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Periodontitis kronis merupakan penyakit periodontal yang sering
dikeluhkan oleh hampir 75% penduduk Indonesia. Periodontitis kronis ini
disebabkan oleh periodontal patogen terutama Porphyromonas gingivalis
(P.gingivalis). P.gingivalis banyak ditemukan dalam kasus periodontitis kronis
yaitu sebesar 53,8%. P.gingivalis ini merupakan bakteri yang membutuhkan
perhatian khusus oleh karena memiliki faktor virulensi yang diduga memiliki
keterlibatan pada berbagai kelainan sistemik, seperti cardiovascular disease
(CVD), kelahiran prematur, dan preklamsia.

Kontrol proliferasi dan virulensi bakteri ini perlu dilakukan selain
melakukan perawatan scaling dan root planning, pemberian antibiotik seperti
metronidazole gel merupakan salah satu upaya kontrol koloni P.gingivalis.
Metronidazole bekerja dengan cara menghambat sintesis DNA asam nukleat
bakteri. Akan tetapi penggunaan metronidazole akan menyebabkan efek samping
berupa sakit kepala, mual, mulut kering, dan berasa logam di mulut, serta dapat
menimbulkan resistensi.

Hal tersebut yang mendasari pemanfaatan obat alternatif dari bahan alam
yang memiliki daya antibakteri, salah satunya yaitu daun singkong. Daun
singkong diketahui memiliki kandungan flavonoid yang diduga memiliki aktivitas
antibakteri. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui daya hambat ekstrak
flavonoid daun singkong (Manihot esculenta) terhadap pertumbuhan P.gingivalis.

Jenis penelitian ini adalah eksperimental laboratoris dengan rancangan
penelitian yang digunakan adalah the post test only control group design.
Penelitian ini menggunakan metode disk diffusion yang terdiri dari 8 kelompok
penelitian (2 kelompok kontrol dan 6 kelompok perlakuan). Kelompok kontrol

terdiri atas kontrol positif (metronidazole analog) dan kontrol negatif (propylene
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glycol). Kelompok perlakuan terdiri dari ekstrak flavonoid daun singkong
(Manihot esculenta) dosis 6,25 pg/ml, 12,5 pg/ml, 25 pg/ml, 50 pg /ml, 100
pg/ml, 200 pg/ml. Setiap kelompok diambil sebanyak 10 ul dan diteteskan pada
kertas cakram. Kertas cakram kemudian diletakkan diatas media agar MHA yang
telah diinokulasi P.gingivalis. Petridish kemudian dimasukan kedalam desikator
dan diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37°C. Selanjutnya dilakukan pengukuran
diameter zona hambat disekitar kertas cakram menggunakan jangka sorong
digital.

Data hasil penelitian dianalisis menggunakan uji statistik non parametrik
dengan uji  Kruskal Wallis. Hasil uji Kruskal Wallis menunjukan nilai
signifikansi kurang dari 0,05 yang artinya terdapat perbedaan pada kelompok
penelitian. Selanjutnya dilakukan uji Mann Whitney U dengan hasil terdapat
perbedaan yang signifikan antar kelompok, kecuali pada kelompok kontrol negatif
dengan 25ug /ml, 12,5ug/ml, dan 6,25ug/ml, dan antara kelompok 25ug /ml,
12,5pg/ml, dan 6,25pg/ml. Hal tersebut menunjukan bahwa pada kelompok
kontrol negatif, dan ekstrak flavonoid daun singkong dosis 25 pg/ml, 12,5 pg/ml,
dan 6,25 pg/ml memiliki kekuatan daya hambat yang sama dalam menghambat
pertumbuhan P.gingivalis.

Kesimpulan hasil penelitian ini bahwa ekstrak flavonoid daun singkong
(Manihot esculenta) mempunyai efek antibakteri terhadap P.gingivalis pada dosis
50 pg /ml, 100 pg/ml, dan 200 pg/ml.
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BAB 1. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Periodontitis kronis merupakan penyakit rongga mulut yang sering
dikeluhkan oleh hampir seluruh penduduk dunia. Hampir 75% penduduk
Indonesia menderita periodontitis kronis (Wijaksana, 2019). Prevalensi
periodontitis kronis ini banyak terjadi pada kelompok usia rata-rata 35 tahun ke
atas. Periodontitis kronis ini disebabkan oleh periodontal patogen terutama
Porphyromonas gingivalis (P.gingivalis) (Nasutiano dalam Putri dkk, 2019).

P.gingivalis merupakan bakteri anaerob rongga mulut gram negatif yang
berkoloni dalam jaringan rongga mulut dan tumbuh serta berkembang pada daerah
subgingiva (Samaranayake, 2018). P.gingivalis banyak ditemukan dalam kasus
periodontitis kronis yaitu sebesar 53,8%. P.gingivalis ini merupakan periodontal
pathogen yang membutuhkan perhatian khusus oleh karena beberapa penelitian
menduga keterlibatan invasi bakteri ini pada berbagai kelainan sistemik, seperti
cardiovascular disease (CVD), kelahiran prematur, dan preklamsia. Hal ini
kemungkinan disebabkan kemampuan P.gingivalis dan faktor virulensinya untuk
merusak jaringan dan bermigrasi melewati epitel membran basal host dan
merusak jaringan ikat. (Newman dkk., 2015).

Kontrol proliferasi dan virulensi bakteri ini perlu dilakukan, selain
melakukan perawatan scaling dan root planning. Hal ini dilakukan untuk
mencegah progresifitas periodontitis dan dampak sistemiknya (Newman dkk,
2015). Pemberian antibiotik dapat menjadi upaya kontrol koloni dan virulensi
bakteri ini, salah satunya menggunakan metronidazole gel (Wijayanto dkk.,
2014). Metronidazole bekerja efektif terhadap P.gingivalis dengan cara
menghambat sintesis DNA asam nukleat bakteri (Newman dkk., 2015). Akan
tetapi penggunaan metronidazole jangka panjang dapat menimbulkan efek
samping berupa sakit kepala, mual, mulut kering, dan berasa logam di mulut
(Tedjasulaksana, 2016). Selain itu, penggunaan metronidazole yang belebihan dan
tidak tepat dosis dapat menimbulkan resistensi, sehingga pengobatan alternatif
lain terus dikembangkan (Ardila dkk., 2010).
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Komoditas potensial di sektor pertanian Kabupaten Jember adalah
singkong, tidak hanya produksinya yang cukup tinggi tetapi menjadi komoditi
unggulan dalam ketahanan pangan di Kabupaten Jember (Tanuwijaya, 2013).
Pemanfaatannya tidak hanya pada umbi, tetapi pada juga daunnya. Sebagian besar
masyarakat memanfaatkan daun singkong sebagai sayur. Selain itu, daun
singkong juga digunakan sebagai terapi alternatif, karena aktivitas antiinflamasi,
antibakteri, dan antioksidan. Penelitian sebelumnya menunjukkan bahwa ekstrak
daun singkong dosis 3.125 pg/ml sd 200 pg/ml mampu menghambat
pertumbuhan P.gingivalis. Hal ini diduga karena kandungan flavonoidnya
terutama pada gugus quarsetin dan kaempferol (Hamzah dkk., 2019). Flavonoid
merupakan salah satu senyawa aktif yang terkandung dalam daun singkong
dengan jumlah yang paling banyak dibandingkan senyawa aktif lain (Ogbuji dan
David-Chukwu, 2016).

Flavonoid berasal dari golongan fenol alam yang tersebar dalam hampir
seluruh jenis tanaman (Parwata, 2016). Flavonoid merupakan salah satu senyawa
organik pada tanaman yang telah diketahui memberikan efek farmakologis,
diantaranya antibakteri dan antivirus (Robinson dalam Meilawaty, 2013).
Flavonoid sebagai antibakteri tergantung pada struktur cincin aromatiknya
(Alghazeer dkk., 2017). Penelitian pendahuluan mengenai ekstrak flavonoid
propolis menunjukan hasil bahwa flavonoid memiliki efek daya antibakteri
terhadap pertumbuhan P.gingivalis (Amanda dkk., 2019). Penelitian lain
memaparkan bahwa ekstrak flavonoid dari spesies Epimedium bekerja dengan
cara menghambat gingipains pada P.gingivalis sebagai salah satu faktor virulensi
(Kariu dkk., 2017). Mekanisme flavonoid sebagai antibakteri bekerja dengan cara
menghambat sintesis asam nukleat, menghambat fungsi membran sel dan
menghambat metabolisme energi bakteri (Sapara dkk., 2016).

Berdasarkan latar belakang tersebut, penulis ingin meneliti efek antibakteri
ekstrak flavonoid daun singkong (Manihot esculenta) terhadap P.gingivalis secara
in vitro. Ekstrak flavonoid yang dipakai adalah konsentrasi 100% dalam dosis
6,25 pg/ml, 12,5 pug/ml, 25 pg/ml, 50 pug /mi, 100 pg/ml, 200 pg/ml. Hasil dari
penelitian ini diharapkan dapat bermanfaat dan bisa menjadi acuan untuk bahan

dasar obat antibakteri pada penyakit periodontitis.
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1.2 Rumusan Masalah

Berdasarkan uraian di atas, rumusan masalah pada penelitian ini adalah
apakah ekstrak flavonoid daun singkong (Manihot esculenta) mempunyai efek
antibakteri terhadap P.gingivalis?

1.3 Tujuan Penelitian
Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengetahui efek antibakteri

ekstrak flavonoid daun singkong (Manihot esculenta) terhadap P.gingivalis.

1.4  Manfaat Penelitian
Manfaat dari penelitian ini adalah sebagai berikut :

1. Bagi Peneliti
Dapat memberikan informasi mengenai daya antibakteri ekstrak flavonoid
daun singkong (Manihot esculenta) dalam menghambat pertumbuhan
P.gingivalis.

2. Bagi Institusi
Memberikan informasi tambahan dan menjadi acuan untuk melakukan
penelitian lebih lanjut dalam mengembangkan pengetahuan di bidang
kedokteran gigi.

3. Bagi Masyarakat
Memberikan informasi kepada masyarakat dan tenaga kesehatan
khususnya dalam mendukung upaya kesehatan gigi dan mulut dengan cara
pemanfaatan salah satu tanaman herbal yaitu daun singkong (Manihot

esculenta) dalam menghambat pertumbuhan P.gingivalis.
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1  Penyakit Periodontal

Penyakit periodontal merupakan inflamasi lokal pada jaringan periodontal
meliputi tulang alveolar, sementum, ligamen periodontal, dan gingiva yang dapat
mengakibatkan kehilangan gigi (Ekaputri dan Masulili, 2010). Gingivitis dan
periodontitis adalah jenis penyakit periodontal yang sering dijumpai dikalangan
masyarakat (Mawaddah dkk., 2017). Gingivitis merupakan inflamasi pada
gingiva yang ditandai dengan warna kemerahan di area margin gingiva,
pendarahan, serta perubahan bentuk, tekstur, dan konsistensi gingiva. Sedangkan
periodontitis adalah bentuk inflamasi dengan kerusakan yang lebih kompleks
sehingga terdapat attachment loss atau hilangnya perlekatan pada serabut ligamen
periodontal dan kerusakan tulang alveolar, hal tersebut menyebabkan
terbentuknya poket, resesi gingiva, atau keduanya (Newman dkk., 2015).
Gambaran klinis penyakit periodontal dapat dilihat pada gambar 2.1.

