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MOTTO

"Karena sesungguhnya sesudah kesulitan itu ada kemudahan. Sesungguhnya

sesudah kesulitan itu ada kemudahan."

(QS. Al Insyirah 5-6)"

“Dan Barangsiapa bertakwa kepada Allah, niscaya Dia menjadikan kemudahan

baginya dalam urusannya”

(QS. At Thalaq 4.)"

“Dan bermimpi saja tidak akan pernah cukup. Dan sebuah impian memang

seharusnya tidak perlu terlalu banyak dibicarakan, tetapi diperjuangkan”

(Donny Dirghantoro)™

*) Departemen Agama Republik Indonesia. 2017. A/-Qur’an dan terjemahan
Dilengkapi Panduan Waqaf & Ibtida’. Jakarta : PT. Suara Agung.
**) Donny Dirghantoro. 2011. 2. Jakarta Pusat : Grasindo.
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Karies merupakan penyakit gigi dan mulut dengan prevalensi kejadian yang
cukup tinggi. Salah satu penyebab karies adalah bakteri yakni Streptococcus
mutans (S. mutans) dan Lactobacillus acidophilus (L.acidophilus). L. acidophilus
merupakan bakteri dominan pemicu perkembangan karies gigi lanjut setelah
terbentuknya lesi awal karies. Hal ini disebabkan oleh karena faktor virulensinya
berupa ekstraselular polisakarida (EPS), asam laktat, dan protein surface layer (S-
Layer) yang mempermudah bakteri untuk menempel pada gigi. Upaya untuk
mengendalikan pertumbuhan bakteri kariogenik tersebut adalah pemberian obat
kumur klorheksidin 0,2% yang digunakan dalam jangka panjang tanpa
pengawasan dokter dapat menimbulkan beberapa efek samping. Sehingga
diperlukan obat kumur berbahan alami yang dapat meminimalisir efek samping
tersebut. Salah satu tanaman obat dengan kemampuan antibakteri yaitu daun
pegagan yang memiliki kandungan aktif antibakteri berupa flavonoid, tannin,
steroid, saponin, terpenoid, dan alkaloid. Sehingga hal tersebut yang
melatarbelakangi penulis untuk meneliti efek antibakteri dari ekstrak daun
pegagan terhadap L. acidophilus melalui uji antibakteri dengan metode difusi
cakram yang diimplementasikan dengan melihat zona hambat yang terbentuk di
sekeliling kertas cakram yang telah ditetesi ekstrak daun pegagan. Jenis penelitian
yang dilakukan adalah eksperimental laboratoris dengan rancangan penelitian post
test only control group design. Kelompok penelitian ada 5 yaitu kontrol positif
(klorheksidin (CHX) 0,2%), kontrol negatif (akuades), kelompok perlakuan
ekstrak daun pegagan konsentasi 50%, 75%, dan 100%. Ekstrak daun pegagan
dibuat dengan metode maserasi dengan pelarut etanol 96%. Uji antibakteri
dilakukan dengan menempatkan paper disk sesuai kelompok penelitian pada

media MRS-A berisi L. acidophilus. Kemudian diinkubasi dan diamati
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menggunakan jangka sorong digital oleh 3 orang pengamat. Hasil data dianalisis
uji normalitas Saphiro Wilk, uji homogenitas Levene Test, uji One-Way Anova,
dan uji Post Hoc LSD.

Hasil penelitian menunjukkan bahwa ekstrak daun pegagan konsentrasi 50%,
75%, dan 100% memiliki efek antibakteri terhadap L.acidophilus. Hasil rerata
diameter zona hambat yaitu K+ (10,98 mm), K- (0 mm), ekstrak daun pegagan
konsentrasi 50% (8,80 mm), konsentrasi 75% (10,35 mm), dan konsentrasi 100%
(11,12 mm). Uji One-Way Anova menunjukkan nilai signifikansi p<0,05 yang
berarti bahwa seluruh kelompok penelitian memiliki perbedaan yang signifikan.
Hasil rerata diameter zona hambat menunjukkan bahwa semakin tinggi
konsentrasi ekstrak daun pegagan maka semakin besar potensi antibakteri
terhadap L. acidophilus, meskipun pada uji Post Hoc LSD tidak menunjukkan
perbedaan yang signifikan antara konsentrasi 75% dan 100%, tetap menunjukkan
adanya kecenderungan kenaikan rerata diameter zona hambat. Hasil uji Post Hoc
LSD antara kelompok CHX 0,2% dengan ekstrak daun pegagan konsentrasi 75%,
kelompok CHX 0,2% dengan ekstrak daun pegagan konsentrasi 100%, serta
ekstrak daun pegagan konsentrasi 75% dengan konsentrasi 100% menunjukkan
tidak terdapat perbedaan signifikan bahwa antarkelompok tersebut memiliki
kemampuan efek antibakteri yang setara atau hampir sama. Sehingga dapat
disimpulkan ekstrak daun pegagan konsentrasi 75% dan 100% memiliki
kemampuan antibakteri setara CHX 0,2% terhadap L. acidophilus. Aktivitas
antibakteri tersebut diduga disebabkan oleh karena kandungan zat kimia aktif
didalamnya seperti flavonoid, tannin, saponin, steroid, terpenoid, dan alkaloid
yang persentase jumlah kandungannya dipengaruhi oleh faktor internal dan faktor

eksternal.
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BAB 1. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Masalah kesehatan gigi dan mulut merupakan masalah yang paling banyak
ditemui pada masyarakat dunia, tak terkecuali di Indonesia. WHO (World Health
Organization) menyebutkan hampir 100% masyarakat dunia usia dewasa
mengalami karies gigi (Ahirwar et al., 2019). Berdasarkan data RISKESDAS
(Riset Kesehatan Dasar) tahun 2018 disebutkan bahwa sekitar 57,6% masyarakat
Indonesia memiliki masalah kesehatan gigi dan mulut, 88,8% diantaranya
mengalami karies gigi dan 56,6% mengalami kasus karies mencapai akar gigi
(Kemenkes RI, 2018).

Karies gigi merupakan kerusakan yang terjadi pada jaringan keras gigi
akibat dari aktivitas fermentasi karbohidrat oleh bakteri penghasil asam yang
dapat memicu proses demineralisasi gigi. Demineralisasi yang tidak diimbangi
dengan remineralisasi pada gigi akan menyebabkan kerusakan pada jaringan keras
gigi (Setiani et al., 2020). Karies gigi disebabkan oleh beberapa faktor, salah
satunya peran interaksi bakteri penyebab karies gigi. Berdasarkan penelitian
sebelumnya, bakteri yang dimaksud adalah S. mutans dan L. acidophilus. S.
mutans merupakan bakteri yang berperan dalam proses inisiasi awal terbentuknya
lesi karies, sedangkan L. acidophilus merupakan bakteri yang berperan sebagai
penyebab perkembangan karies lanjut tersebut (Zubaidah et al., 2018).

L. acidophilus merupakan bakteri Gram positif anaerob fakultatif
berbentuk batang yang bersifat non-motil dan non-spora (Ahirwar et al., 2019).
Bakteri dengan genus Lactobacillus ini merupakan bagian dari jenis bakteri
homofermenter yang berarti bahwa bakteri ini dapat memproduksi asam laktat
sebesar 65% dari fermentasi glukosa (Samaranayake, 2018). Bakteri ini sangat
jarang ditemukan pada saat sebelum munculnya lesi karies maupun lesi awal
karies, namun sangat banyak ditemukan sebagai inisiator proses formasi
perkembangan lebih lanjut dari suatu karies gigi. Bakteri ini juga banyak
ditemukan pada saliva pasien dengan kasus karies gigi lanjut (Nurhalisa et al.,

2020).



Upaya pemeliharaan kesehatan gigi dan mulut melalui pencegahan karies
gigi dapat dilakukan dengan pemberian obat kumur yang mengandung bahan
antibakteri. Obat kumur merupakan larutan antiseptik yang dapat membantu
meningkatkan kebersihan rongga mulut dan mengurangi bau mulut (Handayani et
al., 2016). Pemberian obat kumur yang mengandung antibakteri ini terbukti
sangat efektif dalam mencegah terjadinya pembentukan plak. Salah satu material
penyusun plak yaitu matriks EPS yang berperan dalam pembentukan matriks
biofilm yang diperlukan bakteri untuk menempel pada gigi. L. acidophilus
merupakan salah satu bakteri yang memiliki matriks EPS sehingga dapat
menyebabkan terbentuknya plak dan perkembangan karies gigi lanjut (Juliantoni
dan Wirasisya, 2018; Karpinska dan Szakaradkiewicz, 2021).

Penambahan kandungan zat antibakteri pada obat kumur dapat
mengurangi terjadinya perlekatan bakteri karies pada permukaan gigi. Zat
antibakteri yang sering digunakan pada obat kumur digolongkan menjadi dua,
yaitu berbahan dasar kimia sintesis atau tiruan dan berbahan dasar zat kimia aktif
dari tumbuhan alami. Berdasarkan Mirawati (2017), berbagai jenis obat kumur
berbahan sintetis saat ini banyak beredar di pasaran, salah satu bahan yang sering
digunakan adalah klorheksidin yang bersifat bakteriostatik dan bakterisidal pada
bakteri Gram positif maupun negatif. Obat kumur klorheksidin telah mendapat
persetujuan dari ADA (American Dental Association).

Penggunaan jangka panjang klorheksidin lebih dari 6 bulan pemakaian
tanpa pengawasan dokter sebagai bahan obat kumur ini akan menimbulkan
banyak efek samping, diantaranya terjadi perubahan rasa, pembentukan kalkulus
supragingival, dan terjadinya deskuamasi mukosa oral (Saima dan Ahmad, 2019).
Menurut Setiani et al. (2020), efek samping serius yang mungkin terjadi akibat
takaran dosis dan frekuensi penggunaan klorheksidin berlebihan serta akibat
pemberian obat kumur pada pasien dengan hipersensitifitas produk berbahan
klorheksidin yaitu menyebabkan munculnya sariawan, pembengkakan di kelenjar
saliva, sulit mengatur pernapasan, bahkan dapat menyebabkan pembengkakan
pada seluruh wajah, area bibir, dan lidah, serta tenggorokan. Mengingat

banyaknya efek samping yang ditimbulkan dari klorheksidin sebagai obat kumur,



maka diperlukan pemberian obat kumur berbahan alami yang memiliki efek
samping yang lebih rendah dari klorheksidin.

Pemanfaatan herbal secara empiris saat ini menjadi fokus alternatif terbaru
bertajuk “Back to nature” dalam pembuatan obat kumur dikarenakan memiliki
kemampuan antibakteri yang efektif dengan efek samping lebih rendah dibanding
dengan obat kumur dengan penambahan bahan kimia sintesis. Salah satu tanaman
obat yang memiliki efek antibakteri adalah daun pegagan. Daun pegagan
merupakan tanaman yang termasuk ke dalam salah satu komoditi besar dari 66
jenis tanaman obat yang dikelompokkan berdasarkan Keputusan Menteri
Pertanian Indonesia No. 511 Tahun 2006. Menurut keputusan tersebut dijelaskan
bahwa tidak semua tanaman obat dibudidayakan secara berkelanjutan, tetapi
banyak dipanen langsung secara bebas dari alam. Seperti halnya daun pegagan
yang dapat dengan mudah ditemukan tumbuh bebas maupun dibudidayakan
secara khusus untuk diambil manfaatnya (Salim dan Munadi, 2017).

Tanaman pegagan sangat banyak diminati di Asia Pasifik dalam jangkauan
luas sebagai keperluan pengobatan, kosmetik, dan farmasi. Menurut Sutardi
(2016), di Indonesia, persentase kebutuhan akan daun ini cukup tinggi mencapai
126 ton per tahun dan banyak dimanfaatkan sebagai sayuran maupun tanaman
obat untuk menurunkan demam, antialergi, antioksidan, stimultan sistem saraf
pusat (SSP), dan antibakteri (Idris dan Nadzir, 2021). Menurut penelitian Azzahra
dan Hayati (2018), ekstrak daun pegagan memiliki kemampuan antibakteri
terhadap S. mutans. Penelitian lain menurut Putri (2019), ekstrak daun pegagan
terbukti memiliki kemampuan antibakteri terhadap Staphylococcus aureus (S.
aureus) dengan cara menghambat pembentukan biofilm pada bakteri tersebut.
Menurut Senthilkumar (2018), kemampuan antibakteri tersebut diduga karena
kandungan senyawa metabolit sekunder pada daun pegagan seperti, flavonoid
sebesar 25,98%, tannin (35,11%), steroid (22,15%), saponin (28,64%), alkaloid
(58,63%), dan terpenoid (30,23%). Kandungan zat aktif utama yang menjadi
biomarker adalah asiatikosida, centellosida, asam madeskasik, dan asam asiatica

yang merupakan turunan terpenoid sebagai senyawa metabolit sekunder golongan



triterpenoid pentasiklik yang hanya terdapat pada daun pegagan (Sutardi, 2016;
Susetyarini dan Nurrohman, 2022).

Penelitian Hayati et al. (2013) menunjukkan bahwa ekstrak daun pegagan
terbukti dapat menghambat S. aureus pada konsentrasi 50% dan 75%, sedangkan
konsentrasi 12,5% dan 25% diketahui tidak memiliki aktivitas antibakteri.
Penelitian aktivitas antibakteri ekstrak daun pegagan terhadap L. acidophilus
masih belum diketahui. Sehingga, penulis ingin melakukan penelitian dengan
mengadaptasi konsentrasi yang telah terbukti memiliki aktivitas antibakteri
tersebut ke dalam penelitian ini. Hal ini diasumsikan bahwa S. aureus dan L.
acidophilus memiliki persamaan yaitu keduanya tergolong ke dalam bakteri Gram
positif anaerob fakultatif yang memiliki struktur morfologi jenis bakteri yang
sama, sehingga diharapkan dapat memberikan efek antibakteri ekstrak daun
pegagan serupa terhadap L. acidophilus. Selain itu, penulis ingin meneliti satu
tingkat konsentrasi diatasnya, yaitu konsentrasi 100% untuk mengetahui
konsentrasi yang dianggap setara dengan klorheksidin 0,2% sebagai kontrol
positif. Penelitian ini diharapkan dapat menggali potensi ekstrak daun pegagan
sebagai obat kumur yang efektif dalam menghambat pertumbuhan bakteri

pengganti klorheksidin 0,2%.

1.2 Rumusan Masalah
Berdasarkan wuraian penjelasan pada latar belakang diatas, maka

didapatkan rumusan masalah pada penelitian ini sebagai berikut:

1. Apakah terdapat efek antibakteri ekstrak daun pegagan (C. asiatica)
terhadap L. acidophilus?

2. Bagaimanakah efek antibakteri ekstrak daun pegagan (C. asiatica) pada
konsentrasi 50%, 75%, dan 100% terhadap L. acidophilus?

3. Bagaimana perbandingan kemampuan antibakteri konsentrasi ekstrak daun

pegagan (C. asiatica) dengan khlorheksidin 0,2% terhadap L. acidophilus?



1.3

1.4

Tujuan Penelitian

Tujuan penelitian ini adalah untuk mengetahui hal-hal sebagai berikut:
Untuk mengetahui efek antibakteri ekstrak daun pegagan (C. asiatica)
terhadap L. acidophilus.

Menganalisis potensi kemampuan antibakteri seiring peningkatan
konsentrasi ekstrak daun pegagan (C. asiatica) 50%, 75%, dan 100%
terhadap L. acidophilus.

Mengetahui perbandingan kemampuan antibakteri konsentrasi ekstrak
daun pegagan (C. asiatica) dengan klorheksidin 0,2% terhadap L.
acidophilus.

Manfaat Penelitian

Memberikan ilmu, wawasan, dan informasi mengenai efek antibakteri
ekstrak daun pegagan (C. asiatica) terhadap L. acidophilus.

Dapat digunakan sebagai dasar penelitian selanjutnya dalam pemanfaatan
ekstrak daun pegagan dalam bidang kedokteran gigi, khususnya
pencegahan karies gigi dan sebagai antibakteri penyakit pada jaringan

keras gigi.



BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Karies Gigi
2.1.1 Definisi Karies Gigi

Karies gigi merupakan penyakit mikrobial irreversible pada jaringan keras
gigi dengan ciri adanya demineralisasi dan kerusakan bahan organik yang diawali
dengan munculnya bercak putih atau coklat yang dapat berkembang menjadi
coklat kehitaman (Gambar 2.1). Kata karies berasal dari Bahasa Latin “karies
dentis” yang bermakna “lubang gigi”. Kavitas mulai terbentuk saat mineral gigi
mulai luluh karena aktivitas hasil reaksi fermentasi glukosa oleh bakteri penghasil

asam (Kusumawardani dan Robin, 2019; Sivapathasundharam, 2020).

Gambar 2.1 Gambaran klinis karies gigi lanjutan berwarna coklat
kehitaman (Sumber: Sivapathasundharam,2020)

2.1.2 Etiologi Karies Gigi

Karies gigi merupakan penyakit multifaktorial yang diantaranya
disebabkan oleh inang (host) yang rentan, flora kariogenik dan substrat yang
sesuai yang harus ada dalam waktu yang cukup. Karies gigi hanya akan dapat
terjadi apabila keempat faktorial penyebab ini telah terpenuhi dan bekerja secara
simultan satu dengan lain (Gambar 2.2) (Kusumawardani dan Robin, 2019;

Sivapathasundharam, 2020).



1. Host and teeth
2. Microorganism
3. Substrate

4. Time

Gambar 2.2 Etiologi karies gigi (Sumber: Sivapathasundharam, 2020)

a. Host dan Gigi

Faktor gigi atau inang yang rentan adalah salah satu etiologi penting dalam
meningkatkan kejadian karies, beberapa diantaranya adalah struktur morfologi
dan anatomi, komposisi gigi dan posisi gigi dalam lengkung rahang. Karakteristik
morfologi gigi yang rentan terjadi karies adalah daerah pit dan fissure gigi yang
dalam baik oklusal maupun bukal atau lingual pit yang biasanya terjadi pada
molar pertama rahang bawah diikuti oleh molar pertama rahang atas, molar kedua
rahang bawah serta molar kedua rahang atas. Bila ditemukan adanya daerah halus
pada daerah proksimal dibawah titik kontak akan sering ditemukan sisa makanan
yang terjebak (Sivapathasundharam, 2020).

