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ABSTRAK. Cangkang kerang kijing yang tidak dimanfaatkan berpotensi menjadi limbah padat dan berpotensi
mencemari lingkungan. Padahal, cangkang kerang kijing memiliki kandungan kalsium yang tinggi sebesar
61,39% yang dapat dijadikan sebagai prekursor hidroksiapatit. Hidroksiapatit diketahui memiliki aktivitas
antibakteri penyebab karies gigi vyaitu bakteri Streptococcus mutants. Namun belum diketahui aktivitas
antibakteri HAp dari cangkang kerang kijing terhadap bakteri S. mutans. Penelitian ini bertujuan untuk
mengetahui konsentrasi hambat minimum (KHM), konsentrasi bunuh minimum (KBM) dan menentukan zona
hambat terhadap bakteri S. mutants dari hidroksiapatit cangkang kerang kijing. Prosedur penelitian ini dimulai
dari sintesis Hidroksiapatit, uji KHM, uji KBM, dan analisis zona hambat pada beberapa konsentrasi HAp yaitu
12,5 mg/mL, 25 mg/mL, dan 50 mg/mL, serta kontrol postif dan kontrol negatif. Hasil menunjukkan bahwa tidak
ada ditemukan nilai KHM dan KBM pada konsentrasi HAp yang digunakan. Selanjutnya, diameter zona hambat
hidroksiapatit terhadap bakteri S. mutants pada konsentrasi 12,5 mg/mL, 25 mg/mL, dan 50 mg/mL, adalah 0
mm. Dengan demikian, hidroksiapatit cangkang kerang kijing tidak bersifat bakteriostatik maupun bakteriosidal.

KATA KUNCI: Gram positif, kerang kijing, hidroksiapatit, S. mutants, zona hambat.

ABSTRACT. Unutilized mussel shells have the potential to become solid waste and potentially pollute the
environment. In fact, the shell has a high calcium content of 61.39% which can be used as a precursor to
hydroxyapatite. Hydroxyapatite is known to have antibacterial activity that causes dental caries, namely
Streptococcus mutants. However, the antibacterial activity of HAp from mussel shells against S. mutans bacteria
is not yet known. This study aims to determine the Minimum Inhibitory Concentration (MIC), Minimum
Bactericidal Concentration (MBC) and determine the inhibition zone against S. mutants bacteria from
hydroxyapatite of mussel shells. This research procedure started from hydroxyapatite synthesis, MIC test, MBC
test, and inhibition zone analysis at several HAp concentrations, namely 12.5 mg/mL, 25 mg/mL, and 50 mg/mL,
as well as positive control and negative control. The results showed that no KHM and KBM values were found at
the HAp concentrations used. Furthermore, the diameter of the hydroxyapatite inhibition zone against S. mutants
bacteria at concentrations of 12.5 mg/mL, 25 mg/mL, and 50 mg/mL, was 0 mm. Thus, the hydroxyapatite of
mussel shells is neither bacteriostatic nor bacteriocidal.

KEYWORD: Gram positive, freshwater mussel, hydroxyapatite, S. mutants, zone of inhibition.

1. Pendahuluan

Kerang kijing (Pilsbryochoncha sp) merupakan salah satu jenis kerang yang hidup di perairan air tawar
dan bersuhu rendah (Ridho et al. 2017). Kerang kijing juga dapat hidup di perairan air tawar lainnya
seperti kolam dan danau. Kerang kijing biasanya aktif pada malam hari, merayap pada dasar perairan
dan membenamkan diri dengan tanah. Kerang kijing dapat ditemukan di hampir setiap perairan air
tawar di Provinsi Riau karena terdapat banyak sungai dan perairan air tawar lainnya. Menurut Hidayah
et al. (2014) kerang kijing dapat berkembang biak dengan cepat dengan menghasilkan 300.000
individu. Menurut data statistik KKP (2021) produksi kerang di Provinsi Riau mengalami peningkatan
pada tahun 2019 yaitu 9.009 ton dibandingkan pada tahun 2018 hanya sebesar 8.350 ton. Produksi
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kerang kijing yang meningkat masih belum bisa dimanfaatkan dengan baik oleh masyarakat Provinsi
Riau. Masyarakat setempat biasanya hanya memanfaatkan kerang kijing sebagai makanan larva ikan
dan hanya sebagian kecil yang mengolah menjadi olahan makanan (Hasan et al. 2019).

