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Abstract

Background:. Streptococcus mutans is a bacteria that initiates the formation of plaque on
the tooth surface. S. mutans works by fermenting carbohydrates to produce an acidic
atmosphere, so the plaque pH becomes low, this condition can lead to demineralization of
enamel and dentin commonly called caries. One of alternative treatment to reduce the
population of S. mutans by using herbal plants, namely red pomegranate. Red
pomegranate contains flavonoids, tannins, and alkaloids as antibacterial. Objective: This
study aimed to determine the inhibition of red pomegranate extract on growth of S. mutans.
Materials and Methods: The method used is by counting the number of S. mutans using a
colony counter. This method with 4 samples in each study group. The study group consists
of 4 treatment groups (25%, 50%, 75% and 100% red pomegranate extract), positive control
group (chlorhexidine), and negative control group (sterile aquades). Data were analyzed
using Kruskal-Wallis Test and Mann-Whitney test. Results and Conclusions: red
pomegranate extract has the ability to inhibit the growth of S. mutans. The concentration of
red pomegranate extract that has the greatest inhibitory effect on S. mutans growth is
100%.
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Abstrak

Latar Belakang: Strepfococcus mutans merupakan bakteri yang memulai terjadinya
pembentukan plak pada permukaan gigi. S. mutans bekerja dengan cara memfermentasikan
karbohidrat untuk menghasilkan suasana asam, sehingga pH plak menjadi rendah, keadaan
ini dapat menyebabkan terjadinya demineralisasi email dan dentin yang biasa disebut dengan
karies. Salah satu pengobatan alternatif untuk mengurangi populasi S. mutans dengan
menggunakan tanaman herbal, yaitu buah delima merah. Buah delima merah mengandung
flavanoid, tannin, dan alkaloid yang diduga sebagai antibakteri. Tujuan: Penelitian ini
bertujuan untuk mengetahui daya hambat ekstrak buah Delima merah terhadap pertumbuhan
S. mutans. Metode Penelitian: Metode dengan penghitungan jumlah koloni S. mutans
menggunakan alat colony counter. Metode ini dengan menggunakan 4 sampel pada setiap
kelompok penelitian. Kelompok penelitian terdiri dari 4 kelompok perlakuan (ekstrak buah
delima merah konsentrasi 25%, 50%, 75% dan 100%), kelompok kontrol positif (klorheksidin),
dan kelompok kontrol negatif (aquades steril). Analisis data menggunakan uji Kruskal-Wallis
dan uji Mann-Whitney. Hasil dan Simpulan: Ekstrak buah Delima merah memiliki
kemampuan. Konsetrasi ekstrak buah delima merah yang memiliki daya hambat terbesar
terhadap pertumbuhan S. mutans yaitu konsentrasi 100%.
Kata kunci: Antibakteri, Streptococcus mutans, karies, ekstrak buah delima merah.
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Pendahuluan

Karies gigi merupakan masalah kese-
hatan gigi dan mulut yang masih perlu men-
dapat perhatian besar di Indonesia. Hasil Rikes-
das (2007) menunjukkan bahwa preva-lensi
karies di Indoneisa masih tinggi. Preva-lensi
karies aktif di Indonesia adalah 43,4% dengan
indeks DMF-T secara nasional sebe-sar 4,85.
Hal ini berarti rata-rata kerusakan gigi penduduk
Indonesia adalah 5 buah gigi per orang. Hasil
SKRT tahun 2009 juga me-nunjukkan pen-
ingkatan, dimana penduduk Indonesia mender-
ita karies gigi sebesar 73%. Prevalensi karies
yang tinggi ini dapat men-dorong suatu tindakan
pencegahan yang merupakan upaya utama
dalam menekan angka prevalensi terjadinya
karies gigi [1].