Karakteristik lain yaitu bila terdapat daerah tepi tumpatan yang
overhanging dan permukaan akar yang terbuka juga merupakan karakteristik gigi
yang mudah untuk terjadi karies. Kondisi gigi demikian akan memudahkan
bakteri penyebab karies untuk menempel. Posisi gigi juga menjadi faktor penting
lain dalam etiologi karies gigi. Gigi yang malaligned atau tidak rata, gigi keluar
posisi, dan gigi berotasi akan sulit dibersihkan dan cenderung menyebabkan
penumpukan makanan sehingga akan dengan mudah terjadi karies
(Sivapathasundharam, 2020).

Faktor host lain sebagai etiologi karies yaitu saliva, diantaranya pH,
kapasitas buffer, dan jumlah saliva. Kondisi pH saliva berkaitan dengan keasaman

lingkungan rongga mulut yang tersaturasi dengan kalsium dan fosfat sehingga



menyebabkan larutnya bahan anorganik gigi, hal ini biasa disebut dengan pH
kritis yang berkisar pada pH 5,5. Kapasitas buffer saliva, terbukti mempengaruhi
proses terjadinya karies gigi. Kandungan karbonat dalam saliva akan bekerja
menyebar ke dalam plak gigi untuk menetralkan asam dari fermentasi karbohidrat
oleh bakteri. Kemampuan saliva untuk kapasitas buffer ini dipengaruhi oleh
jumlah saliva, sehingga apabila pada seseorang terdapat jumlah saliva yang sedikit
(hiposalivasi) akan menurunkan kapasitas buffer saliva yang dapat melindungi
gigi dari karies (Sivapathasundharam, 2020).
b. Mikroorganisme

Mikroorganisme atau agent merupakan salah satu faktor yang berperan
penting dalam proses terjadinya karies gigi. Mikroorganisme ini berada di dalam
matriks intraseluler pada plak yang melekat pada gigi. Bakteri penyebab utama
karies gigi yaitu S. mutans serotipe C dan L. acidophilus. Kedua bakteri ini
memiliki sifat asidogenik dan asidurik yang mampu membuat suasana asam dari
fermentasi karbohidrat, glukosa maupun sukrosa. Keduanya mampu tumbuh subur
dalam suasana pH rendah (asam) dan membuat polisakarida ekstrasel dari
karbohidrat. Konsistensi polisakarida ini seperti gelatin yang lengket dari polimer
glukosa yang menyebabkan terbentuknya matriks plak gigi sehingga bakteri
mudah menempel satu sama lain dan menghambat saliva dalam fungsinya
menetralkan plak (Listrianah, 2017; Listrianah et al., 2018; Kusumawardani dan
Robin, 2019).
c. Substrat

Substrat atau lingkungan yang dapat meningkatkan proses terjadinya
karies gigi adalah adanya bahan makanan yang mengandung polisakarida, glukosa
dan sukrosa. Sukrosa merupakan kandungan yang paling bersifat kariogenik
dibanding jenis gula lainnya. Karena pada makanan tersebut akan difermentasi
atau diubah oleh bakteri rongga mulut menjadi asam laktat melalui proses
glikolisis. Terbentuknya asam laktat ini akan menimbulkan penurunan pH gigi
dan memicu demineralisasi bahan anorganik yang terkandung pada email gigi

(Listrianah, 2017; Listrianah et al., 2018; Kusumawardani dan Robin, 2019).



d. Waktu

Waktu menjadi salah satu faktor yang berperan penting dalam proses
karies. Bahan makanan karbohidrat apabila tidak segera dibersihkan akan menarik
bakteri untuk difermentasikan. Fermentasi bakteri ini dapat menurunkan pH
rongga mulut dan menyebabkan demineralisasi gigi. Demineralisasi gigi terjadi
setelah 2 jam, akan segera terjadi remineralisasi apabila viskositas saliva terjaga
dengan baik dan plak segera dibersihkan. Penyebab lainnya dari faktor waktu
adalah frekuensi host gigi dan saliva dalam terpapar bahan makanan kariogenik
sehingga gigi menjadi rentan karies (Listrianah, 2017; Kusumawardani dan Robin,
2019).

e. Faktor Lain

Faktor lain penyebab karies gigi antara lain seperti ras, jenis kelamin,
kehamilan, usia, faktor sosial ekonomi, dan keterkaitan dengan penyakit sistemik.
Pengaruh ras dalam penyebab karies biasanya berkaitan dengan keadaan tulang
rahang yang sempit dari suatu ras sehingga menyebabkan gigi geligi tampak
berdesakan dan tidak teratur. Sehingga hal ini menyebabkan kesulitan dalam
pembersihan dan pengaturan oral hygiene yang dapat meningkatkan kemungkinan
terjadinya karies. Pengaruh jenis kelamin menurut pengamatan Milhahn-
Turkeheim bahwa gigi M1 wanita memiliki potensi terjadi karies lebih tinggi
dibanding pria berkaitan dengan pembentukan amelogenin terkait dengan
kromosom Y pada pria yang lebih tinggi sehingga memiliki struktur gigi yang
lebih kuat dan lebih tahan terhadap karies (Listrianah et al., 2018).

Proses kehamilan juga mempengaruhi peningkatan kemungkinan
terjadinya karies yang berkaitan dengan hormon estrogen wanita yang meningkat,
penurunan sistem imun, dan beberapa perubahan fisik yang terjadi di kala proses
tersebut berlangsung. Hal ini berefek negatif pada kondisi rongga mulut seperti
penurunan laju saliva dan terganggunya buffer pH sehingga menyebabkan banyak
ibu hamil rentan mengalami karies. Faktor usia juga menjadi salah satu penyebab
terjadinya karies. Anak anak usia 6-12 tahun periode gigi campuran merupakan
usia paling banyak menunjukkan kejadian karies. Hal ini berkaitan dengan

pertumbuhkembangan anak yang terjadi dimana anak anak suka bermain dan
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makan minum yang manis serta masih banyak yang belum bisa menjaga
kebersihan rongga mulut ( Ferraro dan Vieira, 2010; Listrianah et al., 2018).
Faktor sosial ekonomi secara tidak langsung juga menyebabkan terjadinya
karies, hal ini berkaitan dengan banyaknya masyarakat yang masih belum bisa
mengakses kesehatan terutama di bidang gigi dan mulut karena alasan terbatasnya
ekonomi, kurangnya pengetahuan dan kemampuan dalam menangani masalah
kesehatan gigi dan mulut yang terjadi. Faktor terakhir yaitu faktor keterkaitan
karies dengan penyakit sistemik berupa asma dan epilepsi (Ferraro dan Vieira,

2010).

2.1.3 Patogenesis Karies Gigi

Karies gigi dimulai apabila terbentuk plak yang menempel kuat pada
permukaan gigi sebagai tempat tinggal bakteri penyebab karies gigi. Bakteri
utama yang berperan dalam proses karies yaitu S. mutans dan L. acidophilus. Plak
gigi yang tidak segera dibersihkan akan menumpuk, dan semakin sulit untuk
dibersihkan. Hal ini diperparah oleh kebersihan rongga mulut yang buruk, seperti
setelah mengonsumsi makanan jenis karbohidrat tertentu tidak segera dibersihkan
dan dibiarkan menumpuk di sela-sela gigi. Hal ini akan menarik mikroorganisme
dalam rongga mulut untuk memfermentasikan sisa makanan tersebut melalui
proses glikolisis menjadi asam piruvat dan asam laktat (Listrianah, 2017,
Kusumawardani dan Robin, 2019).

Fermentasi yang terjadi akan menurunkan pH rongga mulut hingga
dibawah 5 hanya dalam waktu 1-3 menit dan untuk kembali ke pH awal
membutuhkan waktu 30-60 menit. Frekuensi penurunan pH yang terus menerus
terjadi akan mempercepat proses demineralisasi email gigi, yaitu terjadinya
kelarutan kalsium pada email gigi sehingga email menjadi rusak dan terjadi karies

(Gambar 2.3) (Listrianah, 2017; Kusumawardani dan Robin, 2019).

Substrat + Plak + Gigt > Karies gigi
(Gula) (Bakteri) (Email+Dentin) (Metabolisme oleh bakteri) (Demineralisasi)

Gambar 2.3 Mekanisme karies gigi (Sumber: Ratih dan Dewi, 2019)
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Normalnya saat terjadi demineralisasi akan terjadi proses remineralisasi,
yaitu tersedianya Ca?" dan PO4*" yang cukup pada rongga mulut dan pH kembali
normal. Kembalinya pH dan kecukupan kalsium dan fosfat ini dibantu oleh
kapasitas buffer dan viskositas saliva, serta fluoride yang bisa didapatkan dengan
cara topikal maupun sistemik. Ikatan fluoride dengan hidroksiapatit lebih besar
dari OH". Fluoride ini juga dapat untuk menurunkan pH kritis menjadi 4,5,
sehingga apabila pH turun dibawah 4,5 akan baru memulai proses demineralisasi
gigi (Listrianah, 2017; Kusumawardani dan Robin, 2019).

Saat terjadi karies gigi, proses demineralisasi lebih dominan dibandingkan
proses remineralisasinya. Hal ini disebabkan oleh karena saat waktu menuju
remineralisasi dengan waktu 30-60 menit, biasanya kondisi rongga mulut terus
mengalami penurunan pH karena fermentasi karbohidrat oleh bakteri dari sisa sisa
makanan yang tidak dibersihkan sehingga proses remineralisasinya menjadi lebih
lambat dari biasanya. Proses ini terjadi saat ion asam bereaksi dengan fosfat dalam
saliva dan plak sehingga sampai pada pH kritis dibawah 5,5 (Listrianah, 2017,

Kusumawardani dan Robin, 2019).

2.2 Lactobacillus acidophilus
2.2.1 Taksonomi
Klasifikasi organisme dari L. acidophilus dalam Samaranayake (2018)

adalah sebagai berikut :

Domain : Bacteria
Kingdom : Bacteria

Filum : Firmicutes

Kelas : Bacilli

Ordo : Lactobacillales
Famili : Lactobacillaceae
Genus : Lactobacillus

Spesies : Lactobacillus acidophilus
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2.2.2 Karakteristik dan Morfologi

Lactobacillus sp. merupakan salah satu jenis bakteri dominan rongga
mulut penyebab keparahan karies gigi. L. acidophilus merupakan bakteri Gram
positif, anaerob fakultatif, berukuran kurang lebih 0,6-0,9 x 1,5-6 pm, berbentuk
coccobacillary forms namun paling sering ditemukan dalam bentuk basil dengan
ujungnya membulat, berpasangan dalam rantai pendek, non-motil, non-spora

(Gambar 2.4), dan menghasilkan produk asam laktat dan asam asetat sebagai hasil

metabolisme dan fermentasi (Anjum et al., 2014; Nurhalisa et al., 2020).

u e o - o 1)
W' SR T a7 o,

s RLT ey o
Gambar 2.4 Scanning Electron Micrograph dengan Perbesaran 10.000x pada
L. acidophilus (Sumber: Pyar dan K.K. Peh, 2014)

L. acidophilus memiliki 2 sifat utama yaitu asidogenik dan asidurik.
Asidogenik yaitu merupakan proses dari bakteri ini dalam memfermentasikan
karbohidrat untuk membentuk asam, sedangkan asidurik adalah kemampuan
bakteri dalam bertahan hidup dari acidic milleu atau pada suasana asam.
Lactobacilli tumbuh dalam kondisi mikroaerofilik dengan kebutuhan adanya
karbon dioksida (CO:) dan pada pH 6 yang tergolong pH asam (Samaranayake,
2018).

Uji identifikasi dilakukan dengan wuji pewarnaan Gram pada L.
acidophilus yang telah diteteskan pewarna kristal violet dan diidentifikasi dengan
mikroskop akan menghasilkan warna ungu, sehingga hal ini membuktikan bahwa
bakteri ini termasuk Gram positif. Hal ini berkaitan dengan struktur morfologi
bakteri L. acidophilus yang memiliki dinding sel lebih sederhana dengan
kandungan peptidoglikan lebih banyak dibandingkan dengan bakteri Gram negatif
(Wardinal et al., 2019).

Bakteri ini tidak ditemukan pada bayi baru lahir, namun 50% mulai ada

di kehidupan pertama seorang anak mulai usia 1-2 tahun, dan hadir dalam jumlah
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spesimen tertinggi di saliva, dorsum lidah, palatum durum, plak gigi, dan pada
permukaan gigi. Keberadaan L. acidophilus pada anak usia 6-16 tahun ditemukan
semakin meningkat. Hal ini berkaitan dengan penelitian sebelumnya yang
menyebutkan bahwa hal ini berkaitan dengan infake dan konsumsi karbohidrat
dari anak semasa kecil hingga remaja (Badet dan Thebaud, 2008).

Penelitian sebelumnya menyebutkan kandungan bakteri ini bisa
ditemukan pada anak-anak memiliki presentasi lebih tinggi dibandingkan dengan
dewasa. Keberadaan bakteri ini pada dewasa lebih dipengaruhi oleh keadaan
ekologi rongga mulut yaitu kebiasaan merokok, pengguna prothesa, dan kondisi
kebersihan rongga mulut. Prosentase jumlah bakteri ini pada rongga mulut adalah
kurang dari 1% dari seluruh total flora tersebut dalam tubuh. Selain ditemukan
pada rongga mulut, bakteri ini dominan ditemukan pada saluran pencernaan dan
organ kewanitaan. (Badet dan Thebaud, 2008; Ahirwar et al., 2017,
Samaranayake, 2018).

Bakteri L. acidophilus merupakan bakteri yang mampu untuk hidup
dengan pengaruh kondisi lingkungan sekitar. Berdasarkan penelitian Utami (2013),
menunjukkan bahwa L. acidophilus mampu untuk tumbuh (viabilitas) dengan
sangat optimal dan ideal pada suhu 4°C selama 4 minggu, dan menunjukkan
stabilitas yang cukup baik pada penyimpanan pada suhu kamar atau ruangan yaitu
sebesar 25°C selama 4 minggu, namun menunjukkan penurunan kemampuan
tumbuh pada suhu 44°C selama 4 minggu. Penurunan kemampuan tumbuh yang
terjadi akibat penyimpanan pada suhu yang tinggi tanpa melalui suhu ruang dapat
mempengaruhi struktur sel. Sehingga apabila bakteri disimpan dalam kondisi
kering dan sering berada pada suhu ruang, bakteri masih memiliki viabilitas dan
stabilitas yang baik, namun perlu segera dilakukan preservasi dan rekultur untuk
mempertahankan kemampuan tumbuh dan keberlangsungan hidup bakteri.
Pemeliharaan bakteri (preservasi) bertujuan untuk mempertahankan daya tumbuh
(viabilitas) bakteri dan menjaga (recovery) isolat agar daya tumbuh dan
kelangsungan hidupnya tidak mengalami perubahan yang signifikan yang dapat

mempengaruhi sifat morfologi bakteri tersebut (Raisyah dan Fairani, 2021).
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2.2.3 Mekanisme L. acidophilus Penyebab Karies Gigi

L. acidophilus merupakan bakteri yang dapat menghasilkan matriks EPS
yang merupakan material penting dalam pembentukan plak (Karpinska dan
Szakaradkiewicz, 2021). Sehingga bakteri ini juga sering ditemukan berada pada
plak gigi dan secara signifikan memainkan peran dalam perkembangan karies gigi.
Hal ini disebabkan karena L. acidophilus dapat bertahan pada lingkungan pH yang
rendah. Bakteri ini termasuk ke dalam golongan metabolisme homofermenter
yang menandakan bahwa bakteri ini dapat memfermentasi asam laktat dengan
baik, sehingga berdampak pada penurunan pH rongga mulut menjadi dibawah 4,5.
Bahkan pada penelitian sebelumnya mengatakan bahwa bakteri ini sanggup
bertahan pada pH 2,2 (Ahirwar et al., 2019).

Mekanisme karies gigi lanjutan perlu adanya kerjasama antara S. mutans
sebagai faktor utama inisiator formasi dental karies dan Lactobacillus sp. yang
akan memainkan peran penting untuk memperparah formasi karies. Dalam
kondisi lingkungan rongga mulut rentan karies seperti kaya akan gula sukrosa
maupun karbohidrat, pH rendah dibawah 5, laju saliva rendah, sifat permukaan
gigi, dan populasi bakteri yang meningkat inilah yang akan membentuk dental
biofilm (spesifik plak) penyebab karies lanjut (Pitts et al., 2017; Ahirwar et al.,
2019).

Spesies L. acidophilus memiliki sifat kariogenik seperti produksi asam
laktat, mempengaruhi hidrofobisitas permukaan sel, produksi EPS, dan protein S-
Layer. Produksi asam laktat yang dilakukan oleh bakteri ini disebabkan oleh
fermentasi gula hingga terjadi perubahan pH lingkungan rongga mulut menjadi
asam, pH dibawah 4,5. Kolonisasi bakteri menempel pada plak gigi yang
menyertai karies lanjut akan memudahkan proses demineralisasi permukaan
enamel gigi. Kemudian perlekatan Lactobacillus terhadap permukaan gigi yaitu
dengan formasi dental biofilm dengan hidrofobisitas permukaan sel yang sangat
memodulasi sifat keterikatan bakteri asam laktat. Interaksi non kovalen jarak jauh
terkuat adalah interaksi hidrofobik yang merupakan faktor penentu utama dalam

adhesi mikroba pada permukaan (Ahirwar et al., 2019).
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EPS secara ekstensif diproduksi oleh spesies Lactobacillus sebagai salah
satu faktor pembentukan dental biofilm yang berantai panjang, biopolimer linier
maupun bercabang. Berat molekul biopolimer tinggi yang terdiri dari pengulangan
unit sakarida dan dihubungkan oleh a- dan f- ikatan glikosida dan bersifat lengket
dan berperan penting dalam adhesi dental biofilm. Yang terakhir adalah protein S-
Layer yang merupakan komponen struktural lapisan luar dinding sel bakteri dari
berbagai jenis protein zat. Adaptasi mikroorganisme terhadap lingkungan yang
merugikan terjadi dari beragam struktur lapisan batas terluar bakteri yang
merupakan fungsi biologis protein S-Layer. Protein S-Layer milik Lactobacillus
berperan penting dalam adhesi sel ke sel inang, sehingga bakteri ini dapat
menyesuaikan hidrofobisitas permukaannya dalam perubahan lingkungan karena

memiliki protein S-Layer di dinding sel luarnya (Ahirwar et al., 2019).