Cangkang kerang kijing yang tidak dimanfaatkan berpotensi menjadi limbah padat dan
berpotensi mencemari lingkungan. Menurut Sidauruk et al. (2022) cangkang kerang kijing memiliki
proporsi sebesar 51,90% dan sisanya daging dan jeroan. Cangkang kerang kijing memiliki kandungan
kalsium yang tinggi yaitu sebesar 61,39% (Iriani & Hasan 2020). Tingginya angka kandungan kalsium
yang terdapat pada limbah cangkang kerang kijing ini dapat dimanfaatkan sebagai tepung fortifikasi
keripik jagung (Rahayu 2015), pencegah osteoporosis (Rahayu 2012) dan hidroksiapatit (Sidauruk et
al. 2023). Hidroksiapatit adalah biomaterial unggulan yang dapat diterapkan pada bidang kesehatan,
salah satu contoh pemanfaatan hidroksiapatit dalam bidang kesehatan yaitu dengan menjadikan
limbah ini sebagai sumber hidroksiapatit (Sidauruk et al. 2023).

Hidroksiapatit adalah mineral anorganik dengan senyawa kimia Ca10(PQO4)s(OH)2) yang bisa
disintesa dari komponen kaya kalsium (Amalia et al. 2017). Metode produksi hidroksiapatit yang
bersumber dari alam mulai banyak dikembangkan dengan memanfaatkan hasil atau limbah perikanan
seperti tulang ikan, cangkang sotong dan cangkang kerang. Umumnya metode yang digunakan untuk
mendapatkan hidroksiapatit adalah hidrotermal, kalsinasi dan presipitasi. Pada penelitian ini digunakan
metode kalsinasi karena memiliki kelebihan dapat menghilangkan senyawa organik pada cangkang
kerang kiing dan meningkatkan rendemen yang dihasilkan (Afifah & Cahyaningrum 2020).
Hidroksiapatit biasanya dimanfaatkan sebagai perancah tulang (scaffold) misalnya implan pinggul,
lutut, gigi, rahang atas, tulang belakang maupun sebagai pengisi tulang (Szczes et al. 2017).
Selanjutnya Sidauruk et al. (2022) menyatakan bahwa hidroksiapatit mempunyai tingkat tatanan
struktural yang tinggi sebesar 82,8% dengan kandungan unsur K, Ca, dan P berturut-turut sebesar
0,009%, 48,255% dan 1,474%.

Kalsium dan fosfat merupakan komponen utama penyusun hidroksiapatit, dimana komponen ini
juga merupakan penyusun gigi dan tulang. Senyawa kalsium dan fosfat dapat digunakan sebagai
pencegah penyakit karies. Karies adalah suatu penyakit yang menyebabkan gigi berlubang melalui
kerusakan pada struktur gigi. Karies gigi disebabkan oleh beberapa aktivitas bakteri antara lain adalah
bakteri Streptococcus mutants (S. mutants). Streptococcus mutants adalah bakteri Gram-positif yang
sering menyerang tubuh pada manusia. Selain dapat menyebabkan infeksi, bakteri ini juga mampu
menyebabkan penyakit karies gigi. Menurut Handayani et al. (2017) bakteri Streptococcus mutants
dapat menghasilkan polisakarida ekstraseluler yang mengakibatkan adanya plak pada gigi sehingga
menyebabkan karies pada gigi. Menurut Wadu et al. (2017) hidroksiapatit dari kerabang telur ayam
dengan konsentrasi 5 ug/uL, 25 ug/uL dan 50 pg/uL dan 75 pg/ul memiliki aktivitas antibakteri yang
kuat sebesar >20 mm terhadap bakteri karies gigi Lactobacillus acidopilus.

Antibakteri adalah senyawa yang berfungsi sebagai penghambat pertumbuhan bakteri yang
dapat merugikan (Supartono & Harjono 2016). Dengan terkendalinya pertumbuhan bakteri maka dapat
mencegah infeksi dan penyebaran penyakit. Untuk mengetahui suatu senyawa antibakteri dapat
mengurangi atau membunuh bakteri pada konsentrasi tertentu, maka perlu dilakukan pengujian KHM
(Konsentrasi Hambat Minimum) dan KBM (Konsentrasi Bunuh Minimum). KHM atau MIC (Minimum
Inhibittory - Concentration) yaitu konsentrasi terendah suatu larutan yang dapat mengurangi
pertumbuhan bakteri. KBM atau MBC (Minimum Bactericidal Concentration) adalah konsentrasi
terendah suatu larutan untuk membunuh pertumbuhan bakteri (Maryani 2013). Berdasarkan hal
tersebut, perlu dilakukan penelitian ini untuk menentukan KHM dan KBM hidroksiapatit cangkang
kerang kijing terhadap bakteri S. mutans dan menentukan daya hambatnya.
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2. Metode Penelitian
2.1.  Waktu dan Tempat

Penelitian ini dilaksanakan pada Juni — Juli 2023 bertempat di Laboratorium Teknologi Hasil Perikanan,
Laboratorium Mikro-Bioteknologi Hasil Perikanan, dan Laboratorium Riset Fakultas Matematika dan
llmu Pengetahuan Alam Universitas Riau.

