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ABSTRACT

Introduction: Periodontitis is an inflammatory disease in the oral cavity commonly
experienced by the Indonesian population. In addition to therapeutic periodontal therapy,
preventive care is also needed, such as plaque control by brushing teeth and using mouthwash.
Plectranthus amboinicus leaves are a plant used by some Indonesian communities as herbal
medicine. Plectranthus amboinicus is one of the plants that is known to have antibacterial
activity. Objective: To determine the inhibitory activity of hexane fraction extract of P.
amboinicus leaves against Fusobacterium nucleatum. Methods: The antibacterial activity was
evaluated using the agar diffusion technique, with chlorhexidine as the positive control.
Fusobacterium nucleatum (ATCC 25586) were treated to hexane fractions of P. amboinicus
leaf extract at concentrations of 25%, 50%, and 75% over a 24-hour period. To measure the
diameter of the inhibition zone, followed by statistical tests, namely Post Hoc Test to see
differences in each treatment group. Results: Phytochemical testing results showed that the
hexane fraction extract of P. amboinicus leaves contained active compounds such as phenols,
steroids, tannins, and alkaloids. The 75% concentration of the hexane fraction extract from P.
amboinicus demonstrates an inhibitory effect on F. nucleatum, had inhibition zone of 14,68
mm. Conclusion: The hexane fraction of P. amboinicus leaf extract exhibits inhibitory effects
against Fusobacterium nucleatum.
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KATA KUNCI ABSTRAK

Fusobacterium nucleatum,
Ekstrak Heksan, Plectranthus
amboinicus

Pendahuluan: Periodontitis adalah penyakit inflamasi pada rongga mulut yang umum dialami
oleh masyarakat Indonesia. Selain perawatan periodontal terapeutik, perawatan pencegahan
juga diperlukan, seperti kontrol plak dengan menyikat gigi dan menggunakan obat kumur.

Daun Plectranthus amboinicus merupakan tanaman yang digunakan oleh sebagian masyarakat
Indonesia sebagai obat herbal. Plectranthus amboinicus adalah salah satu tanaman yang
diketahui memiliki aktivitas antibakteri. Tujuan: Untuk mengetahui aktivitas penghambatan
ekstrak fraksi heksana daun P. amboinicus terhadap bakteri Fusobacterium nucleatum.
Metode: Aktivitas antibakteri dievaluasi menggunakan teknik difusi agar dengan klorheksidin
sebagai kontrol positif. Fusobacterium nucleatum (ATCC 25586) diberi perlakuan dengan
fraksi heksana dari ekstrak daun P. amboinicus pada konsentrasi 25%, 50%, dan 75% selama
24 jam. Kemudian, dilakukan pengukuran diameter zona hambat, diikuti dengan uji statistik
menggunakan uji Post Hoc, untuk melihat perbedaan pada setiap kelompok perlakuan. Hasil:
Hasil uji fitokimia menunjukkan bahwa fraksi heksana dari ekstrak daun P. amboinicus
mengandung senyawa aktif seperti fenol, steroid, tanin, dan alkaloid. Fraksi heksana ekstrak
daun P. amboinicus dengan konsentrasi 75% menunjukkan efek penghambatan terhadap F.
nucleatum dengan zona hambat sebesar 14,68 mm. Kesimpulan: Ekstrak fraksi heksana daun
P. amboinicus memiliki aktivitas zona hambat terhadap bakteri F. nucleatum.

PENDAHULUAN

Periodontitis adalah penyakit inflamasi multifaktorial
kronis yang berkaitan dengan akumulasi plak, dan
ditandai dengan adanya kerusakan secara perlahan pada
jaringan pendukung gigi, meliputi ligamen periodontal
dan tulang alveolar.! Periodontitis termasuk salah satu
dari penyakit periodontal yang terbagi menjadi gingivitis
dan periodontitis.?

Akumulasi plak gigi yang berlebihan pada margin
gingiva menyebabkan peradangan dan meningkatkan
jumlah bakteri proteolitik dan kebanyakan bersifat
anaerob. Terdapatnya spesies periodontal yang bersifat
patogen pada sulkus gingiva memicu respon inflamasi
pada jaringan gingiva. Ketika dibiarkan menjadi kronis,
hal ini dapat menimbulkan dampak yang drastis pada
periodonsium individu yang rentan.??

