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Abstrak

Apel merupakan buah yang populer dikonsumsi oleh masyarakat Indonesia. Kulit apel manalagi mengandung polifenol yang
mempunyai efek antibakteri. Streptococcus mutans merupakan flora normal yang dapat menyebabkan penyakit gigi dan
mulut. Salah satu alternatif untuk mencegah penyakit«tersebut “‘denganymenggunakan produk alami sebagai antibakteri.
Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui daya antibakteri dan konsentrasinterendah ekstrak kulit apel manalagi dalam
menghambat pertumbuhan S. mutans. Metodeyang digunakan adalah.metodesdifusi sumuran dengan menggunakan 8 sampel
pada setiap kelompok perlakuan. Sampelsterdisi dari S kelompok perlakuan yaitu ekstrak kulit apel manalagi konsentrasi
100%, 50%, 25%, kelompok konttol positif'(chlorhexidine 0,2%), dan kelompok kentrol negatif (aquades steril). Analisis
data menggunakan uji KruskalWallis dan, uji'‘Mann-Whitney. Hasil penelitian ini menhunjukkan bahwa ekstrak kulit apel
manalagi pada semua konsentrasi mempunyai daya antibakteri terhadap pertumbuhan’S. muzans. Konsentrasi terendah yang
masih dapat menghambat/pertumbuhan S. mutans' adalah 25%. Kesimpulan dari penelitian ini membuktikan bahwa ekstrak
kulit apel manalagi mempunyai daya.antibakteriterhadap pertumbuhan'S. mutans.

Kata Kunci: Daya antibakteri, kulit apel manalagi, metode difusi sumurany Streptococcus mutans.
Abstract

Apple is a popular fruit which is consumed by many people in Indonesia. Manalagi apple's peel contains polyphenols that
have antibacterial effects. ‘Streptococcus “mutans isnthe ‘normal flora that-can cause onal disease. One of alternative
medications to prevent the disease by using natural productstas antibaeterial. This research is aimed to determine the
antibacterial activity manalagi. apple's peel“extractonsthe growth of.S..mutans and minimum concentration to inhibit
growth. The method of this research is well diffiusion method with.8 samples for each treatment. Samples consisted of five
treatment groups which is manalagi applels peel extract with concentration.of 400%; 50%, 25%, positive control group
(chlorhexidine 0.2%), and negative ‘control group.(aquadest sterile)iData were analyzed using the Kruskal-Wallis and
Mann-Whitney test. The results of this research showed /that manalagi“apple's peel extract at all concentrations have
antibacterial activity against the growth ef-S.mutans. Minimum inhibition concentration of manalagi apple's peel extract is
25%. The conclusion of this research proves,that manalagi"apple's'peel extract-has antibacterial activity against S.mutans
growth.

Keywords: Antibacterial activity, manalagi apple's peels, Streptococcus mutans, well difussion method.

Pendahuluan memiliki aktivitas antibakteri terhadap Escherichia coli
ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC 29213 dan
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853[4].

S. mutans merupakan flora normal yang dapat
menyebabkan penyakit gigi dan mulut. S.mutans banyak
terdapat pada plak [5]. Pada awal pembentukan plak, kokus
gram positif merupakan jenis yang paling banyak dijumpai
seperti S. mutans, S. sanguis, S. mitis , S. salivarius dan
beberapa strain lainnya [6]. Pencegahan penyakit gigi dan
mulut salah satunya dengan cara pengendalian plak. Plak
dapat dikendalikan dengan cara berkumur menggunakan
obat kumur [7].

Berdasarkan latar belakang di atas, maka peneliti
ingin mengetahui daya antibakteri dan konsentrasi terendah

Indonesia sebagai daerah tropis memiliki berbagai
macam tanaman yang dapat dimanfaatkan sebagai obat
alternatif alami. Apel selain populer dikonsumsi juga
memiliki nilai gizi tinggi yang sangat bermanfaat bagi
kesehatan. Kulit apel bermanfaat sebagai antibakteri,
antioksidan dan antiproliferatif [1]. Kulit buah apel
mengandung senyawa polifenol lebih banyak daripada
daging buahnya [2]. Kulit apel mengandung beberapa
fitokimia, antara lain kuersetin, katekin, phloridzin, dan
asam klorogenik [3]. Ekstrak kulit apel juga telah diteliti
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ekstrak kulit apel manalagi dalam menghambat pertumbuhan
S.  mutans. Hasil penelitian ini diharapkan dapat
digunakannya ekstrak kulit apel manalagi sebagai alternatif
bahan obat kumur.