Proses karies akan terjadi hanya jika ter-
dapat empat hal utama yang berpengaruh yaitu
permukaan gigi, karbohidrat, waktu dan bakteri
kariogenik. Streptococcus mutans merupakan
suatu bakteri yang memulai terja-dinya pemben-
tukan plak pada permukaan gigi [2]. Banyak
penelitian yang dilakukan terhadap bakteri yang
terdapat pada plak gigi, namun hanya S. mutans
saja yang mempunyai korelasi positif dengan
adanya karies pada permukaan gigi [3].

Karies dapat dicegah dengan berbagai
cara, salah satunya dengan kontrol plak. Kontrol
plak dapat dilakukan secara mekanis dengan
penyikatan gigi dan penggunaan alat-alat bantu
lain seperti dental floss, serta secara kimiawi
yaitu dengan menggunakan senyawa-senyawa
antibakteri [4]. Salah satu-nya adalah klorhek-
sidin, namun penggunaan klorheksidin dalam
jangka waktu yang lama dapat menimbulkan be-
berapa efek samping merugikan yaitu menimbu-
Ikan pewarnaan (staining) pada gigi, menggang-
gu rasa kecap, serta dapat mengganggu ke-
seimbangan flora normal dalam rongga mulut
[5]. Oleh karena itu diperlukan obat kumur
dengan bahan da-sar dari alam yang diyakini
mempunyai kha-siat antibakteri dengan efek
samping minimal.
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Salah satu tanaman yang dapat digu-
nakan sebagai alternatif untuk mengurangi
penggunaan bahan kimia adalah buah delima
merah dengan nama ilmiah Punica granatum
Linn. Buah delima di Indonesia dikelompok-kan
sesuai dengan warnanya, yaitu delima merah,
putih dan ungu. Buah delima merah adalah yang
paling terkenal dan mudah dite-mui [6]. Delima
merah mengandung polifenol (flavonoid, anto-
sianin, tannin) dan alkaloid yang diduga berfung-
si sebagai anti-bakteri [7]. Dengan demikian,
buah Delima merah diperkirakan dapat menjadi
solusi alternatif dalam terapi berbahan dasar
herbal terhadap karies, sehingga dapat memin-
imalkan efek samping obat anti bakteri.

Untuk menghambat pertumbuhan S.
mutans, maka peneliti ingin mengadakan peneli-
tian tentang daya hambat ekstrak buah Delima
merah (Punica granatum L.) terhadap pertum-
buhan S. mutans pada berbagai kon-sentrasi
yaitu 100%, 75%, 50%, dan 25%.

Metode Penelitian

Penelitian ini merupakan jenis peneliti-an
eksperimental laboratoris dan mengguna-kan
rancangan penelitian tipe the post only control
group design. Penelitian dilaksanakan pada bu-
lan Desember 2017 sampai Januari 2018 di
Laboratorium Bioscience RSGM Fakultas Ke-
dokteran Gigi Universitas Jember, identifikasi S.
mutans dilakukan di Laboratorium Mikrobiologi
Jurusan Biologi Fakultas Matematika dan limu
Pengetahuan Alam Universitas Jember, dan
identifikasi buah Delima merah dilakukan di
Balai Kon-servasi Tumbuhan Kebun Raya Pur-
wodadi, Kabupaten Pasuruan, Jawa Timur.