Fusobacterium  nucleatum  merupakan  bakteri
patogen oportunistik yang umum ditemukan pada habitat
subgingiva. Spesies ini bersifat anaerob, invasif, dan
pemicu respons inflamasi.* Peran dari F. nucleatum ini
adalah mendukung secara struktural sebagai organisme
penghubung, menghubungkan koloni bakteri awal seperti
spesies Streptococcus dengan koloni bakteri selanjutnya
yang sebagian besar bersifat anaerobik dan juga dapat
terikat, termasuk Porphyromonas  gingivalis dan
Aggregatibacter actinomycetemcomitans, sehingga F.
nucleatum dapat memfasilitasi interaksi antara berbagai
jenis bakteri yang terlibat dalam proses perkembangan
penyakit periodontal ¢

Perawatan periodontitis kronis mencakup scaling dan
root planning yang bertujuan untuk menghilangkan
bakteri secara mekanis, meskipun tidak dapat sepenuhnya
membersihkan semua mikroorganisme patogen.” Terapi
pendukung melibatkan pemberian antibiotik,
antiinflamasi, dan larutan kumur. Klorheksidin glukonat
dikenal biokompatibel, sehingga banyak digunakan
dalam bentuk obat kumur antiseptik yang diresepkan oleh

praktisi kesehatan gigi dan juga dipakai oleh masyarakat
luas. Namun, terdapat efek samping jika digunakan
dalam jangka waktu panjang yaitu, xerostomia (mulut
kering), perubahan persepsi rasa (hipogeusia), serta
perubahan warna pada gigi.®

Tanaman telah menjadi sumber obat yang penting
selama ribuan tahun. Daun torbangun (Plectranthus
amboinicus) merupakan tanaman obat yang tergolong

dalam  famili = Lamiaceae.  Sejumlah  penelitian
menunjukkan bahwa daun P. amboinicus memiliki
potensi sebagai obat herbal, antara lain sebagai
antikanker, antibakteri dan, diuretik, analgesik,

sitotoksisitas, antiinflamasi, dan antioksidan. Khasiat
farmakologi dari tanaman obat sangat dipengaruhi oleh
kandungan fitokimia yang dimilikinya.!® Terdapat
penelitian bahwa senyawa sekunder dari ekstrak etil
asetat P. amboinicus menunjukkan sifat antimikroba
dengan kemampuannya dalam menghambat pertumbuhan
Escherichia coli.'! Penelitian lainnya mengenai potensi
dari ekstrak etanol daun P. amboinicus sebagai
antibakteri terhadap bakteri Gram positif yaitu P. acnes
dan S epidermis.'> Selain itu, penelitian lain
menunjukkan bahwa ekstrak n-heksana daun P.
amboinicus memiliki efek antibakteri yang kuat terhadap
Eschercihia coli dan Salmonella typhi pada semua
konsentrasi yang diuji, dengan zona hambat berkisar
antara 10-20 mm.!3

Penelitian sebelumnya memperlihatkan penggunaan
pelarut heksana dapat menarik senyawa aktif seperti
flavonoid, saponin, tannin dan steroid dapat menghambat
pertumbuhan  E. coli dan S. thypi, hal tersebut
membuktikan ekstrak menggunakan peraut heksan
memiliki aktivitas antibakteri. Berdasarkan literatur
tersebut, belum adanya penelitian ilmiah yang dilakukan
mengenai pengaruhnya terhadap bakteri pemicu
inflamasi periodontitis, maka penelitian ini bertujuan
untuk mengevaluasi dan membandingkan efektivitas P.
amboinicus terhadap pertumbuhan F. nucleatum.
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BAHAN DAN METODE
Persiapan bahan tanaman, ekstraksi dan fraksinasi

Daun P. amboinicus sebanyak 3 kg yang masih segar
dihancurkan menggunakan blender. Daun P. amboinicus
yang telah dihancurkan, direndam bersama dengan
pelarut heksan. Kemudian hasil dari rendaman tersebut
dilakukan proses maserasi dengan cara memasukkan
campuran tersebut ke dalam maserator dan direndam
selama 24 jam. Hasil maserasi dimasukkan pada rotary
evaporator untuk dilakukan pemisahan zat aktif dengan
pelarut. Setelah itu, dilakukan proses fraksinasi. Proses
fraksinasi heksan dilakukan kembali secara berulang
hingga diperkirakan sudah tidak ada lagi senyawa yang
ditarik oleh pelarut n-heksana tidak berwarna lagi.

