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ABSTRAK

Latar Belakang. Penelitian seputar ozonated water akhir-akhir ini cukup banyak diminati karena bahan ini mempunyai
potensi antibakteri yang menjanjikan. Tujuan penelitian ini adalah untuk mengetahui pengaruh ozonated water pada pertumbu-
han bakteri Staphylococcus Aureus. Metode Penelitian. Penelitian ini dilakukan dengan cara mencampurkan 1 ml larutan bakteri
10° CFU/ml dengan 10 ml ozonated water konsentrasi 4 ppm selama 10 detik (kelompok 1), 20 detik (kelompok II), 30 (kelompok
lll) dan 40 detik( kelompok 1V), akuades (kontrol negatif), iod (kontrol positif) kemudian semua diencerkan dengan akuabides
10ml. Selanjuinya dari masing-masing kelompok diambil 0,01 ml untuk ditanam pada MHA, inkubasi 24 jam pada suhu 37°C
dalam anaerobic jar kemudian dilakukan penghitungan koloni. Data dianalisis dengan anava satu jalur dilanjutkan dengan uji LSD.
Hasil. Anava satu jalur memperlihatkan adanya perbedaan yang bermakna antar kelompok perlakuan. Uji LSD menunjukkan
perbedaan rerata yang bermakna (p<0,05) antara kelompok LIL1Il, IV dengan kelompok V (akuades) Terdapat perbedaan rerata
yang bermakna antara kelompok | dan kelompok VI (iod). Tidak terdapat perbedaan bermakna antara kelompok 11111V terhadap
kelompok VI (iod). Uji korelasi Produk Momen Pearson menunjukkan adanya korelasi negatif yang sangat kuat. Kesimpulan.
Ozonated water 4 ppm memiliki daya antibakteri dalam menghambat pertumbuhan Staphylococcus aureus. Semakin lama wakiu
kontak, daya anti bakterinya semakin besar. Maj Ked Gi; Juni 2012; 19(1): 25-28

Kata kunci: ozonated water, antiseptik, Staphylococcus Aureus
ABSTRACT

Background. Some previous research show that the antibacterial effect of ozonated water is very promi-sing. The aim
of this study was fo know the antibacterial effect of ozonated water on Staphylococcus aureus. Method. One mi of 10° CFU/ mi
S. aureus suspension was mixed with 10 ml ozonated water for 10second (group 1), 20second (groupil).30 second (group Ill), 40
second (group IV)As negative control S. aureus was mixed with aquadest (group V), and as positive control S. aureus was mixed
with iod (group VI). Furthermore, 0,01 ml from each group was cultivated on MHA, incubated for 24 hours-37C followed by colony
counting. Data was analyzed using one way anova followed by LSD. Result. One way anova show significant difference among
the groups and LSD test show significant mean difference between group I,IlI1I, IV and V. Significant difference can also be seen
between group | and V. No significant difference between group I, Ill, IV and VI. Product Momen Test show strong negative cor-
rrelation. Conclusion: Ozonated water 4 ppm has antibacterial effect on S. aureus. The longer the contact time, the stronger the
antibacterial effect. Maj Ked Gi; Juni 2012; 19(1): 25-28
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PENDAHULUAN

Untuk mendukung keberhasilan perawatan
endodontik bedah, seringkali peran obat kumur tidak
dapat diabaikan. Hal ini oleh karena obat kumur
yang beredar di pasaran biasanya memiliki potensi
anti bakteri yang cukup signifikan dalam mengurangi
jumlah koloni bakteri di rongga mulut.

Akhir-akhir ini ozonated water mulai banyak
diminati oleh kalangan medis karena bahan inipun
ternyata mempunyai potensi antibakteri yang cu-
kup menjanjikan. Ozonated water adalah air yang
mengandung ozon. Ozone yang terlarut di dalam air
sebesar 1pg/ml merupakan antimikroba. Ozonated
water mempunyai sifat antimikroba terhadap bakteri
gram-positif, bakteri gram-negatif, yeasts dan spora'.
Peneliti terdahulu telah meneliti efek ozonated water

terhadap mikroorganisme rongga mulut pada plak
gigi secara in vitro. Setelah terpapar dengan ozon-
ated water 4 mg/L selama 10 detik, hampir tidak
ditemukan adanya pertumbuhan mikroorganisme
plak gigi *,