Metode Penelitian

Jenis penelitian ini adalah penelitian eksperimental
laboratoris dengan rancangan penelitian the post-test only
control group design yang dilaksanakan di Laboratorium
Mikrobiologi Bagian Biomedik Fakultas Kedokteran Gigi
Universitas Jember. Pembuatan ekstrak kulit apel Manalagi
dilakukan di Laboratorium Biologi Farmasi Fakultas
Farmasi Universitas Jember. S.mutans diperoleh dari
Laboratorium Mikrobiologi Fakultas Kedokteran Universitas
Airlangga.

Bahan yang digunakan dalam penelitian _ini adalah
Brain Heart Infusion Agar (BHI-A), Brain Heart-Anfusion
Broth (BHI-B), aquades steril (Kimia Farmas" Indonesia),
obat kumur chlorhexidine 0,2% (Minesep,« Indonesia),
etanol 70% (Kimia Farma, Indonesia); alkohol 70% (Kimia
Farma, Indonesia), galur murni‘bakteri S mutans strain CJ2
(Laboratorium  Mikrobiologis” Fakultas _ Kedokteran
Universitas Airlangga), /dan” kulit®vapel manalagi yang
diperoleh dari perkebunan apely,manalagi’ Kecamatan
Bumiaji Kota Batu.

Pembuatan ekstrak |'kulit apel, manalagi (Malus
sylvestris Mill.) diawali| dengan mencuci 6 kg buah' apel
manalagi kemudian diambil| kulitnya menggunakan multi
purpose  knife. Setelah | ‘itu  dilakukan ', “pengerokan
menggunakan pisau biasa untuk menghindari ikutnya daging
buah pada kulit dan menghasilkan kulit “apel _manalagi
sebanyak 198 g. Selanjutnya dipotong kecil-ketil, diangin-
anginkan pada suhu kamar selama dua hari, dan diovenspada
suhu 40°C selama 17 jam hingga diperoleh, kulit.apel
manalagi kering sebanyak 100 g.'Kulit apel manalagikering
kemudian diblender dan diayak sampai.menjadi bubuk halus
sebanyak 84,8 g. Bubuk halus \tersebut selanjutnya
dimaserasi dengan etanol 70% sebanyaks636 ml selama=48
jam dan disaring menggunakan kertas saring. Maserat
kemudian diuapkan sampai bebas dari pelarut etanol

menggunakan rotary evaporator pada suhu 45%-50°C.

Setelah itu dioven kembali pada suhu 40°C selama 12 jam,
sehingga didapatkan ekstrak konsentrasi 100% sebanyak 20
ml konsistensi semi solid dan berwarna coklat pekat dengan
rendemen 23,6% (b/b).

Pembuatan ekstrak kulit apel manalagi dalam
berbagai konsentrasi menggunakan metode serial dilution.
Sediaan ekstrak konsentrasi 50% dilakukan dengan
mengambil 1 ml sediaan 100% yang dicampur dengan 1 ml
aquades steril. Sediaan ekstrak konsentrasi 25% dilakukan
dengan mengambil 1 ml sediaan 50% yang dicampur dengan
1 ml aquades steril.

Pembuatan suspensi S. mutans dengan mencampur 2
ml larutan BHI-B steril kedalam tabung reaksi dan
ditambahkan 1 ose S. mutans. Setelah itu, tabung reaksi

ditutup kapas, dimasukkan dalam desikator dan diinkubasi

dalam inkubator dengan suhu 37°C selama 24 jam. Setelah
24 jam suspensi S. mutans dalam tabung reaksi tersebut
dikocok menggunakan thermolyne. Kemudian dilakukan
pengukuran absorbansi dengan larutan standar Mc Farland
0,5 dan panjang gelombang 560 nm menggunakan
spektrofotometer.

Selanjutnya mempersiapkan petridish, pada bagian
bawah dibagi menjadi 6 daerah. Masing-masing petridish
diberi kertas label nomor urut petridish 1 sampai 8,
kemudian kertas label bertuliskan M100 untuk ekstrak
konsentrasi 100%, M50 untuk ekstrak konsentrasi 50%, dan
M25 untuk ekstrak konsentrasi 25%. Sedangkan untuk obat
kumur chlorhexidine (kontrol positif) diberi kode K(+) dan
untuk aquades steril (kontrol negatif) diberikan kode K(-).