Uji Fitokimia

Analisis senyawa dilakukan secara kualitatif dengan
metode uji menggunakan pewarnaan pada ekstrak. Untuk
mengetahui senyawa fenolik digunakan pereaksi FeCl,
5%, senyawa flavonoid menggunakan pereaksi HCI pekat
Mg, pereaksi H,SO, 2N, dan pereaksi NaOH 10%,
senyawa terpenoid dengan pereaksi Lieberman-Burchard.
Kemudian untuk senyawa saponin pereaksi yang
digunakan adalah pereaksi HCl + H,0, senyawa tanin
menggunakan pereaksi FeCl; 1%, dan senyawa alkaloid
pereaksinya adalah Wagner dan Dragendorff.

Penyetaraan pemurnian bakteri dengan McFarland
0,5

Sebanyak 1-2 ose biakan murni bakteri F. nucleatum
(ATCC 25586) disuspensikan ke dalam akuades (4 ml)
pada tabung reaksi steril. Kemudian, suspensi bakteri
divorteks hingga homogen sampai didapatkan kekeruhan
sesuai standar McFarland 0,5 atau sebanding dengan
jumlah bakteri 1x10% CFU/ml.

Pembuatan media agar

Pembuatan media MHA (Muller Hinton Agar)
(Himedia, India) dilakukan dengan menentukkan
banyaknya bubuk MHA yang akan digunakan. Untuk
membuat 1000 ml dibutuhkan bubuk MHA sebanyak 21
gr. Dalam satu cawan petri dibutuhkan sekitar 20 ml
media agar. Sehingga untuk tiga cawan petri dibutuhkan
1,26 gr.

Bubuk MHA 1,26 gram dimasukan ke dalam
Erlenmeyer lalu dilarutkan dengan akuades (60 ml).
Setelah itu, larutan panaskan menggunakan waterbath
hingga mencapai titik didih, aduk rata hingga media
menjadi bening dan larut sepenuhnya. Jika diperlukan,

gunakan pH meter untuk memastikan pH sesuai
(umumnya sekitar pH 7,0 untuk media umum). Sesuaikan
dengan menambahkan larutan HCl atau NaOH secara
perlahan. Selanjutnya, tuangkan larutan media ke dalam
tabung atau biarkan di dalam labu Erlenmeyer. Sterilkan
menggunakan autoklaf pada suhu 121°C selama 15-20
menit. Setelah sterilisasi, biarkan larutan agar mendingin
hingga sekitar 45-50°C. Tuangkan media ke dalam petri
dish steril (sekitar 15-20 mL per petri dish). Media yang
telah mengeras pada suhu ruang siap digunakan atau
dapat disimpan di kulkas pada suhu 4°C untuk keperluan
selanjutnya.

Penggoresan bakteri pada cawan petri

Menggunakan mikropipet mengambil biakan bakteri
yang telah siap sebanyak 50 mikroliter lalu ditetesi ke
atas medium agar pada cawan petri, kemudian
digoreskan secara perlahan dan merata menggunakan
jarum  ose steril pada setiap media agar.

Penggoresan bakteri pada cawan petri

Media agar yang telah diberi biakan bakteri siap
digunakan untuk uji perlakuan. Rendam kertas cakram
pada ekstrak daun P. amboinicus konsentrasi 12,5%
selama 5 detik menggunakan pinset steril. Kemudian,
kertas cakram yang sudah diberi larutan diletakkan pada
media agar sesuai dengan tanda yang dibuat sebelumnya.
Kemudian, ulangi tahapan tersebut pada pemberian
konsentrasi  25%, 50%, 75%, kontrol  positif
(klorheksidin), dan kontrol negatif (akuades). Pinset yang
digunakan tiap pemberian berbagai larutan, sebelum
digunakan pada larutan lain harus disterilkan kembali
dengan cara merendam pinset pada larutan etanol lalu
dibakar diatas spiritus. Hal ini dilakukan guna mencegah
larutan saling terkontaminasi.

Kemudian, cawan petri ditutup rapat dan dimasukkan
pada wadah anaerob setelah itu dimasukkan ke inkubator
dengan suhu 37°C untuk diinkubasi selama 24 jam.
Setelah 24 jam, dilakukan pengukuran diameter zona
hambat kemudian dicatat.

Analisa Statistik

Analisis data menggunakan uji normalitas Shapiro
Wilk. Apabila data yang diperoleh terdistribusi normal
(p>0,05), maka dilakukan uji ANOVA dua jalan. Jika
hasil uji menunjukan perbedaan yang bermakna (p<0,05)
maka dilanjutkan uji Post hoc. Semua analisis statistik
dilakukan menggunakan perangkat lunak Statistical
Program for Social Science (SPSS) 29.0.
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HASIL
Uji Determinasi dan Fitokimia

Hasil uji determinasi menyatakan bahwa daun yang
digunakan pada penelitian ini adalah jenis P. amboinicus.
Kemudian, dilanjutkan  dengan  uji  fitokimia
menggunakan metode kualitatif. Hasil uji fitokimia
ekstrak daun P. amboinicus fraksi heksan dapat dilihat
pada Tabel 1.