2.3 Daun Pegagan
2.3.1 Taksonomi

Tanaman pegagan (C. asiatica) merupakan tanaman yang berasal dari
daerah tropis yang termasuk ke dalam 50 jenis tanaman yang dimanfaatkan
sebagai obat utama di Indonesia. Tanaman pegagan memiliki banyak nama lain di
daerah lain di Indonesia diantaranya antanan (Jawa Barat), kaki kuda (Sumatera),
tikusan (Madura), taiduh (Bali), di Halmahera masyarakat menyebutnya kori-kori,
di Minangkabau disebut pegago, serta di Lombok disebut bebile. Sebutan lain
tanaman pegagan dari beberapa negara antara lain Gotu Kola (Sinhala, Sri Lanka),
Indian pennywort (Inggris, Amerika), Ji xue cao (Tiongkok), dan bevilaque,
hydrocote d’Asie, atau cotyiole asiatique (Prancis) serta masih banyak lainnya.
(Sutardi, 2016; Azzahra dan Hayati, 2018; Susetyarini ef al., 2020).

Klasifikasi taksonomi tanaman pegagan adalah sebagai berikut dalam

(Sutardi, 2016) yaitu sebagai berikut:

Kingdom : Plantae
Divisi : Spermatophyta
Subdivisi : Magnoliophyta

Kelas : Dicotyledonae
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Ordo : Umbillales

Famili : Umbilliferae (Apiaceae)
Genus : Centella

Spesies : Centella asiatica (L.) Urban

2.3.2 Morfologi

Tanaman pegagan memiliki berbagai keragaman morfologi dan
karakteristik berdasarkan lokasi asalnya. Perbedaan karakteristik ini dipengaruhi
oleh berbagai faktor diantaranya, genetik, nutrisi dan mineral, jenis tanah, kondisi

lingkungan, aksesi dari berbagai lokasi, dan kebutuhan akan cahaya matahari
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Gambar 2.5 Tanaman pegégén ESumber: Sutardi, 2016; Susetyarini et al., 2020)

Tanaman pegagan memiliki bagian-bagian diantaranya:
a. Daun Pegagan

Tanaman pegagan memiliki daun tunggal, tersusun dalam roset akar yang
terdapat 2 hingga 10 daun. Mayoritas daun pegagan berwarna hijau tua, namun
pada beberapa kesempatan ditemukan daun pegagan usia tua berwarna hijau
kekuningan. Daun pegagan berbentuk ginjal dengan pangkal daun (basis folii)
tumpul dan ujung daun (apex folii) membulat, tepi bergerigi, susunan tulang daun
menjari, helaian daun berbentuk oval, dan daging daun kaku (perkamenteus)
(Gambar 2.6). Ukuran daun pegagan bervariasi, lebar dengan garis tengah daun
terhitung kurang lebih 1-7 cm tergantung dari tempat hidup tanaman tersebut. Sisi
bawah daun pegagan sering ditemukan sedikit helai rambut halus berwarna putih

yang biasa disebut trikoma daun, sedangkan sisi permukaan atas daun halus. Daun
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pegagan memiliki bau yang tidak terlalu tajam serta stolon berwarna coklat gelap
(Gambar 2.8) (Maruzy et al., 2020; Susetyarini et al., 2020; Tirta dan Putra, 2020).

Tanaman pegagan (C. asiatica) dalam penelitian ini diambil bagian
daunnya saja, tidak termasuk batang, akar, bunga, dan buahnya. Hal ini
disebabkan oleh karena secara fitokimia, daun pegagan merupakan bagian
akumulator tertinggi dari komponen bioaktif yang secara umum digunakan untuk
keperluan terapeutik. Berdasarkan penelitian Vaddadi et al. (2017) ekstrak etanol
daun pegagan menunjukkan efek maksimal dalam menghambat pertumbuhan
bakteri oleh karena tingginya kandungan bioaktif didalamnya dibanding bagian
tanaman lainnya. Pengambilan daun pegagan dalam penelitian dilakukan di sore
hari setelah melalui proses fotosintesis dengan intensitas cahaya maksimal.
Intensitas cahaya pada sore harimerupakan intensitas cahaya optimum dengan
harapan telah mendapatkan kandungan zat aktif yang optimum didalamnya,
dikarenakan daun pegagan merupakan tanaman yang sensitif terhadap intensitas
cahaya (Martono, 2011).

Wilayah Jember merupakan wilayah dengan ketinggian 0-3300 m diatas
permukaan laut. Daun dari tanaman yang hidup di wilayah highland (>500 mdpl),
midland (250-500 mdpl) dan lowerland (0-250 mdpl) akan menunjukkan bentuk
daun seperti ginjal (kidney-like) dengan tepi daun yang tidak halus dan satu daun
berada pada satu petiole. Secara agronomis, ukuran daun, jumlah daun, panjang
stolon, jumlah rosset, panjang rhizoma, dan jumlah bunga sangatlah bergantung
terhadap lokasi dimana daun tersebut tumbuh. Kondisi tanpa penaungan adalah
kondisi optimum untuk pertumbuhan pegagan (Kurniawati et al., 2005). Rata rata
lebar dan panjang dengan garis tengah daun pegagan ini rata rata 3-5 cm. Pada
Penelitian Ramandey dan Bunei (2021) menunjukkan bahwa tanaman pegagan
yang tumbuh dilokasi tanpa sinar matahari langsung memiliki daun yang lebih
lebar dan lebih tebal dibandingkan dengan yang mendapat sinar matahari
langsung. Hal ini akan berkaitan dengan kemampuan adaptasi supaya daun
tersebut memiliki luas daun yang cukup pada intensitas cahaya rendah dalam

menangkap cahaya matahari (Musyarofah et al., 2007).
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Keterangan:

Bentuk daun (Circumscruptio)
Ujung daun (4pex folii)
Pangkal daun (Basis folii)
Susunan tulang daun

Tepi daun

Daging daun

mo o o

Gambar 2.6 Morfologi daun pegagan (Sumber: Susetyarini ef al., 2020)

b. Tangkai Pegagan (petiole)

Tangkai pegagan (petiole) memiliki tekstur lunak, berair, tidak berkayu,
berwarna merah pada pangkal tangkai, namun berwarna hijau pada sisi ujung
mendekati daun, terdapat bagian menjorok pada permukaan petiole namun tidak
terlalu tampak, tangkai pegagan bisa memiliki panjang mencapai kurang lebih 5-7

cm (Gambar 2.7) (Hamid, 2015; Susetyarini et al., 2020).

(i

Gambar 2.7 Tangkai pegagan (petiole) (Sumber: Susetyarini ef al., 2020)

c. Stolon

Stolon pegagan memiliki warna coklat kegelapan, tekstur berair, lunak,
dan tidak berkayu. Stolon pegagan ini mampu tumbuh sepanjang 10-80 mm
(Gambar 2.8) (Maruzy et al., 2020; Susetyarini et al., 2020).
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Gambar 2.8 Bagian yang ditunjuk panah hitam mepan stolon pegagan
(Sumber: Susetyarini et al., 2020)

d. Akar Pegagan
Tanaman pegagan memiliki akar tunggang, dengan akar lembaga yang
ditumbuhi cabang serabut akar yang lebih kecil (Gambar 2.9). Tanaman pegagan

ini memunculkan akar pada setiap bonggol tanamannya (Susetyarini et al., 2020).

Keterangan:

1. Akar Lembaga
2. Cabang akar
3. Pangkal akar

4. Ujung akar

Gambar 2.9 Morfologi akar pegagan (Sumber: Susetyarini et al., 2020)

e. Bunga dan Buah

Bunga tanaman pegagan ini berbentukkarangan bunga payung (umble)
atau merupakan struktur perbungaan tangkai bunga dengan panjang yang sama
menyebar dalam satu pusat yang sama (Gambar 2.10). Bunga pegagan ini terdiri
3-5 bunga tunggal berwarna putih keunguan dan merah muda. Tangkai bunga
memiliki panjang 5-50 mm. Bunga pegagan ini biasanya akan mekar pada sekitar
bulan April hingga Juni. Tanaman pegagan juga memiliki buah berbentuk oval
atau bulat, tebal, dengan panjang kurang lebih 2 inchi (Susetyarini et al., 2020;
Tirta dan Putra, 2020).
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oy J‘ s gl
Gambar 2.10 Morfologi pegagan . 1) Tangkai Bunga, 2) Kelopak Bunga, dan 3)
Mahkota Bunga (Sumber: Susetyarini et al., 2020)

2.3.3 Habitat

Daun pegagan merupakan tanaman yang berdistribusi di wilayah tropis
dan subtropis. Daun pegagan berasal dari Asia Tenggara, Afrika Selatan, India
dan Sri Lanka, beberapa bagian di China, Madagaskar, United States bagian
tenggara, Mexico, Venezuela, Colombia, dan South America bagian timur.
Penyebaran daun pegagan cukup luas, bisa hidup pada dataran tinggi maupun
dataran rendah. Pegagan banyak ditemukan di pematang sawah, kebun, ladang,
tepi-tepi jalan, ataupun pada ladang dengan tanah yang sedikit basah. Hal ini
menunjukkan bahwa tanaman pegagan memiliki daya adaptasi yang sangat bagus
(Sutardi, 2016; Susetyarini et al., 2020; Tirta dan Putra, 2020).

Tanaman pegagan dapat tumbuh pada tanah sedikit lembap dengan sinar
matahari cukup dan sedikit terlindung, hal inilah yang akan mempengaruhi
terbentuknya perbedaan morfologi bentuk daun dan kandungan senyawa bioaktif
dari daun pegagan. Pegagan akan tumbuh dengan baik pada kondisi lingkungan
dengan intensitas cahaya rendah, hampir serupa shade plant dengan titik jenuh
sebesar 1-5 mol m?/detik, serta memiliki laju respirasi rendah. Laju respirasi
rendah menandakan bahwa tanaman shade plant akan beradaptasi dan mampu
bertahan pada daerah dengan cahaya terbatas di dataran tinggi dengan iklim basah
dan intensitas cahaya rendah. Tanaman ini juga dapat tumbuh optimum pada
ketinggian 700 mdpl hingga pada ketinggian 2500 mdpl dari permukaan laut
(Sutardi, 2016).
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2.3.4 Kandungan dan Manfaat

Daun pegagan dikenal banyak memiliki manfaat di bidang kesehatan,
sehingga banyak dimanfaatkan sebagai obat herbal. Senyawa kimia aktif daun
pegagan salah satunya triterpenoid pentasiklik seperti diantaranya asam asiatica,
asam madescassic, asiaticoside, dan madecassoside. Asiatikosida berperan dalam
sistem imun, membantu stimulasi sel darah serta sebagai antibiotik alami. Jumlah
kandungan didalamnya bervariasi tergantung kondisi dan lokasi asal
pertumbuhannya (Sutardi, 2016; Tirta dan Putra, 2020). Struktur kimia
triterpenoid pentasiklik pada daun pegagan dapat dilihat pada gambar berikut
(Gambar 2.11):

C~—0——~Glucoss-Glucose-Rhamnose

(@) (®)

Gambar 2.11 Struktur kimia Centella asiatica. (a) Asiaticoside dan asam asiatica (tanpa
Glukosa Rhamnose); (b) Madecassoside dan asam madecassic (tanpa
Glukosa Rhamnose) (Sumber:Tirta dan Putra, 2020)

C. asiatica juga kaya akan vitamin C, vitamin B1, vitamin B2, niasin,
karoten dan vitamin A. Total abu kandungan pegagan mengandung klorida, sulfat,
fosfat, besi, kalsium, magnesium, natrium dan kalium (Tirta dan Putra, 2020).
Dalam 100 gr daun pegagan mengandung banyak nutrisi dan komponen-
komponen kimia yang berperan dalam memberikan efek terapeutik bagi kesehatan.

Beberapa diantaranya tertera dalam Tabel 2.1 berikut:

Tabel 2. 1 Komponen kimia daun pegagan

Variabel (per 100 gram) Unit Jumlah
Kalori kal 34
Air G 8,3
Protein G 1,6
Lemak G 0,6
Karbohidrat G 6,9
Serat G 2,0
Abu G 1,6
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Mineral

Kalsium Mg 170
Phosphor Mg 30
Zat besi Mg 3,1
Kalium Mg 414
Vitamin

Betakaroten ug 6580
Tiamin Mg 0,15
Riboflavin Mg 0,14
Niasin Mg 1,2
Askorbat Mg 4,0

Sumber: Bermawie ef al., 2008

Menurut Sutardi (2016) C. asiatica mengandung bahan aktif seperti
triterpenoid saponin, triterpenoid genin, minyak atsiri, flavonoid, fitosterol, dan
bahan aktif lainnya. Komponen bahan aktif dalam senyawa metabolit sekunder
terpenting daun pegagan adalah triterpenoid dan saponin (asiatikosida, sentelosida,
madekosida, asam asiatik, minyak volatil, karbohidrat, asam amino, flavonoid,
tannin dan fitosferol). Menurut Senthilkumar (2018) komponen bioaktif dalam
ekstrak etanol daun pegagan memiliki kandungan sebesar alkaloid (58,63%),
steroid (22,15%), flavonoid (25,98%), tannin (35,11%), terpenoid (30,23),
saponin (28,64%), dan fenol (36,54%).

Mekanisme flavonoid sebagai antibakteri dibagi menjadi 3 bagian yaitu
dengan dengan menghentikan sintesis DNA dan RNA sehingga dapat
menghambat terbentuknya asam nukleat bakteri (Ulanowska et al., 2006),
menghambat fungsi membran sel bakteri dengan melepaskan kalium pada dinding
sel, sehingga menyebabkan kerusakan langsung pada dinding sel bakteri (Cushnie
dan Lamb, 2005), serta menghambat metabolisme energi bakteri dengan cara
mengubah membran luar dan sitoplasma sel, sehingga mengganggu pertukaran
nutrisi dan metabolit sel dan akhirnya menghambat pasokan energi untuk
kehidupan bakteri (Eumkeb dan Chunkrathok, 2013). Kandungan bahan aktif
turunan flavonoid dalam daun pegagan antara lain berasal dari golongan
kaempferol, kuersetin, glikosida (3-glukosilkuersetin dan 3-glukosilkaemferol)

flavonoid O-glikosida dan C-glikosida (Susetyarini dan Nurrohman, 2022).
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Mekanisme tannin sebagai antibakteri adalah dengan berikatan dengan
peptidoglikan dinding sel dan mengganggu integritas sel untuk fungsi antibakteri
sehingga dapat menghambat formasi atau pembentukan biofilm pada bakteri
(Dong et al., 2018). Kandungan bahan aktif turunan tannin dalam daun pegagan
yaitu tannin terhidrolisis yang tersusun atas polimer gallic dan asam ellagic
melalui ikatan ester dengan molekul gula, serta tannin terkondensasi yang
tersusun atas polimer flavonoid dengan ikatan karbon-karbon berupa cathecin dan
gallocathecin yang mempunyai ikatan kompleks lebih kuat dibanding tannin
terhidrolisis (Susetyarini dan Nurrohman, 2022).

Mekanisme saponin sebagai antibakteri adalah mendenaturasi protein
membran sel bakteri hingga lisis, menghancurkan permeabilitas dinding sel
bakteri, serta memodifikasi lipid membran sel sehingga bakteri sulit berinteraksi
sehingga memudahkan senyawa antibakteri untuk mematikan bakteri (Johnson,
2013). Kandungan bahan aktif turunan saponin dalam daun pegagan yaitu
brahmosida, brahminosida, madecassoside (Susetyarini dan Nurrohman, 2022).
Mekanisme steroid sebagai antibakteri adalah dengan mengakibatkan kebocoran
lisosom serta berinteraksi dengan fosfolipid sehingga integritas membran bakteri
turun dan sel bakteri menjadi rapuh (Epand ef al., 2007). Kandungan bahan aktif
turunan steroid dalam daun pegagan yaitu tetrasiklik terpenoid, kampesterol,
sitosterol, stigmasterol (Susetyarini dan Nurrohman, 2022).

Mekanisme terpenoid sebagai antibakteri adalah dengan bereaksi bersama
protein transmembran pada dinding sel bakteri, kemudian membentuk ikatan
polimer yang kuat sehingga dapat mendenaturasikan porin di membran tempat
keluar masuknya senyawa sehingga permeabilitas sel turun dan bakteri
kekurangan asupan nutrisi dan bakteri menjadi mati (Cowan, 1999). Kandungan
bahan aktif turunan terpenoid dalam daun pegagan yang merupakan kandungan
utama terbesar yang berperan dalam daun pegagan adalah triterpenoid pentasiklik
yaitu asiatikosida, asam asiatika, madekasik, centellosida (Sutardi, 2016).
Mekanisme alkaloid sebagai antibakteri adalah berikatan dengan membran
fosfolipid dan kelompok fosfat (komponen asam nukleat) sehingga menyebabkan

kebocoran komponen intraseluler bakteri. Hal tersebut dapat menurunkan
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integritas struktur membran sel yang dapat memicu kematian bakteri (Li ef al.,
2014). Kandungan bahan aktif turunan alkaloid dalam daun pegagan yaitu piridin,
tropen, kinolin, isokinolin, indol, imidazol, purin, dan amin (Susetyarini dan
Nurrohman, 2022).

Daun pegagan memiliki banyak manfaat di bidang kesehatan, beberapa
diantaranya sebagai antibakteri, antiinflamasi, antialergi, antioksidan, dan
antifungi. Daun pegagan dapat digunakan sebagai obat herbal yang meningkatkan
sistem imun, menurunkan tekanan darah, antikeloid, antilupa dan antilepra,
mencegah depresi, meningkatkan daya ingat dan konsentrasi, menghentikan
produksi jaringan bekas luka yang berlebihan, mengobati luka, memperbaiki sel
kulit mati, dan menghilangkan rasa nyeri persendian (Sutardi, 2016; Tirta dan
Putra, 2020).