Sampel berjumlah 24 yang terdiri dari 6
kelompok penelitian, yaitu ekstrak buah Deli-ma
merah dengan konsentrasi 100%, 75%, 50%,
25%, kontrol positif (suspensi S. mutans dan
klorheksidin), dan kontrol negatif (suspensi S.
mutans dan aquades steril). Metode yang digun-
akan adalah dengan penghitungan jumlah koloni
S. mutans pada media MHA (Mueller Hinton
Agar) menggu-nakan colony counter.
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Pertama-tama dilakukan uji identifikasi
bakteri dan uji identifikasi tanaman terlebih
dahulu, kemudian dilanjutkan dengan pem-
bu-atan ekstrak buah delima merah. Pelaksana-
an semua prosedur dikerjakan pada laminar
flow untuk mencegah terjadinya kontaminasi
dari lingkungan luar. Tabung eppendorf pada
masing-masing perlakuan diberi nomor 1-6.
Tabung nomor 1 (M100) diberi bahan uji ek-
strak buah delima merah dengan konsen-trasi
100% sebanyak 1 ml, tabung nomor 2 (M75)
diberi bahan uji ekstrak buah delima merah
dengan konsentrasi 75% sebanyak 1 ml, tabung
nomor 3 (M50) diberi bahan uji ekstrak buah de-
lima merah dengan konsen-trasi 50% sebanyak
1 ml, tabung nomor 4 (M25) diberi bahan uji ek-
strak buah delima merah dengan konsentrasi
25% sebanyak 1 ml. Tabung nomor 5 (kontrol
positif) diberi klorheksidin sebanyak 1 ml, dan
tabung nomor 6 (kontrol negatif) diberi aquades
steril sebanyak 1 ml. Tabung nomor 1-6 selan-
jut-nya diberi suspensi S. mutans sebanyak 100
ul yang telah dilakukan pengenceran 10-3. Selur-
uh tabung dihomogenkan dengan alat vortex.
Penelitian dilanjutkan dengan menye-diakan 6
cawan petri berisi media MHA, selanjutnya
pengambilan larutan dari masing-masing tabung
eppendorf sebanyak 200 pyl menggunakan mi-
cropipet dan yellow tip. La-rutan diteteskan pada
masing-masing cawan petri, lalu diratakan
dengan cotfon swab. Seluruh cawan petri di-
masukkan dalam desi-kator dan diinkubasi
selama 24 jam pada su-hu 37°C. Setelah diinku-
basi selama 24 jam, dilakukan pengamatan dan
pembacaan hasil dengan mengamati jumlah ko-
loni pada permukaan media MHA. Pengamatan
dilaku-kan dengan menghitung jumlah koloni
bakteri yang terlihat pada permukaan agar
meng-gunakan alat colony counter.

Data yang diperoleh dilakukan uji nor-
malitas menggunakan uji Shapiro-Wilk dan uji
homogenitas menggunakan Levene Test.
Selanjutnya dilakukan uji statistik non para-
metrik, yaitu Kruskall-Wallis yang kemudian
dilanjutkan dengan uji Mann-Whitney untuk
mengetahui apakah ada perbedaan antar
kelompok penelitian.

Hasil Penelitian
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Hasil penelitian mengenai potensi ekstrak
buah delima merah (Punica granatum L.
terhadap penurunan jumlah koloni bakteri S.
mutans yang dilaksanakan pada bulan
Desember 2017 - Januari 2017 di Laborato-rium
Bioscience Rumah Sakit Gigi dan Mulut
Fakultas Kedokteran Gigi Universitas Jember
dapat dilihat pada Gambar 1 sebagai berikut:

Gambar 1. Hasil penelitian (a) Ekstrak buah De-
lima merah konsentrasi 100% (b) Ekstrak buah
Delima merah konsentrasi 75% (c) Ekstrak buah
Delima merah konsentrasi 50% (d) Ekstrak buah
Delima merah konsentrasi 25% (e) Kontrol Posi-
tif (f) Kontrol Negatif

Hasil penghitungan nilai rata-rata jumlah
koloni S. mutans ditunjukkan pada Tabel 1.

Tabel 1. Nilai rata-rata jumlah koloni S. mutans
dan standar deviasi pada seluruh

kelompok
_ Jumlah Ko-
Koo s
enelitia loni Bakteri
M100 4 4,75 , 95743
M75 4 13,5 3,10913
M50 4 27,08 6,17164
M25 4 43,91 7,19573
K(+) 4 0 ,00000
K(-) 4 260,75 10,73936
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Keterangan:
N : Jumlah sampel

: Nilai rata-rata jumlah koloni Bakteri S.

