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ABSTRACT

Background: Porphyromonas gingivalis is one of the dominant bacteria in chronic periodontitis.
Chronic periodontitis therapy can be in the form of scalling and root planning accompanied by supporting
therapy, one of which is the administration of antibiotics. Proper administration of antibiotics can cause some
side effects so that new alternatives are needed. Propolis contains flavonoids, which have an antibacterial effect.
Objective: To analyze the effectiveness of antibacterial extracts of flavonoids Propolis Trigona Sp (Trigona
thoraciac) in the concentration of 0.1%; 0.3% and 0.5% of the growth Porphyromonas gingivalis bacteria (in
vitro study). Method: This was a true experimental study with post test only with control group design consisted
of 4 treatment groups, namely the group of extracts of flavonoids Propolis Trigona Sp (Trigona thoracica) at the
concentration of 0.1%; 0.3% and 0.5% and control group (distilled water). Each treatment was repeated five
times. Antibacterial tests were carried out using dilution method for bacteriostatic effects seen from the
difference in average absorbance using Biobase BKD-500 UV-Vis spectrophotometer and for the bactericidal
effect seen based on the number of colonies growing on the media using colony counter. Result: One Way
ANOVA test showed that the average observance of all treatment groups had a significant difference with
p>0.05. Bacteriostatic effects were presented at a concentration of 0.1%; 0.3% and 0.5% and bactericidal effect
was presented at the concentration of 0.5%. Conclusion: Propolis Trigona Sp (Trigona thoracica) extract has
an antibacterial effect at the concentration of 0.1%; 0.3% and 0.5% on the growth Porphyromonas gingivalis
bacteria (in vitro study).
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ABSTRAK

Latar Belakang: Porphyromonas gingivalis merupakan salah satu bakteri dominan pada periodontitis
kronis. Terapi periodontitis kronis dapat berupa scalling dan root planning disertai terapi penunjang salah
satunya adalah pemberian antibiotik. Pemberian antibiotik yang kurang tepat dapat menimbulkan beberapa efek
samping sehingga diperlukannya alternatif baru. Propolis mengandung senyawa flavonoid yang memiliki efek
sebagai antibakteri. Tujuan: Untuk menganalisis efektivitas antibakteri ekstrak flavonoid propolis Trigona Sp
(Trigona thorasica) dengan konsentrasi 0,1%; 0,3% dan 0,5% terhadap pertumbuhan bakteri Porphyromonas
gingivalis (studi in vitro). Metode: Penelitian ini merupakan studi true experimental dengan post test only with
control group design terdiri dari 4 kelompok pelakuan, yaitu kelompok ekstrak flavonoid propolis Trigona Sp
(Trigona thorasica) konsentrasi 0,1%; 0,3% dan 0,5% dan akuades. Setiap perlakuan dilakukan pengulangan
sebanyak 5 kali. Uji antibakteri dilakukan menggunakan metode dilusi untuk efek bakteriostatik dilihat dari
selisih rata-rata absorbansi menggunakan spektrofotometer UV-Vis Biobase BKD-500 dan efek bakterisidal
dilihat berdasarkan jumlah koloni yang tumbuh pada media agar menggunakan colony counter. Hasil: Uji One
Way ANOVA menunjukkan bahwa selisih rata-rata absorbansi semua kelompok perlakuan memiliki perbedaan
yang bermakna dengan p<0,05. Efek bakteriostatik terdapat pada konsentrasi 0,1%; 0,3% dan 0,5% dan efek
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bakterisidal terdapat pada konsentrasi 0,5%. Kesimpulan: Ekstrak flavonoid propolis Trigona Sp (Trigona
thorasica) memiliki efek antibakteri pada konsentrasi 0,1%; 0,3% dan 0,5% terhadap pertumbuhan bakteri

Porphyromonas gingivalis (studi in vitro).