Beberapa khasiat lain dari tanaman pegagan adalah sebagai obat untuk
menstimulasi syaraf, mengatasi demam, penyakit bronkhitis, kencing manis
(diabetes melitus), dan psikoneurosis. Efek antiinflamasi pada daun pegagan pada
penelitian sebelumnya telah dibuktikan bahwa kandungan asam asiatika
didalamnya dapat mereduksi edema kaki pada tikus yang telah ditingkatkan
regulasi aktivitas katalasenya. Efek antioksidan daun pegagan ditemukan secara
signifikan dipengaruhi oleh senyawa polifenol, flavonoid, p- karoten, tannin,

vitamin C (Sutardi, 2016; Tirta dan Putra, 2020).

24 Klorheksidin (CHX)

Klorheksidin  glukonat (17,1 ’-hexamethylene bi  [5-(p-chlorophenyl)
biguanide] di-D-gluconate) adalah garam glukonat, sebuah senyawa biguanida
yang sudah ada sejak tahun 1950 yang dikenal luas sebagai agen antimikroba
spektrum luas yang dapat menyebabkan gangguan pada membran sel bakteri.
Klorheksidin digunakan secara luas dalam bidang kedokteran gigi dan
penggunaan secara umum, diantaranya manajemen kebersihan mulut, penurunan
plak gigi, membantu penatalaksanaan penyakit periodontal, serta sebagai larutan
irigasi selama perawatan saluran akar. Klorheksidin juga digunakan dalam

manajemen bedah mulut dan komplikasi terkait meliputi kondisi dry socket,
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manajemen sebelum dan sesudah ektraksi gigi, serta manajemen bedah lainnya
(Brookes et al., 2020).

Salah satu aplikasi penggunaan klorheksidin yaitu sebagai obat kumur
antiseptik yang disarankan dokter gigi kepada masyarakat untuk mencegah
terbentuknya biofilm bakteri dan akumulasi plak penyebab karies gigi.
Konsentrasi umum klorheksidin sebagai obat kumur adalah 0,2% yang
direkomendasikan untuk kontrol plak secara intensif dengan penggunaan 2 kali
sehari, sebanyak 10 ml tiap kumur, dan dilakukan selama 30 detik, serta dalam
pengawasan dental professional. Penelitian sebelumnya menunjukkan bahwa
klorheksidin 0,2% merupakan bahan paling potensial dalam menghambat
pertumbuhan bakteri S. mutans penyebab karies gigi. Hal ini disebabkan oleh
karena klorheksidin memiliki kemampuan antibakterial yaitu bakterisidal dan
bakteriostatik pada bakteri meliputi bakteri Gram positif maupun Gram negatif,
fungi, maupun virus lain penyebab penyakit mulut (Brookes et al., 2020).

Klorheksidin memiliki muatan positif (kation), sedangkan mayoritas
bakteri bermuatan negatif (anion). Hal ini yang menyebabkan klorheksidin dapat
melekat kuat pada membran sel bakteri. Perlekatan ini akan menyebabkan
terbukanya permeabilitas membran sel bakteri sehingga sitoplasma sel dan
komponen-komponen kecil didalamnya akan keluar melewati membran sel
sehingga menyebabkan kematian pada bakteri (Brookes ef al., 2020).

Namun seiring perkembangan, penggunaan klinis klorheksidin baik dalam
bentuk gel topikal maupun obat kumur dalam jangka waktu lama memunculkan
efek samping. Efek samping tersebut diantaranya staining atau perubahan warna
gigi menjadi kuning kecoklatan, mulut menjadi kering (xerostomia), muncul
sensasi perubahan rasa (hypogeusia) terutama pada rasa asin dan asam, dan coated
tongue. Efek samping lainnya meliputi munculnya sensasi terbakar (glossodynia),
terjadi deskuamasi mukosa mulut, pembengkakan kelenjar parotid, dan
paresthesia oral. Efek samping paling serius yang mungkin dapat terjadi adalah
munculnya reaksi hipersensitifitas tipe I dan IV yang disertai anafilaktik parah,
gagal nafas hingga kematian. Hal lain yang dapat terjadi dari penggunaan

klorheksidin  berlebihan adalah  peningkatan adaptasi dan resistensi
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mikroorganisme target yang perlu dibunuh (Azzahra dan Hayati, 2018; Brookes et
al., 2020).

2.5 Uji Antibakteri

Uji daya hambat antibakteri dapat dilakukan dengan menggunakan 2
metode, yaitu metode dilusi dan metode difusi. Metode dilusi dibedakan menjadi
2 jenis yaitu dilusi cair untuk menentukan KHM (Konsentrasi Hambat Minimum)
dan dilusi padat untuk menentukan KBM (Konsentrasi Bunuh Minimum) pada
suatu bakteri. Uji KHM dan KBM ini bertujuan untuk mengetahui konsentrasi
minimal zat antibakteri dalam menghambat bakteri uji. Dilusi cair dilakukan
dengan membuat pengenceran serial atau serial dilution bahan antibakteri pada
media cair yang sudah diinokulasikan bakteri uji, sedangkan dilusi padat
dilakukan dengan menggunakan media padat dari pengenceran bahan antibakteri
kemudian dilakukan inokulasi bakteri pada kondisi tertentu (Karim et al., 2018;
Fitriana et al., 2019).

Metode difusi merupakan metode yang paling sering dilakukan dalam
proses analisis kemampuan antibakteri dari suatu bahan. Mekanisme kerjanya
adalah senyawa antibakteri yang telah diteteskan pada media padat yang telah
diinokulasikan bakteri yang kemudian dilakukan pengukuran ada atau tidaknya
zona hambat bening yang terbentuk. Metode ini memiliki 3 jenis yaitu metode
sumuran, metode silinder, dan metode cakram (Nurhayati et al., 2020).

Metode sumuran dilakukan dengan membuat lubang pada media agar yang
kemudian diisikan senyawa antibakteri kemudian diukur zona hambatan di
sekeliling lubang. Kelebihan metode sumuran ini adalah lebih mudah untuk
menghitung luas zona hambatan yang terbentuk karena bakteri beraktivitas di
permukaan atas nutrien agar hingga sampai permukaan bawah (Haryati et al.,
2017; Retnaningsih et al., 2019).

Metode silinder menggunakan silinder berbahan aluminium foil yang
diletakkan di media agar yang telah diinokulasikan bakteri. Kemudian silinder
diisi bahan antibakteri dan diuji lalu dihitung diameter zona hambat yang

terbentuk di sekitar silinder (Tenda et al., 2017).
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Metode difusi cakram menggunakan cakram untuk media tetesan bahan
antibakteri yang kemudian diletakkan pada media agar yang telah diinokulasikan
bakteri uji. Kemudian petridish diinkubasi dan dilanjutkan dengan penghitungan
zona bening yang terbentuk disekitar paper disk dengan jangka sorong. Kelebihan
metode ini adalah mudah dilakukan karena bisa dilakukan dalam jumlah banyak
dalam sekali pengujian (Haryati et al., 2017; Nurhayati et al., 2020).

Uji antibakteri kemudian dilanjutkan tahap pengamatan dan perbandingan
diameter zona hambat yang diteliti dengan kriteria kekuatan diameter zona
hambat yang dibagi menjadi 4 yaitu kategori sangat kuat dengan diameter >20
mm, kategori kuat dengan diameter £10-20 mm, kategori sedang dengan diameter

+5-10 mm, dan kategori lemah dengan diameter <5 mm (Davis dan Stout, 1971).

2.6 Ekstraksi

Ekstraksi merupakan suatu rangkaian proses pemisahan zat aktif dari suatu
benda padat maupun cair yang dibantu oleh pelarut. Tujuan utamanya adalah
untuk mendapatkan bahan aktif yang belum diketahui maupun yang sudah
diketahui, mengetahui senyawa-senyawa dengan struktur sejenis, mendapatkan
metabolit sekunder dari tanaman yang diteliti, serta mengidentifikasi semua
senyawa metabolit dalam tanaman yang menjadi target penelitian (Endarini, 2016).

Teknik ekstraksi yang ideal merupakan rangkaian ekstraksi untuk
mendapatkan zat aktif semaksimal mungkin, cepat, dengan biaya terjangkau,
mudah dilakukan, serta memiliki hasil yang konsisten setiap saat. Terdapat dua
macam metode ekstraksi, yaitu metode ekstraksi konvensional dan metode

ekstraksi modern (Endarini, 2016).

2.6.1 Metode Ekstraksi Konvensional
a. Maserasi

Maserasi merupakan salah satu metode ekstraksi dengan proses
perendaman bahan kasar sampel tumbuhan dengan pelarut sesuai dalam wadah
tertutup dengan tujuan mengambil senyawa aktif didalamnya dengan

menggunakan pemanasan rendah. Metode ini sangat direkomendasikan pada jenis
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tanaman thermolabile (tidak tahan panas) (Julianto, 2018; Chairunnisa et al.,
2019).
b. Perkolasi

Perkolasi merupakan metode ekstraksi yang membutuhkan alat perkolator
berbentuk silinder dengan kran dibawahnya. Metode ini paling sering digunakan
untuk mengekstraksi bahan aktif pada tumbuhan. Perkolasi dimulai dengan
membasahi sampel tumbuhan dengan pelarut yang sesuai dan didiamkan selama 4
jam dengan kondisi tangki tertutup. Dilakukan penambahan pelarut hingga
seluruh sampel terendam, kemudian dilanjutkan metode maserasi selama 1x24
jam. Kemudian saluran tempat keluar hasil ekstraksi dibuka dan dibiarkan untuk
menetes. Penambahan pelarut dilakukan hingga hasil ekstrak + 3/4 dari jumlah
ekstrak yang diperlukan (Mukhriani, 2014; Endarini, 2016; Julianto, 2019).
C. Sokhletasi

Ekstraksi ini dilakukan dengan menempatkan ekstrak kasar tanaman pada
kertas saring kemudian dimasukkan ke alat sokhlet untuk diekstraksi. Pelarut
didalamnya dipanaskan, kemudian uap akan mengembun pada condenser dan
turun ke gulungan kertas saring berisi serbuk. Kontak embunan ini yang akan
mengektraksi bahan aktif didalamnya. Proses ini berlangsung secara continue dan
dilanjut hingga pelarut terakhir tidak membawa sisa residu ketika diuapkan

(Endarini, 2016; Julianto, 2019).

2.6.2 Metode Ekstraksi Modern

a. Microwave-Assisted Extraction

Ekstraksi ini menggunakan gelombang mikro untuk membantu proses
pemisahan zat aktif sampel tumbuhan. Ekstraksi dengan microwave ini akan
memanaskan seluruh sampel secara bersamaan. Pemanasan ini akan merusak
ikatan hidrogen lemah karena dipol molekul yang berotasi dan ion terlarut yang
bermigrasi sehingga meningkatkan penetrasi pelarut masuk kedalam sampel

(Julianto, 2019).
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b. Ultrasound-Assisted Extraction

Ultrasound-Assisted Extraction merupakan metode ekstraksi yang canggih
yang dapat mengekstraksi senyawa aktif sampel tumbuhan dalam jumlah besar
dan dalam waktu yang singkat. Metode ini digunakan pada suhu rendah, sehingga
sangat dirckomendasikan pada jenis tanaman termolabil atau merupakan senyawa

termal tidak stabil (Julianto, 2019).

C. Supercritical Fluid Extraction

Supercritical Fluid Extraction merupakan metode untuk mengekstraksi
senyawa aktif pada tumbuhan dengan bantuan gas superkritis seperti
karbondioksida, propane, sulfur dioksida, nitrogen, ammonia, propilena, nitrogen
oksida, etana, etilen, sulfur heksafluorida, dan metana saat suhu dan tekanan lebih
rendah. Metode ini menempatkan sampel tumbuhan dalam bejana berisi gas dalam

kondisi suhu dan tekanan yang terkendali (Julianto, 2019).
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2.8 Penjelasan Kerangka Konsep

Bakteri L. acidophilus merupakan salah satu bakteri penyebab terjadinya
keparahan karies gigi. Bakteri ini memiliki beberapa faktor virulensi yang
diantaranya EPS, asam laktat dan S-Layer. Dengan adanya faktor virulensi
tersebut dapat membantu bakteri berada di lingkungan yang asam sehingga
memicu terjadinya ketidakseimbangan demineralisasi dan remineralisasi jaringan
keras gigi, sehingga terjadi keparahan proses karies.

Upaya pencegahan karies gigi dapat dilakukan dengan pemberian obat
kumur yang mengandung zat antibakteri seperti klorheksidin. Klorheksidin
terbukti efektif dalam kemampuan membentuk perlekatan pada membran sel
bakteri sehingga dapat menyebabkan keluarnya sitoplasma bakteri dan
menyebabkan kematian sel bakteri. Namun klorheksidin dapat menimbulkan
banyak efek samping merugikan seperti perubahan rasa, terbentuk kalkulus
supragingival, deskuamasi mukosa oral, staining pada gigi, dan sariawan bagi
penggunanya apabila digunakan dalam jangka waktu yang lama tanpa
pengawasan dokter. Sehingga diperlukan alternatif lain yang dapat menggantikan
peran klorheksidin dengan lebih efektif dan efek samping yang minimal, yaitu
dengan ekstrak tumbuhan alami yaitu ekstrak daun pegagan. Ekstrak daun
pegagan ini memiliki kandungan yang berperan sebagai zat antibakteri seperti
flavonoid, saponin, tannin, steroid, alkaloid dan terpenoid.

Mekanisme flavonoid sebagai antibakteri dibagi menjadi 3 bagian yaitu
dengan dengan menghentikan sintesis DNA dan RNA sehingga dapat
menghambat terbentuknya asam nukleat bakteri (Ulanowska et al., 2000),
menghambat fungsi membran sel bakteri dengan melepaskan kalium pada dinding
sel, sehingga menyebabkan kerusakan langsung pada dinding sel bakteri (Cushnie
dan Lamb, 2005), serta menghambat metabolisme energi bakteri dengan cara
mengubah membran luar dan sitoplasma sel, sehingga mengganggu pertukaran
nutrisi dan metabolit sel dan akhirnya menghambat pasokan energi untuk
kehidupan bakteri (Eumkeb dan Chunkrathok, 2013). Mekanisme tannin sebagai
antibakteri adalah dengan berikatan dengan peptidoglikan dinding sel dan

mengganggu integritas sel untuk fungsi antibakteri sehingga dapat menghambat
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formasi atau pembentukan biofilm pada bakteri (Dong ef al., 2018). Mekanisme
saponin sebagai antibakteri adalah mendenaturasi protein membran sel bakteri
hingga lisis, menghancurkan permeabilitas dinding sel bakteri, serta memodifikasi
lipid membran sel sehingga bakteri sulit berinteraksi sehingga memudahkan
senyawa antibakteri untuk mematikan bakteri (Johnson, 2013).

Mekanisme steroid sebagai antibakteri adalah dengan mengakibatkan
kebocoran lisosom serta berinteraksi dengan fosfolipid sehingga integritas
membran bakteri turun dan sel bakteri menjadi rapuh (Epand et al., 2007).
Mekanisme terpenoid sebagai antibakteri adalah dengan bereaksi bersama protein
transmembran pada dinding sel bakteri, kemudian membentuk ikatan polimer
yang kuat sehingga dapat mendenaturasikan porin di membran tempat keluar
masuknya senyawa sehingga permeabilitas sel turun dan bakteri kekurangan
asupan nutrisi dan bakteri menjadi mati (Cowan, 1999). Mekanisme alkaloid
sebagai antibakteri adalah berikatan dengan membran fosfolipid dan kelompok
fosfat (komponen asam nukleat) sehingga menyebabkan kebocoran komponen
intraseluler bakteri. Hal tersebut dapat menurunkan integritas struktur membran
sel yang dapat memicu kematian bakteri (Li ef al., 2014).

Penelitian ini menguji efek antibakteri ekstrak daun pegagan terhadap L.
acidophilus. Penelitian ini juga bertujuan untuk mengetahui potensi peningkatan
konsentrasi ekstrak terhadap kemampuan antibakteri ekstrak daun pegagan
terhadap L. acidophilus. Penelitian ini dilakukan dengan tujuan untuk mengetahui
perbandingan kemampuan antibakteri ekstrak daun pegagan terhadap klorheksidin

0,2% terhadap L. acidophilus.

2.9 Hipotesis

Berdasarkan uraian diatas, hipotesis pada penelitian ini adalah sebagai

berikut:

1. Terdapat efek antibakteri ekstrak daun pegagan (C. asiatica) terhadap L.
acidophilus.

2. Semakin tinggi konsentrasi ekstrak daun pegagan (C. asiatica) maka

semakin besar potensi antibakteri terhadap L. acidophilus.
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Ekstrak daun pegagan (C. asiatica) memiliki kemampuan antibakteri

setara dengan khlorheksidin 0,2% terhadap L. acidophilus.
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BAB 3. METODE PENELITIAN

3.1 Jenis Penelitian

Jenis penelitian yang dilakukan yaitu experimental study dengan cara
mengontrol dan mengendalikan variabel lain untuk mengetahui pengaruh sebab
akibat perlakuan variabel-variabel tertentu (Muhajirin dan Panorama, 2017).
Penelitian yang menguji efek ekstrak daun pegagan terhadap L. acidophilus akan

dilakukan dengan eksperimental laboratorium secara in vitro (Timotius, 2017).

3.2 Rancangan Penelitian

Rancangan penelitian yang dilakukan yaitu post test only control group
design yang pengamatannya dilakukan setelah eksperimen dilakukan. Pengamatan
dilakukan dengan membedakan hasil observasi dari kelompok perlakuan dan

kelompok kontrol setelah eksperimen (Swarjana, 2015; Irmawartini et al., 2017).

