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ABSTRAK

Streptococcus mutans adalah bakteri Gram-positif yang dikenal sebagai penyebab utama Kkaries gigi, yang dapat dicegah
antara lain dengan agen antibakteri. Aktivitas antibakteri ekstrak air kelopak bunga Rosella dan madu mangga terhadap
bakteri Gram positif dan negatif telah dilaporkan pada penelitian sebelumnya. Tujuan penelitian ini adalah untuk
menentukan Konsentrasi Hambat Minimum (KHM) ekstrak air bunga Rosella, madu mangga, dan kombinasi keduanya.
Rasio optimum ekstrak air bunga Rosella dan madu mangga yang menghasilkan aktivitas hambatan maksimum terhadap
bakteri Streptococcus mutans juga ditentukan, dan kemudian ditentukan nilai KHM kombinasi keduanya pada rasio
optimum. Uji aktivitas antibakteri dilakukan dengan metode difusi agar pada nutrient agar dan menggunakan klindamisin
sebagai obat standar pembanding. Nilai KHM ekstrak air dari kelopak bunga Rosella dan madu mangga masing-masing
adalah 60,6% dan 17,50%. Rasio optimum 1% ekstrak air bunga Rosella dan 50% madu mangga adalah 1:9 dengan KHM
25%.

Kata kunci: daya hambat pertumbuhan, madu manga, ekstrak air Rosella, Streptococcus mutans

ABSTRACT

Streptococcus mutans is a Gram-positive bacterium known as the main cause of dental caries. Dental caries can be
prevented by applying antibacterial agents. Antibacterial activity of aqueous extract of Roselle calyx and mango honey
has been proven in various studies. The objectives of this research were to determine Minimum Inhibitory Concentration
(MIC) of the aqueous extract of Roselle calyx, mango honey, and their combination. Optimal ratio of the combination
which exhibited maximum antibacterial activity against Streptococcus mutans was also observed and the MIC of this
optimal combination was determined. The antibacterial activity test was performed by agar diffusion method in nutrient
agar and using Clindamycin as a reference drug. The MIC of aqueous extract of Roselle calyx and mango honey were
60,6% and17,50%, respectively. The optimum ratio of 1% aqueous extract of Roselle calyx and 50% mango honey was
1:9 with MIC was 25%.

Keywords: growth inhibitory, mango honey, aqueous extract of Roselle calyx, Streptococcus mutans

PENDAHULUAN

Streptococcus mutans adalah bakteri Gram
positif termasuk salah satu anggota kelompok viridians
Streptococcus (Brooks et al., 2013), yang bersifat
anaerobik dan dapat memproduksi asam laktat sebagai
bagian dari metabolismenya (Simon, 2007). S. mutans
dikenal sebagai penyebab utama terjadinya karies gigi,
karena sifat asidogenik dan asidurik (Korithoski et al.,
2005). Asam yang dihasilkan menyebabkan pH dalam
rongga mulut menjadi turun di bawah nilai kritis
sehingga mengakibatkan demineralisasi jaringan gigi
(Selwitz et al., 2007).

Karies gigi dapat dicegah dengan jalan
mengontrol plak, yang dapat dilakukan secara mekanis,
seperti menyikat gigi, dan secara kimiawi, seperti
penggunaan bahan aktif yang bersifat antibakteri untuk
menekan pertumbuhan S. mutans (Faradiba et al.,
2016). Penggunaan bahan aktif antibakteri yang berasal
dari tanaman telah banyak dilaporkan, misalnya rosella
(Hibiscussabdariffa L.) (Alaga et al., 2014), yang
mengandung senyawa aktif asam fenolat, alkaloid,
antosianin, gosipetin serta asam (Higginbotham et al.,

2014). Ekstrak air kelopak bunga rosella dilaporkan
mampu menghambat pertumbuhan Streptococcus
mutans, Streptococcus sanguinis, dan Porphyromonas
gingivalis dengan Konsentrasi Hambat Minimal (KHM)
masing-masing sebesar 7,2 mg/mL, 28,8 mg/mL, dan
7,2 mg/mL (Sulistyani et al., 2016).