Kata-kata kunci: Antibakteri, ekstrak flavonoid propolis, porphyromonas gingivalis, metode dilusi
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PENDAHULUAN

Indonesia merupakan negara yang kaya akan
keanekaragaman hayati, yang dapat dimanfaatkan
sebagai obat untuk berbagai macam penyakit.!
Pemanfaatan bahan alam sebagai obat tradisional
semakin meningkat seiring dengan adanya krisis
perekonomian yang berkepanjangan dan gaya hidup
kembali ke alam (back to nature) yang menyebabkan
daya beli mas;/arakat terhadap obat-obat modern
menjadi rendah.***

Propolis merupakan suatu zat yang dihasilkan
lebah, yang terdiri dari campuran air liur lebah dan
eksudat tanaman yang dikumpulkannya.® Secara
empiris, propolis diyakini sebagai salah satu bahan
alam yang relatif aman dan memiliki banyak manfaat.®
Manfaat propolis sangat bergantung pada kandungan
kimia yang ada di dalamnya.’Secara umum, propolis
memiliki beberapa kandungan yang terdiri dari asam
amino, terpenoid dan polifenol (asam fenolik, ester
dan flavonoid).®

Flavonoid merupakan salah satu kandungan
penting dalam propolis yang memiliki efek sebagai

antioksidan, antikanker, antiinflamasi, antialergi,
antivirus dan antibakteri.”'®** Flavonoid sebagai
antibakteri  tergantung pada  struktur  cincin

aromatiknya.'> Secara umum, mekanisme kerjanya
terbagi menjadi 3 yaitu menghambat sintesis asam
nukleat, menghambat fungsi membran sel dan
menghambat metabolisme energi.*?

Porphyromonas gingivalis merupakan bakteri
gram negatif anaerob yang sering ditemukan pada plak
subgingiva.’*  Bakteri plak subgingiva dapat
menyebabkan kerusakan pada jaringan periodontal
seperti gingivitis dan periodontitis dikarenakan bakteri
tersebut dapat berpenetrasi kedalam sulkus gingiva
yang  akhirnya  menyebabkan  bertambahnya
kedalaman sulkus.'® Prosedur perawatan yang
dilakukan pada infeksi bakteri ini fokus pada proses
menghilangkan bakteri tersebut di lokasi infeksi
biasanya dengan debridement permukaan disertai
dengan terapi penunjang salah satunya antibiotik.™®
Penggunaan antibiotik yang irrasional dapat
mengakibatkan  resistensi  antibiotik  sehingga
pengobatan alternatif lain yang dapat bermanfaat
sebagai antibakteri terus dikembangkan.’

Berdasarkan uraian diatas maka penulis tertarik
untuk menganalisis efektivitas antibakteri ekstrak
flavonoid propolis Trigona Sp (Trigona thorasica)
dengan konsentrasi 0,1%; 0,3% dan 0,5% terhadap

pertumbuhan bakteri Porphyromonas gingivalis (studi
in vitro).

BAHAN DAN METODE

Penelitian ini diawali dengan uji kelaikan etik
yang diterbitkan oleh Fakultas Kedokteran Gigi
Universitas Lambung Mangkurat No. 113/KEPKG-
FKGULM/I/2019. Penelitian ini adalah penelitian true
eksperimental dengan post test only with control
group design yang terdiri dari 4 kelompok perlakuan
yaitu ekstrak flavonoid propolis Trigona Sp (Trigona
thorasica) konsentrasi 0,1%; 0,3% dan 0,5% dan
kelompok  kontrol  (akuades).  Masing-masing
perlakuan dilakukan pengulangan sebanyak 5 Kkali.
Jumlah penggulangan untuk setiap kelompok
perlakuan didapat dari hasil perhitungan rumus besar
sampel penelitian analitis numerik tidak bepasangan.

