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ABSTRACT

The bacteriathat play arole in initiating caries is Streptococcus mutans. Avocad o seeds (Perseaamericana Mill ) contain poly-
phenols that functionas an antimicrob l‘ia@d anti-inflammatory, while avocado leaves contain flavonoid, alkaloid ,tannin,and
saponin that function asan antibacterial. This laboratory e xperimental g:ly with a post-test-only control grou p design. is aimed
to determine the effectofethanol extracts of avocado Bves and seeds on the growth of § mutans; comparing the avocado leaf
cth an(ﬁ:ﬂmct group and the avoc ado seed group with concentrations of 50% ., 25%. 12.5%. 6.25%. and 3.125% grown on BHIB
media. Positive control was chlorhexidine and negative control was DMSO. The results showed that the minimum inhibitory
concentration(MIC) of 709% ethanol extract of avocadole avesand see ds against § mutans was a concentration of < 50%, while
the minimukill concentration (MKC) of extracts was above 50%. One-way Anova analysis results also showed that F=
28.882 and significant valueof 0.000 (sig <0.05) it can be concluded that there weas adifferenteffect on the consentration of
ethanol extractofavocado leaves2.5 pg/mL and the concentration of ethanol extract of avocado seeds 12.6 ng/mL on the num
ber of §.mutans colonies.

Keywords: Streptococcusmutans,Persea americana Mill,minimum inhibitory content, minimum kill content

ABSTRAK

Bakteri yang berperan dalam men ginisiasi kariesadalah Streptoc occus mutans Biji alpukat (Persea americana Mill ) men gan-
dung polifenol yan g berfun gsis ebagai antimikroba dan anti-inflamasi, sedangkan daun alpukat men gandung flavonoid, alka-
loid ., tanin,dan saponinyang berfung sisebagai antibakteri. Penelitian eksperimen laborariumdeng an desain posr-test-only con-
trol group ini, ditujukan untuk mengetahui pengaruh ekstrak etanol daun dan biji alpukat tmdap pertumbuhan S .nutans,
membandingkan kelompok ekstrak etanol daun alpukat dan kelompokbiji alpukat dengan konsentrasi 50% , 25%, 12,5%,
6,25%, (gz 3,125% yang ditumbuhkan pada media BHI-B. Kontrol pos itifadalah klorheksidin dan kontrol negatif adahh
DMSO. Hasil penelitian menunjukkan bahwa kadar hambat minimal (KHM) ekstrak etanol 70% daun dan biji alpukat
terhadap S.mutans adalah konsentrasi 55“6, sedangkan kadar bunuh minimal (KBM) ekstrak di atas 50%. Analisis one-
way Anova menunjukkan F=28882 dan nilai signifikan 0,000 (sig<0,05) sehing ga disimpulkan bahwa terdapat pengamuh
yang berbeda padakonsentrasi ckstrak etanoldaun alpukat2,5pg/mL dan konsentrasickstrak etanol bijialpukat 12,6 pg/mL
terhad ap jumlah koloni $ mutans.
Kata kunci: Streptococcus mutans ,Persea americana Mill, kadarhambat minimum, kadar bunuh minimum
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PENDAHULUAN

Kasus karies gigi di dunia menurut data WHO ma-
sihtergolong tinggi karena angka kejadiannya menca-
capai60-90% . Berdasarkan hasil penelitian yang dila-
kukandi Amerika,Eropa,dan Asia termasuk dilndone-
nesia, ternyata 90- 100% anak dibawah 18 tahun terse-
rangkaries.! Tingginya prevalensikaries gigi di Indo-
nesia dibuktikan dengandata dari Riskesdas 2018 yang
menyatakan bahwa pre valensinasional karies adalah
88.8% . Prevalensinasional Indeks DMF-T adalah 7,1
yang jika dijabarkan D-T=45; M-T=25;F-T=0.1; hal
ini menunjukkan pada 100 penduduk Indonesia, gigi
yang mengalami kerusakan adalah 710 buah .