Ozon terdapat di alam bebas. Di atmosfer ozon
melindungi bumi dari bahaya radiasi sinar ultraviolet.
Ozon diketahui mempunyai aksi antimikroba dan dis-
infektan terhadap bakteri, virus, jamur dan protozoa®.
Ozon terdiri dari tiga atom oksigen, oksigen yang
terkena radiasi sinar ultraviolet akan terurai menjadi
dua atom oksigen, satu atom oksigen (O,) akan ber-
gabung dengan oksigen (O,) lain maka terbentuklah
ozon. Ozon bersifat tidak stabil, dapat terurai O,+0O,
dalam 20 menit, maka harus digunakan dalam 5-10
menit pertama untuk tetap mendapatkan manfaat-
nya.
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O, disebut atom singlet oxygen, yang sangat
reaktif pada substansi yang seharusnya tidak terda-
pat dalam tubuh, seperti mikroorganisme yang pato-
gen (virus, bakteri, jamur) dan sisa metabolisme '.
Ozon akan menghancurkan dinding sel mikroorgan-
isme. Mekanismenya adalah ozon akan bereaksi
dengan ikatan rangkap pada asam lemak dari din-
ding dan membran sel bakteri, atau bereaksi dengan
selubung protein virus *

Ozon membunuh mikroorganisme dengan
cara mengoksidasi dan menghancurkan dinding sel
sehingga mampu membunuh mikroorganisme yang
resisten seperti spora bakteri, kista dan virus dalam
konsentrasi rendah dan waktu kontak yang singkat®.
Penggunaan ozon tidak meninggalkan produk sisa
yang berbahaya serta non-karsinogenik ”.

Mekanisme disinfektan ozon adalah dengan
cara mengoksidasi langsung atau merusak dinding
sel yang mengakibatkan kebocoran dari unsur pokok
sel, kerusakan unsur pokok dari asam nukleat yaitu
pada cincin purin atau cincin pirimidin, serta putus-
nya ikatan utama antara karbon dan nitrogen. Se-
telah dioksidasi permeabilitas membran akan naik
dan molekul ozon akan dengan mudah masuk dan
merusak sel. Oksidasi dari ozon mengakibatkan
kerusakan dinding sel dan membran sitoplasma mi-
kroorganisme. Hal ini menunjukkan bahwa aktivitas
bakterisidal ozonated water mengakibatkan keka-
cauan fungsi dan struktur membran sitoplasma *#

Ozon sebagai disinfektan dapat menghancur-
kan virus dan bakteri lebih efektif daripada klorine,
proses ozonisasi memerlukan waktu kontak yang
pendek (kira-kira 10-30 menit). Pada dosis rendah
ozon kurang efektif dalam menghancurkan beberapa
jenis virus dan spora bakteri dan kista. Kerugian ozon
adalah bahan ini sangat reaktif dan korosif &.

Ozon yang terlarut di dalam air sebesar 1pg/
ml merupakan antimikroba dan akan terurai menjadi
H,O dan O, '*. Ozone juga mempunyai antibakteri,
antiinflamasi, anti parasit, anti-tumor dan antiviral 7.
Penggunaan Ozonated water akan lebih bermanfaat
jika digunakan secepatnya setelah dibuat .

Ozon dalam tubuh akan terurai menjadi singlet
oksigen (O,) dan oksigen (O,). Singlet oksigen ber-
fungsi sebagai antioksidan untuk menetralisir radikal
bebas. Ozon dalam darah akan meningkatkan kadar
oksigen. Oksigen akan mengoksidasi bakteri dan sel-
sel yang rusak. Oksigen tidak membahayakan, tetapi
mengoptimalkan fungsi dan organ metabolisme tu-
buh ™

Akfivitas antimikroba ozonafed water dipe-
ngaruhi oleh konsentrasi ozon, waktu kontak dan
temperatur. Konsentrasi ozon 0,04 ppm dalam 4 me-
nit dapat membunuh bakteri, virus dan jamur ''.
Ozon yang disimpan dalam es akan bertahan lebih
lama dibandingkan jika berada dalam suhu kamar 2.
Kadar 100 persen ozon dalam suhu kamar mudah
sekali meledak. Dewasa ini ozon disimpan dalam
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bentuk ozonized water atau ozonized ice.Ozon be-
racun bagi manusia bila dihirup pada konsentrasi 50
ppm selama 1 jam.