Alat-alat yang digunakan untuk penelitian ini
terdiri dari pengaduk, pisau, rotary evaporator,
corong pisah dan kertas saring, neraca analitik, hot
plate, mikropipet, tabung reaksi, tabung vakum,
cawan petri, inkubator, ose bulat, autoclave, lampu
spritus, kapas steril, spektrofotometer UV-Vis Biobase
BKD-500, vortex mixer, colony counter, beaker glass,
labu Erlenmeyer, kapas steril, tip kuning dan biru
steril, rak tabung dan magnetic stirrer. Alat- alat yang
digunakan dalam penelitian dicuci hingga bersih
kemudian dikeringkan dan disterilkan dalam
autoclave pada suhu 121 °C selama 5 menit. Bahan
yang digunakan untuk penelitian ini terdiri dari
sediaan propolis Trigona Sp (T.thorasica) 1,5 kg,
etanol 96%, N- heksana, etil asetat dan akuades, isolat
murni bakteri Porphyromonas gingivalis, media Brain
Heart Infusion Broth (BHIB), Nutrient Agar (NA),
standar Mc Farland 0,5 (Larutan asam sulfat 1% 9,95
ml dan larutan barium Klorida 1,175% 0,05 ml) dan
akuades.

Proses pembuatan ekstrak pada penelitian ini
dilakukan di Laboratorium Fakultas Matematika dan
llmu Pengetahuan Alam Universitas Lambung
Mangkurat Banjarmasin. Proses pembuatan ekstrak
menggunakan metode maserasi dengan cara
menimbang propolis sebanyak 1,5 kg kemudian
ditambahkan 1,5 liter etanol 96% sebagai pelarut dan
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direndam selama 5 hari dan diganti setiap 24 jam,
selanjutnya dilakukan penyaringan dengan kertas
saring untuk memisahkan filtrat dari ampas ke dalam
labu Erlenmeyer. Filtrat yang diperoleh kemudian
diuapkan dengan rotary evaporator dengan kecepatan
180 rpm pada suhu 70°C sehinga kandungan
etanolnya menguap dan diperoleh ekstrak kental
(76,18 g).

Ekstrak kental yang didapat dari proses
maserasi  diencerkan dengan akuades kemudian
dimasukkan ke dalam corong pisah dan ditambahkan
larutan n-heksana aduk hingga homogen dan diamkan
hingga terbentuk 2 lapisan, kemudian 2 lapisan
tersebut dipisahkan hingga tersisa lapisan bagian
bawah yang terdiri dari ekstrak yang berisi n-heksana
setelah itu tambahkan etil asetat aduk hingga homogen
dan diamkan hingga terbentuk 2 lapisan. Ambil
lapisan yang berisi etil asetat yang mengandung
senyawa flavonoid kemudian diuapkan hingga
diperoleh ekstrak murni flavonoid sebanyak (31,32

9).

Sampel penelitian adalah isolat  murni
Porphyromonas gingivalis yang didapat dari
Laboratorium Mikrobiologi Fakultas Kedokteran

Universitas Airlangga. Isolat murni tersebut ditanam
pada media Nutrient Agar (NA) untuk pembuatan
kultur, kemudian media NA dimasukan kedalam
inkubator dan diinkubasi dalam keadaan anaerob
selama 1x24 jam pada suhu 37°C. Setelah
Porphyromonas gingivalis dikultur pada media NA,
kemudian dilakukan pembuatan suspensi dengan cara
ambil Porphyromonas gingivalis dari media kultur
menggunakan ose kemudian masukan kedalam tabung
reaksi yang berisi 1 ml BHIB steril kemudian
masukkan kedalam inkubator dan diinkubasi dalam
keadaan anaerob selama 1x24 jam pada suhu 37°C
setalah itu, lakukan pengenceran dengan menambah
akuades  steril dan  dihomogenkan  sampai
kekeruhannya sebanding dengan standar Mc Farland
0,5 (1,5x10°).