Bahan alam lain yang memiliki aktivitas
antibakteri dan telah banyak dimanfaatkan adalah madu
(Aggad and Guemour., 2014). Madu memiliki banyak
jenis bergantung pada asal nectar, sehingga tiap jenis
madu memiliki warna, aroma, rasa, dan juga aktivitas
biologis yang berbeda (Ratnayani et al., 2012). Madu
diketahui memiliki potensi antibakteri berspektrum luas
(Atwa et al., 2014), yang antara lain dipengaruhi oleh
kadar hidrogen peroksida dan keasaman madu, yang
menyebabkan rusaknya dinding sel, dan tekanan
osmotik tinggi yang mengakibatkan dehidrasi sel
(Nadhilla, 2014). Faktor-faktor tersebut dapat bekerja
sendiri maupun bekerja secara sinergis. Hidrogen
peroksida memiliki kontribusi utama terhadap aktivitas
antibakteri dalam madu. Konsentrasi hidrogen
peroksida yang berbeda dalam madu yang berbeda jenis
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akan menimbulkan variasi aktivitas antibakteri.
Penelitian lain melaporkan bahwa jenis madu yang
berbeda mengakibatkan perbedaan aktivitas antibakteri
(Mandal & Mandal, 2011). Madu manuka menunjukkan
KHM 10% terhadap S. mutans. Pada konsentrasi 10%,
madu manuka dapat mempengaruhi pembentukan
biofilm S. mutans dan dapat menghambat produksi
dekstran oleh S. mutans (Badet & Quero, 2011).
Hermawati (2016) meneliti aktivitas antibakteri
kombinasi madu mangga dengan susu probiotik
terhadap Staphylococcus aureus dan Escherichia coli
yang menghasilkan KHM masing-masing sebesar 7,5%
dan 6,25%. Dalam penelitian tersebut digunakan madu
mangga dengan konsentrasi awal 50%.

Berdasarkan nilai KHM, ekstrak air bunga
rosella memiliki aktivitas antibakteri yang lebih tinggi
dibandingkan madu mangga 50%. Apabila keduanya
dikombinasi, maka selain akan memperbaiki rasa
ekstrak yang sangat asam, juga diharapkan akan
meningkatkan aktivitas antibakteri, khususnya daya
hambatnya terhadap pertumbuhan S. mutans galur
lokal. Penelitian ini dilakukan untuk menetapkan KHM
ekstrak air bunga rosella (Hibiscus sabdariffa), madu
mangga (Mangifera indica) dan kombinasinya. Optimasi
kombinasi dua bahan pada berbagai perbandingan dilakukan
untuk menetapkan rasio dengan aktivitas tertinggi, selanjutnya
ditetapkan nilai KHM kombinasi hasil optimasi.

METODE PENELITIAN
Alat

Cawan petri, kawat Ose, neraca analitik
(Sartorius BL210S), pipet mikro (Soccorex), jangka
sorong (Jason), pH meter (SCHOTT glass mainztyoe CG
842), piknometer (IWAKI PICNO-25M), viskosimeter
Ostwald, vortex (161700 mixer), spektrofotometer
(Thermo Fisher Scientific 5225 Verona Road), inkubator
aerob (Menmert), otoklaf (HL-340 series vertical type
steam sterilizer).

Bahan

Serbuk kering ekstrak air kelopak bunga rosella
(PT ASIMAS), madu mangga yang diperoleh dari Desa
Kronto, Kecamatan Lumbang, Kabupaten Pasuruan,
Media agar Mueller-Hinton (OXOID), Natrium klorida
p.a (Merck), Membran filter (Whatman), Klindamisin
(PT Indo Farma), Streptococcus mutans galur lokal
(Laboratorium Mikrobiologi Fakultas Kedokteran Gigi
Universitas Airlangga Surabaya).

Jalannya Penelitian
Preparasi Media Uji.

Media pertumbuhan bakteri dibuat dari serbuk
agar Mueller-Hinton 38 gram yang dilarutkan dalam 1
liter air suling. Dibuat base layer dari 12 mL larutan
media agar tersebut dan seed layer dari 8 mL media
dalam cawan petri.