Uji daya antibakteri menggunakan metode difusi
sumuran. (Well diffusion method). Media BHI-A sebanyak 25
ml dituang ke dalam masing-masing petridish steril dan

ditunggu sampai. hangat sekitar 379C.  Kemudian
menginokulasi 055 mlssuspensi S. mutans pada media BHI-A
hangat dan diaduk dengan gigaskrin, lalu ditunggu hingga
padat sckitar 15 menit. Radassetiap tersebut dibuat 5 lubang
sumuran menggunakan sedetan, plastik steril berdiameter 5
mm dengan kedalaman, lubang ‘sumuran 4 mm. Kemudian
dilakukan/ pemberian |57 pl ekstrak kulit apel manalagi
konsentrasi _100%, 50%, 25%, kontrol positif, dan negatif
pada setiap lubang sumuran.

MediasBHIZA yang telah' diinokulasi S.mutans dan
diberi perlakuang'selanjutnya dimasukkan ke dalam desikator
untuk_menciptakan| suasana anaerob, kemudian diinkubasi

pada/ suhu, 37°C ‘selama 24 jjam. Setelah itu dilakukan
pengukuran diameter zona hambat dengan menggunakan
jangka sorong. digital dengan ketelitian 0,01 mm. Daerah
zona'hambat diukur dengan/mengukur diameter keseluruhan
daerah “transparan dikurangi diameter lubang sumuran.
Pengukuran dilakukan/sebanyak 3 kali oleh orang berbeda
dan diambilrata — rata.

Data hasil penelitian dilakukan uji normalitas dengan
wji=Kolmogorov-Smirnov dan uji homogenitas dengan uji
Ievene. Apabila kedua uji menunjukkan data terdistribusi
normal dan homogen maka dilakukan wuji statistik
parametrik. Tetapi jika datanya tidak terdistribusi normal
atau tidak homogen dapat dilakukan dengan uji statistik non
parametrik.

Hasil Penelitian

Hasil penelitian tentang daya antibakteri ekstrak kulit
apel manalagi terhadap pertumbuhan S. mutans dapat dilihat
pada Tabel 1.

Tabel 1. Hasil penghitungan rata-rata diameter zona
hambat pertumbuhan S. mutans.

Kelompok N X (mm) SD
M100 8 21,5038 1,85096
M50 8 12,2354 1,56609
M25 8 6,7821 1,34758
K#) 8 5,2935 3,10100
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K@) 8 0,0000 0,00000

N : jumlah sampel
X : nilai rata-rata zona hambat
SD  :standar deviasi (simpang baku) zona hambat

Pada Tabel 1 dapat dilihat bahwa nilai rata - rata
diameter zona hambat yang paling besar adalah pada
kelompok M100 yaitu sebesar 21,5038 mm. Kemudian
berturut - turut kelompok M50 sebesar 12,2354 mm,
kelompok M25 sebesar 6,7821 mm, kelompok K(+) sebesar
5,2935 mm. Sedangkan kelompok K(-) yaitu aquades steril
mempunyai nilai rata-rata  0,0000 mm yaitu tidak
mempunyai diameter zona hambat.

Data hasil penghitungan kemudian dilakukan uji
normalitas Kolmogorov-Smirnov untuk mengetahui apakah
data pada masing — masing kelompok terdistribusi normal.
Hasil uji menunjukkan bahwa nilai signifikasi yang
diperoleh lebih besar dari 0,05 sehingga dapat disimpulkan
bahwa data terdistribusi normal. Setelah data dikatakan
normal kemudian dilakukan uji homogenitas menggunakan
uji Levene yang bertujuan untuk menguji ragam_populasi,
apakah setiap varian penelitian ini homogen™ atau _tidak
homogen. Hasil uji menunjukkan nilai signifikasinya'lebih
kecil dari 0,05 berarti data tidak homogen.