(b)

Gambar 2.1 Gambaran klinis penyakit periodontal (a) Gingivitis;(b) Periodontitis
(Newman dkk., 2015)

Penyakit periodontal tidak disebabkan oleh satu faktor saja, etiologi primer
dari penyakit ini adalah akumulasi bakteri plak. J. Leon Williams (1852)
menyebutkan bahwa plak merupakan bentukan seperti gelatin yang mengandung
akumulasi bakteri dan menempel pada permukaan enamel gigi serta dikaitkan
dengan proses karies (Newman dkk., 2015). Hasil kultur bakteri plak menunjukan

bahwa terdapat bakteri gram negatif tertentu pada penyakit periodontitis spesifik
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misalnya periodontitis kronis (Sapara dkk., 2016). Bakteri utama yang berperan
dalam penyakit periodontitis kronis adalah P.gingivalis (Putri dkk., 2019).

2.2 Porphyromonas gingivalis
Secara taksonomi P.gingivalis diklasifikasikan sebagai berikut:

Kingdom : Bacteria

Phylum : Bacteroidetes

Class : Bacteroides

Ordo : Bacteroidales

Family : Porphromonadaceae
Genus : Porphyromonas

Species : Porphyromonas gingivalis

(Kusumawardani dkk., 2010)

2.2.1 Morfologi Porphyromonas gingivalis

P.gingivalis merupakan bakteri anaerob, non-motil, dan tidak berspora
yang berbentuk cocobasil dengan panjang 0.5-2 um. Pewarnaan gram pada kultur
P.gingivalis menunjukan hasil warna merah, hal tersebut berarti bahwa bakteri ini
termasuk golongan gram negatif (Fitriyana dkk., 2013). Gambaran mikroskopis

hasil pewarnaan gram P.gingivalis dapat dilihat pada gambar 2.2.

Gambar 2.2 P.gingivais

P.gingivalis yang dibiakkan dalam media agar darah membentuk koloni

dengan diameter 1-2 mm, konveks, berpigmen hitam kecoklatan dengan
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permukaan yang halus dan mengkilap serta bagian tengahnya berwarna lebih
gelap (Gambar 2.3). Bagian tengah yang lebih gelap tersebut disebabkan karena
produksi protoheme, yaitu substansi yang bertanggung jawab atas warna khas
koloni ini (Kusumawardani dkk., 2010).

Gambar 2.3 P.gingivalis yang dibiakkan dalam media agar darah (Nakayama,
2015)

2.2.2 Metabolisme Porphyromonas gingivalis

P.gingivalis tumbuh optimum pada suhu 37°C. Hemin pada host
memegang peranan penting dalam metabolisme P.gingivalis. Hemin mampu
mengikat zat besi serta digunakan dalam proses biologis bakteri seperti
pertumbuhan, kelangsungan hidup, serta menentukan patogenitas dari P.gingivalis
misalnya sintesis lipopolisakarida (Newman dkk., 2015). Habitat utama dari
P.gingivalis terletak pada sulkus subgingiva rongga mulut manusia.

Kelangsungan hidup P.gingivalis di dalam sulkus dipengaruhi oleh
pembentukan asam amino sebagai produksi (How dkk., 2016). Selain itu, bakteri
juga memiliki enzim pendegradase protein inang dan memicu produksi amonia
yang dimanfaatkan bakteri sebagai sumber nitrogen (Newman dkk., 2015).
Nitrogen berperan dalam memicu terjadinya proses inflamasi dengan
mengaktifkan berbagai sitokin dan endotoksin bakteri patogen (Suryadinata,
2018).


http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/

2.2.3 Virulensi Porphyromonas gingivalis

Virulensi adalah kemampuan bakteri untuk menimbulkan infeksi dan
penyakit. Faktor virulensi merupakan konstituen atau metabolit dari organisme
yang berperan penting dalam siklus kehidupan P.gingivalis serta mampu
menyebabkan kerusakan pada host (Kimura dkk., 2012). Faktor virulensi
P.gingivalis berguna dalam penetrasi ke gingiva dan menimbulkan destruksi
jaringan melalui respon inflamasi baik secara langsung maupun tidak langsung
(Hajishengallis dkk., 2012).

Secara garis besar, faktor virulensi P.gingivalis diklasifikasikan menjadi
dua. Pertama, meningkatkan invasi dan kolonisasi bakteri pada sel inang dengan
adhesin, kapsul, lipopolisakarida, dan lain-lain. Kedua, faktor yang dapat merusak
sel inang yaitu endotoksin, kolagenase, proteolitik, dan induksi mediator inflamasi
(Pratiwi dkk., 2015).

Faktor-faktor virulensi P.gingivalis meliputi :
a. Protease (Gingipains)

P.gingivalis menghasilkan protease untuk mendegradasi protein pada jaringan
periodontal seperti kolagen, fibronektin, dan elastin. Protease yang dihasilkan
P.gingivalis dikenal dengan istilah gingipains. Gingipains terdiri dari dua
produk diantaranya yaitu, lysine specific gingipain (Kgp) dan arginin specific
gingipain (RgpA dan RgpB). Gingipains berpotensi meningkatkan kerusakan
pada jaringan periodontal sebab dapat memodulasi sistem imun dan
mengganggu respon inflamasi, menginaktifkan TNF-o (tumor necrosis factor
— alpha), dan meningkatkan sekresi sitokin melalui PARs (protease activated
receptors) (Newman dkk., 2015).

b. Lipopolisakarida (LPS)
Lipopolisakarida (LPS) merupakan molekul yang tersusun dari lipid dan
polisakarida. Molekul ini terdapat pada membran luar bakteri dan menjadi

berperan penting dalam menginisiasi respon inflamasi. Pada bagian luar dari
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membran sel host terdapat TLRs (tool like receptors) yang akan mendeteksi
dan mengenali lipopolisakarida dan merangsang terjadinya respon inflamasi
pada jaringan dengan cara menimbulkan vasodilatasi pembuluh darah,
kemotaksis, hingga pelepasan sitokin proinflamatori (Newman dkk., 2015).

c. Kapsul
P.gingivalis mempunya kapsul polisakarida yang mengelilingi membran luar
sel. Kapsul ini berfungsi untuk melindungi sel bakteri dari sistem imun host
berupa fagositosis. Selain itu, kapsul juga berperan dalam sistem adhesi
P.gingivalis terhadap sel inang (Newman dkk., 2015). Agregasi bersama
periodontal patogen lain misalnya Fusobacterium nucleatum juga
memanfaatkan kapsul dari bakteri (Singh dkk., 2011).

d. Fimbriae
Fimbriae merupakan tonjolan permukaan sel yang berfilamen dan berguna
dalam perlekatan bakteri pada protein saliva, matriks ekstraseluler, sel
eukariotik, dan bakteri dari spesies sama atau spesies berbeda. Fimbriae pada
P.gingivalis dapat merangsang kerjasama antara sitokin IL-6 (interleukin-6)
dan CR-3 (complement receptors-3) untuk menghambat produksi IL-12
(interleukin-12) yang berperan dalam aktivasi sel NK (natural killer) dan
CD8" (cluster of differentiation 8%). Proses tersebut mengakibatkan

terhambatnya pembunuhan P.gingivalis (Newman dkk., 2015).

2.3  Tanaman Singkong (Manihot esculenta)

Singkong menjadi salah satu komoditi pertanian yang harus ditingkatkan
produksinya, baik sebagai varietas pangan berbasis sumberdaya lokal selain padi
dan jagung maupun dikembangkan menjadi berbagai jenis produk olahan.
Peningkatan produksi singkong menjadi pemasok ketahanan pangan nasional,
sebab singkong telah menjadi salah satu varietas pangan yang berbasis pada

sumber daya lokal (Tanuwijaya, 2013).
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2.3.1 Klasifikasi Tanaman Singkong (Manihot esculenta)

Tanaman singkong memiliki 7.200 spesies dan termasuk dalam tanaman
perdu tidak bercabang maupun bercabang, taksonomi tanaman singkong dapat
diklasifikasikan sebagai berikut :

Kingdom : Plantae

Divisi : Spermatophyta
Subdivisi : Angiospermae
Kelas : Dicotyledonae
Ordo : Euphorbiales
Famili : Eurphorbiaceae
Genus : Manihot

Spesies : Manihot esculenta

(Bahekar dan Kale, 2013).

2.3.2 Habitat Tanaman Singkong (Manihot esculenta)

Indonesia mengenal tanaman singkong sebagai ubi kayu yang banyak
tumbuh pada daerah dengan ketinggian 5-1.300 m. Istilah lain tanaman singkong
adalah kasepe, dan dalam bahasa inggris disebut cassava. Tanaman singkong
mudah tumbuh meskipun pada keadaan tanah kering dan pH tanah yang asam
(pH: 4-8), serta tahan terhadap serangan gulma maupun penyakit. Umumnya,
budidaya tanaman singkong dengan cara stek batang. Tanaman singkong dapat
tumbuh pada curah hujan 500-5000 mm. Tanaman ini toleran terhadap kadar
kalsium yang rendah serta aluminium dan mangan yang tinggi (Utama dan
Rukismono, 2018).

2.4  Daun Singkong
2.4.1 Morfologi Daun Singkong

Tanaman singkong termasuk berdaun tunggal sebab hanya memiliki satu
helai daun pada setiap tangkainya. Susunan tulang daun menjari dengan cangkap
5-9 helai dan ujungnya meruncing. Daun singkong dibedakan menjadi enam,
diantaranya sebagai berikut :
1) Daun sempit dan memanjang dengan 2-3 sudut tajam pada tiap sisi daun.
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2) Daun sempit memanjang dengan 2-3 sudut tumpul (bergelombang).
3) Daun sempit memanjang dengan tepi rata.

4) Daun lebar memanjang.

5) Daun lebar lonjong,

6) Daun lebar dengan ujung membulat.

Bagian atas helai daun memiliki warna berbeda-beda, yakni berwarna
hijau gelap, hijau muda, ungu kehijauan, dan kuning belang-belang. Warna tulang
daun juga bervariasi mulai dari hijau hingga ungu. Tangkai daun berukuran
panjang 10-20 cm dengan variasi warna merah, ungu, hijau, kuning, atau
kombinasi keempatnya (Taufiq dkk., 2016). Daun tanaman singkong dapat dilihat
pada gambar 2.4.

Gambar 2.4 Daun tanaman singkong (Taufiq dkk., 2016)

2.4.2 Kandungan Daun Singkong

Daun singkong memiliki berbagai kandungan kimia yang dapat
dimanfaatkan dalam dunia kesehatan, dalam 100 gram daun singkong terkandung
90 kalori, 77 gram air, 6,8 gram protein, 1,2 gram lemak, 13 gram karbohidrat,
165 mg kalsium, 54 gram fosfor, 2 gram zat besi,dan 0.12 mcg thiamin. Daun
singkong juga mempunyai kandungan vitamin A dan vitamin C yang cukup
tinggi, dalam 100 gram daun singkong terkandung 3.300 RE vitamin A dan 275
mg vitamin C (Subeki dkk., 2013). Selain itu, daun singkong memiliki kandungan
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utama berupa senyawa kimia flavonoid yang mencapai 881,33 mg RE/g
(Miligram Rutin Equivalent Per Gram) (Hasim dkk., 2016). Kandungan senyawa
orgnaik lain berupa saponin, triterpenoid, dan tanin juga dimiliki daun singkong
(Robbins SL dalam Meilawaty, 2013).

2.4.3 Manfaat Daun Singkong

Masyarakat tentunya tidak asing lagi dengan daun singkong, sebab sudah
umum dimanfaatkan sebagai sayuran bahan pangan dan makanan ternak. Namun,
kebanyakan masyarakat belum mengetahui dengan pasti kandungan kimia daun
singkong. Kandungan vitamin dan mineral yang dimiliki daun singkong cukup
tinggi, dalam 100 gram daun singkong mengandung 3.300 RE vitamin A yang
baik untuk kesehatan mata serta 275 mg vitamin C yang bermanfaat untuk
meningkatkan kekebalan tubuh, mencegah sariawan, membantu menangkal
radikal bebas, mengurangi rasa sakit, dan mempercepat penyembuhan luka. Daun
singkong juga mempunyai kandungan serat yang tinggi sehingga membantu
melancarkan buang air besar (Utama dan Rukismono, 2018).