Staphylococcus aureus adalah kokus gram
positif dengan diameter 0,8 sampai 1,0 mikron, ter-
susun dalam kelompok tidak teratur dengan formasi
seperti anggur, ditemukan dalam bentuk kokus tung-
gal atau kokus berpasangan. tidak berspora, tidak
bergerak, tidak berkapsul dan pada media agar di-
tunjukkan dengan timbulnya koloni berwarna kuning
emas "2,

Staphylococcus aureus dalam rongga mulut
dapat menyebabkan infeksi dentoalveolar akut, kista
rahang, abses endodontik, parotitis, lesi mukosa mu-
lut dan stomatitis . Staphylococcus aureus meru-
pakan kuman patogen karena dapat mengkoagulasi
plasma, bersifat hemolitik dan meragikan manitol.
Kuman ini di dalam tubuh manusia menghasilkan
eksotoksin, lekosidin, enterotoksin dan koagulase.
Enterotoksin sebagai penyebab penting keracunan
makanan 4.

lodine potassium iodide mampu membunuh
mikroorganisme broad spectrum dalam saluran akar,
namun memperlihatkan tosisitas yang rendah. lodine
bertindak sebagai oksidator yang cara kerjanya be-
reaksi dengan gugus sulfhidril dari enzim bakteri,
memecah ikatan disulfid. Kombinasi iodine dengan
klorhexidindapat membunuh secara efektif bakteri
yang resisten terhadap kalsium hidroksid. Salah satu
kerugiannya adalah bahwa pada beberapa pasien
yang rentan, iodine dapat menimbulkan reaksi aler-
gi.

Antibakteri adalah zat yang dapat membasmi
bakteri, khususnya yang merugikan manusia se-
dangkan disinfektan adalah suatu bahan kimia yang
mampu mematikan sel vegetalif suatu mikroorga-
nisma, dan digunakan untuk benda mati . Antiseptik
adalah bahan yang mampu melawan infeksi, mence-
gah pertumbuhan atau kerja mikroorganisme dengan
cara menghambat pertumbuhan serta aktivitasnya.
Antiseptik digunakan untuk makhluk hidup ".

Disinfektan yang ideal selain dapat mem-
bunuh bentuk vegetatif suatu mikrorganisme, juga
mempunyai waktu kontak singkat, efektif pada tem-
peratur kamar, tidak korosif, tidak toksik terhadap
manusia dan ekonomis. Satu hal yang membe-
dakannya dengan antiseptik yaitu bahwa bahan ini
mempunyai sifat toksisitas selektif yang artinya ber-
sifat toksis terhadap mikroorganisme patogen namun
tidak toksis terhadap sel manusia ™.

Antibakteri ada yang bersifat bakteriostatik,
yaitu mampu menghambat pertumbuhan bakteri; dan
ada yang bersifat bakterisid, yaitu mampu mema-
tikan bakteri. Kadar minimal yang diperlukan untuk
menghambat pertumbuhan dikenal sebagai kadar
hambat minimal (KHM). Kadar minimal yang diperlu-
kan untuk membunuh bakteri dikenal sebagai kadar
bunuh minimal (KBM) ™.
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Mekanisme kerja antibakteri antara lain : (1)
mengganggu metabolisme sel bakteri, (2) meng-
hambat sintesis dinding sel bakteri, (3) mengganggu
permeabilitas membran sel bakteri, (4) menghambat
sintesis protein sel bakteri, dan (5) menghambat sin-
tesis atau merusak asam nukleat sel bakteri ',

Berdasarkan uraian latar belakang maka tim-
bul permasalahan apakah ozonated water dapat
menghambat pertumbuhan Staphylococcus Aureus.

METODE PENELITIAN

Pembuatan ozonated water dilakukan di Ba-
dan Tenaga Nuklir Nasional (BATAN) Yogyakarta.
Pembuatan suspensi bakteri S. aureus dibuat sesuai
dengan standar Brown Il 108 CFU/mI kemudian dien-
cerkan hingga 10° CFU/ml.