2.2.  Preparasi

Sampel cangkang kerang kijing diperoleh dari Desa Sungai Paku, Kabupaten Kampar Riau. Sampel
tersebut dibersihkan dari kotoran dengan air. Kemudian sampel dijemur dibawah cahaya sinar matahari
selama 1 minggu. Selanjutnya sampel dihancurkan dengan alat penghancur kerang kemudian
dihaluskan menggunakan grinder hingga menjadi serbuk halus atau tepung. Tepung yang didapat
kemudian diayak dengan menggunakan ayakan 100 mesh (Mittal et al. 2011).

2.3.  Sintesis Hidroksiapatit

Tepung cangkang kijing dikalsinasi pada suhu 1000°C selama 6 jam untuk mendapatkan tepung
kalsium oksida (CaO). Penggunaan suhu 1000°C pada proses pembuatan CaO adalah semakin tinggi
suhu dan lama waktu kalsinasi maka kadar CaO yang didapat juga semakin tinggi (Meilianti 2018).
Sintesis hidroksiapatit dilakukan dengan mereaksikan Ca/P dengan perbandingan 1.67 dimana bubuk
Ca0 20 gram sebagai sumber kalsium dan ammonium dihydrogen phospate (NH4)H2POs 13,4 gram
sebagai sumber fosfat sesuai dengan metode Henggu et al. (2019) yang dimodifikasi. Proses
pereaksian tersebut dilakukan dalam erlenmeyer dan dipanaskan selama 1 jam menggunakan
penangas air pada suhu 90°C sambil dihomogenkan menggunakan magnetic stirrer. Selanjutnya
dilakukan presipitasi/pengendapan selama 18 jam. Kemudian di sentrifuge selama 15 menit 4500 rpm
untuk memisahkan supernatan dan presipitat.. Presipitat diambil kemudian ditempatkan dalam wadah
dan dikeringkan dalam oven listrik pada suhu 65°C selama 72 jam. Setelah dikeringkan prestipitat
kemudian dihaluskan menggunakan mortar dan ditimbang. Hasil sintesis tersebut dikalsinasi kembali
sesuai dengan suhu 1000°C selama 2 jam di dalam tanur (Fadhilah et al. 2015).

24. Uji KHM, KBM dan Zona Hambat

Uji KHM dimulai dengan menyiapkan tabung reaksi yang sudah berisi 9 mL sebanyak 9 tabung.
Selanjutnya ambil 1 mL suspensi bakteri kemudian ditambahkan kedalam tabung reaksi yang sudah
berisi 9 mL akuades steril kemudian dihomogenkan untuk membuat pengenceran 10-1. Pengenceran
102 dibuat dengan cara mengambil 1 mL dari tabung reaksi 10-' kemudian ditambahkan kedalam
tabung reaksi yang berisi 9 mL akuades steril lainnya kemudian di homogenkan. Langkah - langkah ini
juga digunakan untuk membuat pengenceran 10-3 hingga 10®. Pada uji KHM menggunakan
pengenceran bakteri 108 hingga 108. Nilai KHM ditentukan dengan melihat konsentrasi paling kecil
yang mampu menghambat pertumbuhan bakteri pada media. Hasil KHM dapat diketahui setelah media
uji diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam. Pada penelitian ini menggunakan metode dilusi padat.
Konsentrasi hidroksiapatit yang digunakan adalah 100 mg/mL, 50 mg/mL, 25 mg/mL, 12,5 mg/mL, 6,25
mg/mL, 3,125 mg/mL, 1,562 mg/mL, 0,781 mg/mL, kontrol positif (larutan ciprofloxacin) dan kontrol
negatif (larutan Phosphate Buffered Saline). Konsentrasi minimal yang didapat dari uji aktivitas
digunakan sebagai acuan untuk menentukan konsentrasi yang akan digunakan dalam pengujian nilai
KHM. Pengujian dilakukan dengan metode dilusi padat, metode ini dilakukan dengan cara penanaman
bakteri secara dilusi. Media kultur yang digunakan adalah 10 mL, sedangkan bakteri uji yang
digunakan adalah bakteri uji pada konsentrasi 10-6-10-8 cfu/mL yang di vortex dahulu sebelum
ditambahkan sampel hidroksiapatit. Langkah selanjutnya adalah menginkubasinya selama 24 jam
dalam suhu 37°C, penentuan nilai KHM dilihat dari konsentrasi terendah yang medianya tidak
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ditumbuhi bakteri. Uji KBM dilakukan dengan cara melihat konsentrasi terkecil pada uji KHM yang
mampu menghambat pertumbuhan bakteri kemudian memilih 2 cawan petri diantaranya yang paling
bening dan tidak terlihat pertumbuhan bakteri. Selanjutnya dari 2 cawan petri tersebut di streak
menggunakan cottonbude steril pada cawan petri yang berisi media baru kemudian diinkubasi selama
24 jam pada suhu 37°C. cawan petri yang tidak ditumbuhi bakteri dinyatakan sebagai KBM
(Cappucciono et al. 2008).