Kandungan senyawa organik berupa flavonoid, saponin, triterpenoid, dan
tanin mempunyai beberapa efek farmakologis. Flavonoid sebagai kandungan
utama senyawa kimia daun singkong dilaporkan mempunyai aktivitas antivirus,
antiinflamasi, dan antibakteri (Zakaryan dkk., 2017). Senyawa saponin dan tanin

juga mempunyai sifat antibakteri (Sapara dkk., 2016).

2.5  Metode Ekstraksi
Ekstraksi merupakan proses pengambilan zat aktif dari suatu simplisia.

Ekstraksi dilakukan dengan beberapa metode berikut :

a. Ekstraksi dingin

Ekstraksi secara dingin merupakan metode yang paling sederhana, prinsip
dari metode ini adalah dengan mengekstraksi bahan kering pada suhu kamar
dengan pelarut yang polaritasnya tinggi. Berikut yang termasuk dalam ekstraksi

dingin adalah:
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1)

2)

12

Maserasi

Merupakan metode yang dilakukan dengan mengaduk beberapa kali simplisia
dalam suhu kamar. Metode ini tidak dilakukan dengan suhu tinggi. Maserasi
sangat menguntungkan dalam isolasi senyawa bahan alam sebab
membutuhkan biaya yang relatif sedikit. Pada perendaman sampel tumbuhan,
pelarut akan mengalir ke dalam sel kemudian menyebabkan lisisnya dinding
dan membran sel akibat perbedaan tekanan antara di dalam dan di luar dinding
sel sehingga metabolit yang ada pada sitoplasma akan terlarut (Susanty dan
Bachmid, 2016).

Perkolasi

Arti kata perkolasi berasal dari kata perkolare yang berarti penetesan. Prinsip
metode perkolasi adalah dengan menempatkan serbuk simplisia pada suatu
bejana silindris bernama perkolator, yang terdapat sekat berpori pada bagian
bawahnya (Hasanah dkk., 2015). Gambaran perkolator dapat dilihat pada
gambar 2.5.

Gambar 2.5 Perkolator (Leba, 2017)

Ekstraksi panas

Metode ini menggunakan peningkatan suhu pada pelarutnya, beberapa

jenis ekstrak panas diantaranya :
1) Refluks

Refluks adalah ekstraksi dengan cara meningkatkan temperatur pelarut sampai
titik didihnya selama waktu yang ditentukan, dan dengan jumlah pelarut

terbatas yang relatif konstan dengan digunakan pendingin balik. Umumnya
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dilakukan proses pengulangan pada residu pertama sampai 3-5 kali hingga

mendapatkan ekstraks yang sempurna (Hasrianti dkk., 2016).

2) Sokletasi
Sokletasi merupakan ekstraksi berkesinambungan dengan diawali proses
pemanasan pelarut hingga menguap, kemudian uap pelarut akan terkondensasi
menjadi molekul air oleh pendingin balik dan melarutkan bahan dalam
klongsong, selanjutnya masuk kembali dalam labu alas bulat setelah melewati
pipa (Leba, 2017). Alat sokletasi terdiri dari pipa pendingin, tabung soxhlet
dan labu lemak (Gambar 2.6).

' .. dh
Air (pendingin kondensor) keluar +=={/§
¢
Kondensor .} ¢
LA : :
=== Air (pendingin kondens asuk
Timbal [)(:] AIr (pendingin Konder SOT) masu

Sampel padat yang sedang diekstraksi A #
.

la qaang melewati dinding timba P
Pelarut yang melewati dinding timbal ‘él Pipa F
Sifon U < Uap pelarut ke

Pelarut yang melewati sifon —>> { kondensor

4
e Labu dasar bulat

Pelarut —Xy

Gambar 2.6 Alat ekstraksi sokletasi (Leba, 2017)

2.6  Flavonoid

Flavonoid berasal dari golongan senyawa fenol alam yang tersebar dalam
hampir seluruh jenis tanaman. Flavonoid tersusun  oleh 15 atom karbon
sebagai inti dasarnya dan memiliki konfigurasi Cs — C3 — Cg atau dikenal dengan
cincin aromatik dan dihubungkan oleh tiga atom karbon (Parwata, 2016).

Gambaran senyawa flavonoid dapat dilihat pada gambar 2.7.

Gambar 2.7 Struktur dasar senyawa flavonoid (Parwata, 2016)
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Flavonoid dibedakan menjadi beberapa subkelas didasarkan pada sifat-
sifat struktural, diantaranya : flavonols, flavonon, flavon, isoflavon,
anthocyanidins, dan flavonol. Dari subkelas tersebut, flavonoid masih dibedakan
menjadi beberapa golongan lagi. Golongan flavonoid dan gambaran struktur

kimianya dapat dilihat pada gambar 2.8 berikut:
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Gambar 2.8 Struktur golongan flavonoid (Arifin dan Ibrahim, 2018)

Aktivitas biologis yang dimiliki flavonoid adalah sifat antibakteri,
antiinflamasi, antialergi, antioksidan, dan antikarsinogen. Flavonoid sebagai
antibakteri tergantung pada struktur cincin aromatiknya (Alghazeer dkk., 2017).
Mekanisme kerja flavonoid sebagai antibakteri terbagi menjadi tiga jenis, yaitu
menghambat sintesis asam nukleat, menghambat fungsi membran sel dan
menghambat metabolisme energi bakteri. Proses penghambatan sintesis asam
nukleat bakteri akan memanfaatkan cincin A dan B flavonoid yang berperan pada
proses interkelasi atau ikatan hidrogen dengan cara menumpuk basa asam nukleat
sehingga proses pembentukan DNA dan RNA akan terganggu.

Hasil interaksi flavonoid juga akan menimbulkan permeabilitas dinding sel
terganggu. Pada kerja penghambatan fungsi membran sel, flavonoid akan
membentuk senyawa kompleks dari protein ekstraseluler hingga membran sel
akan rusak dan kandungan senyawa intraseluler akan keluar. Sedangkan dalam
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kerja penghambatan metabolisme energi bakteri, flavonoid akan menghambat
penggunaan oksigen oleh bakteri. Penghambatan ini dilakukan dengan cara
mencegah pembentukan energi pada membran sitoplasma dan menghambat
motilitas bakteri (Nomer dkk., 2019).

2.7  Flavonoid Daun Singkong

Salah satu unsur senyawa kimia yang dimiliki daun singkong adalah
flavonoid. Sebanyak 881,33 mg RE flavonoid didapatkan dalam 100 gram daun
singkong (Hasim dkk., 2016). Salah satu macam flavonoid yang dimiliki daun
singkong adalah jenis quersetin, golongan flavonol. Penelitian terdahulu
menunjukan flavonoid jenis quersetin mampu menurunkan kadar gula glukosa
darah mencit yang diinduksi aloksan sehingga flavonoid daun singkong ini diduga
mempunyai sifat antihiperglikemia (Warditiani dkk., 2015). Gugus quersetin juga
bekerja sebagai antioksidan, dengan cara berikatan dengan radikal bebas
(Alrawaig, 2014). Menurut Oktiani dkk. (2009) dan Tsumbu dkk. (2011), hasil
identifikasi dari jenis flavonoid daun singkong adalah rutin (quersetin-3-
rutinosida) (Hasim dkk., 2016). Rutin merupakan flavonoid golongan flavonol
yang mengandung satu glikosida (monoglikosida). Penelitian sebelumnya
menunjukan hasil bahwa flavonoid jenis rutin dapat menghambat pertumbuhan
bakteri Staphyllococcus aureus, sehingga flavonoid daun singkong juga diduga

mempunyai aktivitas antibakteri (Aryantini dkk., 2018).

2.8 Antibakteri
2.8.1 Mekanisme Kerja Antibakteri

Antibakteri merupakan senyawa kimia yang mempunyai karakteristik
membunuh atau menghambat pertumbuhan bakteri. Antibakteri idealnya
mempunyai sifat toksisitas selektif, artinya hanya menimbulkan efek toksik bagi
mikroorganisme patogen tetapi aman untuk host. Berdasarkan spektrum kerjanya,
antibakteri dibedakan menjadi spektrum sempit (narrow spectrum) dan spektrum
luas (broad spectrum).Selain itu, antibakteri juga dibedakan menjadi antibakteri
yang dapat membunuh bakteri (bakterisid), dan antibakteri yang hanya dapat
menghambat pertumbuhan bakteri (bakteriostatik) (Wang dkk., 2015).
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Kerja antibakteri dibedakan menjadi empat mekanisme, diantaranya :
a. Menghambat pembentukan dinding sel

Pada mekanisme ini, antibakteri bekerja dengan target dinding sel bakteri.
Dinding sel mengandung polimer kompleks peptidoglikan yang khas secara
kimiawi berisi polisakarida dan campuran rantai polipeptida yang tinggi. Dinding
sel berfungsi melindungi sel dan mempertahankan bentuk bakteri. Dinding sel
mempunyai tekanan osmotik internal yang tinggi. Gangguan pada proses
pembentukan dinding sel ini dapat mengakibatkan dinding sel tidak terbentuk
sempurna sehingga merubah tekanan osmotik dan mengakibatkan lisisnya sel
bakteri (Nafees dkk., 2018).

b. Merubah permeabilitas membran sel

Sitoplasma yang terkandung pada sel hidup dibatasi oleh membran
sitoplasma yang bersifat selektif permeabel, dan berfungsi sebagai transportasi
aktif sehingga mengontrol komposisi internal sel. Apabila terdapat gangguan
fungsional pada membran sitoplasma, maka akan terjadi kebocoran yang
mengakibatkan makromolekul dan ion keluar dari sel sehingga menyebabkan
kerusakan bahkan kematian sel (Nafees dkk., 2018).

C. Menghambat sintesis protein

Protein memegang peranan penting dalam proses kehidupan sel. Pada
mekanisme ini antibakteri akan menghambat translasi atau sintesis protein dengan
cara menghambat terikatnya mRNA pada ribosom. Gangguan ini mengakibatkan
terganggunya kelangsungan hidup bakteri, sebab protein yang terbentuk tidak
sesuai kode (Nafees dkk., 2018).

d. Menghambat sintesis asam nukleat

Mekanisme antibakteri menghambat sintesis asam nukleat yakni dengan
cara mengganggu proses sintesis dari DNA-polymerase (deoxyribonucleid acid
polymerase) dan DNA helicase atau RNA-polymerase (ribonucleid acid
polymerase) sehingga menghalangi proses replikasi dari bakteri (Nafees dkk.,
2018).
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2.8.2 Metode Uji Daya Hambat Antibakteri

Uji daya hambat dilakukan untuk mengetahui aktivitas zat antibakteri
terhadap pertumbuhan bakteri dengan metode yang sudah terstandarisasi (Nafees
dkk., 2018) Beberapa metode uji daya hambat antibakteri adalah sebagai berikut :
a. Metode dilusi

Metode dilusi ini dibedakan menjadi dua jenis, yakni:
1) Metode dilusi cair

Metode dilusi cair dilakukan dengan melakukan pengisian bakteri yang
akan diuji ke dalam tabung reaksi. Zat antibakteri diencerkan sesuai dengan serial
dalam media cair, lalu diinokulasikan dengan bakteri didalam tabung reaksi dan
diinkubasi pada suhu dan waktu yang telah ditentukan. Konsentrasi terendah yang
masih menunjukan adanya hambatan pertumbuhan bakteri baik secara visual atau
alat disebut sebagai konsentrasi hambat minimum (KHM) atau Minimum
Inhibitory Concentration (MIC) (Soleha, 2015).