3.3  Waktu dan Tempat Penelitian

3.3.1 Waktu Penelitian
Penelitian akan dilakukan pada bulan Februari 2022 - April 2022.

3.3.2 Tempat Penelitian

a. Identifikasi bakteri L. acidophilus dan penelitian daya antibakteri ekstrak
daun pegagan terhadap L. acidophilus dilakukan di Laboratorium
Mikrobiologi, Fakultas Kedokteran Gigi Universitas Jember.

b. Identifikasi daun pegagan dilakukan di Laboratorium Tanaman, Jurusan
Produksi Pertanian, Politeknik Negeri Jember.

c. Pembuatan ekstrak daun pegagan dengan metode maserasi dilakukan di
Laboratorium Bioscience Rumah Sakit Gigi dan Mulut Fakultas

Kedokteran Gigi Universitas Jember.

3.4  Variabel Penelitian
3.4.1 Variabel Bebas

Variabel bebas pada penelitian ini adalah ekstrak daun pegagan (C.
asiatica) dengan konsentrasi 50%, 75%, dan 100% (Hayati et al., 2013).
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3.4.2 Variabel Terikat
Variabel terikat dalam penelitian ini yaitu daya antibakteri yang
ditunjukkan dengan adanya zona hambat ekstrak daun pegagan (C. asiatica)

terhadap L. acidophilus.

3.4.3 Variabel Terkendali
Variabel terkendali dalam penelitian ini yaitu kriteria daun pegagan, media

biakan bakteri dalam petridish, jenis bakteri L. acidophilus, dan metode penelitian.

3.5 Definisi Operasional Variabel Penelitian
3.5.1 Ekstrak Daun Pegagan

Ekstrak daun pegagan (C. asiatica) didapatkan dari hasil proses maserasi
simplisia daun pegagan dengan pelarut etanol 96% selama 3 hari dengan
perbandingan 1:8 yang kemudian dimasukkan ke dalam rotary evaporator hingga
didapatkan ekstrak kental 100%. Kemudian dilakukan pengenceran konsentrasi
ekstrak menjadi konsentrasi 50%, 75 %, dan 100% perbandingan 1:1 dengan
menggunakan akuades (Hayati ef al., 2013).

3.5.2 L. acidophilus

Bakteri L. acidophilus pada penelitian ini diperoleh Pusat Studi Pangan
dan Gizi Universitas Gadjah Mada. Identifikasi bakteri dilakukan dengan uji
pewarnaan Gram di Laboratorium Mikrobiologi Fakultas Kedokteran Gigi
Universitas Jember dan disuspensikan sesuai standar McFarland 0,5 setara

konsentrasi 1,5 x 103 CFU/ml.

3.5.3 Daya Antibakteri Ekstrak Daun Pegagan (C. asiatica)

Daya antibakteri ekstrak daun pegagan (C. asiatica) adalah kemampuan
antibakteri ekstrak daun pegagan (C. asiatica) terhadap L. acidophilus yang
ditunjukkan dengan terbentuknya zona bening atau jernih dan tidak mengandung

bakteri di sekeliling paper disk yang ditetesi ekstrak daun pegagan.
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3.6 Sampel Penelitian
3.6.1 Pengelompokan Sampel
Sampel yang digunakan terbagi kedalam 5 kelompok, yaitu:

a. Kelompok K(+) : Kontrol positif (Klorheksidin 0,2%)

b. Kelompok K(-) : Kontrol negatif (Aquades steril)

c. Kelompok 1 : Ekstrak daun pegagan dengan konsentrasi 50%
d. Kelompok 2 : Ekstrak daun pegagan dengan konsentrasi 75%
e. Kelompok 3 : Ekstrak daun pegagan dengan konsentrasi 100%

3.6.2 Jumlah Sampel
Untuk menghitung jumlah sampel pada penelitian ini digunakan rumus
perhitungan Federer menurut Federer (1967) yaitu sebagai berikut:

( —1)( —-1)=15

Keterangan:
t = jumlah perlakuan
n= jumlah sampel

15= konstanta

Perhitungan sampel:
(—-1)( —1)=15
G-1)( —1)=15

4 —1)=15
15
(-D==
—1=375
>375+1
>4,75

Berdasarkan perhitungan sampel tersebut didapatkan nilai n atau jumlah
sampel minimal sebesar 4,75 yang dibulatkan menjadi 5. Maka pada penelitian ini
dilakukan pengulangan sebanyak 5 kali pada tiap kelompok untuk mencegah
terjadinya bias. Sehingga jumlah total sampel yang digunakan pada penelitian ini

adalah 25 sampel.
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3.6.3 Kiriteria Sampel

Sampel yang digunakan dalam penelitian ini adalah ekstrak daun pegagan
(C. asiatica). Ekstrak tersebut didapatkan dari daun pegagan yang diperoleh
dengan kriteria pengambilan bagian daunnya saja, tidak termasuk batang, akar,
bunga, dan buahnya, daun sudah tergolong daun dewasa dan dalam keadaan segar
serta hasil petik langsung oleh petani dari kebun di Politeknik Negeri Jember.
Daun pegagan pada penelitian dipetik pada sore hari dengan kriteria berbentuk
ginjal, dengan sedikit gerigi di bagian tepi daun, rata rata lebar dengan garis
tengah daun 4-5 cm (Gambar 3.1), berwarna hijau segar tidak termasuk daun
berwarna hijau kekuningan, oranye, maupun kecoklatan. Berdasarkan kriteria
tersebut, maka daun yang telah dipanen perlu dilakukan penyortiran langsung oleh

peneliti (Sutardi, 2016).

Gambar 3.1 Kriteria pengukuran daun pegagan pada penelitian

3.7  Alat dan Bahan Penelitian

3.7.1 Alat Penelitian

Alat yang digunakan pada penelitian ini yaitu:
Autoklaf (Gea tipe LS-50LJ (China))

Ayakan (60 mesh (Indonesia))

IS

Bejana gelap (Indonesia)

Blender (Miyako BL 152 PFAP (Indonesia))

/0

Pinset steril (OneMed, Indonesia)

Bunsen (Indonesia)

Cawan petri atau petridish (Pyrex (Indonesia))
Gelas Ukur 1000ml (Pyrex (Indonesia))
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Hotplate stirrer (Pyrex (Indonesia))

Inkubator (WTC Binder BD 53 (Indonesia), Memmert (Germany))
Jangka sorong (/noki (Japan))

Kertas saring (Whatman no. 41 (Indonesia))

Laminar flow (Super Clean Bench RRC HF-100 (China))
Mikropipet (Eppendorf 200 pl dan 1000 pl (Germany))
Mikroskop cahaya Trinocular (Olympus CX33 (Japan))

Neraca (Ohaus MB2610 (Indonesia))

Object glass (Sail Brand (China))

Oven (Memmert tipe IN 55 (Germany))

Rak tabung reaksi (Indonesia)

Rotary Evaporator dan Labu (Heidolph tipe Hei-VAP (Indonesia))
Spektrofotometer (Thermo Spectronic 20D Milton Roy (America))
Cotton Swab steril (Indonesia)

Tabung erlenmeyer 500 ml (Pyrex no. 4980 (Indonesia))

Tabung reaksi (Pyrex TE-32 (Indonesia))

Timbangan digital (Ohaus PA214 (Indonesia))

Vortex (Faithful MX-S (China))

Wire loop atau ose (Pyrex (Indonesia))

Bahan Penelitian

Bahan penelitian yang digunakan yaitu:

Akuades steril (25 ml, Otsu-Wi (Indonesia))

Alkohol 70% (OneMed (Indonesia))

Bakteri L. acidophilus Food and Nutrition Culture Collection (FNCC)
0051 (Universitas Gadjah Mada)

Daun pegagan (C. asiatica) (Politeknik Negeri Jember)

Etanol 96% (JK Care (Indonesia)

Klorheksidin glukonat 0.2% (Minosep (Indonesia))

Masker (OneMed (Indonesia)) dan handscoen (Maxter (Indonesia))
MRS-B (Mannitol Rogosa and Sharpe- Broth)(MERCK 6,82 gr (Germany))
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1. MRS-A (Mannitol Rogosa and Sharpe-Agar) (MERCK 52,2 gr (Germany))
j. Blank disk/Paper disk (diameter 5 mm, Oxoid (United Kingdom))

3.8 Prosedur Penelitian
3.8.1 Tahapan Persiapan

Tahapan persiapan pada penelitian ini meliputi:
a. Pembuatan Ethical Clearance

Pembuatan ethical clearance dilakukan di Fakultas Kedokteran Gigi
Universitas Jember (No. 1465/UN25.8/KEPK/DL/2022).
b. Identifikasi Tanaman Pegagan

Tanaman pegagan (C. asiatica) diambil dan diidentifikasi di Laboratorium
Tanaman, Jurusan Produksi Pertanian, Politeknik Negeri Jember.
c. Sterilisasi Alat

Alat yang akan digunakan dicuci terlebih dahulu dengan sabun, dibilas dan
dikeringkan. Alat yang terbuat dari kaca disterilkan dengan menggunakan
autoklaf selama 15 menit pada suhu 121°C dan tekanan 1 atm, untuk kawat ose
dibakar diatas api bunsen baik sebelum maupun sesudah digunakan, sedangkan
untuk alat yang terbuat dari plastik dicuci bersih lalu diulas alkohol 70%.
d. Pembuatan Ekstrak Daun Pegagan

Daun pegagan yang digunakan adalah daun sudah tergolong dewasa dan
dalam keadaan segar berwarna hijau sesuai kriteria sampel daun pegagan dalam
penelitian yang diperoleh dari Politeknik Negeri Jember pada sore hari yang
kemudian ditimbang, dicuci bersih di bawah air mengalir. Daun pegagan,
ditiriskan, diangin-anginkan tanpa terkena sinar matahari secara langsung untuk
menghilangkan sisa air dalam daun. Kemudian daun pegagan dimasukkan
kedalam oven dengan suhu 40-50° C selama 36 jam atau daun sampai benar benar
kering. Pengeringan oven perlu dilakukan untuk memastikan daun benar benar
kering dari air, sehingga dapat membuat daun lebih tahan lama dan terhindar dari
kontaminasi jamur dan bakteri lain yang dapat mempengaruhi kemurnian ekstrak
yang akan dibuat (Julianto, 2018). Daun pegagan yang sudah kering dihaluskan

dengan menggunakan blender dan diayak dengan ayakan 60 mesh (Azzahra dan
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Hayati, 2018) hingga mendapatkan bentukan serbuk halus. Serbuk halus daun
pegagan dimasukkan ke dalam tabung gelap kemudian dituangkan pelarut etanol
96% dengan perbandingan simplisia serbuk dengan pelarut etanol 1:8 (Kemenkes
RI, 2017; Rahmaniati ef al., 2018; Djoko et al., 2020).

Metode maserasi dilakukan selama 3 hari (72 jam) pada suhu ruangan
tanpa terkena sinar matahari secara langsung serta dilakukan pengadukan 2 kali
dalam sehari agar etanol dapat meresap ke seluruh bagian simplisia daun pegagan.
Setelah perendaman 3 hari selesai dilakukan, larutan disaring menggunakan kertas
saring atau vacum filtrate. Kemudian dilakukan pemadatan larutan dengan
menggunakan rotary evaporator pada suhu 50°C selama kurang lebih 3 jam lalu
diangin-anginkan sampai tidak ada pelarut yang menetes dan terbentuk ekstrak
kental dengan konsentrasi 100%. Hal ini dilakukan beberapa kali hingga terbentuk
ekstrak dengan berat yang konstan pada rotary evaporator, sehingga kandungan
etanol dalam ekstrak daun pegagan dapat dianggap telah menguap dan
menyisakan ekstrak asli (Depkes RI, 2000).

e. Pembuatan Konsentrasi Ekstrak Daun Pegagan

Konsentrasi ekstrak daun pegagan (C. asiatica) pada penelitian ini

menggunakan konsentrasi 50%, 75%, dan 100%. Menurut Saridewi (2017),

pembuatan konsentrasi ekstrak daun pegagan dilakukan dengan rumus sebagai

berikut:
1. 1= 2 2
Keterangan:
Vi : Volume awal ekstrak daun pegagan sebelum pengenceran
V2 : Volume akhir ekstrak daun pegagan setelah pengenceran
M1  :Konsentrasi awal ekstrak daun pegagan sebelum pengenceran
M2  :Konsentrasi akhir ekstrak daun pegagan setelah pengenceran

Untuk mendapatkan hasil konsentrasi ekstrak 1:1 yang dibutuhkan sebagai
perlakuan, ekstrak daun pegagan diencerkan dengan menggunakan aquades. Pada
penelitian ini membutuhkan volume akhir esktrak daun pegagan setelah

pengenceran (V2) sekitar kurang lebih 2 ml, oleh karena keperluan apabila
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dikhawatirkan terdapat hal hal diluar dugaan, seperti kegagalan trial maupun

ketidakcukupan bahan penelitian saat proses penelitian berlangsung.

1. Pembuatan konsentrasi 100% 5 ml 1:1 membutuhkan 2,5 gr ekstrak daun
pegagan ditambahkan dengan 2,5 ml akuades steril.
2. Untuk mendapatkan konsentrasi ekstrak daun pegagan 75% sebanyak 2 ml:
V1.100% = 2.75%

Vi = 150
~ 100
Vi =15ml

Volume pelarut yang dibutuhkan:
V2-V1 =2-1,5ml
=0,5ml
Jadi konsentrasi 75% ekstrak daun pegagan didapatkan dari 1,5 ml ekstrak
daun pegagan konsentrasi 100% yang ditambahkan volume pelarut 0,5 ml akuades

steril.

3. Untuk mendapatkan konsentrasi ekstrak daun pegagan 50% sebanyak 2 ml:
V1.100% = 2.50%

Vi _ 100
~ 100
Vi = 1ml

Volume pelarut yang dibutuhkan:
V2-Vl =2-1ml
=1ml
Jadi konsentrasi 50% ekstrak daun pegagan didapatkan dari 1 ml ekstrak daun

pegagan konsentrasi 100% ditambahkan volume pelarut 1 ml akuades steril.

f. Identifikasi Bakteri L. acidophilus
Uji identifikasi bakteri pada penelitian ini menggunakan uji pewarnaan
Gram. Hal ini bertujuan agar dapat mengelompokkan bakteri berdasarkan reaksi

kimianya yaitu Gram positif yang diindikasikan dengan terbentuknya warna violet
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atau Gram negatif yang diindikasikan terbentuk warna merah. Proses pewarnaan
Gram ini juga akan dapat menampilkan bentuk morfologi dari bakteri yang diteliti
(Hidayat, 2015).

Uji pewarnaan Gram ini dilakukan dengan meneteskan 1-2 tetes akuades
steril pada object glass. Lalu biakan bakteri sebanyak 1 ose disebarkan, tunggu
hingga kering, kemudian lalui pada bunsen api hingga terasa sedikit panas.
Kemudian teteskan larutan kristal ungu, tunggu 1 menit dan bilas dengan akuades
steril pada botol semprot selama 2 detik dan tunggu kering. Kemudian teteskan
larutan iodium, tunggu 1 menit, lalu bilas dengan akuades steril atau air mengalir
secara perlahan selama 2 detik dan tunggu kering. Selanjutnya, teteskan etanol
95%, kemudian tunggu 10-15 detik atau secepatnya dan bilas dengan akuades
dalam botol semprot dan tunggu kering. Tahap akhir, tetesi dengan larutan
safranin dan didiamkan 30-60 detik, lalu dicuci dan dikeringkan, serta amati
dengan menggunakan mikroskop dengan pembesaran kuat (Smith dan Hussey,
2016). Berdasarkan uji pewarnaan gram pada bakteri, terdapat 2 kelompok bakteri,
yaitu bakteri Gram negatif dan bakteri Gram positif. Setelah dilakukan proses
pembilasan, sel bakteri Gram negatif akan memunculkan warna merah muda atau
cenderung pink, sedangkan sel bakteri Gram positif akan memunculkan warna
kristal violet (Putri ef al., 2017).

g. Pembuatan Media MRS-A (Mannitol Rogosa and Sharpe-Agar)

Tahapan pembuatan media MRS-A (Hakim ef al., 2018) ini dimulai
dengan menimbang bubuk MRS-A sebesar 34,1 gr lalu dicampurkan dengan 500
ml akuades steril dalam gelas beaker. Campuran dipanaskan hingga mendidih dan
homogen sempurna dengan bantuan magnetic stirrer pada hotplate selama kurang
lebih 20 menit pada suhu 150°C. Media MRS-A ini dibuat homogen hingga
terlihat warna kuning bening. Kemudian masukkan media MRS-A ke dalam
tabung erlenmeyer 500 ml, ditutup kapas steril, dibungkus dengan kertas pada
ujung tutupnya dan ditali dengan karet baru kemudian disterilkan pada autoklaf
121°C dengan tekanan 1 atm (Yusmaniar ef a/, 2017) selama 15-20 menit. Media
MRS-A yang sudah jadi dimasukkan ke petridish steril dan didiamkan pada suhu

ruang. Setelah memadat, media MRS-A disimpan dalam lemari es dengan suhu
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4°C. Dilanjutkan dengan uji sterilisasi dengan cara melakukan inkubasi media
MRS-A pada suhu 37° C selama 24 jam untuk melihat dan memastikan apakah
media MRS-A yang dibuat tidak terkontaminasi dengan perkembangan bakteri
lain (Mansur ef al., 2019; Larijani et al., 2021).

h. Pembuatan Media MRS-B (Mannitol Rogosa Sharpe- Broth)

Pembuatan media MRS-B diawali dengan menimbang 26,1 gr bubuk
MRS-B yang dicampur dengan 500 ml akuades steril dalam tabung erlenmeyer.
Kemudian dilakukan pemanasan dan diaduk dengan magnetic stirrer hingga
mendidih dan homogen. Media MRS-B yang sudah jadi disterilkan di autoklaf
dengan suhu 121°C dengan tekanan 1 atm (Yusmaniar et al., 2017) selama 15
menit. Seusai pensterilan, media MRS-B dituangkan ke dalam tabung reaksi steril,
baru kemudian disimpan di dalam lemari es. Dilanjutkan dengan uji sterilisasi
dengan cara melakukan inkubasi media MRS-B pada suhu 37° C selama 24 jam
untuk melihat dan memastikan media MRS-B yang dibuat tidak terkontaminasi
dengan perkembangan bakteri lain (Mansur ef al., 2019).