>

mutans
SD : Standar deviasi (simpangan baku)

M100 : Ekstrak buah delima merah kon-
sen-trasi 100%

M75 . Ekstrak buah delima merah kon-
sen-trasi 75%

M50 . Ekstrak buah delima merah kon-
sen-trasi 50%

M25 . Ekstrak buah delima merah kon-
sen-trasi 25%

K(+) : Kontrol positif (Suspensi S. mutans +
Klorheksidin)
K(-) : Kontrol negatif (Suspensi S. mutans +

Aquades steril)

Tabel 1 menunjukkan bahwa nilai rata-
rata jumlah koloni S. mutans yang tumbuh pada
sampel ekstrak buah Delima merah pada kelom-
pok perlakuan konsentrasi 100% sebesar 4,75,
pada konsentrasi 75% sebesar 13,5, pada kon-
sentrasi 50% sebesar 27,08, pada konsentrasi
25% sebesar 43,91. Kelompok kontrol
didapatkan rata-rata jumlah koloni S. mutans un-
tuk kontrol positif (K+) berupa suspensi S.
mutans dan Klorheksidin sebesar 0 dan untuk
kontrol negatif (K-) berupa suspensi S. mutans
dan aquades steril sebesar 260,75. Tampak per-
bedaan jumlah pertumbuhan koloni S. mutans
antara kontrol positif, kontrol negatif, dan larutan
ekstrak buah Delima merah. Jumlah koloni S.
mutans pada kelompok kontrol negatif lebih
tinggi daripada kelompok kontrol positif, begitu
juga pada kelompok larutan ekstrak buah De-
lima merah juga lebih tinggi daripada kelompok
kontrol positif.
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Data hasil penelitian yang diperoleh pada
masing-masing kelompok penelitian selanjutnya
dianalisis secara statistik. Data dilakukan uiji
normalitas dengan uji Shapiro-Wilk Hasil uji
normalitas yang telah dilakukan didapatkan hasil
bahwa semua kelompok perlakuan terdistribusi
normal (p>0,05). Selanjutnya dilakukan uiji
homogenitas meng-gunakan Levene test dan
didapatkan nilai (p<0,05) yang menandakan
bahwa data tidak homogen. Jadi didapatkan
hasil bahwa data berdistribusi normal namun
tidak homogen. Kemudian analisis dilanjutkan
dengan uji statistik non parametrik, yaitu
Kruskall Wallis, didapatkan nilai signifikansi data
(p<0,05). Hal ini menunjukkan bahwa terdapat
perbe-daan pada seluruh kelompok penelitian,
sehingga dapat diartikan bahwa perlakuan yang
telah diberikan mempunyai kemampuan daya
hambat terhadap S. mutans. Kemudian
dilanjutkan dengan uji Mann Whitney untuk
mengetahui adanya perbedaan antar kelom-pok
penelitian. Hasil uji Mann Whitney menunjukkan
bahwa terdapat perbedaan bermakna antar
semua kelompok penelitian.