2) Metode dilusi padat

Serupa dengan metode dilusi cair, namun metode ini dilakukan dengan
pengenceran zat antibakteri pada media agar padat lalu dituangkan ke dalam
cawan petri. Setelah media agar membeku, bakteri diinokulasikan lalu diinkubasi
pada suhu dan waktu yang telah ditentukan. Konsentrasi terendah dari antibakteri
yang masih bisa menghambat pertumbuhan bakteri dijadikan sebagai konsentrasi
hambat minimum (KHM) atau Minimum Inhibitory Concentration (MIC) (Soleha,
2015).

b. Metode difusi

Metode difusi dibedakan menjadi dua, yakni metode disk diffusion dan
metode ring plate.
1) Metode disk diffusion

Metode uji daya hambat antibakteri disk diffusion Kirby-Bauer ini dengan
menggunakan kertas cakram yang telah dicelupkan kedalam zat antibakteri
kemudian diletakkan kedalam media agar. Selanjutnya, bakteri yang akan diteliti

diinokulasikan disekitar cakram lalu diinkubasi sesuai suhu dan waktu yang telah
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ditentukan. Apabila terbentuk zona bening disekitar kertas cakram, hal tersebut
menunjukan adanya hambatan zat antibakteri terhadap pertumbuhan bakteri, oleh
karena bakteri tersebut memiliki sensitifitas terhadap zat antibakteri (Soleha,
2015).

2) Metode ring plate

Metode ring plate ini mirip dengan metode disk diffusion yakni
menggunakan media agar yang telah diinokulasikan bakteri, tetapi pada metode
ini dibuat bentukan ring atau lubang sumuran. Zat antibakteri yang akan diteliti
dimasukan ke dalam setiap lubang sumuran lalu diinkubasikan sesuai suhu dan
waktu yang telah ditentukan. Apabila terbentuk zona bening disekitar lubang
sumuran, hal tersebut menunjukan adanya hambatan zat antibakteri terhadap
pertumbuhan bakteri (Retnaningsih dkk., 2019).

2.9  Metronidazole

Metronidazole merupakan antibiotik sintetis turunan imidazole yang
dikembangkan untuk mengatasi infeksi protozoa. Metronidazole sering digunakan
untuk terapi penunjang perawatan penyakit periodontal sebab efektif untuk bakteri
anaerob, seperti P.gingivalis dan Prevotella intermedia (Newman dkk., 2015).
Metronidazole bersifat bakterisid yang juga efektif terhadap mikroorganisme yang
terlibat dalam infeksi acute necrotizing ulcerative gingivitis. Penggunaan
metronidazole dalam perawatan periodontal sering digunakan dalam bentuk
topikal gel (Wijayanto dkk., 2014).

Mekanisme kerja metronidazole sebagai antibakteri dengan cara masuk ke
dalam sel bakteri dan bereduksi menjadi produk polar yang menghasilkan 2-
hydroxymethyl metronidazole yang akan berikatan dengan DNA bakteri dan
mengganggu struktur heliksnya, lalu menghambat sintesis asam nukleat dan
mengakibatkan kematian sel bakteri (Tani dkk., 2017). Namun, penggunaan gel
metronidazole yang kurang tepat dan berlebihan dapat menimbulkan resistensi
(Ardila dkk., 2010). Pemakaian secara sistemik metronidazole jangka panjang
juga menimbulkan efek samping seperti sakit kepala, mual, mulut kering, dan
berasa logam di mulut (Tedjasulaksana, 2016).
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Kerangka konsep dalam penelitian ini dapat dilihat pada (Gambar 2.9)
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2.11 Penjelasan Kerangka Konsep

Bakteri yang terkandung dalam plak merupakan penyebab utama yang
memicu proses terjadinya inflamasi pada jaringan periodontal. Salah satu bakteri
yang menimbulkan penyakit periodontal adalah P.gingivalis. Faktor virulensi
yang dimiliki P.gingivalis adalah protease/ gingipains,fimbriae lipopolisakarida
(LPS), dan kapsul. Respon inflamasi ini dapat menyebabkan gambaran Klinis
berupa hilangnya perlekatan pada ligamen periodontal (attachment loss) dan
destruksi tulang alveolar. Gambaran klinis dari inflamasi lokal pada jaringan
periodontal tersebut disebut dengan periodontitis, apabila periodontitis yang
terjadi terus dibiarkan dapat menimbulkan inflamasi sistemik. Oleh karena itu,
untuk mencegah timbulnya penyakit periodontal, pertumbuhan bakteri harus
dihambat dengan zat antibakteri.

Antibakteri merupakan senyawa kimia yang berfungsi untuk menghambat
atau membunuh pertumbuhan bakteri. Antibakteri bisa didapat dari bahan sintetis
maupun bahan alami. Antibakteri sintesis yang sering digunakan untuk mengobati
penyakit periodontal adalah metronidazol, bekerja dengan cara menghambat
sintesis asam nukleat dari bakteri. Namun, pengobatan ini memiliki beberapa efek
samping yang ditimbulkan misalnya resistensi dan sakit kepala, mual, mulut
kering, serta berasa logam di mulut, sehingga perlu adanya pengobatan alternatif
dengan memanfaatkan bahan alam misalnya daun singkong. Kandungan senyawa
kimia utama pada daun singkong adalah flavonoid, yang diduga mempunyai sifat
antiinflamasi, antioksidan dan antibakteri. Cara kerja antibakteri flavonoid adalah
dengan menghambat sintesis asam nukleat, menghambat fungsi membran sel dan

menghambat metabolisme energi bakteri.

2.12 Hipotesis
Hipotesis pada penelitian ini adalah ekstrak flavonoid daun singkong

(Manihot esculenta) mempunyai efek antibakteri terhadap P.gingivalis.
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2015).

3.2

BAB 3. METODE PENELITIAN
Jenis Penelitian

Jenis penelitian ini adalah penelitian eksperimental laboratoris (Sumantri,

Rancangan Penelitian

Rancangan penelitian yang digunakan adalah the post test only control

group design untuk mengetahui perbedaan signifikan antara kelompok perlakuan

dan kelompok kontrol (Sugiono, 2017).

3.3
3.3.1

3.3.2

Tempat Penelitian dan Waktu Penelitian

Tempat Penelitian

Tempat yang digunakan dalam penelitian ini adalah :

Sekretariat Komite Penelitian Kesehatan, Fakultas Kedokteran Gigi
Universitas Gadjah Mada sebagai tempat pembuatan kode etik penelitian
(ethical clearance).

Lembaga Ilmu Pengetahuan Indonesia (LIPI), UPT Balai Konservasi
Tumbuhan Kebun Raya Purwodadi, Pasuruan, Jawa Timur sebagai tempat
identifikasi tanaman singkong.

Laboratorium Teknik Kimia, Politeknik Negeri Malang sebagai tempat
pembuatan ekstrak flavonoid daun singkong (Manihot esculenta).
Laboratorium Mikrobiologi, Fakultas Kedokteran Gigi Universitas
Airlangga sebagai tempat penelitian daya antibakteri ekstrak flavonoid

daun singkong (Manihot esculenta) terhadap P.gingivalis.

Waktu Penelitian
Penelitian dilaksanakan pada bulan September- Desember 2020.
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3.4 Variabel Penelitian
3.4.1 Variabel Bebas

Variabel bebas dalam penelitian ini adalah ekstrak flavonoid daun
singkong (Manihot esculenta) dosis 6,25 pg/ml, 12,5 pg/ml, 25 pg/ml, 50 pg /ml,
100 pg/ml, 200 pg/ml.

3.4.2 Variabel Terikat
Variabel terikat dalam penelitian ini adalah daya antibakteri ekstrak

flavonoid daun singkong (Manihot esculenta) terhadap pertumbuhan P.gingivalis.

3.4.3 Variabel Terkendali

Variabel terkendali dalam penelitian ini adalah suspensi P.gingivalis (0,5
Mc Farland), strain P.gingivalis ATCC 33277, media biakan P.gingivalis (MHA/
Mueller Hinton Agar), suhu dan waktu inkubasi, kriteria daun singkong (Manihot
esculenta), dan prosedur kerja

3.5  Definisi Operasional
3.5.1 Ekstrak Flavonoid Daun Singkong(Manihot esculenta)

Ekstrak flavonoid daun singkong adalah flavonoid dari daun singkong
yang diperoleh dengan metode maserasi dilanjutkan dengan metode refluks.
Ekstrak flavonoid yang didapat tersebut digunakan sebagai ekstrak flavonoid
konsentrasi 100% dibuat dalam dosis 6,25 pg/ml, 12,5 pg/ml, 25 pg/ml, 50 pg
/ml, 100 pug/ml, dan 200 pg/ml.

3.5.2 Porphyromonas gingivalis
P.gingivalis merupakan bakteri anaerob gram negatif berbentuk cocobasil
dengan panjang 0.5-2 pum. Pewarnaan gram pada kultur P.gingivalis menunjukan

hasil warna merah.
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3.5.3 Daya Antibakteri Ekstrak Flavonoid Daun Singkong (Manihot esculenta)
Daya antibakteri ekstrak flavonoid daun singkong (Manihot esculenta)
merupakan kemampuan ekstrak flavonoid daun singkong dalam menghambat
pertumbuhan P.gingivalis. Hambatan pertumbuhan diuji menggunakan metode
disk diffusion (Kirby-Bauer), hasil hambatan pertumbuhan P.gingivalis pada
metode ini ditandai dengan terbentuknya zona hambat yaitu daerah jernih pada
daerah sekitar kertas cakram. Zona hambat yang terbentuk diukur menggunakan
jangka sorong dari tepi (break point) ke tepi (break point) yang berseberangan

melewati pusat kertas cakram.

3.6 Sampel Penelitian
3.6.1 Pembagian Kelompok Sampel Penelitian
Sampel penelitian dibagi menjadi 8 kelompok perlakuan yaitu:

Kelompok kontrol negatif (K-) : propylene glycol

o &

Kelompok kontrol positif (K+) : bubuk metronidazole analog
Kelompok ekstrak flavonoid daun singkong dosis 6,25 pg/ml (6,25)

o o

Kelompok ekstrak flavonoid daun singkong dosis 12,5 pg/ml (12,5)
Kelompok ekstrak flavonoid daun singkong dosis 25 pg/ml (25)
Kelompok ekstrak flavonoid daun singkong dosis 50 pg/ml (50)
Kelompok ekstrak flavonoid daun singkong dosis 100 pg/ml (100)

e

Kelompok ekstrak flavonoid daun singkong dosis 200 pg/ml (200)

3.6.2 Jumlah Sampel Penelitian

Jumlah sampel yang digunakan pada penelitian ini dihitung menggunakan
rumus perhitungan jumlah sampel menurut Federer (Wahyuningrum dan
Probosari, 2012) adalah sebagai berikut :

(n-1) x (t-1) =15

Keterangan :
n : jumlah pengulangan
t : jumlah perlakuan

15 : konstanta
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Perhitungan jumlah pengulangan minimal yang dilakukan pada penelitian ini

adalah sebagai berikut :

(n—1) x (t-1)>15
(n-1)x(@B-1)>15
(n—-1)x7>15
n-72>15
Tn>22
n>3,14
Berdasarkan hasil perhitungan diatas, jumlah sampel minimum
(pengulangan) yang didapat yaitu 3,14 dapat dibulatkan menjadi 4 kali untuk

setiap kelompok. Dalam penelitian ini peneliti menggunakan pengulangan

sebanyak 5 Kkali, sehingga total sampel dari 8 kelompok adalah 40 sampel.