Sebanyak 1 ml suspensi bakteri yang telah
distandarisasi dengan kekeruhan Mc Farland 0,5
(1,5x10°%) dimasukkan ke dalam masing-masing
tabung reaksi yang berisi 1 ml ekstrak dengan 3
konsentrasi yang berbeda yaitu konsentrasi 0,1%;
0,3% dan 0,5%. Tabung reaksi tersebut kemudian
diukur untuk mengetahui pengaruh ekstrak flavonoid

propolis  Trigona Sp  (T.thorasica) terhadap
pertumbuhan bakteri Porphyromonas gingivalis
dengan mengamati MIC menggunakan

spektrofotometer UV-Vis Biobase BKD-500 (A = 450

nm) dan MBC menggunakan colony counter.
Pengukuran MIC ditentukan dengan membandingkan
absorbansi  setelah inkubasi dikurangi sebelum

inkubasi, apabila nilai absorbansi setelah inkubasi <
nilai absorbansi sebelum inkubasi atau delta Optical
Density (OD) bernilai negatif maka dapat dikatakan
pertumbuhan bakteri terhambat (MIC) dan apabila
nilai absorbansi setelah inkubasi inkubasi > nilai
absorbansi sebelum inkubasi atau delta OD bernilai
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positif maka masih terdapat pertumbuhan bakteri
pada media tersebut. Setelah didapatkan nilai MIC
maka dilakukan uji lanjutan untuk menentukan MBC
yaitu dengan cara mengambil 200 pL dari konsentrasi
yang telah menunjukan MIC, ditambahkan ke dalam
cawan petri yang berisi media NA steril kemudian
diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37°C, selanjutnya
dilakukan penghitungan jumlah bakteri menggunakan
colony counter apabila hasil penghitungan jumlah
koloni bakteri adalah nol (tidak terdapat bakteri) maka
didapatkan MBC.

HASIL PENELITIAN

Penelitian uji Efektivitas antibakteri ini
dilakukan dengan metode dilusi untuk mengetahui
Minimum Inhibitor Concentration (MIC) dan
Minimum Bactericidal Concentration (MBC) dari
ekstrak Flavonoid Propolis Trigona Sp (Trigona
thorasica)  terhadap  bakteri ~ Porphyromonas
gingivalis. MIC ditentukan berdasarkan hasil selisih
rata-rata absorbansi menggunakan spektrofotometer
dan untuk nilai MBC ditentukan berdasarkan rata-rata
jumlah koloni bakteri yang tumbuh pada media
Nutrient agar (NA). Pengamatan ini dilakukan dengan
waktu inkubasi 24 dengan hasil MIC dapat dilihat
pada tabel 1 dan MBC dapat dilihat pada tabel 2:

Tabel.1 Mean + Standar Deviasi Selisin Absorbansi
Ekstrak Flavonoid Propolis Trigona Sp
(Trigona thorasica) dan Akuades Terhadap
Pertumbuhan Bakteri Porphyromonas
gingivalis Melalui Metode Dilusi pada Waktu

Kelompok Mean Standar
Perlakuan Deviasi
EFP 0,1% -0.030 0.003
EFP 0,3% -0.047 0.010
EFP 0,5% -0.060 0.004
Akuades +0.135 0.011

Inkubasi 24 Jam.

Keterangan:

EFP 0,1% : Ekstrak Flavonoid Propolis 0,1%
EFP 0,3% : Ekstrak Flavonoid Propolis 0,3%
EFP 0,5% : Ekstrak Flavonoid Propolis 0,5%

Berdasarkan tabel 1 semua kelompok ekstrak
mengalami penurunan absorbansi yang ditandai
dengan nilai mean negatif yang berarti semua
kelompok ekstrak memiliki efek bakteriostatik dan
untuk nilai MIC terdapat pada konsentrasi 0,1%
sedangkan pada kelompok kontrol mengalami
peningkatan absorbansi yang ditandai dengan nilai
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mean positif yang berarti pada kelompok kontrol tidak
memiliki efek bakteriostatik.

Tabel.2 Hasil Perhitungan Jumlah Koloni Ekstrak
Flavonoid Propolis Trigona Sp (Trigona
thorasica) dan Akuades Terhadap
Pertumbuhan Bakteri Porphyromonas
gingivalis Melalui Metode Dilus pada Waktu
Inkubasi 24 Jam.