Preparasi inokulum bakteri uji.
Biakan Streptococcus mutans segar berumur 24
jam pada media agar miring Mueller Hinton

disuspensikan dalam larutan NaCl 0,9% steril, untuk
memperoleh kerapatan bakteri dengan transmitana 25%
pada 580 nm dan diatur hingga mencapai dengan larutan
NaCl 0,9%.

Preparasi larutan obat standar.

Dibuat larutan induk klindamisin sulfat dalam air
suling (1 mg/mL), kemudian dibuat pengenceran dengan
larutan steril NaCl 0,9% sampai diperoleh konsentrasi
0,01 ppm.

Preparasi larutan ekstrak air rosella.

Dibuat larutan induk serbuk kering ekstrak air
bunga rosella dalam air suling (1 g/100 mL). Dari
larutan tersebut, dibuat seri pengenceran hingga
diperoleh kadar 9;8;7;6;5; 2,5;1,25; 0,62; 0,31 mg/mL.
Larutan ekstrak disaring dengan membran filter steril
ukuran 0,22 pm.

Preparasi larutan madu.

Dibuat larutan induk madu mangga 50 g dalam air
suling 100 mL (konsentrasi 50%). Dibuat seri
pengenceran hingga diperoleh larutan madu dengan
konsentrasi 25; 22,5; 20; 17,5; 15; 12,5; 10; 6,25; 3,12;
1,56 (%, b/v). Masing-masing larutan disaring dengan
membran filter steril ukuran 0,22 pm.

Preparasi larutan uji kombinasi ekstrak rosella-
madu manga.

Dibuat campuran dari larutan ekstrak bunga
rosella 1% (b/v) dan larutan madu mangga konsentrasi
50% (b/v) dalam berbagai perbandingan, masing-masing
1,9, 2:8, 3.7, 4:6, 5:5, 6:4, 7:3, 8:2, 9:1 dengan volume
akhir 20,00 mL. Larutan kombinasi ekstrak rosella-madu
mangga difiltrasi dengan membran filter ukuran 0,22 pm.

Uji aktivitas antibakteri.

Penentuan KHM dari larutan ekstrak bunga
rosella, madu mangga, dan kombinasinya dilakukan
dengan metode difusi agar menggunakan pencadang
sumuran (hole) (FI Ed. V, 2014). Media uji yang sudah
siap, yaitu terdiri dari 12 mL base layer dan 8 mL seed
layer yang mengandung 5 pL inokulum bakteri uji,
dilubangi dengan alat pencetak untuk membentuk
beberapa sumuran, yang berdiameter 7,5 mm. Masing-
masing lubang diisi dengan larutan uji dan obat standar
sebanyak 50 pL. Media uji dalam cawan petri yang sudah

berisi larutan uji dan standar diinkubasi pada suhu 37°C
selama 24 jam. Diameter zona hambat yang terbentuk di
sekitar lubang diukur dan dinyatakan dalam milimeter.

Analisis Data

Untuk membandingkan daya hambat kombinasi
larutan ekstrak bunga rosella dan larutan madu mangga
terhadap pertumbuhan Streptococcus mutans Yyang
dinyatakan sebagai diameter zona hambat digunakan
ANOVA one-way menggunakan uji Tuckey-HSD.

HASIL DAN PEMBAHASAN
Ekstrak bunga rosella yang digunakan dalam
penelitian adalah ekstrak kering dari rebusan kelopak
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bunga rosella dalam air yang telah diteliti oleh Zettira
(2016), dan madu mangga yang digunakan telah diteliti
oleh Hermawati (2016). Ekstrak air kelopak bunga
rosella tersebut telah dikarakterisasi dan hasilnya
ditampilkan pada Tabel 1. Madu mangga yang digunakan
telah memenuhi persyaratan Standar Nasional Indonesia
(SNI) dan karakter fisikokimianya ditampilkan pada

Hasil karakterisasi sifat fisikokimia kombinasi
ekstrak bunga rosella dan madu mangga pada Tabel 1
menunjukkan  bahwa  terjadi  perubahan jika
dibandingkan dengan sifat fisik masing-masing, yaitu
ekstrak air kelopak bunga rosella 1% dan madu mangga
50% (b/v), namun nilai pH masih tetap asam, sehingga
aktivitas antibakterinya akan dapat dipertahankan.