Pembahasan

Hasil penelitian dan analisis data menun-
jukkan ekstrak buah delima merah konsentrasi
100% memiliki kemampuan lebih besar dalam
menghambat pertumbuhan S. mutans diband-
ingkan ekstrak buah delima merah konsentrasi
75%, 50% dan 25%, tetapi memiliki kemampuan
yang lebih kecil dari-pada kontrol positif. Nilai
rata-rata jumlah koloni kelompok K(+) yaitu se-
besar 0, kemudian berturut-turut diikuti kelom-
pok M100 sebesar 4,75, kelompok M75 sebesar
13,5, kelompok M50 sebesar 27,08, kelom-pok
M25 sebesar 43,91 dan kelompok K(-) sebesar
260,75. Hasil penelitian tersebut, menunjukkan
bahwa semakin tinggi konsen-trasi ekstrak buah
delima merah, maka sema-kin kecil jumlah ko-
loni yang menunjukkan semakin kuat daya anti-
bakteri yang dimiliki oleh ekstrak buah delima
merah. Semakin tinggi konsentrasi dari suatu
bahan, maka semakin tinggi pula kandungan
senyawa aktif di dalamnya sehingga aktivitas
antibakteri semakin besar. Sebaliknya semakin
rendah konsentrasi dari suatu bahan maka se-
makin sedikit pula kandungan senyawa aktif di
dala-mnya sehingga aktivitas antibakteri se-
makin berkurang [8]. Hasil penelitian menun-
jukkan kemampuan terbesar ekstrak buah de-
lima merah dalam menghambat S. mutans ada-
lah konsentrasi 100%.
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Klorheksidin memiliki daya antibakteri
yang lebih besar daripada berbagai konsen-trasi
ekstrak buah delima merah. Klorheksidin adalah
antiseptik dengan kandungan bisgua-nida yang
memiliki efek bakterisid dalam melawan bakteri
Gram positif dan Gram negatif. Daya antibakteri
klorheksidin dapat dilihat dari kemampuannya
dalam berikatan dengan permukaan bakteri.
Klorheksidin mampu merusak membran sito-
plasma sel bakteri seperti menyebabkan ke-
bocoran dari molekul-molekul berbobot rendah
yang terdapat pada sitoplasma, koagulasi, dan
pengendapan isi sel [9].

Metode ekstraksi yang digunakan dalam
penelitian ini adalah maserasi dengan pelarut
etanol. Buah delima merah dilakukan whole ex-
tract. Whole extract merupakan su-atu ekstraksi
dimana seluruh zat aktif yang terkandung dalam
suatu bahan akan tereks-trak [10]. Kekurangan
dari whole extract diduga terdapat zat aktif yang
saling mele-mahkan daya antibakterinya [11].
Sehingga daya antibakteri ekstrak buah delima
merah konsentrasi 100% masih lebih rendah
diban-dingkan kontrol positif yaitu klorheksidin.

Senyawa-senyawa aktif dalam buah de-
lima merah yang diduga berperan sebagai anti-
bakteri yang diperoleh melalui proses ekstraksi
maserasi dengan etanol 70% ada-lah polifenol
(Flavonoid, Ellagic acid, Tannin, dan Ellagitan-
ins) dan alkaloid [12]. Senyawa-senyawa akiif
dalam buah delima tersebut memiliki mekan-
isme masing-masing dalam menghambat per-
tumbuhan bakteri, misalnya alkaloid bereaksi
dengan senyawa-senyawa asam amino yang
menyusun dinding sel bakteri dan DNA bakteri.
Reaksi ini menga-kibatkan terjadinya perubahan
struktur dan susunan asam amino karena seba-
gian besar asam amino telah bereaksi dengan
gugus basa dari senyawa alkaloid. Perubahan
susu-nan rantai asam amino pada DNA akan
menimbulkan perubahan keseimbangan ge-
netik pada asam DNA sehingga DNA bakteri
akan mengalami kerusakan. Adanya kerusa-kan
pada DNA tersebut menyebabkan inti sel bakteri
mengalami kerusakan. Kerusakan DNA pada inti
sel bakteri ini juga akan men-dorong terjadinya
lisis pada inti sel bakteri. Dengan demikian bak-
teri akan menjadi inaktif dan lisis [13].
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Sejalan dengan pernyataan Lenny (2006),
bahwa kemampuan senyawa alkaloid sebagai
antibakteri sangat dipengaruhi oleh keaktifan
biologis senyawa tersebut. Keakti-fan biologis
dari senyawa alkaloid ini disebab-kan oleh adan-
ya gugus basa yang mengan-dung nitrogen.
Adanya gugus basa ini apabila mengalami kon-
tak dengan bakteri akan bere-aksi dengan
senyawa-senyawa asam amino yang menyusun
dinding sel bakteri dan juga DNA bakteri yang
merupakan penyusun utama inti sel yang
merupakan pusat penga-turan segala kegiatan
sel.

