBM) 

konsentrasi ekstrak metanol kulit batang pohon waru terhadap pertumbuhan koloni bakteri Streptococcus 

mutans pada media Nutrien Agar pada tiap konsentrasi dapat lihat pada Gambar 1. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 1. Pengaruh konsentrasi ekstrak metanol kulit batang pohon waru terhadap jumlah sel bakteri 

Streptococcus mutans  

 

Ket: Y = Log Jumlah Sel (Log Nilai CFU/ml X 10⁷) 
         X = Perlakuan pada tiap konsentrasi 

         Kontrol (-) = TBUD 

         Kontrol (+) = 0  

 

-10

0

10

20

Kontrol (+) Kontrol (-) 2% 1% 0,5%Lo
g

 J
u

m
la

h
 S

e
l

Perlakuan

Jumlah Sel

Y



W Lukaraja, W Lessy, CA Seumahu, A Pesik   E-ISSN : 2684-804X 
 

  
41 

 

RPBJ | Rumphius Pattimura Biological Journal Vol 2 | No 2 | September | 2020 

Hasil uji KBM dengan perhitungan jumlah koloni yang tumbuh pada tiap konsentrasi untuk 

memperoleh nilai CFU/ml yang didapatkan dari konsentrasi 2%, 1%, 0,5% dan dua kontrol positif dan 

negatif. Pada kontrol positif tidak ada pertumbuhan sel bakteri karena antibiotik sangat efektif, pada kontrol 

negatif jumlah sel yang tumbuh sangat banyak, sedangkan pada konsentrasi 0,5% nilai pertumbuhan sel 

lebih kecil dari konsentrasi 2% dan 1% (Gambar 1). 

 

Uji Penghambatan Biofilm dari ekstrak metanol kulit batang pohon waru 

Uji penghambatan biofilm dilakukan beberapa konsentrasi ekstrak dan kontrol dengan metode dilusi 

tabung dengan mengukur absorbansi pada tiap konsentrasi dan kontrol yang telah diberi perlakuan diukur 

absorbansi menggunakan spektrofotometri UV-VIS dengan panjang gelombang 580 nm. Hasil pengukuran 

absorbansi atau OD (Optical Density) dari tiap konsentrasi pada pengujian penghambatan biofilm 

menggunakan beberapa konsentrasi ekstrak dan dua kontrol positif dapat dilihat pada Gambar 2. Nilai OD 

pada konsentrasi 0,18% b/v lebih kecil dibandingkan konsentrasi ekstrak 0,023% b/v dan 0,091% b/v, hal 

ini menunjukan bahwa semakin tinggi konsentrasi ekstrak maka semakin kecil pembentukan biofilm 

bakteri Streptococcus mutans. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 2. Hasil uji penghambatan biofilm ekstrak metanol kulit batang pohon waru 

 

Berdasarkan hasil penelitian diketahui bahwa ekstrak metanol kulit batang pohon waru sangat 

berpengaruh sebagai antibakteri terhadap Streptococcus mutans dengan adanya tingkat kekeruhan pada 

Konsentrasi Hambat Minimum (KHM) dan jumlah pertumbuhan koloni bakteri pada Konsentrasi Bunuh 

Minimum (KBM) sehubungan dengan adanya peningkatan konsentrasi ekstrak metanol kulit batang pohon 

waru. KHM pada bakteri Streptococcus mutans 1%, sedangkan KBM pada bakteri Streptococcus mutans 

0,5% yang ditunjukan dengan adanya penurunan pertumbuhan koloni bakteri 50% dari asal sub biakan. 

Efek antibakteri dari ekstrak tanaman yang lain juga telah dilakukan diantaranya ekstrak daun binahong 

(Anredera cordifolia (Ten) Steenis) terhadap Staphylococcus aureus dan Pseudomonas aeruginosa. 

Peningkatan konsentrasi ekstrak daun binahong pada uji KHM bakteri Staphylococcus aureus dengan 

konsentrasi 25%, sedangkan pada bakteri Pseudomonas aeruginosa pada konsentrasi 50%. Uji KBM 

bakteri Staphylococcus aureus pada konsentrasi 50% sedangkan pada bakteri Pseudomonas aeruginosa 

konsentrasi 100% terjadi penurunan pertumbuhan bakteri 99,9% dari inokulum asal biakan (1). Selain itu 

terdapat tanaman sereh (Cymbopogon nardus L.) yang dapat menghambat bakteri Streptococcus mutans 

pada uji KHM 90%, konsentrasi ekstrak 0,18% ditunjukan dengan nilai 108,36% sedangkan aktivitas 

penghambatan biofilm pada IC50 diperoleh nilai 0.137% (1). 

KESIMPULAN  

Pengujian konsentrasi hambat minimum ekstrak metanol kulit batang pohon waru pada konsentrasi 

2%, 1% dan 0,5% terdapat kekeruhan pada media Nutrien Broth yang menunjukan bahwa terdapat bakteri 

yang tumbuh. Sedangkan pada uji lanjut konsentrasi bunuh minimum (KBM) menunjukan adanya aktivitas 
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antibakteri dari ekstrak metanol kulit batang pohon waru terhadap bakteri Streptococcus mutans, nilai 

KBM ditunjukan dengan adanya penurunan jumlah koloni pada konsentrasi 0,5%. Uji penghambatan 

biofilm dengan konsentrasi 0,18% b/v mampu menghambat pembentukan biofilm dengan nilai OD 1,215 

yang menunjukan semakin rendah nilai absorbansinya maka semakin kecil pembentukan biofilm. 
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