1. Pembuatan Suspensi Bakteri L. acidophilus

Pembuatan Suspensi Bakteri L. acidophilus dilakukan di LAF (Laminar
Air Flow). L. acidophilus yang didapatkan dari Pusat Pangan dan Gizi Universitas
Gadjah Mada dalam tabung reaksi berisi media agar miring MRS-B, diambil
sebanyak 1 ose dengan kawat ose, lalu dimasukkan ke dalam tabung reaksi berisi
media cair MRS-B sebanyak 2 ml. Kemudian tabung reaksi ditutup kapas dan
untuk memperoleh suasana anaerob fakultatif, petridish diletakkan ke dalam
inkubator dengan suhu 37°C selama 24 jam. Pertumbuhan bakteri dalam tabung
reaksi ditandai dengan terbentuknya kekeruhan didalamnya. Suspensi bakteri L.
acidophilus dilakukan pengocokan dengan vortex kemudian diukur tingkat
kekeruhannya dengan spektrofotometer berdasarkan standar McFarland 0.5
(Azzahra dan Hayati, 2018). Penyesuaian larutan suspensi bisa dilakukan dengan
penambahan larutan 0,9% NaCl (Hudzicki, 2016) maupun dengan penambahan
isolat bakteri hingga setara dengan kekeruhan larutan McFarland 0.5 yaitu 1,5x10%
CFU/ml dengan panjang gelombang 625 nm sesuai standar McFarland (Hudzicki,
2016).
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] Pemberian Label

Tahap pemberian label ini diawali dengan menyiapkan total 5 buah
petridish, karena dilakukan 5 kali pengulangan dan setiap percobaan
menggunakan 1 buah petridish. Untuk membedakan tiap pengulangan, petridish
diberi tanda huruf abjad 1, 2, 3, 4, dan 5 secara berurutan yang menandakan
pengulangan pertama hingga pengulangan kelima. Dalam petridish diberi label
sesuai bahan yang diteteskan yaitu K(+), K(-), ekstrak daun pegagan dengan
konsentrasi 50%, 75%, dan 100% (Gambar 3.2). Petridish yang digunakan adalah

petridish berdiameter standar penelitian yaitu 9 cm.

100%

Gambar 3.2 Ilustrasi pemberian label pada petridish penelitian

k. Pembuatan Rekultur Bakteri

Bakteri L. acidophilus dari Pusat Pangan dan Gizi Universitas Gadjah
Mada dilakukan rekultur bakteri untuk mempertahankan daya tumbuh (viabilitas)
dan keberlangsungan hidup bakteri di Laboratorium Mikrobiologi, Fakultas
Kedokteran Gigi, Universitas Jember. Dilakukan inokulasi bakteri menggunakan
kawat ose dengan metode gores (streaking) pada media MRS-A di dalam
petridish. Kawat ose dipanaskan diatas api bunsen supaya steril kemudian
digunakan untuk mengambil 1 ose biakan suspensi bakteri L. acidophilus dari

media cair MRS-B yang sudah setara dengan standar McFarland 0,5. Kemudian
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kawat ose digoreskan secara zigzag pada media agar padat MRS-A pada petridish.
Kemudian petridish diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam (CLSI, 2012).

3.8.2 Uji Antibakteri

Uji aktivitas antibakteri ekstrak daun pegagan terhadap L. acidophilus
pada penelitian ini menggunakan uji disk diffusion atau biasa dikenal dengan
metode difusi cakram. Metode ini dikenal sebagai metode yang sering digunakan
dalam uji antibakteri karena kemudahan bahan dan cara uji serta dapat dilakukan
dalam waktu yang singkat (Nurhayati et al., 2020). Metode difusi cakram
dilakukan dengan menyiapkan paper disk berdiameter 5 mm yang telah ditetesi
bahan antibakteri yang pada penelitian ini menggunakan ekstrak daun pegagan.
Paper disk kemudian diletakkan ke dalam petridish berisi media agar biakan
bakteri yang telah disiapkan. Inokulasi bakteri tersebut dilakukan dengan
menggunakan cotfon swab steril yang dicelupkan ke dalam tabung reaksi suspensi
bakteri standar McFarland 0,5. Untuk menghilangkan cairan berlebih, cotton swab
steril diputar dan ditempelkan pada dinding kaca tabung reaksi dengan sedikit
tekanan. Inokulasi bakteri dilakukan dengan gerakan streaking atau menggores
seluruh permukaan petridish dengan cotton swab steril sebanyak 3 kali dengan
memutar 60° searah jarum jam pada tiap arah goresan dan mengenai tepi petridish
untuk memastikan pendistribusian biakan bakteri merata sempurna ke seluruh
permukaan agar (Gambar 3.3) (CLSI, 2012).

60°

Gambar 3.3 Ilustrasi streak method pada media MRS-A di petridish dengan
tiga kali putaran dengan sudut 60° searah jarum jam

Paper disk sejumlah 5 untuk satu petridish atau sekali percobaan, masing

masing ditetesi klorheksidin sebagai kontrol positif, kontrol negatif, ekstrak daun
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pegagan konsentrasi 50%, 75%, dan 100% sehingga dalam penelitian ini
membutuhkan total 25 sampel paper disk untuk 5 kali pengulangan. Perlakuan
masing masing variabel pada paper disk ini ditetesi sebanyak 50 pL (Vadlapudi et
al., 2012; Agneeswari et al., 2019) dengan mikropipet, kemudian tiap paper disk
diletakkan pada petridish yang sudah diinokulasikan bakteri sesuai dengan label
tertera dengan menggunakan pinset steril. Perlakuan diulang sebanyak 5 kali
pengulangan pada tiap petridish dengan keterangan angka sebagai pembeda
urutan pengulangan. Penempatan masing masing paper disk harus berjarak kurang
lebih 2,4 cm dari paper disk lainnya. Petridish kemudian diinkubasi dengan suhu
37°C selama 24 jam dalam posisi terbalik (Hudzicki, 2016).

3.8.3 Pengukuran Diameter Zona Hambat

Pengukuran zona hambat dilakukan setelah tahapan inkubasi selama 24
jam dengan menggunakan jangka sorong di sekitar paper disk pada masing
masing kelompok penelitian. Pengukuran dilakukan oleh 3 pengamat yang
berbeda dan diambil rata-rata hasil yang didapatkan (Nurhayati et al., 2020).
Pengukuran zona hambat bertujuan melihat area bening di sekitar paper disk
untuk menunjukkan ada tidaknya pertumbuhan bakteri. Pengukuran diameter zona
hambat ini dilakukan pada petridish dalam kondisi terbalik (CLSI, 2012).

Diameter zona hambat dihitung dari tepi hingga tepi lingkaran melewati
pusat paper disk. Apabila zona bening tidak tampak maka dihitung 0 mm. Apabila
ditemukan zona hambat bening berbentuk oval maka penghitungan dilakukan
dengan mengalikan diameter panjang dan diameter pendek kemudian dibagi 2.
Apabila ditermukan zona hambat terlalu besar atau overlap dengan zona hambat
paper disk lainnya, penghitungan dilakukan pada zona hambat bening dari pusat
paper disk ke tepi zona hambat dengan tepi yang terlihat kemudian dikalikan 2
(Gambar 3.4) (CLSI, 2012).
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Gambar 3. 4 Ilustrasi pengukuran diameter zona hambat

Keterangan:

A: Tidak tampak adanya zona hambat bening di sekitar paper disk, maka
penghitungan diberi nilai 0,0 mm.

B: Tampak terbentuk zona hambat bening di sekitar paper disk, penghitungan
dilakukan dari tepi ke tepi tiap sisi kemudian dibagi 2.

a: Penghitungan diameter panjang

b: Penghitungan diameter lebar

O: paper disk, Q : zona hambat, O : petridish

3.9  Analisis Data

Data yang diperoleh akan dianalisis dengan menggunakan software
statistik SPSS (Statistical Products and Solution Services). Uji yang pertama
dilakukan adalah uji normalitas, pada penelitian ini menggunakan uji normalitas
Saphiro-Wilk dengan nilai signifikansi 95% (p <0,05). Selanjutnya dilakukan uji
homogenitas, yaitu Levene Test dengan nilai signifikansi 95% (p <0,05). Jika data
berdistribusi normal dan homogen, maka dilanjutkan dengan uji parametrik
dengan nilai signifikansi 95% (p <0,05) One Way Anova dan dilanjutkan dengan
uji post hoc Least Significance Different (LSD). Jika data tidak berdistribusi
normal dan tidak homogen atau salah satu diantaranya saja, maka dilakukan uji
nonparametrik dengan nilai signifikansi 95% (p <0,05) Kruskal Wallis yang
dilanjutkan dengan uji Mann-Whitney.
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Persiapan Alat dan Bahan

Identifikasi Daun Pegagan

Pembuatan Ekstrak Daun
Pegagan (C. asiatica) dan
Persiapan Kontrol Positif dan

Sterilisasi Alat

Pembuatan Suspensi L.
acidophilus

Kontrol Negatif Inokulasi Bakteri Pada Petridish dengan Media
MRS-A(Mannitol Rogosa and Sharpe Agar)
4 4 4
K (+) K (-) Konsentrasi || Konsentrasi || Konsentrasi
Klorheksidin Akuades 50% 75% 100%

l

Uji Daya Hambat Antibakteri
dengan Metode Disk diffusion

v

Perhitungan Diameter Zona

Hambat

v

Analisis data

%

Kesimpulan

Gambar 3.5 Diagram Alur Penelitian
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BAB 4. HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Hasil Penelitian

Hasil penelitian uji daya hambat antibakteri ekstrak daun pegagan (C.
asiatica) terhadap L. acidophilus yang dilakukan dengan menggunakan metode
disk diffusion memperlihatkan zona jernih dan bersih dari bakteri yang biasa
disebut dengan zona hambat. Zona hambat tersebut tampak berada di sekeliling
paper disk yang masing-masing telah ditetesi ekstrak daun pegagan konsentrasi
50%, 75%, 100%, kontrol positif berupa klorheksidin 0,2%, dan kontrol negatif
berupa akuades steril (Gambar 4.1).

Gambar 4.1 Zona hambat perlakuan kontrol positif, kontrol negatif, ekstrak daun
pegagan dengan konsentrasi 50%, 75%, dan 100% terhadap L. acidophilus
yang terbentuk di sekeliling paper disk

Pengukuran diameter zona hambat pada penelitian ini menggunakan
jangka sorong. Pengukuran zona hambat yang telah terbentuk dilakukan pada
petridish dalam kondisi terbalik dan diamati bagian zona hambat yang jernih dan
menunjukkan tidak adanya koloni bakteri di dalamnya (CLSI,2012). Hasil
pengukuran setiap kelompok perlakuan yang telah dilakukan akan dianalisis
dengan software statistik SPSS dan didapatkan hasil rerata dan simpangan baku

sebagai berikut (Tabel 4.1).
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Tabel 4. 1 Hasil rerata dan simpangan baku diameter zona hambat (mm) ekstrak
daun pegagan (C. asiatica) terhadap L. acidophilus

Kelompok Sampel N Diameter zona hambat

X #SB (mm)

Ekstrak daun pegagan konsentrasi 5 11,12 £ 0,646

100%

Ekstrak daun pegagan konsentrasi 75% 5 10,35 + 0,590

Ekstrak daun pegagan konsentrasi 50% 5 8,80 £ 0,906

Kontrol Positif (+) 5 10,98 £ 1,456

Kontrol Negatif (-) 5 0

N : Jumlah Pengulangan

X : Rerata

SB : Simpangan baku

Data hasil pengukuran yang telah dipaparkan pada Tabel 4.1, pada masing-
masing konsentrasi ekstrak daun pegagan (C. asiatica) maupun kontrol positif
telah terbukti memiliki kemampuan daya hambat dengan nilai yang berbeda.
Terjadi peningkatan diameter zona hambat pada ekstrak daun pegagan seiring
dengan peningkatan konsentrasi ekstrak daun pegagan yang diberikan.
Berdasarkan hasil penelitian menunjukkan bahwa rata-rata diameter zona hambat
ekstrak daun pegagan konsentrasi 100% menunjukkan nilai terbesar sebesar 11,12
mm diikuti oleh kontrol positif (10,98 mm), ekstrak daun pegagan konsentrasi
75% (10,35 mm) dan 50% (8,80 mm). Kelompok kontrol negatif (akuades steril)
pada setiap perlakuan penelitian tidak menunjukkan adanya zona hambat di
sekeliling paper disk, sehingga pada kelompok ini diberi nilai 0 mm yang artinya

tidak memiliki kemampuan daya hambat terhadap L. acidophilus.

4.2  Analisis Data

Data yang telah didapat dilanjutkan dengan melakukan analisis data
dengan menggunakan SPSS versi 25. Untuk melakukan analisis data, diawali
dengan melakukan uji asumsi dasar berupa uji normalitas dan uji homogenitas.

Uji normalitas merupakan uji untuk mengetahui apakah seluruh data sampel
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penelitian berdistribusi normal atau tidak. Uji normalitas yang digunakan yaitu uji
Saphiro Wilk, hal ini disebabkan oleh karena uji tersebut merupakan uji yang
digunakan pada jumlah sampel penelitian kurang dari 50 sampel (Razali dan Wah,
2011). Hasil uji normalitas menunjukkan data berdistribusi normal apabila nilai

signifikansi p > 0,05.

Tabel 4. 2 Hasil uji normalitas Saphiro-Wilk

Shapiro-Wilk
Kelompok Sampel Penelitian

Statistic df Sig.
Ekstrak daun pegagan konsentrasi 100% 0,940 5 0,666
Ekstrak daun pegagan konsentrasi 75% 0,819 5 0,114
Ekstrak daun pegagan konsentrasi 50% 0,847 5 0,184
Kontrol Positif (+) 0,834 5 0,149
Kontrol Negatif (-) X 5

Data tertera pada Tabel 4.2 tersebut, dapat diketahui bahwa ekstrak daun
pegagan konsentrasi 100% memiliki nilai signifikansi 0,666, ekstrak daun
pegagan konsentrasi 75% sebesar 0,114, ekstrak daun pegagan sebesar 0,184, dan
kontrol positif sebesar 0,149. Sehingga dapat disimpulkan bahwa nilai signifikansi
keempat kelompok sampel tersebut lebih besar dari nilai signifikansi 0,05,
sehingga data sampel dapat dikatakan berdistribusi normal. Kelompok kontrol
negatif tidak menunjukkan nilai signifikansi uji normalitas karena tidak memiliki

diameter zona hambat atau bernilai 0 mm.

Tabel 4.3 Hasil uji homogenitas data Levene Test

Levene Statistic dfl df2 Sig.
Hasil Pengukuran

2,279 4 20 0,097

Uji berikutnya adalah uji homogenitas data dengan menggunakan Levene

Test. Uji homogenitas data dilakukan untuk mengetahui sama tidaknya variasi
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data kelompok sampel penelitian. Hasil uji homogenitas data akan menunjukkan
data homogen apabila nilai signifikansi p>0,05. Pada Tabel 4.3 tersebut
menunjukkan bahwa nilai signifikansi uji homogenitas data hasil pengukuran
sebesar 0,097 yang berarti menunjukkan bahwa data homogen. Kedua uji asumsi
telah dilakukan dan menunjukkan hasil bahwa data berdisitribusi normal dan
homogen, sehingga dilanjutkan dengan uji statistik parametrik berupa uji One-
Way ANOVA. Hasil uji One-Way ANOVA dapat diinterpretasikan sebagai data
yang memiliki perbedaan yang signifikan apabila memiliki nilai signifikansi p <

0,05.

Tabel 4.4 Hasil uji One-Way ANOVA

Uji Statistik Sig.

One - Way ANOVA 0,000

Uji statistik yang digunakan yaitu uji parametrik One-Way ANOVA. Uji ini
digunakan untuk menguji seluruh data sampel kelompok penelitian memiliki
perbedaan rata rata yang signifikan. Berdasarkan Tabel 4.4, data hasil kelompok
penelitian memiliki nilai signifikansi 0,000 yang berarti seluruh kelompok
memiliki perbedaan daya hambat yang signifikan karena nilai signifikan kurang
dari p < 0,05. Sehingga dilanjutkan dengan Uji Post Hoc LSD untuk mengetahui
hubungan antar kelompok sampel penelitian memiliki perbedaan yang signifikan.
Hasil uji Post Hoc LSD dapat diinterpretasikan terdapat perbedaan yang signifikan
apabila memiliki nilai signifikan p < 0,05 dan sebaliknya tidak terdapat perbedaan

yang signifikan apabila memiliki nilai signifikan p > 0,05.

Tabel 4.5 Hasil uji Post Hoc LSD

Kelompok K+ K- 50% 75% 100%
Sampel

K+ - 0,000%* 0,001* 0,257 0,803

K- - 0,000%* 0,000%* 0,000%*

50% - 0,010%* 0,000%*
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75% - 0,171
100% -

* : Terdapat perbedaan yang signifikan
Keterangan :

K+  =Kontrol Positif (Klorheksidin 0,2%)

K- = Kontrol Negatif (Akuades Steril)

50% = Ekstrak daun pegagan konsentrasi 50%
75% = Ekstrak daun pegagan konsentrasi 75%
100% = Ekstrak daun pegagan konsentrasi 100%

Hasil uji Post Hoc LSD menunjukkan nilai signifikansi antara K+ dan K-
sebesar 0,000, K+ dengan 50% sebesar 0,001, K- dengan 50% sebesar 0,000, 75%
dengan K- sebesar 0,000, 75% dengan 50% sebesar 0,010, 100% dengan K-
sebesar 0,000, dan 100% dengan 50% sebesar 0,000. Seluruh hasil tersebut
menunjukkan nilai signifikansi dibawah 0,05 ( p < 0,05 ) yang berarti bahwa
seluruh hubungan antara kelompok tersebut terdapat perbedaan yang signifikan.
Sedangkan pada kelompok 75% dengan K+ memiliki nilai signifikan 0,257,
kelompok 100% dengan K+ bernilai 0,803, dan kelompok 100% dengan
kelompok 75% bernilai 0, 171. Sehingga hubungan antar ketiga kelompok
tersebut dapat disimpulkan memiliki nilai signifikansi diatas 0,05 ( p > 0,05 )

yang berarti bahwa tidak memiliki perbedaan yang signifikan diantara ketiga

kelompok tersebut.