Tabel 1. Hasil uji fitokimia fraksi heksan
Metabolit Hasil Uji
Sekunder

Fenolik -
Flavonoid -
Steroid +
Terpenoid -
Saponin +

Tanin -
Alkaloid +

Uji Antibakteri F. nucleatum

Uji antibakteri dikerjakan menggunakan ekstrak daun
P. amboinicus fraksi heksan dengan tiga konsentrasi yang
digunakan yaitu 25%, 50%, dan 75%. Pengulangan
sebanyak tiga kali pada setiap konsentrasi dengan
menggunakan bakteri F. nucleatum yang diinkubasi
selama 24 jam. Gambar 1 memperlihatkan diagram
batang hasil rerata pengukuran zona hambat terhadap
bakteri F. nucleatum pada kosentrasi 25%, 50%, dan
75%. Hasil rata-rata pengukuran ekstrak P. amboinicus
fraksi heksan sebesar 14,08 mm, 14,53 mm, dan 14,68
mm. Sedangkan pada klorheksidin (kontrol positip) rata-
rata diameter zona hambat 19,65 mm serta perlakuan
dengan akuades tidak memberikan daya hambat. Uji
antibakteri ekstrak P. amboinicus terhadap F. nucleatum
dapat dilihat pada Gambar 1 dan 2.

Hasil rerata diameter zona hambat ekstrak
P. amboinicus fraksi heksan terhadap F. Nucleatum

= = o 2]
W S ot & in
1
—

H

Rerata Zona Hambat (mm)

(=]

25% 500 75%
Kelompok Uji

kontrd {+)  kontrol (-)

Gambar 1. Diagram batang rerata diameter zona
hambat pertumbuhan F. nucleatum.

Gambar 2. Uji antibakteri ekstrak P. amboinicus
fraksi heksan terhadap F. nucleatum. (1) Konsentrasi
25%, (2) Konsentrasi 50%, (3) Konsentrasi 75%, (A)

Pengulangan I, (B) Pengulangan II, (C) Pengulangan III,
K(+): Klorheksidin, K(-): Akuades.

Uji Statistik

Setelah didapatkan data rata-rata zona hambat ekstrak
P. amboinicus fraksi heksan, hasil tersebut dilakukan uji
statistik. Hasil uji normalitas Shapiro Wilk ekstrak P.
amboinicus fraksi heksan pada konsentrasi 25%, 50%,
dan 75% mendapatkan nilai signifikansi p>0,05. Nilai
sig. uji normalitas p>0,05 memiliki arti bahwa data
berdistribusi normal. Kemudian dilanjutkan dengan uji
homogenitas, nilai signifikansi p = 0,117. Oleh karena
p>0,05 maka diketahui bahwa varian data adalah
homogen. Varian data yang homogen dapat dilakukan uji
lanjutan dengan uji ANOVA One-Way dan uji Post Hoc.

Hasil analisis Post hoc diperoleh hasil perbandingan
kelompok uji konsentrasi 25%, 50%, dan 75% untuk
melihat apakah ada perbedaan bermakna pada tiap
kelompok perlakuan terhadap klorheksidin. Nilai p<0,05
menyatakan bahwa terdapat perbedaan bermakna. Hasil
uji Post hoc menunjukkan bahwa kelompok uji ekstrak P.
amboinicus fraksi heksan konsentrasi 25%, 50%, dan
75% memiliki perbedaan bermakna dengan klorheksidin.
Dengan melihat hasil diagram batang pada Gambar 3
fraksi heksan konsentrasi 75% memiliki rerata diameter
zona hambat yang lebih besar dibandingkan fraksi lain
yang memiliki nilai p<0,05.

Rerata Diameber Tona Hambat Ckafrak P ambainicus Fraksl Hekian terhadap F. nuclestum

| | | I
5% 0% Ti%
Kelampak Uji

kortrol + kontrol -
Gambar 3. Diagram batang Hasil uji Post Hoc.
Simbol (*) menandakan adanya perbedaan bermakna
dengan nilai p<0.05 dan (**) menandakan adanya
perbedaan sangat bermakna dengan nilai p<0.01.