3.6.3 Kiriteria Daun Singkong

Daun singkong yang digunakan adalah daun singkong yang diperoleh
langsung dari petani di Desa Kreongan, Kelurahan Bintoro, Kecamatan Patrang,
Jember, Jawa Timur dan telah dilakukan identifikasi. Daun yang dipilih adalah
daun yang masih hijau, utuh dan berada di tengah untuk menghindari kandungan
sianida yang berlebih (Meilawaty, 2013). Daun singkong dipetik pada tangkai
keempat atau kelima dari pucuk. Daun tua yang dipetik di pagi hari memiliki

kandungan sianida yang paling sedikit (Kurnia dan Marwatoen, 2013).

3.7  Alat dan Bahan Penelitian
3.7.1 Alat Penelitian

Alat yang digunakan pada penelitian ini adalah : blender (Miyako,
Indonesia), oven (Binder, Germany), petridish tidak bersekat, ose (Nikrom,
Indonesia), bunsen (Pyrex, Japan), tabung reaksi (Pyrex, Japan), jangka sorong
(Inoki, Japan), thermolyne (Maxi Mix Il, Dubuque, IOWA, USA), mikropipet
(Eppendorf, Germany), syringe (One Med, Indonesia), inkubator (Labtech,
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Indonesia), laminar flow (Tipe HF-100, Korea), autoclave (Memmert Germany),
object glass, deck glass, desicator (Kartell, Itally), vortex, beaker glass, spreader,
pinset, rak tabung reaksi, spektrofotometer (Milton roy, Spectronic 20+,
Germany), timbangan digital (BS600H), alat untuk ekstraksi berupa hot plate,
pengaduk ultrasonik, pompa vacum, rotary evaporator, toples maserasi, ayakan,

dan sentrifuge.

3.7.2 Bahan Penelitian

Bahan yang digunakan pada penelitian ini adalah : daun singkong, kultur
murni P.gingivalis, bubuk metronidazole analog (Merck, Germany), dimetil
sulfoksida (DMSQ) 50%, Brain Heart Infusion broth (BHI-B) (Merck, Germany),
Mueller Hinton Agar(MHA) (Merck, Germany), etanol 96%, H3PO,; 5%,
petroleum eter, propylene glycol, kertas cakram, alkohol 70%, kertas label, spidol,
kertas saring, larutan saline, cotton swab, tip, masker, dan sarung tangan (One

Med, Indonesia).

3.8 Prosedur Penelitian

3.8.1 Tahap Persiapan
a. Ethical Clearance

Pembuatan kode etik penelitian (ethical clearance) dilakukan di
Sekretariat Komite Penelitian Kesehatan, Fakultas Kedokteran Gigi Universitas
Gadjah Mada (Lampiran B).

b. Identifikasi Daun Singkong

Daun singkong yang didapat dari petani di Kelurahan Bintoro, Kecamatan
Patrang, Jember, Jawa Timur dibawa ke Lembaga IlImu Pengetahuan Indonesia
(LIPI), UPT Balai Konservasi Tumbuhan Kebun Raya Purwodadi, Pasuruan, Jawa

Timur untuk dilakukan identifikasi (Lampiran C).
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C. Sterilisasi Alat

Semua alat yang terbuat dari kaca disterilkan menggunakan oven selama
120 menit pada suhu 160°C, sedangkan untuk alat yang terbuat dari plastik dicuci
bersih dan dikeringkan lalu diulas menggunakan alkohol 70%.

d. Pembuatan Suspensi P.gingivalis

Pembuatan suspensi sesuai standar NCCLS (National Committee for
Clinical Laboratory Standards), yaitu dimulai dengan menyiapkan tabung reaksi
dan memasukan 2 ml BHI-B ke dalam tabung reaksi. Masukan satu ose biakan
bakteri, dan celupkan ke dalam BHI-B. Selanjutnya, masukkan tabung reaksi ke
dalam desikator untuk mendapatkan suasana fakultatif anaerob. Desikator
dimasukan ke dalam inkubator, lalu diinkubasi dengan suhu 37°C selama 24 jam.
Pertumbuhan P.gingivalis ditandai dengan adanya kekeruhan pada media. Setelah
dikeluarkan dari inkubator, suspensi divibrasi menggunakan thermolyne agar
homogen. Ukur tingkat absorbansinya menggunakan spektrofotometer.

Siapkan tabung reaksi yang sudah diisi larutan saline sebanyak 4 ml,
masukan beberapa tetes suspensi bakteri. sesuaikan kekeruhan suspensinya hingga
sesuai standar McFarland 0,5 yang ekuivalen dengan suspensi sel bakteri dengan
konsentrasi 1,5x10%CFU/mL yang kekeruhannya digunakan sebagai standar
suspensi bakteri uji. Apabila suspensi terlalu keruh, tambahkan larutan saline.
Namun apabila suspensi terlalu jernih maka tambahkan beberapa tetes suspensi
bakteri kembali.

e. Pembuatan Kontrol Positif

Kontrol positif yang digunakan pada penelitian ini adalah bubuk
metronidazole analog dengan dosis 125ug/ml Pembuatan kontrol positif ini
dilakukan dengan mencampurkan 125 pg bubuk metronidazole analog dengan
DMSO 50% (dimetil sulfoksida) pada tabung reaksi hingga volumenya mencapai

1 ml kemudian di vortex hingga larutan menjadi homogen.
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f. Pembuatan Kontrol Negatif

Kontrol negatif yang digunakan pada penelitian ini adalah propylene
glycol. Pada penelitian sebelumnya digunakan propylene glycol sebagai kontrol
negatif, karena tidak menunjukan adanya aktivitas antibakteri (Hamzah dkk.,
2019). Propylene glycol berwujud cairan bening (hampir tidak berwarna), kental

dan hampir tidak berbau.

g. Pembuatan Ekstrak Flavonoid Daun Singkong (Manihot esculenta)

Tahapan pembuatan ekstrak flavonoid daun singkong pada penelitian ini
diawali dengan pengambilan daun singkong (Manihot esculenta) dari petani di
Kelurahan Bintoro, Kecamatan Patrang, Jember, Jawa Timur. Daun dipetik pada
daun ke-5 dari pucuk sebanyak 500 gram, dicuci bersih, dipotong kecil-kecil dan
dikeringkan dengan cara diangin-anginkan selama 3 hari pada suhu ruang
(Widyaningsih dkk., 2017). Daun tersebut kemudian di oven selama 24 jam pada
suhu 40°C lalu dihaluskan dan diayak hingga mendapatkan sebanyak 357,73 gram
bubuk halus. Setelah itu, dilakukan maserasi dengan menempatkan simplisia pada
wadah atau bejana yang berisi larutan etanol 96% (Docheva dkk., 2014).
Perbandingan bubuk daun singkong dengan etanol 96% adalah 1:5. Bejana ditutup
rapat kemudian diaduk berulang-ulang selama 3 hari, sehingga memungkinkan
pelarut masuk ke seluruh permukaan simplisia. Selanjutnya larutan yang
dihasilkan dipekatkan menggunakan rotavapor (rotary evaporator) dengan suhu
50°C dan putaran 90 rpm selama 5 jam dan dihasilkan ekstrak daun singkong
semi solid 43,44 gram pada konsentrasi 100%.

Langkah berikutnya dilakukan pengambilan ekstrak flavonoid dengan cara
menambahkan pelarut yang sama yaitu 100 ml etanol 96%, kemudian diproses
secara ultrasonik selama 10 menit. Tambahkan dengan 10 ml H3PO, 5% dan
lakukan metode reflux pada suhu 80°C selama 30 menit kemudian didiamkan
selama 8 jam. Metode reflux merupakan metode ekstraksi dengan pelarut pada
temperatur titik didihnya, selama waktu tertentu dan jumlah pelarut yang relatif
konstan dengan dilengkapi pendingin balik (Hasrianti dkk., 2016). Lapisan atas
yang terbentuk diambil, dan dilakukan filtrasi vakum. Lakukan pengekstrakan

kembali pada hasil filtrat dengan ditambahkan 10 ml petroleum eter dan diulang 3
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kali. Hasil ekstrak dipanaskan pada suhu 60° C, untuk mengurangi jumlah etanol
dapat ditambahkan air (Jimenez dkk., 2020). Tambahkan 20 ml asetonitril untuk
membersihkan dari zat organik seperti sisa gula yang masih menempel (Shao
dkk., 2017).

Dilanjutkan dengan proses sonikasi selama 5 menit. Sonikasi merupakan
metode yang dapat memisahkan penggumpalan partikel (agglomeration) dan
terjadi dispersi/penguraian dengan sempurna (Delmifiana dan Astuti, 2013).
Selanjutnya disentrifugasi pada putaran 4000 rpm selama 5 menit. Lapisan atas
yang terbentuk diambil dan dikeringkan untuk selanjutnya dilakukan pengujian
menggunakan metode kromatografi cair-tandem spektrometri massa (LC-MS /
MS) untuk menentukan tingkat flavonoid (Muhammad dkk., 2013). Proses
ekstraksi selesai dan didapatkan ekstrak flavonoid daun singkong (Manihot

esculenta).

h. Pembuatan Dosis Ekstrak Flavonoid Daun Singkong (Manihot esculenta)
Ekstrak flavonoid dengan konsentrasi 100% yang didapat dari hasil

ekstraksi digunakan dalam dosis 6,25 pg/ml, 12,5 pg/ml, 25 pg/ml, 50 pg /ml,

100 pg/ml, dan 200 pg/ml.

1. Pembuatan dosis 6,25 pg/ml dilakukan dengan mencampurkan 6,25 pg
ekstrak flavonoid daun singkong konsentrasi 100% dengan propylene glycol
ke dalam tabung reaksi hingga volumenya mencapai 1 ml, kemudian di vortex
agar larutan menjadi homogen.

2. Pembuatan dosis 12,5 pg/ml dilakukan dengan mencampurkan 12,5 pg
ekstrak flavonoid daun singkong konsentrasi 100% dengan propylene glycol
ke dalam tabung reaksi hingga volumenya mencapai 1 ml, kemudian di vortex
agar larutan menjadi homogen.

3. Pembuatan dosis 25 pg/ml dilakukan dengan mencampurkan 25 pg ekstrak
flavonoid daun singkong konsentrasi 100% dengan propylene glycol ke dalam
tabung reaksi hingga volumenya mencapai 1 ml, kemudian di vortex agar
larutan menjadi homogen.

4. Pembuatan dosis 50 pg/ml dilakukan dengan mencampurkan 50 pg ekstrak

flavonoid daun singkong konsentrasi 100% dengan propylene glycol ke dalam
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tabung reaksi hingga volumenya mencapai 1 ml, kemudian di vortex agar
larutan menjadi homogen.

Pembuatan dosis 100 pg/ml dilakukan dengan mencampurkan 100 pg ekstrak
flavonoid daun singkong konsentrasi 100% dengan propylene glycol ke dalam
tabung reaksi hingga volumenya mencapai 1 ml, kemudian di vortex agar
larutan menjadi homogen.

Pembuatan dosis 200 pg/ml dilakukan dengan mencampurkan 200 pg ekstrak
flavonoid daun singkong konsentrasi 100% dengan propylene glycol ke dalam
tabung reaksi hingga volumenya mencapai 1 ml, kemudian di vortex agar

larutan menjadi homogen.

Pemberian Label
Sebanyak 15 petridish berisi media MHA disiapkan untuk 5 Kali

pengulangan. Pada setiap pengulangan terdiri dari 3 petridish yang masing-

masing diberikan label sebagai berikut:

1.

Petridish 1 : dibagi menjadi dua daerah sama besar dan diberi label K-, dan
K+.

Petridish 2 : dibagi menjadi tiga daerah sama besar dan diberi label 6,25;
12,5; dan 25.

Petridish 3 : dibagi menjadi tiga daerah sama besar dan diberi label 50; 100;
dan 200.