Uji zona hambat hidroksiapatit terhadap bakteri S. mutants menggunakan metode cakram.
Tuangkan media Nutrient Agar (NA) kedalam cawan petri kemudian tunggu hingga padat. Selanjutnya
suspensi bakteri S. mutants sebanyak 1 ose di goreskan ke atas media NA lalu tunggu beberapa saat.
Setelah itu letakkan kertas cakram yang sudah dipipetkan 50 mg/mL, 25 mg/mL dan 12,5 mg/mL
dengan pinset dengan merata masing-masing diulangi 3 kali. Kontrol positif metode cakram
menggunakan Ciprofloxacin 5 pg/uL dan kontrol negatif menggunakan pelarut PBS. Daya hambat
ditentukan dengan cara mengukur diameter hambat yang terbentuk disekitar kertas cakram.
Pengukuran dilakukan dengan menggunakan jangka sorong digital dalam satuan milimeter (mm). Zona
hambat diukur dengan menggunakan jangka sorong secara vertikal dan horisontal kemudian dirata -
ratakan (Wadu et al. 2017).

2.5.  Analisis Data

Data zona hambat bakteri S. mutans pada perlakuan 50 mg/mL, 25 mg/mL and 12,5 mg/mL dianalisis
secara statistik menggunakan Analysis of Variance (ANOVA) pada tingkat kepercayaan 95%. Data
KHM dan KBM dianalisis secara deskriptif ang disajikan dalam bentuk tabel dan gambar.

3. Hasil dan Pembahasan

3.1, Konsentrasi Hambat Minimum

Penentuan KHM dengan metode dilusi padat pada hidroksiapatit cangkang kerang kijing terhadap
bakteri S. mutants dengan melihat cawan petri yang bening. Penentuan nilai KHM dilihat dari
konsentrasi terendah yang medianya tidak ditumbuhi bakteri. Menurut Cosentio et al. (1999)
Konsentrasi terendah yang dapat menurunkan pertumbuhan bakteri lebih besar dari 90%. Hasil dari
pengamatan KHM terhadap bakteri S. mutants dapat dilihat pada Tabel 2.

Tabel 2. Hasil Pengamatan KHM Terhadap Bakteri S. mutants.

Perlakuan (mg/mL) S. mutants

100 +
50

25
12,5
6,25
3,125
1,562
0,781

+ + 4+ + + + +

Keterangan: + = (tidak bening, tumbuh bakteri), - = (bening, tidak tumbuh bakteri)

Tabel 2 menunjukkan bahwa hasil dari pengamatan KHM terhadap bakteri S. Mutants adalah
tidak adanya penghambatan terhadap pertumbuhan bakteri. Cawan petri pada konsentrasi 100 mg/mL,
50 mg/mL, 25 mg/mL, 12,5 mg/mL, 6,25 mg/mL, 3,125 mg/mL, 1,562 mg/mL dan 0,781 mg/mLterdapat
pertumbuhan bakteri, sementara itu kontrol (+) pada bakteri S. mutants tidak terdapat pertumbuhan
bakteri. Dari hasil pengamatan tersebut dapat diartikan bahwa tidak terdapat nilai KHM pada bakteri S.
mutants dari hidroksiapatit cangkang kerang kijing. Hal tersebut menunjukkan bahwa bakteri S.
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mutants tidak sensitif terhadap hidroksiapatit cangkang kerang kijing. Menurut Ramadheni & Mukhtar
(2017) nilai KHM tidak dapat terlihat apabila diameter zona hambat antibakteri <15 mm. selanjutnya
Ramadhani et al. (2020) menambahkan uji khm dapat terlihat pada diameter zona hambat 17 mm.
Cawan petri yang ditumbuhi bakteri pada uji KHM tidak dapat di uji lanjut KBM karena tidak terdapat
konsentrasi yang mampu menghambat pertumbuhan bakteri.