4.3 Pembahasan

Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental yang dilakukan di
Laboratorium Mikrobiologi untuk meneliti uji antibakteri ekstrak daun pegagan
terhadap L. acidophilus. Penelitian uji antibakteri menggunakan metode disk
diffusion Kirby Bauer sesuai dengan prosedur CLSI dengan melihat zona hambat
yang terbentuk di sekeliling kertas cakram yang ditetesi bahan antibakteri
(Clinical and Laboratory Standars Institute, 2012). Prosedur tersebut memiliki
beberapa keuntungan yaitu kemudahan dalam melakukan penelitian dari segi alat
dan bahan, prosedur penelitian, serta kemudahan interpretasi hasil yang terbentuk.
Selain itu, metode ini dipilih karena merupakan metode standar dalam penelitian

antibakteri (Balouiri et al., 2016).
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Penelitian ini menggunakan ekstrak pegagan yang diekstraksi dengan
metode maserasi menggunakan pelarut etanol 96%. Metode maserasi dipilih
karena metode yang sederhana, eckonomis, serta dapat menggunakan alat
sederhana, dan dapat meminimalisir terjadinya kerusakan kandungan metabolit
sekunder akibat pemanasan terutama pada senyawa yang tidak tahan panas.
Pelarut etanol 96% dipilih karena merupakan pelarut polar yang dapat melarutkan
berbagai jenis kandungan senyawa metabolit sekunder sehingga dapat tersari lebih
banyak. Selain itu, etanol dipilih karena kemudahan akses, netral, dan tidak toksik.

Penelitian ini menggunakan tanaman pegagan oleh karena keragaman
manfaat, seperti keperluan pangan (sayuran), pengobatan, kosmetik, dan farmasi.
Selain itu, tanaman ini mudah didapat dan memiliki persentase kebutuhan yang
cukup tinggi di Indonesia mencapai 126 ton pertahun. Penelitian ini menggunakan
daun dari tanaman pegagan karena memiliki kemampuan antibakteri yang lebih
efektif dibandingkan dengan bagian lainnya. Hal ini dibuktikan dari penelitian
yang dilakukan oleh Vaddadi et al. (2017) menunjukkan bahwa konsentrasi
senyawa metabolit sekunder terbesar berada pada ekstrak daun dibandingkan
ekstrak bagian lain seperti akar dan batang dari tanaman pegagan.

Kontrol positif dalam penelitian ini menggunakan klorheksidin 0,2%.
Klorheksidin 0,2% merupakan bahan antibakteri yang efektif dalam menghambat
dan membunuh bakteri. Hal ini disebabkan oleh karena klorheksidin merupakan
sebuah sediaan tunggal yang bersifat bakteriostatik dan bakterisidal pada
konsentrasi tertentu. Klorheksidin memiliki muatan kation (+) sedangkan bakteri
memiliki muatan anion (-), sehingga hal ini yang dapat mempermudah
klorheksidin untuk menempel pada bakteri dan menyebabkan rusaknya integritas
dinding sel dan memperluas permeabilitas sel sehingga terjadi kebocoran sel
bakteri (Rosidah et al., 2014; Szymanska et al., 2014; Khairiah et al., 2020).
Selain itu, kemampuan hambat minimum klorheksidin terhadap L. acidophilus
adalah sebesar 0,5 mg/ml (Haghoo et al., 2017). Sedangkan kontrol negatif pada
penelitian ini menggunakan akuades karena akuades bersifat netral (Sidharta ef al.,
2021). Hasil penelitian menunjukkan tidak adanya zona hambat di sekeliling

kertas cakram yang sudah ditetesi akuades, sehingga hal ini dapat disimpulkan
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bahwa akuades yang digunakan dalam kondisi steril. Selain itu, akuades steril
aman digunakan sebagai pelarut pada pengencer konsentrasi ekstrak daun pegagan
(Henaulu dan Kaihena, 2020).

Pengamatan hasil penelitian dapat dilakukan dalam dua keadaan, yaitu
apabila zona yang terbentuk berwarna jernih maka plate petridish dapat
diletakkan di suatu alas berlatar hitam atau gelap untuk melihat zona hambatan.
Sedangkan apabila pada suatu keadaan sulit membedakan zona jernih dengan
koloni bakteri secara visual, dapat dilakukan di depan lampu sorot secara
langsung atau mencari daerah dengan intensitas cahaya yang cukup baik dan sudut
yang tepat (Bhattacharjee, 2015). Pada pengamatan hasil penelitian dilakukan di
bawah sinar matahari langsung, hal ini disebabkan oleh karena terdapat kesulitan
untuk menentukan tepi zona hambat pada petridish karena terdapat difusi warna
hijau dari ekstrak di sekeliling paper disk.

Hasil penelitian menunjukkan bahwa konsentrasi 50%, 75%, dan 100%
dari ekstrak daun pegagan memiliki kemampuan antibakteri terhadap L.
acidophilus seperti yang ditunjukkan pada Tabel 4.1. Hasil penelitian dihitung dan
diamati dengan melihat zona hambat yang jernih dan bening serta tidak terdapat
koloni bakteri yang menandakan telah terbentuk hambatan dari bahan antibakteri
(CLSI, 2012). Hal ini menunjukkan bahwa ekstrak daun pegagan termasuk ke
dalam tanaman alami yang berpotensi memiliki kemampuan antibakteri secara
baik pada bakteri Gram positif (Yunita dan Sari, 2020). Hasil rerata diameter zona
hambat pada kelompok kontrol positif klorheksidin 0,2% sebesar 10,98 mm dan
kelompok kontrol negatif tidak menunjukkan aktivitas antibakteri sehingga
bernilai 0 mm. Sedangkan hasil penelitian pada kelompok perlakuan 1 (50%)
sebesar 8,80 mm, kelompok perlakuan 2 (75%) sebesar 10,35 mm, dan kelompok
perlakuan 3 (100%) sebesar 11,12 mm. Menurut Davis dan Stout (1971)
menjelaskan bahwa diameter zona hambat yang menunjukkan kemampuan
aktivitas antibakteri dibagi menjadi 4 kategori. Kategori tersebut antara lain, yaitu
kategori sangat kuat dengan diameter lebih dari 20 mm, kategori kuat dengan
diameter 10-20 mm, kategori sedang dengan diameter 5-10 mm, dan kategori

lemah dengan diameter kurang dari 5 mm. Berdasarkan pengamatan yang telah
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dilakukan, kemampuan antibakteri pada kelompok 1 (50%) termasuk ke dalam
kategori sedang, kelompok 2 (75%) termasuk kategori kuat, kelompok 3 (100%)
termasuk kategori kuat, dan kontrol positif (klorheksidin 50 pL) termasuk
kategori kuat.

Berdasarkan hasil penelitian rerata diameter zona hambat pada Tabel 4.1,
dapat disimpulkan bahwa seiring kenaikan konsentrasi ekstrak daun pegagan yang
digunakan dalam penelitian menujukkan adanya kenaikan rerata diameter zona
hambat. Meskipun berdasarkan uji Post Hoc LSD, menunjukkan tidak terdapat
perbedaan yang signifikan antara kelompok ekstrak daun pegagan konsentrasi
75% dengan konsentrasi 100%, hal tersebut tetap menunjukkan adanya
kecenderungan kenaikan rerata diameter zona hambat yang terbentuk dari
konsentrasi 75% ke konsentrasi 100%. Hal ini disebabkan oleh adanya
peningkatan jumlah kandungan senyawa metabolit di dalamnya, sehingga hal ini
memudahkan terjadinya penetrasi senyawa metabolit ekstrak tersebut yang dapat
menyebabkan rusaknya sistem metabolisme dan fungsi sel bakteri. Hasil pada
penelitian ini menunjukkan adanya “dose relation effect” yang sejalan dengan
penelitian Widiastuti et al. (2017) yang menyimpulkan bahwa dengan adanya
peningkatan dosis atau konsentrasi pada ekstrak daun pegagan (C. asiatica)
terbukti meningkatkan kemampuan aktivitas antibakteri.

Berdasarkan hasil uji Post Hoc LSD antara kelompok klorheksidin 0,2%
dengan ekstrak daun pegagan konsentrasi 75%, kelompok klorheksidin 0,2%
dengan ekstrak daun pegagan konsentrasi 100%, serta ekstrak daun pegagan
konsentrasi 75% dengan konsentrasi 100% menunjukkan tidak terdapat perbedaan
yang signifikan. Hal tersebut dapat diartikan bahwa antarkelompok tersebut
memiliki kemampuan efek antibakteri yang setara atau hampir sama. Sehingga
dapat disimpulkan bahwa ekstrak daun pegagan konsentrasi 75% dan 100% setara
dengan klorheksidin 0,2% sebagai antibakteri terhadap L. acidophilus.

Kemampuan antibakteri ekstrak daun pegagan terhadap L. acidophilus
yang telah terbukti dalam penelitian ini diduga disebabkan oleh kandungan
fitokimia senyawa metabolit sekunder di dalamnya yaitu antara lain flavonoid,

tannin, saponin, steroid, terpenoid, dan alkaloid. Persentase kandungan fitokimia
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tersebut dapat dipengaruhi oleh faktor internal berupa gen tanaman dan faktor
eksternal berupa ketinggian tempat, cahaya, suhu, kelembapan, pH, dan unsur
hara tanah (Katuuk et al,, 2019).

Mekanisme flavonoid sebagai antibakteri dibagi menjadi 3 bagian yaitu
dengan dengan menghentikan sintesis DNA dan RNA sehingga dapat
menghambat terbentuknya asam nukleat bakteri (Ulanowska et al., 2000),
menghambat fungsi membran sel bakteri dengan melepaskan kalium pada dinding
sel, sehingga menyebabkan kerusakan langsung pada dinding sel bakteri (Cushnie
dan Lamb, 2005), serta menghambat metabolisme energi bakteri dengan cara
mengubah membran luar dan sitoplasma sel, sehingga mengganggu pertukaran
nutrisi dan metabolit sel dan akhirnya menghambat pasokan energi untuk
kehidupan bakteri (Eumkeb dan Chunkrathok, 2013). Mekanisme tannin sebagai
antibakteri adalah dengan berikatan dengan peptidoglikan dinding sel dan
mengganggu integritas sel untuk fungsi antibakteri sehingga dapat menghambat
formasi atau pembentukan biofilm pada bakteri (Dong ef al., 2018). Mekanisme
saponin sebagai antibakteri adalah mendenaturasi protein membran sel bakteri
hingga lisis, menghancurkan permeabilitas dinding sel bakteri, serta memodifikasi
lipid membran sel sehingga bakteri sulit berinteraksi sehingga memudahkan
senyawa antibakteri untuk mematikan bakteri (Johnson, 2013).

Mekanisme steroid sebagai antibakteri adalah dengan mengakibatkan
kebocoran lisosom serta berinteraksi dengan fosfolipid sehingga integritas
membran bakteri turun dan sel bakteri menjadi rapuh (Epand et al., 2007).
Mekanisme terpenoid sebagai antibakteri adalah dengan bereaksi bersama protein
transmembran pada dinding sel bakteri, kemudian membentuk ikatan polimer
yang kuat sehingga dapat mendenaturasikan porin di membran tempat keluar
masuknya senyawa sehingga permeabilitas sel turun dan bakteri kekurangan
asupan nutrisi dan bakteri menjadi mati (Cowan, 1999). Mekanisme alkaloid
sebagai antibakteri adalah berikatan dengan membran fosfolipid dan kelompok
fosfat (komponen asam nukleat) sehingga menyebabkan kebocoran komponen
intraseluler bakteri. Hal tersebut dapat menurunkan integritas struktur membran

sel yang dapat memicu kematian bakteri (Li et al., 2014).
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Kemampuan antibakteri secara umum juga dipengaruhi oleh kemampuan
difusi bahan antibakteri ke dalam paper disk dan ke media agar, serta kecepatan
tumbuh dan tingkat kesensitifitasan bakteri uji terhadap bahan antibakteri yang
bersangkutan. Berdasarkan Kanazawa et al., (1995) dalam Wilapangga (2018),
interaksi kepolaritasan bahan antibakteri dengan sel bakteri memerlukan adanya
keseimbangan hidrofilik-lipofilik. Hal ini sependapat dengan prinsip like dissolves
like dalam Malindo (2015) yang berarti bahwa senyawa polar akan mudah larut
dengan senyawa polar, begitu pula sebaliknya. Hal ini berkaitan dengan struktur
dan morfologi bakteri L. acidophilus yang merupakan bakteri Gram positif yang
memiliki tiga lapis sitoplasma, dengan lapisan dinding sel berupa lipid
peptidoglikan yang sangat tebal, mengandung polisakarida berupa asam teikoat
dan bersifat polar. Sehingga hal ini yang diduga memunculkan adanya kemudahan
suatu kandungan senyawa metabolit sekunder daun pegagan untuk berdifusi ke
dalam bakteri L. acidophilus sehingga dapat terjadi efek antibakteri.

Hasil penelitian yang tampak pada Gambar 4.1, menunjukkan bahwa
terdapat warna hijau yang jernih dan tidak terdapat bakteri di dalamnya, serta
secara visual tampak adanya perbedaan gradasi warna hijau yang terbentuk.
Kemunculan warna tersebut diduga disebabkan oleh karena terjadinya difusi
warna alami ekstrak yang terserap ke dalam paper disk. Hal ini diduga disebabkan
oleh kandungan zat aktif flavonoid dan tannin pada ekstrak daun pegagan yang
berfungsi sebagai pigmen warna dan zat antibakteri (Sutardi, 2016). Pigmen
warna tersebut juga dapat disebabkan oleh adanya kandungan klorofil dalam
ekstrak daun pegagan (Setiari dan Nurchayati, 2009).

Konsentrasi ekstrak daun pegagan yang semakin tinggi menunjukkan
pigmentasi warna hijau yang semakin pekat. Setiap kelompok perlakuan
mengalami gradasi warna hijau dari tepi paper disk yang semakin menunjukkan
warna hijau lebih cerah ke tepi zona hambat. Hal ini sejalan dengan penelitian
Safitri ef al. (2021) yang menunjukkan bahwa semakin tinggi konsentrasi ekstrak
daun pegagan yang digunakan akan semakin tinggi kandungan klorofil di
dalamnya. Kandungan klorofil ini akan mempengaruhi tingkat kecerahan yang

akan muncul (Wahyuni dan Wijanarko, 2015). Sehingga perlu diperhatikan
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mengenai pertimbangan warna yang timbul dari ekstrak daun pegagan terhadap
pembuatan bahan antibakteri pada penelitian berikutnya, karena berkaitan dengan
estetika gigi.

Berdasarkan uraian hasil penelitian tersebut dapat disimpulkan bahwa
ekstrak daun pegagan dengan konsentrasi 50%, 75% dan 100% memiliki
kemampuan daya hambat antibakteri terhadap L. acidophilus. Walaupun secara
statistik menunjukkan hasil tidak berbeda signifikan, pada hasil penelitian
menunjukkan bahwa seiring kenaikan konsentrasi ekstrak daun pegagan yang
diyji terbukti memiliki kecenderungan kenaikan diameter zona hambat yang
terbentuk. Hasil penelitian juga menunjukkan bahwa ekstrak daun pegagan
konsentrasi 75% dan konsentrasi 100% memiliki kemampuan antibakteri yang
setara dengan klorheksidin 0,2%. Hal ini memerlukan penelitian lebih lanjut untuk
mengetahui kemampuan toksisitas, biokompatibilitas ekstrak, dan uji fitokimia
lebih lanjut untuk mengetahui kandungan zat kimia yang paling berperan dalam

efek antibakteri dari ekstrak daun pegagan.



5.1

60

BAB 5. KESIMPULAN DAN SARAN

Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan, didapatkan kesimpulan

sebagai berikut :

1.

5.2

Ekstrak daun pegagan (C.asiatica) dengan konsentrasi 50%, 75%, dan
100% terbukti memiliki kemampuan antibakteri terhadap L. acidophilus.
Semakin tinggi konsentrasi ekstrak daun pegagan (C. asiatica) maka
semakin besar potensi antibakteri terhadap L.acidophilus.

Ekstrak daun pegagan konsentrasi 75% dan 100% memiliki kemampuan
antibakteri yang setara dengan klorheksidin 0,2% sebagai kontrol positif
terhadap L. acidophilus.

Saran

Perlu dilakukan pengkajian lebih lanjut mengenai senyawa metabolit
spesifik yang berperan sebagai antibakteri pada ekstrak daun pegagan (C.
asiatica).

Perlu dilakukan penelitian mengenai uji antibakteri ekstrak daun pegagan
terhadap bakteri lain.

Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai konsentrasi hambat yang
tidak memunculkan difusi warna hijau pada zona hambat dengan tujuan
terkait estetika gigi pada aplikasi ekstrak daun pegagan di masa depan.
Perlu dilakukan uji biokompatibilitas, toksisitas, dan efektivitas
kemampuan antibakteri ekstrak daun pegagan (C. asiatica).

Perlu dilakukan penelitian mengenai MIC (Minimum Inhibitory
Concentration) dan MBC (Minimum Bactericidal Concentration) ekstrak
daun pegagan (C. asiatica).