Karies gigi dapat dialami oleh setiap individu yang
dapatmengenaisatuatau lebih permukaan gigi dan da-
pat meluas ke bagian yang lebih dalam, seperti pulpa
dan dentin. Karies gigi ditandai dengan kerusakan ja-
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ringan,dimulai daripermukaan gigi(ceruk fissure,dan
daerah interproksimal) meluas ke arah pulpa.® Karies
merupakanpenyakit yang bersifat multifaktor yang ber-
artietiologinya dipengaruhibanyak faktor. Beberapafak-
tor penyebab karies yaitu akumulasiplak, bakterikario-
genik, karbohidrat yang dikonsumsi, serta waktu interak-
si seluruh faktor tersebut. Ketika keempat faktor telah
saling berinteraksi, karies dapatterbentuk pada jaringan
keras gigi.*

Bakteri kariogenik penyebab karies yaitu Szrepro-
coccusmutans yang merupakanbakteri dengan bebera-
pa faktorvirulensi yang mendukung terjadinya karies gi
gi. Faktor virulensi S.nutans terdiri atas i) asidogenik
atau kemampuan membentuk asam, terutama asam lak-
tat i) asidofilik atauke mampuanbakteriuntuk beradap-
tasidalam kondisi asam,dan iii) menghasilkan gluko-
siltransferase (GTF) yang mampu menghidrolisis su-
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krosa menjadi glukan.’¢

Perkembangan karies gigi dan bakteri kariogenik
perludicegah baik secaramekanis dankimiawi,agar ti-
dak semakin parah. Pencegahan secara mekanis, yaiu
dengancaramenyikat gigi dansalah satu cara kimiawi
adalahdenganmenggunakan obat kumur dan mengkon-
sumsimakanan yang mengandung fitokemikal*-¢ Obat
kumur yang beredar luas pada masyarakatdanditetap-
tapkan sebagaistandar emas adalahklorheksidin (CHX)
karena memiliki ke mampuan antimikroba yang unggul
terhadap berbagaijenis bakteri. Selain keunggulannya,
CHX juga memiliki beberapakelemahan se perti menye-
babkan pewarnaan pada permukaangigidan perubahan
rasa padarongga mulut, sehingga dibutuhkan bahanal-
ternatif yang dapat berperansebagaiantibakterinamun
penggunaannya tidak menimbulkan efek samping.”*

Berbagaitanaman diketahui memiliki kemampuan
sebagaiantibakterikarena be berapa kandungannya se-
pertiflavonoid, alkaloid, dan saponin. Salah satutana-
man yang memiliki kandungantersebut adalah alpukat
(PerseaamericanaMill ) yang merupakansalah satuta-
naman yang banyak ditemukan di Indonesia.” Hampir
semua bagiandaritanaman ini dapat dimanfaatkanse-
bagaiobat-obatan. Biji alpukat me miliki kandungan po-
lifenol yang bermanfaat sebagaiantimikroba dan anti-
inflamasi. Bagian buahalpukat memiliki kandungan gi-
zi yang tinggi, dan daunnya bersifat antibakteri yang
dapat menghambat pertumbuhan berbagaibakteri,'"!
selain juga mengandung senyawasepertiflavonoid,al-
kaloid, tanin dan saponin yang sebagai antibakteri. ™"

Penelitian pada alpukat khususnya daging buah

sudah banyak dilakukan,namun pada bagian daundan
biji alpukatmasih terbatas sehingga penelitian ini me m-
bandingkan aktivitas antibakterickstrak etanol bijidan
daun alpukat terhadap S.mutans.

METODE
Pe mbuatan e kstrak daun alpukat dan biji alpuk at
Daun danbiji alpukat berasaldari Perkebunan Ma-
noko, Lembang, Jawa Barat dengan varietas unggul ya-
itu alpukat wina yang telah dilakukandeterminasitana-
mandiHerbarium Jatinagoriensis ,Laboratorium Biosis-
tematika dan Molekuler, Jatinanordengan LembarIden-
tifikasi TumbuhanNoO2/LBM/IT/11/2021.Cara pem-
buatanekstrak etanol daun dan bijialpukatadalahdaun
yang tua,berwarna hijau tua,permukaan halus dan ka-
sap,dan biji alpukat yang matang dikeringkan dengan
food dehydrator kemudian dihaluskandengan menggu
nakan grinder hingga menjadi bubuk. Serbuk sampeldi-
rendam menggunakan etanol 70% selama 3 haribertu-
rut-turut dan disaring untuk mendapatkan filirat hasil
maserasi yangkemudiandievaporasi de ngan rotary eva-
poratorhingga volume pelarut susutdan divapkan kem-
bali dengancawanhingga menjadi bentuk semi pasta.
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Uji fitokimia e kstrak daun dan biji alpukat