Antibakteri memiliki dua mekanisme kerja yaitu bakteriostatik dan bakteriosida. Menurut
Wilapangga & Syaputra (2018) antibakteri bakteriosidal merupakan senyawa yang mampu membunuh
bakteri, sedangkang bakteriostatik merupakan senyawa yang hanya mampu mengurangi pertumbuhan
bakteri. Adapun beberapa cara kerja dari antibakteri yaitu perubahan molekul asam nukleat,
penghambatan enzim, penghambatan sintesis protein dan asam nukleat, perubahan pemeabilitas sel
serta hambatan sintesis dinding sel.

3.2.  Zona Hambat
Pengukuran zona hambat dengan melihat diameter zona bening yang dihasilkan disekitar kertas
cakram. Struktural diameter zona hambat hidroksiapatit cangkang kerang kijing terhadap bakteri S.
mutants dapat dilihat pada Gambar 1. Zona bening tidak ada terlihat pada Gambar 1 yang
menunjukkan bahwa bakteri dapat tumbuh dengan baik pada semua perlakuan. Zona hambat HAp
cangkang kerang kijing terhadap bakteri S. mutants dapat dilihat pada Tabel 3.

— _ ' v
b gty = o R

N

Gambar 1. Zona Bening Antibakteri Hidroksiapatit Cangkang Kerang Kijing Terhadap
bakteri S. mutants. (a) P 50 mg/mL, (b) P 25 mg/mL, (c¢) P 12,5 mg/mL.

Tabel 3. Zona Hambat HAp Kerang Kijing terhadap Bakteri S. Mutants.

Perlakuan (mg/mL) Diameter zona hambat
50 0 02

25 0 02

12,5 0 02

Kontrol (+) 6,27 £0,1a
Kontrol (-) 0 +02

Keterangan: Perlakuan yang diikuti huruf yang sama @ berarti tidak ada perbedaan nyata.

Dari data hasil pengamatan yang disajikan pada Tabel 3 dapat diartikan bahwa hidroksiapatit
cangkang kerang kijing tidak mampu menghambat pertumbuhan bakteri S. mutants. Hal ini
menunjukkan lemahnya kemampuan penetrasi senyawa kimia hidroksiapatit sehingga belum cukup
kuat untuk merusak lapisan membran sel bakteri. Hal ini sejalan dengan riset Gintu et al. (2023) yang
menyatakan hidroksiapatit tanpa modifikasi belum cukup kuat untuk menghambat bakteri S. mutants.
hidroksiapatit baru bisa menghambat pertumbuhan bakteri S. mutants setelah di tambahkan senyawa
ion logam seperti Ag, Ti dan Zn berturut-turut dengan diameter zona hambat yaitu 17,91 mm, 18,06
mm, 15,06 mm. Faisal et al. (2022) menambahkan komposit hidroksiapatit-Ag tulang ikan tuna mampu
menghambat bakteri S. mutants dengan diameter zona hambat paling besar 16,5 mm. Selanjutnya
Akbar & Cahyaningrum (2022) menambahkan nano hidroksiapatit-cengkeh mampu mengurangi
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pertumbuhan bakteri karena sifat antibakteri dari hidroksiapatit dan kandugan eugenol pada cengkeh
yang memiliki sifat toksik terhadap bakteri dengan zona hambat yang dihasilkan pada konsentrasi 1%
hidroksiapatit, 0,5 mL, 1 mL, 2 mL, 3 mL, 4 mL cengkeh berturut-turut yaitu 14,7 mm, 15,9 mm, 12,4
mm, 14,1 mm, 15,6 mm dan 17,6 mm. Streptococcus mutans termasuk bakteri Gram positif yang
memiliki dinding sel lebih tebal dibandingkan dengan bakteri gram negative. Bakteri S. mutants memiliki
dinding sel yang tersusun oleh 40-80% peptidoglikan/murein yang bisa mencapai hingga 40 lapisan
(Rahman et al. 2017).

4, Kesimpulan

Hidroksiapatit cangkang kerang kijing tidak mampu menghambat bakteri S. mutans dilihat dari KHM
dan KBM, maka sifat antibakteri hidroksiapatit cangkang kerang kijing tidak bersifat bakteriostatik
maupun bakteriosidal. Hal ini didukung dengan daya hambat hidroksiapatit terhadap bakteri S. mutants
tidak memiliki daya hambat pada konsentrasi 50 mg/mL, 25 mg/mL dan 12,5 mg/mL. Rekomendasi
penelitian selanjutnya agar meningkatkan konsentrasi Hidroksiapatit diatas 50 mg/mL untuk
mengetahui kemampuan antibakterinya.
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