Berdasarkan tabel 2 dapat disimpulkan bahwa
nilai MBC Ekstrak Flavonoid Propolis Trigona Sp
(Trigona thorasica) pada waktu inkubasi 24 jam
terletak pada konsentrasi 0,5% yang ditandai dengan
tidak adanya pertumbuhan bakteri pada media agar.

Data yang telah didapatkan dari hasil penelitian
dilakukan analisis statistik dengan menggunakan
SPSS 23.0, untuk uji normalitas menggunakan
Shapiro-Wilk  dan  untuk  uji ~ homogenitas
menggunakan Levene’s Test. Hasil uji normalitas
menunjukkan seluruh nilai Sig pada masing-masing
kelompok pada waktu inkubasi 24 jam adalah p>0,05
yang berarti sebaran data terdistribusi normal dan
untuk hasil uji homogenitas didapatkan nilai p=0.257
(p>0,05) sehingga dapat disimpulkan untuk data
inkubasi 24 jam variansinya homogen.

Berdasarkan  uji  normalitas dan  uji
homogenitas, dinyatakan bahwa data penelitian
memenuhi persyaratan untuk dilakukan uji parametrik,
pada penelitian ini uji parametrik yang digunakan
adalah parametrik one way ANOVA dengan tingkat
kepercayaan 95%. Hasil uji parametrik one way
ANOVA didapatkan nilai p=0.000 (p<0.05) pada
waktu inkubasi 24 jam yang berarti terdapat beberapa
kelompok yang memiliki perbedaan bermakna, untuk
mengetahui kelompok mana yang memiliki perbedaan
bermakna maka dilakukan uji lanjutan dengan Post
Hoc Bonferroni dan didapatkan hasil rata-rata selisih
absorbansi pada konsentrasi 0,1% memiliki perbedaan
bermakna dengan akuades dan kelompok 0,3%; 0,5%.
Terdapat perbedaan bermakna akuades dengan
kelompok 0,3%; 0,5% dan terdapat perbedaan tidak
bermakna antara kelompok 0,3% dengan 0,5%.

PEMBAHASAN

Penelitian mengenai efektivitas antibakteri
ekstrak flavonoid propolis Trigona Sp (Trigona
thorasica) menunjukkan bahwa ekstrak tersebut
memiliki efek antibakteri terhadap pertumbuhan
Porphyromonas gingivalis yang ditandai dengan
penurunan absorbansi dan penurunan jumlah koloni
bakteri pada media agar.

Ekstrak flavonoid propolis Trigona Sp
(Trigona thorasica) konsentasi 0,1%; 0,3% dan 0,5%
memiliki efek bakteriostatik terhadap bakteri
Porphyromonas gingivalis setelah inkubasi 24 jam
dan konsentrasi yang paling efektif berdasarkan selisih
rata-rata adalah 0,5%. Hasil penelitian ini sejalan
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Pengulangan Kelompok Perlakuan
EFP EFP EFP  Akuades
0,1% 0,3% 0,5%
1 387 68 0 1087
2 362 61 0 1002
3 389 53 0 1085
4 385 58 0 1080
5 398 55 0 1113
Rata-Rata 384,2 59 0 1.073

dengan Koru dkk, 2007 dalam Widjiastuti dkk, 2017
yang menyatakan bahwa propolis efektif terhadap
beberapa bakteri yang ada dalam rongga mulut seperti
Peptostreptococcus anaerobius, Lactobacillus
acidophilus, Actinomyces naeslundii, Prevotella
oralis, Prevotella melaninogenica, Porphyromonas
gingivalis  dan Fusobacterium nucleatum.’®
Berdasarkan penelitian Dzoyem dkk, 2013 dalam
Mawan dkk, 2018, flavonoid memiliki efek
bakteriostatik yaitu dengan cara menghambat sintesis
makromolekul sel bakteri dan menyebabkan
kerusakan pada membran sel bakteri dikarenakan
sifatnya yang lipofilik.**?