Uji fitokimia dilakukan diLaboratorium Sentral Uni
versitas Padjadjaran, Jatinangor,Jawa Barat denganla-
poranhasil ujiNo.413/LP-Unpad/HU/XII/2021 dan No
analisis S-764/LS-BA 82/2021 meliputia) pe meriksaan
alkaloid: masukkan 001 mg ekstrak ke tabung A yang
dicampur sampai homogen dengan 0.5 mL HCI 2%,
tambahkan reagen Mayer sebanyak 2-3 tetes; dan ta-
bung B lalutambahkan reagen Wagnersebanyak 2-3 te-
tes. Kandunganalkaloid ditunjukan denganterbentuk-
nya endapan putih pada tabung A, dan endapan coklat
pada tabung B; b)pe meriksaan flavonoid: campur 0,01
mg ekstrak dengan air panas padatabung reaksi. Ambi
5 mL filtrat dandicampur dengan2 cmpita Mg dan 1 mL
HClpekatlalu dikocok. Adanyaalkaloid ditunjukkan
dengan pembe ntukan campuran yang berwama kuning,
jingga, atau merah, ¢) pemeriksaans aponin:c ampurkan
001 mgekstrak dengan2 mLair panasdidalamtabung
reaksi. Setelahterbentuk busa, tambahkan I mLHCI2N.
Kandungan saponin ditunjukkan apabila busa yang ter-
bentuk tidak hilang selama 30 detik,d) pemeriksaanta-
nin: tambahkan beberapatetes larutan besi (I1I) klorida
10% ke dalam 1 mL ekstrak. Apabila ekstrak mengan-
dung tanin, maka terbentuk endapanberwama biru tua
atau hitam ke hijauan.

Persiapan inokulum bakteri S.mutans

Dua ose S.nutans,disuspensidalamBHI-B dandiin-
kubasiselama 24 jam, kemudian distandarisasi dengan
larutan McFarland( 5 dan lakukan pengamatan secara
visual, untuk memastikan bahwa kepadatan telah sama.

Penanaman ekstrak pada media BHI-B

Sebanyak 96wellplate flat round yang telah dilabel
dan diisi dengan media BHI-B ke seluruhwell plate, ke-
mudian sampelekstrak etanol daun alpukat dan biji al-
pukat dengan konsentrasi50% ,25%,12.5%.6.25%, dan
3.125% dimasukanke dalamwell plate kontrol ne gatif
DMSO dan sampeluji, kemudian suspensi bakteridi-
masukansebanyak 10pL ke dalam well sampe lujidan
kontrol positif.

Peranaman ekstrak kontrol positif padame dia BHLB

Tuangkan 200 L CHX glukonat(0 2% ke dalam 96
well plate flat round yang telah dilabel menggunakan
mikropipet dan tip steril yang dilakukan 2 kali pengu-
langan; ditambahkan 10 plsuspensi bakteri 10° dandi-
inkubasi selama 24 jam.

Pembuatan media kontrol bakteri

Mikrotube steril diberi label, ditambahkan 400 pl.
BHI-B dan20 pL suspensibakteri 10° dandivortex agar
larutantercampur homogen. Larutandiencerkanmen-
jadi 10,102,107 dan 10~ dengan mencampurkan 100
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Tabel 1 Hasil uji fitokimia kualitatif daun dan biji alpukat

No  Metabolit Sekunder Metode Uji

Hasil Daun alpukat Hasil Biji alpukat

1 Tanin PercaksiFeCL; 1% ++
a. PereaksiHCL pekat+Mg -
2 Flavanoid b. Pereaksi H2504 2N -
c. PereaksiNaOH 10% +H+
3 Saponin Dipanaskan + +H+
4 Alkaloid PercaksiDragendorff - -

Keterangan: +: sedikit, ++: sedan g, +++:bany ak .-: tidak ada

Formula 1 Formula TPC dan persentase daya bunuh
Nilai Formula
TPC  Jumlah koloni terbentuk x Faktor pengenceran
(CFU/mL) Volume koloni bakteri yang masuk kriteria
% daya TPC kontrolbakteri- TPC perlakuan *100%
bunuh Rerata kontrolkoloni bakteri

pL larutan awaldengan 1000 pL BHI-B. Tuangkan 100
pL darimasing-masing hasil pengenceran kedalamme-
dia dan diratakan lalu inkubasi selama 24 jam.

Pencatatan dan perhitungan hasil penelitian
Jumlahkoloni untuk menentukan kadar hambatmi
nimal (KHM) dan kadar bunuh minimal (KB M) dihi-
tung menggunakan colony counter Jumlah koloni yang
terbentuk disebut total plate count(TPC) dengan satuan
colony forming unit/mL (CFU/mL (Formula 1).

HASIL

Hasil uji fitokimia kualitatif dari ekstrak etanol
daun alpukat dan biji alpukat tampak pada Tabel 1.