3.8.2 Prosedur disk diffusion

Uji daya hambat menggunakan metode disk diffusion menggunakan media

MHA dilakukan sesuai prosedur sesuai standar NCCLS (National Committee for

Clinical Laboratory Standards) dimulai dengan menyiapkan petridish yang sudah

berisi media MHA dan diberi label. Kemudian teteskan suspensi P.gingivalis dari

tabung reaksi menggunakan syringe sebanyak 1 ml pada swab steril perlahan dan

merata. Bakteri diinokulasikan dengan gerakan streaking di seluruh permukaan
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media plate. Dilakukan pengulangan sebanyak 3 kali gerakan streaking dan

petridish diputar 60° pada setiap pengulangan (Gambar 3.1)

Gambar 3.1 Gambaran gerakan streaking (a) gerakan pertama (b) gerakan kedua
dan diputar 60° (c) gerakan ketiga dan diputar 60° kembali (d) hasil
gerakan streaking

Tunggu hingga permukaan media mengering. Tutup petridish dapat tetap
dibuka selama 3-5 menit. Selanjutnya lakukan perlakuan pada kertas cakram

sebagai berikut:

1. Tetesi kertas cakram dengan menggunakan metronidazole analog sebanyak 10
pul menggunakan mikropipet. Apabila sudah tidak ada cairan yang menetes,
kertas cakram diletakan pada media MHA yang sudah diinokulasikan
P.gingivalis di daerah yang berlabel K+ dengan bantuan pinset steril dan
sedikit penekanan agar kertas cakram menempel.

2. Tetesi kertas cakram dengan menggunakan propylene glycol sebanyak 10 pl
menggunakan mikropipet. Apabila sudah tidak ada cairan yang menetes,
kertas cakram diletakan pada media MHA yang sudah diinokulasikan
P.gingivalis di daerah yang berlabel K- dengan bantuan pinset steril dan
sedikit penekanan agar kertas cakram menempel.

3. Tetesi kertas cakram dengan menggunakan ekstrak flavonoid daun singkong
dosis 6,25 pg/ml sebanyak 10 pl menggunakan mikropipet. Apabila sudah

tidak ada cairan yang menetes, kertas cakram diletakan pada media MHA
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yang sudah diinokulasikan P.gingivalis di daerah yang berlabel 6,25 dengan
bantuan pinset steril dan sedikit penekanan agar kertas cakram menempel.

4. Tetesi kertas cakram dengan menggunakan ekstrak flavonoid daun singkong
dosis 12,5 pg/ml sebanyak 10 pl menggunakan mikropipet. Apabila sudah
tidak ada cairan yang menetes, kertas cakram diletakan pada media MHA
yang sudah diinokulasikan P.gingivalis di daerah yang berlabel 12,5 dengan
bantuan pinset steril dan sedikit penekanan agar kertas cakram menempel.

5. Tetesi kertas cakram dengan menggunakan ekstrak flavonoid daun singkong
dosis 25 pg/ml sebanyak 10 pl menggunakan mikropipet. Apabila sudah tidak
ada cairan yang menetes, kertas cakram diletakan pada media MHA yang
sudah diinokulasikan P.gingivalis di daerah yang berlabel 25 dengan bantuan
pinset steril dan sedikit penekanan agar kertas cakram menempel.

6. Tetesi kertas cakram dengan menggunakan ekstrak flavonoid daun singkong
dosis 50 pg/ml sebanyak 10 pl menggunakan mikropipet. Apabila sudah tidak
ada cairan yang menetes, kertas cakram diletakan pada media MHA yang
sudah diinokulasikan P.gingivalis di daerah yang berlabel 50 dengan bantuan
pinset steril dan sedikit penekanan agar kertas cakram menempel.

7. Tetesi kertas cakram dengan menggunakan ekstrak flavonoid daun singkong
dosis 100 pg/ml sebanyak 10 pl menggunakan mikropipet. Apabila sudah
tidak ada cairan yang menetes, kertas cakram diletakan pada media MHA
yang sudah diinokulasikan P.gingivalis di daerah yang berlabel 100 dengan
bantuan pinset steril dan sedikit penekanan agar kertas cakram menempel.

8. Tetesi kertas cakram dengan menggunakan ekstrak flavonoid daun singkong
dosis 200 pg/ml sebanyak 10 pl menggunakan mikropipet. Apabila sudah
tidak ada cairan yang menetes, kertas cakram diletakan pada media MHA
yang sudah diinokulasikan P.gingivalis di daerah yang berlabel 200 dengan

bantuan pinset steril dan sedikit penekanan agar kertas cakram menempel.

Seluruh kertas cakram diletakkan tidak lebih dekat dari 24 mm dari pusat
cakram ke pusat cakram lainnya. Petridish kemudian ditutup dan dimasukan ke
dalam desicator dengan posisi terbalik untuk meminimalisir jatuhnya uap air ke

media sehingga mengganggu pertumbuhan bakteri. Desicator dimasukan kedalam
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inkubator pada suhu 37°C dan dilakukan pengamatan pada jam ke-24,

pengamatan dilakukan oleh tiga orang. Lakukan pengukuran diameter zona

hambat yang terbentuk.

3.8.3 Tahap Pengukuran Diameter Zona Hambat

Perhitungan zona hambat hasil uji antibakteri ekstrak flavonoid daun
singkong terhadap pertumbuhan P.gingivalis dapat dilakukan dengan mengukur
diameter zona hambat pada bagian jernih sekitar cakram dari belakang bagian
petridish. Pengukuran dilakukan dengan menggunakan jangka sorong dari sisi
satu ke sisi lain yang berseberangan melewati pusat cakram (Gambar 3.2).
Pengukuran diameter zona hambat dapat menggunakan rumus sebagai berikut
(Majidah dkk., 2014):

Keterangan :

) = Diameter zona hambat

a = Diameter zona hambat paling panjang
b = Diameter zona hambat paling pendek

Keterangan :
= Zona hambat
= Kertas cakram
a = Diameter zona hambat paling panjang
b = Diameter zona hambat paling pendek

Gambar 3.2 llustrasi pengukuran diameter zona hambat
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3.9  Analisis Data

Data yang terkumpul kemudian dianalisis menggunakan program Statistic
and Public Service Solutions (SPSS). Data hasil penelitian diuji normalitasnya
menggunakan uji Shapiro Wilk dan uji homogenitas data menggunakan uji Levene
Test. Selanjutnya dilanjutkan dengan uji statistik non parametrik menggunakan uji
Kruskal Wallis (p < 0,05) dan uji Mann Whitney U (p < 0,05) untuk mengetahui
besar perbedaan antar kelompok. Tingkat kepercayaan yang digunakan pada
penelitian ini adalah 95%.
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3.10 Alur Penelitian
Alur dalam penelitian ini dapat dilihat pada (Gambar 3.3) berikut :

Perisapan alat dan bahan

Pembuatan suspensi

P.gingivalis

34

Identifikasi tanaman singkong
(Mananihot esculenta)

|

Pembuatan ekstrak flavonoid
daun singkong

|

Pembuatan dosis ekstrak
flavonoid daun singkong

K(+) K(-) Dosis

Propil- 6,25
en pg/m

glikol |

Metro-
nidazole
analog

Dosis Dosis | Dosis Dosis
12,5 25 50 100
pug/ml | po/m | pg/m | pg/mi

Dosis
200

pg/mi

Inokulasi ke media
MHA

v

Uji antibakteri metode
disk diffusion

Vi

Perhitungan zona hambat

v

Analisis data

Gambar 3.3 Alur Penelitian
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BAB 4. HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1  Hasil Penelitian

Berdasarkan hasil pengamatan dan pengukuran didapatkan hasil rata-rata
diameter zona hambat dan standar deviasi masing-masing kelompok penelitian
dapat dilihat pada tabel 4.1.

Tabel 4.1 Rata-rata diameter zona hambat (mm) dan standar deviasi ekstrak flavonoid
daun singkong (Manihot esculenta) terhadap P.gingivalis

Kelompok N Zona Hambat
Penelitian (mm) £ SD
K+ 5 16,58+0,20
K- 5 0
200 5 14,32+0,17
100 5 11,84+0,32
50 5 8,92+0,23
25 5 0
12,5 5 0
6,25 5 0
N = Jumlah sampel
K+ = Kontrol positif
K- = Kontrol negatif
200 = Ekstrak flavonoid daun singkong dosis 200 pg/ml
100 = Ekstrak flavonoid daun singkong dosis 100 pg/ml
50 = Ekstrak flavonoid daun singkong dosis 50 pg/ml
25 = Ekstrak flavonoid daun singkong dosis 25 pg/ml
12,5 = Ekstrak flavonoid daun singkong dosis 12,5 pg/ml
6,25 = Ekstrak flavonoid daun singkong dosis 6,25 pg/ml

Tabel 4.1 merupakan hasil presentasi data rata-rata dan simpangan baku.
Semakin tinggi dosis menghasilkan zona hambat yang semakin besar. Nilai rata-
rata diameter zona hambat berturut-turut mulai dari yang terbesar adalah pada
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kontrol positif sebesar 16,58 mm, ekstrak flavonoid daun singkong dosis 200
pg/ml sebesar 14,32 mm, ekstrak flavonoid daun singkong dosis 100 pg/ml
sebesar 11,84 mm, dan ekstrak flavonoid daun singkong dosis 50 pg/ml sebesar
8,92 mm. Sedangkan pada ekstrak flavonoid daun singkong dosis 25 pg/ml, 12,5
pg/ml, 6,25 pg/ml, dan kontrol negatif tidak memiliki daya hambat sebab tidak

ditemukan zona jernih pada daerah sekitar kertas cakram.

4.2  Analisis Data

Hasil uji normalitas menunjukan bahwa nilai signifikansi yang didapat
pada kelompok kontrol positif, ekstrak flavonoid daun singkong dosis 200 pg/ml,
100 pg/m, dan 50 pg/ml lebih besar dari 0,05 (p > 0,05) atau data berdistribusi
normal (Lampiran I). Hasil uji homogenitas menunjukan bahwa nilai p < 0,05,
sehingga dapat disimpulkan bahwa data ini tidak homogen (Lampiran I).
Berdasarkan hasil analisis yang didapat, menunjukan data berdistribusi normal
namun tidak homogen, sehingga analisis selanjutnya menggunakan uji statistik

non parametrik yaitu Kruskal Wallis.