Berdasarkan hasil penelitian dari efek
bakteriostatik menunjukkan ada beberapa kelompok
yang memiliki perbedaan bermakna dan tidak
bermakna. Hasil penelitian setelah inkubasi 24 jam
terdapat perbedaan bermakna antara konsentrasi 0,1%
dengan 0,3%; 0,5% dan akuades, kelompok akuades
dengan konsentrasi 0,3% dan 0,5% dan untuk
perbedaan yang tidak bermakna terdapat pada
konsentraasi 0,3% dengan 0,5%. Adanya perbedaan
tidak bermakna dikarenakan hasil penurunan
absorbansi antara kelompok tersebut tidak jauh
berbeda dan menurut Sinarsih, 2016 dalam Armedita
dkk, 2018 ada kinerja antibakteri yang tidak stabil
pada konsentrasi tinggi sehingga pada peningkatan
konsentrasi tertentu senyawa metabolit sekunder tidak
memberikan peningkatan respon yang signifikan atau
tidak berbeda nyata.?*

Penelitian  ini  selain  bertujuan  untuk
mengetahui efek bakteriostatik juga bertujuan untuk
mengetahui efek bakterisidal. Efek bakterisidal pada
penelitian ini hanya terdapat pada konsentrasi 0,5%
dengan waktu inkubasi 24 yang ditandai dengan tidak
adanya pertumbuhan bakteri pada media agar.
Konsentrasi 0,5% merupakan konsentrasi tertinggi
yang digunakan pada penelitian ini hal tersebut sejalan
dengan penelitian Mufti dkk, 2017 yang menyatakan
bahwa faktor yang dapat mempengaruhi efektivitas
antibakteri adalah konsentrasi yang mana semakin
tinggi konsentrasi maka kandungan zat aktif yang ada
didalamnya juga semakin meningkat sehingga
kemampuannya dalam membunuh bakteri juga
semakin meningkat.*?

Berdasarkan penelitian Krisnata dkk, 2014
dalam Christabel dkk, 2018, flavonoid pada
konsentrasi tinggi memiliki efek bakterisidal baik



27

pada bakteri gram negatif ataupun bakteri gram
positif. Mekanisme flavonoid sebagai bakterisidal
yaitu dengan cara menyebabkan kerusakan pada
membran sitoplasma dan dinding sel bakteri.?
Mekanisme flavonoid merusak membran sitoplasma
yaitu dengan cara menyerang fosfolipid pada
membran sitoplasma bakteri, sehingga fospolipid tidak
mampu mempertahankan membran sitoplasma yang
akhrinya mengakibatkan terjadinya kebocoran pada
membran sitoplasma dan zat-zat yang berfungsi untuk
metabolisme sel bakteri terbuang keluar sehingga
terjadi kematian pada bakteri dan untuk mekanisme
kerusakan dinding sel yaitu dengan membentuk gugus
alkohol, yang mana gugus alkohol tersebut akan
bereaksi dengan lipid dan asam amino yang
merupakan struktur dinding sel bakteri sehingga
terjadi kerusakan dinding sel bakteri, ketika terjadi
kerusakan pada dinding sel bakteri senyawa flavonoid
akan terus masuk hingga kedalam inti sel bakteri, di
dalam inti sel senyawa flavonoid berkontak dengan
DNA yang akhirnya menyebabkan kerusakan pada
struktur lipid DNA sehingga bakteri lisis dan sel akan
mati.®?

Keterbatasan penelitian ini sejalan dengan
penelitian Rambet dkk, 2017 yang menyatakan bahwa
pada metode dilusi menggunakan spektrofotometer
tidak dapat membedakan sampel dengan partikel-
partikel lain yang menyerap cahaya dengan panjang
gelombang yang sama.?® Berdasarkan penelitian ini
dapat diambil kesimpulan bahwa ekstrak flavonoid
propolis Trigona Sp (Trigona thorasica) memiliki
efek antibakteri pada konsentrasi 0,1%; 0,3% dan
0,5% terhadap pertumbuhan bakteri Porphyromonas
gingivalis (studi in vitro).
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