Tabel 1 (Hermawati, 2016).

Tabel 1. Hasil Karakterisasi Sifat Fisikokimia Kombinasi Ekstrak Bunga Rosella 1% (b/v) dan Madu Mangga
50% (b/v) pada Perbandingan 1:9

Sifat Fisik* Kombinasi (1:9) Ekstrak Bunga Rosella (1%0) Madu Mangga (50%)
Warna Coklat kemerahan Coklat kehitaman Coklat kemerahan

Bau Berbau tajam Tidak berbau Harum tajam

Rasa Manis Asam Manis

pH 3,85+ 0,04 2,58 £0,01 458+0,01

Berat Jenis (9/mL) 1,102+5 x 10~ 1,003 +5,77 x 10 1,158 + 0,002
Viskositas 4,22+0,21 1,48 + 0,04 5,62 + 0,35

*Keterangan : pemeriksaan dilakukan sebanyak tiga kali replikasi

Tabel 2. Diameter Zona Hambat Kombinasi Ekstrak Air Kelopak Bunga Rosella 1% (b/v) dan Madu Mangga 50% (b/v)
dalam Berbagai perbandingan terhadap Streptococcus mutans galur lokal
Diameter Zona Hambat (mm)

Perbandingan

Rata-rata (mm) = SD

R:M* Replikasi 1 Replikasi 2 Replikasi 3

1:9 17,60 16,85 17,40 17,28 £ 0,39
2:8 12,10 12,00 12,25 12,11 +£0,12
37 14,50 14,80 14,95 14,75+ 0,23
4:6 13,80 13,50 13,35 13,55+ 0,23
55 13,60 13,35 13,15 13,37 £0,22
6:4 14,60 14,40 14,20 14,40 £0,2
7:3 14,80 15,10 14,10 14,67 £0,51
8:2 12,75 13,10 12,90 12,92 £0,17
9:1 13,85 14,10 13,15 13,70 £0,49
K 24,70 24,50 25,00 24,73 £0,25
R 15,00 14,75 14,20 14,65+ 0,41
M 19,15 19,05 20,00 19,40 £0,52

Tabel 3. Hasil Penentuan KHM Kombinasi Ekstrak Bunga Rosella 1% (b/v) dan Madu Mangga 50% (b/v) pada
perbandingan 1:9 dalam Berbagai Konsentrasi (% v/v) terhadap Streptococcus mutans galur lokal.

Konsentrasi Diameter Zona Hambat (mm) Rata-rata + SD
(%) Replikasi 1 Replikasi 2 Replikasi 3 B
50% 15,10 14,60 16,55 15,17 +1,01
25% 13,20 12,40 13,50 13,03 +0,57

12,5% - - - -
6,25% - - - -
3,12% - - - -
1,56% - - - -

Berdasarkan hasil penelitian sebelumnya, nilai
KHM larutan madu mangga 50% dan ekstrak bunga
rosella 10% terhadap Staphylococcus aureus, masing-
masing adalah 0,6% (v/v) dan 8% (v/v). Nilai KHM
ekstrak air rosella yang diperoleh pada penelitian tersebut
lebih rendah dibandingkan hasil yang dilaporkan oleh
Sulistyani dkk. (2016). Fenomena ini dapat disebabkan
oleh perbedaan kualitas bahan baku, antara lain habitat,
musim pemanenan, dan proses pembuatan ekstrak.