Hasil uji Kruskal Wallis menunjukan nilai signifikansi sebesar 0,000 atau
nilai p < 0,05 (Lampiran I). Hal ini menunjukan bahwa terdapat perbedaan
kemampuan pada masing-masing kelompok penelitian dalam menghambat
P.gingivalis. Uji statistik dilanjutkan dengan uji Mann Whitney U. Rangkuman
hasil uji statistik antar kelompok dapat dilihat pada Tabel 4.2.
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Tabel 4.2 Hasil uji statistik antar kelompok

Kelompok K+ K- 200 100 50 25 12,5 6,25
penelitian
K+ - 0,005* 0,009* 0,009* 0,009* 0,005* 0,005* 0,005*
K- - 0,005* 0,005 0,005* 1,000 1,000 1,000
200 - 0,009* 0,009* 0,005* 0,005* 0,005*
100 - 0,009* 0,005* 0,005* 0,005*
50 - 0,005* 0,005 0,005*
25 - 1,000 1,000
12,5 - 1,000
6,25 -
K+ = Kontrol positif
K- = Kontrol negatif
200 = Ekstrak flavonoid daun singkong dosis 200 pg/ml
100 = Ekstrak flavonoid daun singkong dosis 100 pg/ml
50 = Ekstrak flavonoid daun singkong dosis 50 pg/mi
25 = Ekstrak flavonoid daun singkong dosis 25 pg/ml
12,5 = Ekstrak flavonoid daun singkong dosis 12,5 pg/ml
6,25 = Ekstrak flavonoid daun singkong dosis 6,25 pg/ml
* = Nilai signifikansi

Hasil uji statistik antar kelompok menunjukan perbedaan yang signifikan
antara kelompok penelitian kontrol positif dengan kelompok ekstrak flavonoid
daun singkong dosis 200ug/ml, 100ug/ml, 50ug/ml, 25ug /ml, 12,5ug/ml, dan
6,25ug/ml. Selain itu perbedaan yang signifikan juga terlihat antara kelompok
kontrol negatif dengan ekstrak flavonoid daun singkong dosis 200pg/ml,
100pg/ml, 50ug/ml. Antar kelompok ekstrak flavonoid daun singkong dosis
200pg/ml, 100pg/ml, 50pg/ml juga menunjukan adanya perbedaan yang
signifikan. Sedangkan hasil tidak signifikan ditunjukan pada kelompok kontrol
negatif dengan 25ug /ml, 12,5ug/ml, dan 6,25ug/ml, dan antara kelompok 25ug
/ml, 12,5ug/ml, dan 6,25pg/ml. Hal tersebut menunjukan bahwa pada kelompok
kontrol negatif, dan ekstrak flavonoid daun singkong dosis 25 pg/ml, 12,5 pg/ml,
dan 6,25 pg/ml memiliki kekuatan daya hambat yang sama dalam menghambat

pertumbuhan P.gingivalis.
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BAB 5. KESIMPULAN DAN SARAN

Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan, maka dapat

disimpulkan bahwa ekstrak flavonoid daun singkong (Manihot esculenta)

mempunyai efek antibakteri terhadap P.gingivalis pada dosis 50 pg /ml, 100

pg/ml, dan 200 pg/ml.

5.2

lain :

Saran

Saran yang dapat peneliti sampaikan untuk penelitian selanjutnya, antara

1.  Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut untuk menentukan Minimum
Inhibitory Concentration dan Minimum Bakterisidal Concentration
ekstrak flavonoid daun singkong terhadap pertumbuhan P.gingivalis.

2. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai ekstrak flavonoid
daun singkong sebagai antibakteri di tingkat in vivo, preklinis, dan
Klinis.

3. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai toksisitas ekstrak
flavonoid daun singkong.

4.  Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai biokompatibilitas
ekstrak flavonoid daun singkong terhadap jaringan rongga mulut

khususnya jaringan periodontal.
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LAMPIRAN D. Sertifikat P.gingivalis

Certificate of Quality

Product Name: P. gingivalis ATCC 33277 PK/5 Product Number: R4609008
Lot Number: 779573 Expiration Date: 2021-06-30
(YYYY-MM-DD)

This product has been manufactured, processed and packaged in accordance with Quality Systems Regulation, 21 CFR Part 820.
Representative samples were tested per Remel Quality Control specifications and were found to meet performance criteria for this product.

Purity:
Standardized aliquots of the rehydrated product are inoculated onto nonselective media and examined for pure growth following the
appropriate incubation. Selective and Differential media are also tested where applicable.

Viability And Quantification:
Each organism is recovered from the preserved state within the required time frame and at an acceptable level. Passage number is stated as
the current preserved state.

Macroscopic And Microscopic Morphology:
Colony morphology is consistent with documented referenced description.
Traditional staining is performed.

Biochemical Analysis:
Organism exhibits characteristic biochemical and/or enzymatic reactions. Automated and/or conventional testing was performed and results
were within established limits. Antimicrobial testing performed where applicable. Results within expected ranges.

CFU/loop: >10(4) Passage: 3

Gram Reaction: Gram Negative Rod Biochemical Profile: Remel RapID ANA 11
Appearance: Preserved Gel Matrix suspended in inoculating loop

pH: N/A

Signed

jwarnm

Product Performance Technologist

3941 Ryan Street, Lake Charles, LA 70605, 800-255-6730, 913-888-0939, www.remel.com www.remel.com Page 1 of 1
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LAMPIRAN E. Alat dan Bahan Penelitian
E.1 Alat Penelitian

Rotary evaporator Timbangan digital Toples maserasi

Inkubator Hotplate sentrifuge

Laminar flow Mikropipet
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Spektrofotometer Petridish Tabung reaksi

Thermolyne Bunsen ose

E.2 Bahan Penelitian

Daun singkong propylene glycol metronidazole analog
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dimetil sulfoksida (DMSO) Mueller Hinton Agar(MHA) BHI-b

Masker

Sarung tangan Aquadest Kertas label
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LAMPIRAN F. Prosedur Penelitian
F.1  Pembuatan Ekstrak Flavonoid Daun Singkong

Daun singkong 500g  Daun singkong setelah dikeringkan dan  Maserasi dengan
dari petani di haluskan serta di ayak, total berat etanol 96% (1:5)
357,72 gram.

Pengadukan selama  Penyaringan menggunakan kertas saring dan vakum filter
10 menit

Pemadatan larutan dengan rotary evaporator pada suhu 50°C di bagian water bath
dan kecepatan 90 rpm selama 5 jam. Di bagian ember diberi es batu untuk
menurunkan suhu, sehingga etanol 96% yang menguap menjadi larutan dan masuk
ke dalam round bottom flask.
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Ekstrak dimasukan Ekstrak daun singkong semi solid
dalam oven suhu 50°C konsentrasi 100% berat 43,44 gram

F.2  Tahap Perlakuan

Pembuatan suspensi
P.gingivalis standar
McFarland 0,5

Penanaman P.gingivalis ke dalam media agar (MHA) dengan gerakan
streaking

56
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Kertas cakram ditetesi dengan sampel ekstrak flavonoid daun singkong dosis
6,25 pg/ml, 12,5 pg/ml, 25 pg/ml, 50 pg /ml, 100 pg/ml, dan 200 pg/ml, serta
kontrol positif dan kontrol negatif sebanyak 10 pl menggunakan mikropipet

Meletakan kertas Sampel ekstrak flavonoid daun singkong dosis 6,25
cakram ke dalam pg/ml, 12,5 pg/ml, 25 pg/ml, 50 pg /ml, 100 pg/ml, dan
media agar (MHA) 200 pg/ml, serta kontrol positif dan kontrol negatif
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LAMPIRAN G. Hasil Penelitian

Pengulangan ke-1

TS

Pengulangan ke-2

Pengulangan ke-3
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Pengulangan ke-4

Pengulangan ke-5
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LAMPIRAN H. Data Hasil Pengukuran Diameter Zona Hambat (mm)

60

Pengulangan K+ K- 200 100 50 25 125 6,25
ke-
1 16,75 1460 11,60 9,05
2 16,80 1435 12,00 9,20
3 16,40 1420 11,40 8,80
4 16,35 14,15 12,15 8,95
5 16,60 1420 12,05 8,60
K+ = Kontrol positif
K- = Kontrol negatif
200 = Ekstrak flavonoid daun singkong dosis 200 pg/mi
100 = Ekstrak flavonoid daun singkong dosis 100 pg/ml
50 = Ekstrak flavonoid daun singkong dosis 50 pg/ml
25 = Ekstrak flavonoid daun singkong dosis 25 pg/ml
12,5 = Ekstrak flavonoid daun singkong dosis 12,5 pg/ml
6,25 = Ekstrak flavonoid daun singkong dosis 6,25 pg/ml
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LAMPIRAN I. Analisis Data
1.1 Hasil Uji Normalitas (Shapiro Wilk)

Tests of Normality®®®"

61

Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilk
Statistic df Sig. Statistic df Sig.
Positif 214 5 200" 903 5 424
flavo200 314 5 121 776 5 .051
flavo100 .290 5 197 .884 5 .327
flavo50 152 5 200’ .990 5 978

*, This is a lower bound of the true significance.
a. Lilliefors Significance Correction

c. negatif is constant. It has been omitted.

d. flavo25 is constant. It has been omitted.

e. flavo12.5 is constant. It has been omitted.

f. flavo6.25 is constant. It has been omitted.

1.2 Hasil Uji Homogenitas (Levene Test)

Test of Homogeneity of Variances

zona hambat

Levene Statistic dfl df2 Sig.

10.813 7 32 .000

1.3 Hasil Uji Non-parametrtik (Kruskal Wallis)

Ranks
kelompok N Mean Rank
zona hambat 200 5 33.00
100 5 28.00
50 5 23.00
25 5 10.50
12.5 5 10.50
6.25 5 10.50
kontrol positif 5 38.00
kontrol negatif 5 10.50
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Total I 40 |

Test Statistics®”

zona
hambat
Chi-Square 38.666
Df 7
Asymp. Sig. .000

a. Kruskal Wallis Test
b. Grouping Variable:
kelompok

1.4 Hasil Uji Mann Whitney U (beda antar kelompok perlakuan)

a. Antara kelompok ekstrak flavonoid daun singkong dosis 200 pg/ml dan dosis
100 pg/ml

Ranks
kelompok N Mean Rank | Sum of Ranks
zona hambat 200 5 8.00 40.00
100 5 3.00 15.00
Total 10

Test Statistics®

zona hambat
Mann-Whitney U .000
Wilcoxon W 15.000
Z -2.611
Asymp. Sig. (2-tailed) .009
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .008"

a. Grouping Variable: kelompok

b. Not corrected for ties.

b. Antara kelompok ekstrak flavonoid daun singkong dosis 200 pg/ml dan dosis
50 pg/ml


http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/

63

Ranks
kelompok N Mean Rank | Sum of Ranks
zona hambat 200 5 8.00 40.00
50 5 3.00 15.00
Total 10

Test Statistics®

zona hambat
Mann-Whitney U .000
Wilcoxon W 15.000
4 -2.611
Asymp. Sig. (2-tailed) .009
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .008°

a. Grouping Variable: kelompok

b. Not corrected for ties.

c. Antara kelompok ekstrak flavonoid daun singkong dosis 200 pg/ml dan dosis
25 pg/ml

Ranks
kelompok N Mean Rank | Sum of Ranks
zona hambat 200 5 8.00 40.00
25 5 3.00 15.00
Total 10

Test Statistics®

zona hambat
Mann-Whitney U .000
Wilcoxon W 15.000
4 -2.785
Asymp. Sig. (2-tailed) .005
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .008"

a. Grouping Variable: kelompok

b. Not corrected for ties.

d. Antara kelompok ekstrak flavonoid daun singkong dosis 200 pg/ml dan dosis
12,5 pg/ml
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Ranks
kelompok N Mean Rank | Sum of Ranks
zona hambat 200 5 8.00 40.00
125 5 3.00 15.00
Total 10

Test Statistics®

zona hambat
Mann-Whitney U .000
Wilcoxon W 15.000
z -2.785
Asymp. Sig. (2-tailed) .005
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .008°

a. Grouping Variable: kelompok

b. Not corrected for ties.

e. Antara kelompok ekstrak flavonoid daun singkong dosis 200 pg/ml dan dosis
6,25 pg/ml

Ranks
kelompok N Mean Rank | Sum of Ranks
zona hambat 200 5 8.00 40.00
6.25 5 3.00 15.00
Total 10

Test Statistics®

zona hambat
Mann-Whitney U .000
Wilcoxon W 15.000
4 -2.785
Asymp. Sig. (2-tailed) .005
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .008"

a. Grouping Variable: kelompok

b. Not corrected for ties.

f.  Antara kelompok ekstrak flavonoid daun singkong dosis 200 pug/ml dan
kontrol positif
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Ranks
kelompok N Mean Rank | Sum of Ranks
zona hambat 200 5 3.00 15.00
kontrol positif 5 8.00 40.00
Total 10