Pengaruhterbesar ekstrak etanoldaun alpukat ter-
hadap S .nutans ATCC25175 pada konsentrasi 12.5%
dengan jumlah koloni S.mutans adalah0 CFU/mL,pe-
ngaruh terkecilekstrak etanoldaun alpukat terhadap S.
nuttans pada konsentrasi 6.25% (Tabel 2).

Pengaruhterbesarekstrak etanol biji alpukat terha-
dapS.mutans ATCC 25175 pada konsentrasi25% de-
ngan jumlah koloni § .mutansadalahOCFU/mL, penga-
ruhterkecil ekstrak etanol biji alpukat terhadap S nurans
pada konsentrasi 125% (Tabel 3).

Tabel 2 Jumlah koloni S .mutans pada berbagai konsentrasi
ekstrak etanoldaun alpukat
Konsentrasi Rerata Koloni Rerata Daya

Fkstrak  (CFU/mL) Bunuh  Keterangan
50% 0 100%
25% 0 100%
12.5% 0 100%  KBM
625% 10 x10" 100%  KHM

Tabel 3 Jumlah koloni § mu tan pada berbagai konsentrasi eks-
trak etanolbiji alpukat

A = = =
Gambar 1A Jumlah koloni$ mutanspadaekstraketanoldaun
alpukat A 25% (KBM), B 12,5% (KHM).

Berdasarkan tabel 4 hasil rerataabsorbansi pe ngaruh
ekstrak etanoldaun alpukat terhadap jumlah koloni S.
mutans menggunakanspektrofotome tri de ngan panjang
gelombang 600 nm, menghasilkan datakuantitatif se-
hingga dipastikan KHM beradapada konsentrasi 6 25%

Berdasarkan tabel 5 hasilrerataabsorbansi pengaruh
ekstrak etanoldaun alpukatterhadapjumlah kolonibak-
Tabel 4 Nilai rerata absorbansi ekstrak etanol daun alpukat

terthadap Sonutans.
Konsentrasi Kontrol Rerata Absorbansi

Selisih Ket

Fkstrak  media Sampel+Bakteri

0% 2,938 2,893 0,045

25% 3,373 3332 0,041
12,5% 3,070 3053 0017 KBM
6.25% 2,681 2,673 0,008 KHM

A i

Gambar 2A Jumlah koloniS.murans padakonsentrasiekstrak
etanolbiji alpukat 12,5% (KBM); B 6,25% (KHM).

Tabel 5Nilai rerata absorbansiekstrak etanol biji alpukat ter-
hadap S.mutans.

Konsentrasi Rerata Koloni Rerata Daya

Konsentrasi Kontrol Rerata Absorbansi

Fkstrak  (CFUmL)  Bunuh  REWrangan "o ook media  Sampel+ Bakteri Selisih K€t
50% 0 100% 50% 2917 2816 0,101
25% 0 100% KBM 25% 2628 2494 0,134 KBM
125% 085 x107 100% KHM 125% 2721 2,701 002 KHM
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teri S.mutans menggunakan spektrofotometri dengan
panjang gelombang 600 nm, menghasilkan data kuan-
titatif sehingga dipastikan KHM berada dikonsentrasi
12 5% . Jumlah koloni bakteri S mutans dengan 3 kal
pengulangan setelahdiinkubasi24 jam pada CHX glu-
konat0.2% didapat reratakoloni0 CFU/mL dengan re-
rata daya bunuh 100%.

Gambar 3 Jumlah koloni Simittans padaCHX g lukonat 0.2%:
A pengulangan-1,B pengulangan-2, C pengulangan-3

Uji normalitas dilakukandengan Shapiro-wilk, yang
bertujuan untuk mengetahui apakah sebaran data yang
diperoleh normal atautidak,yang dapat diketahui dari
nilai signifikansi atau p-value pada masing-masing kon-
sentrasipada jumlah koloni kemudian dibandingkan de-
ngan a=005 dengan keputusan uji, jika nilai P(sig) =
005 maka data berdistribusi normal. Dilanjutkan de-
ngan uji Anova, yang menunjukkan nilai F-hitung jum-
lah koloni sebesar 28 882 dan signifikansi 0,000 lebih
kecildari0.05 sehingga disimpulkan bahwa terdapat pe-
ngaruh yang berbeda masing-masing konsentrasi ter-
hadap jumlah koloni.