Pada penelitian ini optimasi rasio ekstrak bunga
rosella dan madu mangga masing-masing dibuat dari
larutan dengan konsentrasi di atas nilai KHM. Hasil
pengukuran diameter zona hambat kombinasi ekstrak
air kelopak bunga rosella 1% dan madu mangga 50%
(b/v) dalam berbagai perbandingan tersaji pada Tabel 2
dan Gambar 1. Hasil ANOVA diameter zona hambat
antar larutan uji menunjukkan nilai p<0,05 sehingga
diameter zona hambatan yang dihasilkan masing-
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masing larutan uji berbeda secara bermakna. Kemudian
dari uji Tuckey-HSD diperoleh nilai p<0,05 antara
larutan uji kombinasi 1:9 dengan kombinasi semua
dengan kombinasi pada rasio lainnya. Berdasarkan data
pada tabel dan gambar tersebut kombinasi yang
menunjukkan aktivitas tetinggi teramati pada rasio 1:9
dengan diameter zona hambat 17,28 + 0,39 mm.
perbandingan sehingga diameter zona hambat untuk
kombinasi dengan rasio 1:9 berbeda secara bermakna.

D b L s b D =D 0D

1:9 2:8 3:7T 4:6 5:5 6:4 7:3 8§:2 9:1 M R K
Perbandingan konsentrasi

Gambar 1. Diagram Daya
Streptococcus mutans dari :

hambat terhadap
kombinasi ekstrak bunga

rosella 1% (b/v) (R) dan madu mangga 50% (b/v) (M)
kontrol

dalam  berbagai perbandingan,
klindamisin 0,01 ppm (K).

positif

Gambar 2. Diameter zona hambat pada uji aktivitas
antibakteri terhadap S. mutans kombinasi ekstrak bunga
rosella 1% (b/v) dan madu mangga 50% (b/v) pada
perbandingan 1:9, konsentrasi 25% (sebelah Kiri)dan
50% (sebelah kanan) , kontrol positif klindamisin 0,01
ppm (+).

Pada kondisi awal, KHM larutan ekstrak rosella
lebih rendah dibandingkan larutan madu mangga, karena
perbedaan kandungan senyawa aktif. Fenomena tersebut
sesuai dengan hasil optimasi rasio ekstrak rosella dan
madu mangga 1:9 yang menghasilkan aktivitas hambatan
maksimum lebih tinggi dibandingkan rasio yang lain.
Perbandingan tersebut akan bergeser apabila digunakan
persentase larutan madu yang lebih besar.

Klindamisin digunakan sebagai pembanding,
karena telah terbukti mampu menghambat bakteri-

bakteri fakultatif anaerob. Klindamisin termasuk
antibakteri oral yang memiliki farmakokinetik dan
farmakodinamik yang adekuat untuk melawan oral
patogen secara efektif (Dar-Odeh et al., 2010).
Konsentrasi klindamisin yang digunakan sebesar 0,01
ppm, berdasarkan hasil orientasi diameter zona
hambat  antara konsentrasi 0,01 — 0,05 ppm yang
memberikan diameter zona hambat berada pada rentang
respon yang diamati.

Hasil uji daya hambat dan penentuan KHM
kombinasi ekstrak rosella dan madu mangga rasio 1:9
dapat dilihat pada Tabel 3, yang menunjukkan KHM
kombinasi ekstrak rosella 1% dan madu mangga 50%
dalam rasio 1:9 adalah 25% . Pertimbangan untuk tujuan
efisiensi, digunakan larutan madu 50%, sehingga apabila
dikembangkan formula minuman ekstrak rosella-madu
dapat dihasilkan sediaan yang tidak terlalu asam, tetapi
aktivitas daya hambat terhadap pertumbuhan mikroba uji
tetap dapat dikembangkan, walaupun lebih rendah
dibandingkan masing-masing komponen. Sesuai dengan
hasil karakterisasi pada Tabel 1 nilai pH kombinasi
dengan rasio 1:9 masih tetap asam sehingga aktivitas
antibakteri nya masih tetap dapat dipertahankan.

KESIMPULAN

Konsentrasi Hambat Minimum (KHM) ekstrak
air (serbuk kering) kelopak bunga rosella 1,0 %, larutan
madu mangga 50,0 %, dan kombinasinya pada
perbandingan 1:9 terhadap Streptococcus mutans
masing-masing adalah 0,6% (v/v), 17,5% (v/v), dan 25%
(v/v).
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