Test Statistics®

zona hambat
Mann-Whitney U .000
Wilcoxon W 15.000
4 -2.611
Asymp. Sig. (2-tailed) .009
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .008°

a. Grouping Variable: kelompok

b. Not corrected for ties.

g. Antara kelompok ekstrak flavonoid daun singkong dosis 200 pg/ml dan
kontrol negatif

Ranks
kelompok N Mean Rank | Sum of Ranks
zona hambat 200 5 8.00 40.00
kontrol negatif 5 3.00 15.00
Total 10

Test Statistics®

zona hambat
Mann-Whitney U .000
Wilcoxon W 15.000
4 -2.785
Asymp. Sig. (2-tailed) .005
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .008"

a. Grouping Variable: kelompok

b. Not corrected for ties.

h.  Antara kelompok ekstrak flavonoid daun singkong dosis 100 pug/ml dan dosis
50 pg/ml

Ranks
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kelompok N Mean Rank | Sum of Ranks

zona hambat 100 5 8.00 40.00
50 5 3.00 15.00
Total 10

Test Statistics®

zona hambat
Mann-Whitney U .000
Wilcoxon W 15.000
4 -2.611
Asymp. Sig. (2-tailed) .009
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .008"

a. Grouping Variable: kelompok

b. Not corrected for ties.

i.  Antara kelompok ekstrak flavonoid daun singkong dosis 100 pg/ml dan dosis
25 pg/ml

Ranks
kelompok N Mean Rank | Sum of Ranks
zona hambat 100 5 8.00 40.00
25 5 3.00 15.00
Total 10

Test Statistics®

zona hambat
Mann-Whitney U .000
Wilcoxon W 15.000
4 -2.785
Asymp. Sig. (2-tailed) .005
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .008"

a. Grouping Variable: kelompok

b. Not corrected for ties.

j.  Antara kelompok ekstrak flavonoid daun singkong dosis 100 pg/ml dan dosis
12,5 pg/ml

Ranks
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kelompok N Mean Rank | Sum of Ranks

zona hambat 100 5 8.00 40.00
12.5 5 3.00 15.00
Total 10

Test Statistics®

zona hambat

Mann-Whitney U

Wilcoxon W
4

Asymp. Sig. (2-tailed)
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)]

.000
15.000
-2.785
.005
.008"

a. Grouping Variable: kelompok

b. Not corrected for ties.
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k. Antara kelompok ekstrak flavonoid daun singkong dosis 100 pg/ml dan dosis

6,25 pg/ml
Ranks
kelompok N Mean Rank | Sum of Ranks
zona hambat 100 5 8.00 40.00
6.25 5 3.00 15.00
Total 10

Test Statistics®

zona hambat

Wilcoxon W
V4

Mann-Whitney U

Asymp. Sig. (2-tailed)
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)]

.000
15.000
-2.785
.005
.008°

a. Grouping Variable: kelompok

b. Not corrected for ties.

I.  Antara kelompok ekstrak flavonoid daun singkong dosis 100 pg/ml dan

kontrol positif

Ranks
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kelompok N Mean Rank | Sum of Ranks

zona hambat 100 5 3.00 15.00
kontrol positif 5 8.00 40.00
Total 10

Test Statistics®

zona hambat

Mann-Whitney U
Wilcoxon W
z

Asymp. Sig. (2-tailed)
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)]

.000
15.000
-2.611
.009

.008"

a. Grouping Variable: kelompok

b. Not corrected for ties.

m. Antara kelompok ekstrak flavonoid daun singkong dosis 100 pg/ml dan

kontrol negatif

Ranks
kelompok N Mean Rank | Sum of Ranks
zona hambat 100 5 8.00 40.00
kontrol negatif 5 3.00 15.00
Total 10

Test Statistics®

zona hambat

Wilcoxon W
Z

Mann-Whitney U

Asymp. Sig. (2-tailed)
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)]

.000
15.000
-2.785

.005

.008°

a. Grouping Variable: kelompok

b. Not corrected for ties.
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n. Antara kelompok ekstrak flavonoid daun singkong dosis 50 pg/ml dan dosis

25 pg/ml
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Ranks
kelompok N Mean Rank | Sum of Ranks
zona hambat 50 5 8.00 40.00
25 5 3.00 15.00
Total 10

Test Statistics®

zona hambat

Mann-Whitney U

Wilcoxon W
Z

Asymp. Sig. (2-tailed)
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)]

.000
15.000
-2.785
.005
.008°

a. Grouping Variable: kelompok

b. Not corrected for ties.
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0. Antara kelompok ekstrak flavonoid daun singkong dosis 50 pg/ml dan dosis

12,5 pg/mi
Ranks
kelompok N Mean Rank | Sum of Ranks
zona hambat 50 5 8.00 40.00
12.5 5 3.00 15.00
Total 10

Test Statistics®

zona hambat

Wilcoxon W
V4

Mann-Whitney U

Asymp. Sig. (2-tailed)
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)]

.000
15.000
-2.785
.005
.008°

a. Grouping Variable: kelompok

b. Not corrected for ties.

p. Antara kelompok ekstrak flavonoid daun singkong dosis 50 pg/ml dan dosis
6,25 pg/ml


http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/

70

Ranks
kelompok N Mean Rank | Sum of Ranks
zona hambat 50 5 8.00 40.00
6.25 5 3.00 15.00
Total 10

Test Statistics®

zona hambat
Mann-Whitney U .000
Wilcoxon W 15.000
z -2.785
Asymp. Sig. (2-tailed) .005
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .008°

a. Grouping Variable: kelompok

b. Not corrected for ties.

g. Antara kelompok ekstrak flavonoid daun singkong dosis 50 pg/ml dan
kontrol positif

Ranks
kelompok N Mean Rank | Sum of Ranks
zona hambat 50 5 3.00 15.00
kontrol positif 5 8.00 40.00
Total 10

Test Statistics®

zona hambat
Mann-Whitney U .000
Wilcoxon W 15.000
4 -2.611
Asymp. Sig. (2-tailed) .009
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .008"

a. Grouping Variable: kelompok

b. Not corrected for ties.

r.  Antara kelompok ekstrak flavonoid daun singkong dosis 50 pg/ml dan
kontrol negatif

Ranks
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kelompok N Mean Rank | Sum of Ranks

zona hambat 50 5 8.00 40.00
kontrol negatif 5 3.00 15.00
Total 10

Test Statistics®

zona hambat

Mann-Whitney U

Wilcoxon W
4

Asymp. Sig. (2-tailed)
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)]

.000
15.000
-2.785
.005

.008"

a. Grouping Variable: kelompok

b. Not corrected for ties.
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s.  Antara kelompok ekstrak flavonoid daun singkong dosis 25 pg/ml dan dosis

12,5 pg/mi
Ranks
kelompok N Mean Rank | Sum of Ranks
zona hambat 25 5 5.50 27.50
12.5 5 5.50 27.50
Total 10

Test Statistics®

zona hambat

Wilcoxon W
V4

Mann-Whitney U

Asymp. Sig. (2-tailed)
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)]

12.500
27.500
.000
1.000
1.000°

a. Grouping Variable: kelompok

b. Not corrected for ties.

t.  Antara kelompok ekstrak flavonoid daun singkong dosis 25 pg/ml dan dosis
6,25 pg/ml

Ranks
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kelompok N Mean Rank | Sum of Ranks

zona hambat 25 5 5.50 27.50
6.25 5 5.50 27.50
Total 10

Test Statistics®

zona hambat
Mann-Whitney U 12.500
Wilcoxon W 27.500
4 .000
Asymp. Sig. (2-tailed) 1.000
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] 1.000"

a. Grouping Variable: kelompok

b. Not corrected for ties.

u. Antara kelompok ekstrak flavonoid daun singkong dosis 25 pg/ml dan
kontrol positif

Ranks
kelompok N Mean Rank | Sum of Ranks
zona hambat 25 5 3.00 15.00
kontrol positif 5 8.00 40.00
Total 10

Test Statistics®

zona hambat
Mann-Whitney U .000
Wilcoxon W 15.000
4 -2.785
Asymp. Sig. (2-tailed) .005
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .008"

a. Grouping Variable: kelompok

b. Not corrected for ties.

v. Antara kelompok ekstrak flavonoid daun singkong dosis 25 pg/ml dan
kontrol negatif

Ranks

kelompok N Mean Rank | Sum of Ranks



http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/

zona hambat 25 5 5.50 27.50
kontrol negatif 5 5.50 27.50

Total 10

Test Statistics®

zona hambat
Mann-Whitney U 12.500
Wilcoxon W 27.500
4 .000
Asymp. Sig. (2-tailed) 1.000
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] 1.000"

a. Grouping Variable: kelompok

b. Not corrected for ties.

w. Antara kelompok ekstrak flavonoid daun singkong dosis 12,5 pg/ml dan
dosis 6,25 pg/ml

Ranks
kelompok N Mean Rank | Sum of Ranks
zona hambat  12.5 5 5.50 27.50
6.25 5 5.50 27.50
Total 10

Test Statistics®

zona hambat
Mann-Whitney U 12.500
Wilcoxon W 27.500
4 .000
Asymp. Sig. (2-tailed) 1.000
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] 1.000"

a. Grouping Variable: kelompok

b. Not corrected for ties.

X. Antara kelompok ekstrak flavonoid daun singkong dosis 12,5 pug/ml dan
kontrol positif

Ranks

kelompok N Mean Rank | Sum of Ranks
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zona hambat 125 5 3.00 15.00
kontrol positif 5 8.00 40.00
Total 10

Test Statistics®

zona hambat

Mann-Whitney U .000
Wilcoxon W 15.000
4 -2.785
Asymp. Sig. (2-tailed) .005

Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .008"

a. Grouping Variable: kelompok

b. Not corrected for ties.

y. Antara kelompok ekstrak flavonoid daun singkong dosis 12,5 pg/ml dan
kontrol negatif

Ranks
kelompok N Mean Rank | Sum of Ranks
zona hambat  12.5 5 5.50 27.50
kontrol negatif 5 5.50 27.50
Total 10

Test Statistics®

zona hambat
Mann-Whitney U 12.500
Wilcoxon W 27.500
4 .000
Asymp. Sig. (2-tailed) 1.000
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] 1.000"

a. Grouping Variable: kelompok

b. Not corrected for ties.

z. Antara kelompok ekstrak flavonoid daun singkong dosis 6,25 pg/ml dan

kontrol positif

Ranks

kelompok

Mean Rank

Sum of Ranks
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zona hambat 6.25 5 3.00 15.00
kontrol positif 5 8.00 40.00

Total 10

Test Statistics®

zona hambat
Mann-Whitney U .000
Wilcoxon W 15.000
4 -2.785
Asymp. Sig. (2-tailed) .005
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .008"

a. Grouping Variable: kelompok

b. Not corrected for ties.

aa. Antara kelompok ekstrak flavonoid daun singkong dosis 6,25 pg/ml dan
kontrol negatif

Ranks
kelompok N Mean Rank | Sum of Ranks
zona hambat  6.25 5 5.50 27.50
kontrol negatif 5 5.50 27.50
Total 10

Test Statistics®

zona hambat
Mann-Whitney U 12.500
Wilcoxon W 27.500
4 .000
Asymp. Sig. (2-tailed) 1.000
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] 1.000"

a. Grouping Variable: kelompok

b. Not corrected for ties.

bb. Antara kelompok kontrol positif dan kontrol negatif

Ranks

kelompok N Mean Rank | Sum of Ranks
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zona hambat  kontrol positif 5 8.00 40.00
kontrol negatif 5 3.00 15.00
Total 10

Test Statistics®

zona hambat

Mann-Whitney U
Wilcoxon W
z

Asymp. Sig. (2-tailed)
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)]

.000
15.000
-2.785
.005
.008"

a. Grouping Variable: kelompok

b. Not corrected

for ties.
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