Data selanjutnya dianalisis ménggunakan uji statistik
non paramaterik, yaitu uji Kruskal-Wallisuntuk mengetahui
apakah ada perbedaan pada’ seluruh kelompok sampel
dilakukan. Hasil uji Kruskal-Wallis menunjukan “diperolch
nilai 0<0,05 yang berarti daya hambat terhadap/ S\ mutans
pada kelompok kontrol dan kelompok perlakuan mempunyai
perbedaan yang bermakna. | Selanjutnya. untuk mengetahut
kelompok perlakuan mana yang berbeda bermakna maka
dilakukan uji Mann-Whitney. Hasil uji Mann-Whitney pada
menunjukkan bahwa terdapat perbedaanyang betmakna
antara kelompok M100 dengan M50, kelompek, M100
dengan M25, kelompok M100 denganK(+), kelompok
M100 dengan K(-), kelompok M50 dengan M25, kelompok
M50 dengan K(+), kelompok ‘M50 dengan K(-),.kelompok
M25 dengan K(-), dan kelompok K(+) dengan K(-).
Terdapat perbedaan yang tidak bermakna amtara Kelompok
M25 dengan K(+).

Pembahasan

Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental
laboratoris dengan tujuan untuk mengetahui daya antibakteri
dan konsentrasi minimal ekstrak kulit apel manalagi
terhadap pertumbuhan S. mutans. Berdasarkan hasil
penelitian yang menggunakan metode difusi sumuran (Well
diffusion method) ini didapatkan zona hambat. Zona hambat
merupakan daerah atau wilayah jernih yang tampak di
sekeliling lubang sumuran. Semakin besar diameter zonanya,
berarti semakin besar daya antibakterinya. Menurut Davis
dan Stout, kriteria kekuatan daya antibakteri sebagai berikut,
diameter zona hambat 5 mm atau kurang dikategorikan
lemah, diameter zona hambat 5-10 mm dikategorikan
sedang, diameter zona hambat 10-20 mm dikategorikan kuat
dan zona hambat 20 mm atau lebih dikategorikan sangat
kuat [8].

Secara analisis menyatakan bahwa ekstrak kulit apel
manalagi konsentrasi 100%, 50%, dan 25% mempunyai
zona hambat yang lebih besar dibandingkan dengan
kelompok kontrol. Hasil penelitian menunjukkan bahwa
penghitungan rata-rata diameter zona hambat pada
kelompok perlakuan M100 mempunyai diameter zona
hambat yang termasuk kategori sangat kuat. Kemudian
kelompok perlakuan M50 mempunyai diameter zona hambat
yang termasuk kategori kuat dan kelompok perlakuan M25
mempunyai diameter zona hambat yang termasuk kategori
sedang. Sedangkan kelompok perlakuan K(+) obat kumur
chlorhexidine mempunyai diameter zona hambat yang juga
masuk dalam kategori sedang. Pada kelompok perlakuan
K(-) aquades steril tidak memiliki daya antibakteri.

Kandungan dalam kulit apel manalagi yang menjadi
zat antibakteri adalah polifenol. Kulit apel mengandung
beberapa fitokimia turunan polifenol, antara lain katekin,
kuersetin, phloridzin, dan asam klorogenik [3]. Katekin
adalah, golongan metabolit sekunder yang dihasilkan oleh
tumbuhan dan termasuk golongan flavonoid. Sifat
antibakteri pada_katekin disebabkan oleh adanya gugus
pyrigallol / dan._ ‘gugus. galloil. Katekin ini mampu
menghambat pembentukan, plak gigi dengan mencegah
pembentukan extracellular. glucan yang berfungsi sebagai
perlekatan baktert S. mutans pada permukaan gigi [9].
Katekin menghambat bakteri dengan cara merusak membran
sitoplasma ‘bakteri. Kerusakan tersebut dapat mencegah
masuknya / nutrisi yang diperlukan  bakteri untuk
menghasilkan energi akibatnya' bakteri akan terhambat
pertumbuhannya dan mengalami kematian [10].

Kuersetin juga salah satu zat aktif golongan flavonoid.
Aktivitas antibakteri kuersetin mengikat sub unit GyrB DNA
girasendan ‘menghambat aktivitas enzim ATPase. Dalam
penelitians., Mirzoeva, menunjukkan bahwa kuersetin
menyebabkan” peningkatan permeabilitas membran bakteri.
Kuersetin “juga, secara /signifikan menghambat motilitas
bakteri [11]:

Phioridzin termasuk dalam kelompok
dihydrochalcones, sejenis flavonoid. Flavonoid merusak
dinding sel bakteri melalui perbedaan kepolaran antara lipid
penyusun. DNArbakteri dengan gugus alkohol pada senyawa
flavonoid, sehingga dinding sel akan rusak dan senyawa
tersebut dapat masuk ke dalam inti sel bakteri [12]. Asam
klorogenik juga mempunyai sifat antibakteri. Asam
klorogenik menghambat enzim tertentu yang terlibat dalam
sintesis asam lemak bakteri. Asam klorogenik juga secara
signifikan meningkatkan permeabilitas membran plasma
bakteri yang mengakibatkan kebocoran isi sitoplasma
termasuk nukleotida [13].