Thsa

Emam)}

=
B

4]

Rerata dlameter zona hambat F. necleatum
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PEMBAHASAN

Penelitian ini menggunakan ekstrak daun P.
amboinicus dengan tiga konsentrasi, yaitu 25%, 50%, dan
75%, memperlihatkan pembentukan zona hambat pada
semua konsentrasi. Rata-rata diameter zona hambat
terhadap bakteri F. nucleatum dengan konsentrasi 25%
pada fraksi heksan memberikan hasil yaitu sebesar 14,08
mm, zona yang terbentuk memperlihatkan dengan
konsentrasi terkecil ekstrak heksan P. amboinicus
mampu menghambat pertumbuhan, sedangkan dengan
konsentrasi 50% pada fraksi heksan membentuk zona
hambat sebesar 14,53 mm, hal ini memperlihatkan
peningkatan zona hambat yang tebentuk yang
menunjukkan penambahan konsentrasi ekstrak heksan P.
ambonicus dapat meningkatkan zona hambat yang
terbentuk. Untuk konsentrasi tertinggi sebesar 75% dari
ekstrak heksan didapatkan zona hambat sebesar 14,68
mm, meskipun pembentukan zona hambat tidak besar,
namun terdapat peningkatan zona hambat yang terbentuk,
hal ini memperlihatkan semakin tinggi konsentrasi
ekstrak semakin besar pembentukan zona hambat.

Ekstrak heksan terbukti dapat menarik senyawa aktif
seperti fenolik, flavonoid, steroid, terpenoid, saponin,
tanin, dan alkaloid. Komponen-komponen tersebut
bekerja dengan merusak membran sel bakteri,
menyebabkan kebocoran isi sel, menghambat proses
sintesis protein, serta mengganggu fungsi enzim. Selain
itu, sifat antioksidan dari P. amboinicus berperan dalam
menetralisir radikal bebas, yang secara tidak langsung
turut menghambat proliferasi bakteri. Senyawa kimia
yang terkandung dalam ekstrak daun P. amboinicus juga
telah dibuktikan memiliki sifat antibakteri terhadap
bakteri Gram negatif.!41

Hasil penelitian lain penggunaan ekstrak daun P.
amboinicus banyak diketahui memiliki efek antibakteri
terhadap mikroba yang ada. Penelitian terdahulu
menggunakan ekstrak etil asetat daun P. amboinicus
terhadap bakteri Gram negatif lain seperti E. coli dengan
menunjukkan hasil daya hambat yang besar.'® Pada
penelitian menunjukkan bahwa ekstrak daun P.
amboinicus dengan fraksi heksan menghasilkan diameter
zona hambat yang tinggi karena heksan meskipun heksan
bersifat non polar. Penelitian terdahulu juga menyatakan
bahwa semi polar memiliki aktifitas yang baik dalam
berinteraksi dengan dinding sel.!” Sedangkan pada
penelitian ini juga mampu membuktikan bahwa ekstrak
daun P. amboinicus fraksi heksan juga efektif dalam
menghambat pertumbuhan dari bakteri F. nucleatum.

Penelitian lain juga telah membuktikan bahwa ekstrak
daun P. amboinicus dapat menghambat bakteri Gram
positif seperti bakteri Staphylococcus epidermidis dan
Propionibacterium acnes pada konsentrasi 50%, didapat
nilai diameter zona hambat sebesar 4,0 mm dan 2,8 mm.
Peneliti terdahulu mengklasifikasikan diameter zona
hambat pertumbuhan bakteri berdasarkan 4 kelompok
yaitu zona hambatan 20 mm atau lebih dikategorikan

sangat kuat, 10-20 mm dikategorikan kuat, 5-10 mm
dikategorikan sedang dan 5 mm atau kurang
dikategorikan lemah. Dari hasil pengamatan zona hambat
pada bakteri Gram positif tersebut termasuk kategori
lemah.'® Melalui penelitian ini dapat membuktikan
bahwa ekstrak daun P. amboinicus lebih efisien dalam
menghambat bakteri Gram negatif karena pada penelitian
ini menggunakan bakteri F. nucleatum yang juga
termasuk ke dalam kelompok bakteri Gram negatif pada
konsentrasi yang sama didapat nilai diameter zona
hambat. Meskipun hasil uji ekstrak heksana daun P.
amboinicus  pada  beberapa  konsentrasi  tidak
menunjukkan signifikan terhadap kontrol positif, namun
hasil uji membentuk zona hambat dengan kategori
sedang (intermediate).

KESIMPULAN

Ekstrak daun P. amboinicus fraksi heksana mampu
menghambat pertumbuhan bakteri F. nucleatum, dimana
ekstrak tersebut mengandung senyawa aktif flavonoid,
tannin, saponin dan steroid yang memiliki aktivitas
antibakteri.
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