PEMBAHASAN

Berdasarkan hasil penelitian dike tahui bahwa ekstrak
etanoldaun danbiji alpukat memiliki daya hambat dan
bunuh terhadap pertumbuhan S . tans. Daun alpukat
memiliki KHM padakonsentrasi6,25% atau 62500 pg/
mL danbiji alpukat pada konsentrasi 12 5% atau 125000
pg/mL sedangkan KBM daun alpukat terdapat pada
konsentrasi 12 5% atau 125000 pg/mL danpada bijial-
pukat 50% dengandaya bunuh 100% . Kelompok kon-
trol positif CHX glukonat pada konsentrasi0.2% memi
liki efek hambatdan bunuh terhadapbakteriS.nutans
denganreratadayabunuh 99%,sehingga ekstraketanol
daun dan biji alpukat dapat dikatakan memiliki e fek an-
tibakteri yang sama dengan CHX glukonat 0.2% . Nilai
uji statistik didapatkan p-value 000 yang menyatakan
bahwa nilai KHM dan KBM ini memiliki efek yang
signifikan terhadap pertumbuhan bakteriS mutans.

Daunalpukat mengandung beberapa senyawa yang
memiliki aktivitas sebagai antibakteri, yaitu alkaloid,
flavonoid, saponin, dan tanin, sehingga memiliki ke-
mampuan sebagaiantibakteri Berdasarkanbeberapa pe-
nelitian diketahui bahwa daunalpukat dapat mengham-
bat pertumbuhan beberapa bakteri, diantararanya Pseu-
domonas sp, Staphylococcus sp, Lactobacillus acido-
phillus. Proteus sp. Bacillus sp,dan Esc hericheasp."**

DOI 10.35856/mdj.v12i1.629

Semakin banyak metabolit sekunder yang terkan-
dung di dalam suatuekstrak, makabiasanya akan me-
nunjukkan semakin tingginya juga daya hambatnya !*
sehingga kandungan senyawa aktif daridaun alpukat ini
memiliki aktivitas sebagaiantibateri. Kandungan tanin
dan flavonoid didalam daun alpukat merupakangolong-
anfenol yangmemiliki aktivitas antimikroba, bersifat
bakterisid,sehingga tidak hanyame ncegahperkembang-
biakan bakteri,namundapat membunuhnya.'3Senyawa
flavonoid dapat mencegah perkembangbiakanbakteri
dengancaramengkoagulasiprotein pada bakterimela-
lui kandungan gugus OH yang dimilikinya. Selain itu,
kematianselbakteridapatterjadikarenarusaknya mem
branselbakteri yang memiliki fungsidalamme lindungi
bagian dalam bakteri dan dinding selbakteriyang ber-
perandalam pengaturan. Kerusakan ini terjadi karena
sifat lipofilik yang dimiliki oleh flavonoid.'>'¢

Senyawa antibakterilainnya yaitutanin,yang dapat
menghambat pe mbentukan sel bakterikarenaterjadmya
inaktivasi enzim dan fungsimateri genetik, terhambat-
nya DN A topoisomerase dan enzimreverse transkripta-
se yang juga berakibat pada kurang sempurnanya pem-
bentukan dinding sel yang menyebabkan lisisnya sel
bakteri.'” Tanin juga dapat berikatan secara stabil de-
ngan protein bakterikarena terjadinya koagulasiproto-
plasma bakteri, sehingga pertumbuhan bakteri akanter-
hambat dan efek antibakteri dapat terbukti. '

Komponen aktif lannya yaitu saponin, merupakan
metabolit sekunder daritanaman dan memiliki efek se-
bagai antibakterikare na struktumya '* Sebagai antibak-
teri saponin efektif merusak dinding sel bakteridanju-
ga bersifat hidrofobik, sehingga terjadi peningkatanper-
meabilitas membran selbakteri. Saponin juga dapat me-
nyebabkanterjadinya kerusakanselmelalui ikatannya
dengan membran selbakteri yangmenyebabkanterja-
dinya hemolisis sel.!3!92¢

Penelitian terhadap pertumbuhan §.aureus me lalu
pengujian mengenai uji zona hambat dari ekstrak etil
asetat daun alpukat sudah pernah dilakukan; pada pe-
nelitian ini diketahui bahwa e fek ekstrak etil asetatdaun
alpukat berbanding lurus dengandaya hambatnya Jadi
semakintinggi konsentrasiekstrak akan menye babkan
semakin besar diameter zona hambatnya terhadapper-
tumbuhan bakteri tersebut.'®

Disimpulkan bahwaekstrak etanol daundan bijialpu-
kat me miliki KHM dan KBM terhadap pertumbuhan S.
muttans. Ekstrak etanol 70% daun dengan konsentrasi
6.25% danbiji dengan konsentrasi 12.5% merupakan
KHM terhadap Sinutanssedangkan KBM daun alpukat
adalah 12.5% dan biji alpukat adalah25%.
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