Golongan senyawa lain yang berperan
sebagai antibakteri yaitu flavonoid. Flavonoid
merupakan suatu bahan yang mempunyai struk-
tur fenol dengan satu carbonil group. Senyawa
ini telah diketahui disintesis oleh tanaman dalam
responnya terhadap infeksi mikroba [15]. Ter-
dapat tiga mekanisme flavo-noid sebagai
senyawa antibakteri, yaitu dengan menghambat
sintesis asam nukleat, menghambat fungsi
membran sitoplasma, dan menghambat meta-
bolisme energi dari bakteri [16]. Flavonoid dapat
menghambat sintesis asam nukleat bakteri
melalui gugus cincin benzene yang diduga ber-
peran dalam proses interkalasi DNA, atau
melalui ikatan hidrogen dengan susunan basis
asam nukle-at bakteri yang akan menghambat
sintesis DNA atau RNA. Selain itu, flavonoid
juga memiliki kemampuan dalam mengganggu
ak-tivitas transpeptidase peptidoglikan sehingga
pembentukan dinding sel terganggu. Akibat-nya
sel bakteri tidak dapat menahan tekanan os-
motik internal antara 5-20 atmosfer, dima-na
tekanan ini cukup untuk memecah sel apabila
dinding sel dirusak [17].

S. mutans merupakan bakteri gram positif
yang memiliki struktur dinding sel dengan ban-
yak peptidoglikan, sedikit lipid dan dinding sel
mengandung polisakarida (asam teikoat). Asam
teikoat merupakan poli-mer yang larut dalam air,
yang berfungsi se-bagai transport ion positif un-
tuk keluar atau masuk. Sifat larut air inilah yang
menunjuk-kan bahwa dinding sel bakteri gram
positif bersifat polar. Senyawa flavonoid
merupakan bagian yang bersifat polar sehingga
lebih mu-dah menembus lapisan peptidoglikan
yang bersifat polar [18]. Konsentrasi 25% memi-
liki jumlah koloni S. mutans paling banyak dan
konsentrasi 100% memiliki jumlah koloni S.
mutans paling kecil, sehingga merupakan kon-
sentrasi yang paling efektif dalam meng-hambat
pertumbuhan S. mutans.
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Aktifitas antibakteri buah delima merah
juga diduga berasal dari senyawa tannin. Tannin
merupakan senyawa fenolik yang larut dalam air
dan biasanya memiliki berat molekul tinggi.
Buah delima merah memiliki kandungan tannin
yang sangat tinggi. Tannin memiliki aktivitas
anti-bakteri dengan mengi-kat makromolekul
sehingga tidak tersedia lagi bagi bakteri [7].
Tannin juga mengikat ion besi, hidrogen, dan
interaksi non-spesifik dengan protein vital
misalnya enzim [19].

Simpulan dan Saran

Simpulan yang didapat bahwa ekstrak
buah Delima merah mampu menghambat per-
tumbuhan dari S. mutans. Kemampuan
menghambat terbesar adalah ekstrak buah De-
lima merah konsentrasi 100%.

Saran yang dapat diberikan yang mungkin
bermanfaat bagi penelitian menda-tang yaitu
Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai
daya hambat ekstrak buah delima merah
terhadap mikroflora lain pada rongga mulut,
perlu penelitian lebih lanjut tentang senyawa
aktif secara spesifik (Flavonoid, Tannin,
Alkaloid) yang terkan-dung dalam buah delima
merah yang dapat menghambat S. mutans,
perlu adanya peneli-tian lebih lanjut tentang
daya hambat ekstrak buah delima merah
terhadap S. mutans secara in vivo.
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