Perlu dilakukan penelitian mengenai kemampuan antibakteri ekstrak daun

pegagan (C. asiatica) secara in vivo.
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FNCC-PSPG/ET/IV2022
Lactobacillus acidophilus FNCC 0051
Nama mikrobia s Lactobacillus acidophilus
Nomor strain : FMCC 0051
Bentuk awetan : Kultur hidup pada media agar tegak
Media - MRS
Suhu inkubasi 137C
Pathologi : Bukan pathogen
Cara pembiakan  : Kultur yang tumbuh di media agar tegak (alur tusukan media agar)

diambil menggunakan ose steril , kemudian diinokulasikan ke media MRS broth atay MRS
agar tegak yang baru dengan cara menusukkan ke media agar tegak tersebut {bisa lebih dari
satu tusukan), kemudian diinkubasi suhu 37°C selama 48 jam. Setelah tumbuh kultur dapat
disimpan pada subu 4°C selama 2 minggu,
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Lampiran 3.3 Surat Identifikasi Daun Pegagan (Centella asiatica)

*

Revisi

Kode Dokumen ; FR-AUK-064

KEMENTERIAN PENDIDIKAN, KEBUDAYAAN,
RISET DAN TEKNOLOGI
POLITEKNIK NEGERI JEMBER

UPT. PENGEMBANGAN PERTANIAN TERPADU
Jalan Mastrip Kotak Pos 164 Jember - 68101Telp, (0331) 333532 - 333534 Fax.(0331) 333531
E-mall : Polile@polile.nc.id Web Site : hitp//www.Polije.ac.id

SURAT KETERANGAN IDENTIFIKASI TANAMAN

No: 07/PL17.8/PG/2022

Menindaklanjuti surat dari Wakil Dekan I Fakultas Kedokteran Gigi Universitas Jember No:
008/UN25.8/PG/2022 perihal Permohonan Identifikasi Tanaman dan berdasarkan hasil
pengamatan pada spesimen tumbuhan yang dikirimkan ke UPT. Pengembangan Pertanian

Terpadu, Politeknik Negeri Jember oleh:

Nama : Kintan Jettanurul Maharani
NIM : 181610101099
Jur/Fak/PT  : Fakultas Kedokteran Gigi/ Universitas Jember .

maka dapat disampaikan hasilnya bahwa spesimen tersebut di bawah ini (terlampir) adalah:
Kingdom: Plantae; Devisio: Spermatophyta; Sub  Devisio: Magnoliophyta;  Kelas:
Magnoliopsida; Ordo: Umbillales; Famili: Umbelliferae; Genus: Centella; Spesies: Centella

asiatica, Urb

Demikian surat keterangan ini dibuat untuk digunakan sebagaimana mestinya.
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Lampiran 3.4 Surat Izin Penelitian

KEMENTERIAN PENDIDIKAN, KEBUDAYAAN,
RISET, DAN TEKNOLOGI
UNIVERSITAS JEMBER
FAKULTAS KEDOKTERAN GIGI

Jalan Kalimantan 37, Kampus Tegal Boto Jember 68121
Telepon ((3331) 333536, 331743 Faksimili (03313331991
Laman fkg uncj.ac.id; email: fkediune) acad

Nomor - 5767 /UN2S8/PG2021
Perihal - Ijin Penclitian 13 DEC 2021

Kepada Yth.
Direktur Rumah Sakit Gigi dan Mulut
Universitas Jember
Di -
Jember

Dalam rangka penelitian, maka dengan homat kami mohon bantuan dan kesediaannva untuk
memberikan Ijin Penelitian bagi Mahasiswa kami:

| MNama ; Kintan Jettanurul Maharani

2 NIM ¢ 181610101099

3 SemesterTahun Akademik : VI - 2021/2022

4 Fakultas Kedokteran Gigi

3 Alamat - Jalan Baturaden | Mo.6, Sumbersari, Jember

6 Judul Penelitian : Uji Antibakteri Ekstrak Daun Pegagan (Centefla asiatica)
terhadap Lactobacilluy acidophilus Secara In Viiro

7 Lokasi Penelitian Laboratorium Bioscience RSGM Universitas Jember

Data/alat vg di pinjam ¢ Alat ekstraksi maserasi, infusum, dan alat uji antibakteri

9 Waktu : Desember 2021 — Januan 2022

10 Tujuan Penelitian : Melakukan ekstraksi dengan metode mascrasi ckstrak
daun pegagan (Cenrella asiarica)

11 Dosen Pembimbing o 1 drg Pudji Astun, M. Kes

2. drg Pujiana Endah Lestan, M.Kes

Demikian atas perkenan dan kerja sama yang baik disampaikan terimakasih

Kingan Jettanirul 1al 1
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KEMENTERIAN PENDIDIKAN, KEBUDAYAAN,
RISET, DAN TEKNOLOGI
UNIVERSITAS JEMBER
FAKULTAS KEDOKTERAN GIGI

Jalan Kalimantan 37, Kampus Tegal Boto Jember 68121

Telepon (0331) 333536, 331743 Faksimili (0331)33199]
Laman fkg.unej.ac.id, email: fkg@ung) ac id

Nomor . 08 JUN25.8/PG/2022 0 "
Perihal : Ty Penielitian 3 JAN 2022
Kepada Yih.

Kepala UPT Pengembangan Pertanian Terpaduo
Politektnik Negeri Jember
i -

Jember

Dalam rangka peneliian, maka dengan homat kami mohon bantuan dan kesediaannya untuk
memberikan [jin Penelitian bagi Mahasiswa kami:

I Nama Kintan Jettanurul Maharani
2 HNIM o 181610101099
3 SemesterTahun Akademik VI - 20212022
4 Fakultas o Kedokieran Gigi
5 Alamat + Jalan Bamuraden 1 Mo 6, Sumbersari, Jember
& Lokasi Penelitian ¢ Laboratorium Tanaman Politeknik Negen Jember
7 Judul Penelitian . Uji Antibakteri Ekstrak Daun Pegagan (Cenielfa asiafica)
terhadap Lactobacillis acidophilus Secara In Vitro
&  Dosen Pembimbing o L drg. Pudji Astuti, M. Kes
2. drg. Pujiana Endah Lestari, M Kes
9  Tujuan Penelitian Identifikasi Daun Pegagan (¢Cenrella Asiaiica)
10 Data'alat vg di pinjam - Alat identifikasi
1] Waktu : Januan — Maret 2022

Demikian atas perkenan dan kerja sama vang baik disampaikan terimakasih

Eintan fettaranad 2 of 3
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KEMENTERIAN PENDIDIKAN, KEBUDAY AAN,
RISET, DAN TEKNOLOGI
UNIVERSITAS JEMBER
FAKULTAS KEDOKTERAN GIGI

Jalan Kalimantan 37, Kampus Tegal Boto Jember 68121
Telepon (0331) 333536, 331743 Faksimili (0331) 331991
Laman fkg unej.ac.id; email: fketiune) e id

i % M25 8/PG2022
PNﬂZ!T';: 2 1jin Penel}{it:l:s s 2 3 FEB 21]22
Kepada Yih,

Kepala Laboratorium Biomedik Kedokteran Gigi
Fakultas Kedokteran Gigi Universitas Jember
i -

Jember

Dalam rangka penelitian, maka dengan homat kami mohon bantuan dan kesediannnya untuk
membenikan ljin Penelitian bagi Mahasiswa kami

I MNama : Kintan Jettanurul Maharani

2 NIM 181610101099

3 Semester Tahun Akademik VI - 2021,/2022

4 Fakultas : Kedokteran Gigi

5  Alamat . Jalan Baturaden 1 No.6, Sumbersan, Jember

6 Lokasi Penelitian Laboratorium Biomedik Kedokteran Gigi
Fakultas Kedokieran Gigi Universitas Jember

7 Judul Penelinan - Un Antibakteri Ekstrak Daun Pegagan (Cemtella aviticn)
terhadap Lacrobacilus acwdophilus Secara In Vifro

&  Dosen Pembimbing 1. drg. Pudji Astuti, M Kes

¢ 2. drg. Pujiana Endah Lestari, M Kes
9 Tujuan Penelitian 1, Mengetahui efek antibakten ekstrak daun pegagan
{Ceniella axiutica) terhadap Lactobacilius acidophilus
2. Menganalisis potensi kemampuan antibakieri seiring
pemingkatan konsentrasi ckstrak daun pegagan
asratica) 30%, T3%, dan 100% terhadap £. acidopiilus,
3. Mengetahui perbandingan kemampuan daya hambat
konsentrasi  ekstrak  daun  pegagan  dengan
chlorheksidin,

10 Alat yang digunakan ¢ Autoklaf, petridish, keras cakram, inkubator, bunsen,
mikropipet, laminar air flow, jangka sorong, hotplate
stirrer, rak tabung reaksi, spekirofotometer, 1abung reaksi,
thermolyne, vortex, kawat ose, dan beaker glass

11 Wakm Februari — Apnil 2022

Demikian atas perkenan dan kerja sama yang baik disampaikan terimakasih
e i LN

T IR

intan jettanurul 3c/3
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Lampiran 3.5 Surat Keterangan Selesai Penelitian

KEMENTERIAN FENDIDIEAN DAY KEBUDAY AAN
UNIVERSITAS JEMBER
FAKULTAS KREDOKTERAN GIGI
Jalam Kalimantan 37 Kampus Bami Tegalboto Kotak Pas 159 Jember 68121
Telp. (0331) 333356 Fax. (0331) 321991

SURAT KETERANGAN BEBAS TANGGLUNGAN DAN SELESAL PENELITIAN
No: 035/ Biomedik / I'V /2022

Yang bertanda tangan di hawah ini;

Mama : Dr.drg Tecky Indriana, M. Kes

NIP ;19681 1261997022000

Jahatan : Kepala Laboratorium Biomedik

[nstitusi : Fakultas Kedolteran Gigi Universitas Jember

[engan ini menemngkan batwa

Mama :KINTAN JETTANURLL MAHARANI
NIM : 181610101099

Fakultas/Prodi ¢ Kedokteran Gign / Pendidikan Dok ter Gig
Universitas : Universitas Jember

Yang bersangkutan Tidak Memiliki Tanggungan (Bebas Tanggungan) Laboratorium
dan telah melaksanakan penelitian di Laboratorium Biomedik Fakultas Kedokteran Gigi
Universitas Jember , terhiung 14 Maret 2022 = 14 April 2022 guna penulisan tugas akhir
dengan judul: * Uji Antibakteri Ekstrak Daon Pegagan (Canfella asiafica) terhadap
Laktobacillus ocidoplilus secara in¥Vitro™,

Demekian surat keterangan inid tbuat untuk dapat dipergunakan sebagaimana mestinya.

Jember, 21 Apnil 2022
kepala Laboratorium Biomedik FEG

s

D drg Tecky Indriana, M. Kes
NIP, 19681 1261997022000
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KEMENTERIAN PENDIDIKAN, KEBUDAYAAN,
RISET DAN TEKNOLOGI
UNIVERSITAS JEMBER

RUMAH SAKIT GIGI DAN MULUT
JI. Kalimantan 37 Jermber, Talp. 0331-325041

SURAT KETERANGAN
Nomeor. 202204070001

Yang bertanda tangan dibawah inl ;

Nama i MNur Aziza, A Md.Ak.
NIP ¢ 198603052010122003
Pangkat/Gol, ¢ Penata Muda/ lll-a

Menerangkan dengan sesungguhnya bahwa :

Nama : Kintan Jettanurul Maharani
NIM, ;181610101089
Asal Instansi ¢ Fakultas Kedokteran Gigi Universitas Jember

Telah melaksanakan penelitian di Laboratorium Bioscience Rumah Sakit Gigi dan
Mulut Universitas Jember dengan judul "Uji anti bakteri ekstrak daun peganggang
(Centalla asiatica) terhadap Lactobacullus secara in Vitro"

Demikian surat keterangan ini dibuat untuk digunakan sebagaimana mestinya.

Jember, 07 April 2022
Al ':-“. EQ'IIS,




Lampiran 3.6 Alat Penelitian
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a. Oven

b. Blender

c. Toples

d. Pengaduk
kaca

f. Rotary
evaporator

g. Erlenmeyer

h. Timbangan
digital

1. Gelas ukur

j. Labu

k. Ose

1. Tabung
reaksi
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m. Petridish

o. Inkubator

p. Vortex

q. Kertas Saring

r. Pinset

s. Swab steril

k

t. Handscoen
dan Masker

u. Autoklaf

v. Bunsen

w. Jangka sorong

x. Alat
McFarland

y. Neraca

z. Rak Tabung
Reaksi

aa. LAF

ab. Mikropipet
tip
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Lampiran 3.7 Bahan Penelitian

a. Daun Pegagan b. Etanol 96% c. Alkohol 70%

d. Aquadest Sterile e. Chlorhexidine f. Paper disk (Blank disk)
gluconate 0,2%

h. MRSB 1. Suspensi Lactobacillus
acidophilus




Lampiran 3.8 Pembuatan Ekstrak Daun Pegagan
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1. Daun pegagan
dicuci bersih
kemudian
dikeringkan dengan
diangin-anginkan
tanpa terkena sinar
matahari secara
langsung

2. Daun pegagan
dimasukkan kedalam oven
dengan suhu 40-50°C
untuk memastikan bahwa
daun sudah kering.

3. Daun kering
diblender hingga
halus dan diayak
hingga didapatkan
serbuk halus

4. Sebanyak 541
gram serbuk halus
daun pegagan
dimasukkan ke
dalam bejana
maserasi

5. Simplisia
ditambahkan 4,328
ml pelarut etanol
96% dan ditutup
rapat selama 3 hari.

6. Setiap dua kali sehari
dilakukan pengadukan

g

7. Penyaringan hasil
maserasi dengan
menggunakan kertas
saring

8. Hasil saringan
ekstrak daun
pegagan dengan
etanol 96%

9. Hasil saringan
divapkan dengan
menggunakan
rotary evaporator
pada suhu 60°C
sampai diperoleh
ekstrak kental 100%

10. Ekstrak kental daun
pegagan setelah
penguapan

11. Hasil akhir
ekstrak kental
disimpan dalam
wadah

12. Persiapan
pembuatan
konsentrasi
ekstrak dengan
perbandingan 1:1
menjadi
konsentrasi 50%,
75%, dan 100%




86

Lampiran 3.9 Prosedur Uji Antibakteri dengan metode Disk Diffusion

1. Satu ose bakteri dilarutkan pada | 2. Bakteri diambil dan di 3. Pengambilan suspensi
media cair MRS-B sebanyak 2 ml | masukkan kedalam tabung | bakteri dengan swab steril,

dan diinkubasi pada suhu 37°C reaksi kemudian kemudian diinokulasikan pada

selama 24 jam ditambahkan larutan NaCl | media MRS-A yang dilakukan
0,9% hingga sesuai dengan | dengan gerakan streaking
standard mcFarland 0,5 dengan swab

4. Pembuatan ekstrak daun 5. Mengambil kelompok 6. Larutan kelompok perlakuan
pegagan dengan konsentrasi 50%, | perlakuan dan kelompok dan kontrol diteteskan pada
75%, dan 100% kontrol sebanyak 50 pl paper disk diluar petridish

menggunakan mikropipet penelitian

7. Paper disk kemudian 8. Petridish penelitian 5 9. Setelah 24 jam, petridish
diletakkan di dalam petridish kali pengulangan dilakukan pengukuran
sesuai label diletakkan dalam inkubator | diameter zona hambat sesuai

37°C selama 24 jam dengan CLSI (2012)




Lampiran 4.1 Foto Hasil Penelitian

1. Hasil Dokumentasi Petridish Penelitian Pengulangan Ke-1
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3.

Hasil Dokumentasi Petridish Penelitian Pengulangan Ke-3
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5.

Lampiran 4. 2 Tabel Hasil Penelitian

Hasil Dokumentasi Petridish Penelitian Pengulangan Ke-5

&9

No. 100%  75% 50%  Kontrol (+)  Kontrol (-)

1 10,37 9,97 729 9.64 0.00

2 10,89 9,88 8.97 10.37 0.00

3 10,78 9,97 8.92 10.88 0.00

4 11,95 11,21 9.73 13.46 0.00

5 11,62 10,71 9.11 10.57 0.00
Rata-rata ( x ) 11,12 10,35 8,80 10,98 0
Simpangan Baku (SB) 0,646 0,590 0,906 1,455 0




Lampiran 4. 3 Uji Statistik Menggunakan SPSS Versi 25

1. Uji Normalitas dengan Menggunakan Uji Shapiro Wilk
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Tests of Normality
Kolmogorov-Smirnov* Shapiro-Wilk
Statistic df Sig. Statistic df Sig.
100% 240 5 200" 940 5 .666
75% 340 5 .060 819 5 114
50% 351 5 .043 .847 5 184
K+ 328 5 .083 .834 5 .149
K- . 5 . 5
* This is a lower bound of the true significance.
a. Lilliefors Significance Correction
2. Uji Homogenitas dengan Menggunakan Levene Statistic
Test of Homogeneity of Variances
Levene df
Statistic 1 df2 Sig.
Hasil Based on Mean 2.279 4 20 .097
Pengukuran Based on Median .994 4 20 434
Based on Median and with 994 4 9.88  .455
adjusted df 0
Based on trimmed mean 1.921 4 20 146
3. Uji One Way ANOVA
ANOVA
Hasil Pengukuran
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 442.471 4 110.618 149.189 .000
Within Groups 14.829 20 741

Total 457.300 24




4. Uji Post Hoc LSD

Multiple Comparisons

Dependent Variable: Hasil Pengukuran LSD
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95% Confidence
Interval
(I) Kelompok  (J) Kelompok Mean Std. Lower Upper
Sampel Sampel Difference (I-J) Error Sig. Bound  Bound
100% 75% 77400 54460 .171 -3620  1.9100
50% 2.31800" 54460 .000 1.1820  3.4540
K+ .13800 54460 .803 -9980  1.2740
K- 11.12200°  .54460 .000 9.9860 12.2580
75% 100% -.77400 54460 171 -1.9100  .3620
50% 1.54400" 54460 .010  .4080 2.6800
K+ -.63600 54460 257 -1.7720  .5000
K- 10.34800"  .54460 .000 9.2120 11.4840
50% 100% -2.31800°  .54460 .000 -3.4540 -1.1820
75% -1.54400" 54460 .010 -2.6800 -.4080
K+ -2.18000" 54460 .001 -3.3160 -1.0440
K- 8.80400" 54460 .000 7.6680  9.9400
K+ 100% -.13800 54460 .803 -1.2740  .9980
75% .63600 54460 .257 -.5000  1.7720
50% 2.18000" 54460 .001 1.0440 3.3160
K- 10.98400" 54460 .000 9.8480 12.1200
K- 100% -11.12200"  .54460 .000 -12.2580 -9.9860
75% -10.34800"  .54460 .000 -11.4840 -9.2120
50% -8.80400" 54460 .000 -9.9400 -7.6680
K+ -10.98400"  .54460 .000 -12.1200 -9.8480

*. The mean difference is significant at the 0.05 level.
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