Obat kumur pada penelitian ini merupakan kontrol
positif mengandung chlorhexidine 0,2% sebagai zat
antibakteri, mempunyai daya hambat terhadap S.mutans.
Chlorhexidine mengandung fenol yang memberikan efek
bakteriostatik pada kadar 0,2-1%, bersifat bakterisid pada
kadar 0,4-1,6%, dan bersifat fungisidal pada kadar diatas
1,3%. Kandungan bahan dasar chlorine merupakan
desinfektan tingkat tinggi karena sangat aktif pada semua
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bakteri, virus, fungi, parasit, dan beberapa spora [14].
Chlorhexidine merupakan bisbiguanida bermuatan positif
yang dapat menyerap ke tempat yang bermuatan negatif,
seperti beberapa komponen dari biofilm pada permukaan
gigi, misalnya, bakteri, polisakarida ekstraseluler, dan
glikoprotein. Interaksi ini akan meningkatkan permeabilitas
dinding sel bakteri yang menyebabkan terjadinya penetrasi
ke dalam sitoplasma yang menyebabkan kematian
mikroorganisme [15].

Struktur dinding sel bakteri juga menentukan
penetrasi, ikatan dan aktivitas senyawa antibakteri. Bakteri
S.mutans merupakan bakteri gram positif yang memiliki
struktur dinding sel dengan lebih banyak peptidoglikan,
sedikit lipid dan mengandung polisakarida (asam teikoat).
Asam teikoat merupakan polimer yang larut dalam air, yang
berfungsi sebagai transport ion positif untuk keluar atau
masuk. Sifat larut air inilah yang menunjukkan.sbahwa
dinding sel bakteri gram positif bersifat lebihspolar=Kulit
apel banyak mengandung senyawa flavoneid yang bersifat
polar sehingga lebih mudah menembusdapisan peptidoglikan
yang bersifat polar pada dinding sel bakteri. [ 16]. Senyawa
antibakteri yang masuk tersebuts akan ‘mengakibatkan
tekanan osmotik di dalam’ sel lebihs besar, sehingga
menyebabkan lisis [17].

Ekstrak kulit apels manalagi  konsentrasi ' 100%
merupakan konsentrasi yang mempunyai ‘daya |antibakteri
paling efektif terhadap| pertumbuhan Smurans' daripada
konsentrasi yang lain. Dari| hasil penelitian, tersebut dapat
disimpulkan bahwa semakin itinggi konsentrasi ekstrak kulit
apel manalagi, semakin besar diameter'zona. hambatnya,
begitu pula sebaliknya. Hal ini berarti bahwa,semakin, tinggi
konsentrasi ekstrak kulit apel manalagi maka.semakin:tinggi
dan kuat daya antibakterinya [18]. Daya antibakteri ekstrak
kulit apel manalagi konsentrasi 100% ini tergolong”besar
dan sangat kuat kemungkinan', disebabkan ‘banyaknya
senyawa antibakteri yang aktif dalam ekstrak" kulit“apel
manalagi. Berdasarkan hasil penelitian menunjukkan bahwa
konsentrasi terendah yang masih “dapat menghambat
pertumbuhan S.mutans adalah 25% karehasdiameter zona
hambat terbukti signifikan lebih besar dari kontrel.negatif.

Kesimpulan dan Saran

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan
dapat disimpulkan bahwa ekstrak kulit apel manalagi
mempunyai daya antibakteri terhadap pertumbuhan S.
mutans dan konsentrasi terendah dari ekstrak kulit apel
manalagi dalam penelitian ini yang masih mempunyai daya
hambat terhadap pertumbuhan S.mutans adalah konsentrasi
25 %.

Beberapa saran yang mungkin bermanfaat bagi
penelitian selanjutnya yaitu perlu penelitian lebih lanjut
untuk mengetahui kemampuan ekstrak kulit apel manalagi
dalam menghambat pertumbuhan mikroflora lain yang
patogen dalam rongga mulut.
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