S. aureus 10° CFU/ml  0,01ml dicampurkan
dengan 10ml ozonated water konsentrasi 4ppm se-
lama 10detik (kelompok 1), 20 detik (kelompok 11),30
detik (kelompok ll1), 40 detik (kelompok V) kemudian
diencerkan dengan akuabides 10 ml. Sebagai kontrol
digunakan akuades (kelompok V) dan iod (kelompok
VI). Dari masing-masing tabung reaksi diambil larutan
uji sebanyak 0,01ml, diteteskan pada media MHA,
dimasukkan ke dalam anaerobic jar dan diinkubasi
selama 24 jam pada suhu 37°C. Untuk masing-ma-
sing waktu pencampuran bakteri dan ozon dilakukan
3 kali replikasi pada media MHA. Setelah inkubasi
pada suhu 37°C selama 24 jam terjadi pertumbuhan
koloni S. aureus. Perhitungan jumlah koloni dengan
persamaan

Jumlah koloni perhitungan x Jumlah pengenceran
Volume (ml)

Jumlah koloni bakteri =

HASIL DAN PEMBAHASAN

Tabel 1. Hasil rerata dan simpangan baku jumlah
koloni S. aureus setelah perlakuan ozo-
nated water 4 ppm 10, 20, 30 detik dan
kontrol (CFU/ml)

Kelompok I x A
10 detik 047 236,75 133,89299
20 detik 227 56,15 35,6983
30 detik 55 13,75 11,44188
40 detik f 1,5 1,73205
Kontrol aquades 387 387 0,00000
Kontrol lod 1 1 0.00000
Anova P <05 **
LSD P<005%*
Keterangan :
X = Jumlah koloni untuk tiap kelompok percobaan
X = Rerata koloni untuk tiap kelompok percobaan
a = Simpangan baku koloni untuk tiap kelompok percobaan

Berdasarkan Tabel 1 dapat diketahui rerata
jumlah koloni S. aureus terbesar terlihat pada waktu
kontak 10 detik yaitu 236,75 x 10° CFU/ml sedang-
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kan rerata terkecil terlihat pada waktu kontak 40 de-
tik yaitu 1,5 x 102 CFU/ml.

Hasil Analisis Variansi (ANAVA) satu jalur
menunjukkan hasil bahwa terdapat perbedaan yang
bermakna (p<0,05) ozonated water dengan wakiu
pencampuran yang berbeda dan kontrol dalam
menghambat pertumbuhan S. aureus. Berdasarkan
hal tersebut maka H yang menyatakan bahwa tidak
ada pengaruh ozonated water 4ppm dalam meng-
hambat pertumbuhan S. aureus, ditolak. H_ yang me-
nyatakan ada pengaruh ozonated water 4ppm da-
lam menghambat pertumbuhan S. aureus, diterima.
Selanjutnya dilakukan uji LSD dengan tingkat signifi-
kansi 0,05 (LSD,,) untuk mengetahui signifikansi
rerata perbedaan antar kelompok perlakuan o dan
control. Hasilnya menunjukkan terdapat perbedaan
yang bermaknaantara kelompok LILI11,1V dan kelom-
pok V (kontrol negatif :akuades), antara kelompok |
dan kelompok VI ( control positif:iod). Tidak teredapat
perbedaan yang bermakna antara kelompok 1,111,V
dan kelompok Vl(kontrol positif : iod)

Untuk melihat hubungan antara kenaikan wak-
tu kontak ozonated water 4ppm terhadap pertumbu-
han S. aureus, dilakukan analisis dengan uji Korelasi
Momen Produk dari Pearson. Hasilnya menunjukkan
terdapat korelasi yang bermakna (p<0,05) antara
kenaikan waktu kontak ozonated water 4ppm dan
pertumbuhan bakteri S. aureus. Koefisien korelasi
Pearson (r = -,847) menunjukkan kekuatan korelasi
yang sangat kuat antara kedua variabel dengan arah
korelasi yang berlawanan, sehingga semakin lama
waktu pencampuran ozonated water 4 ppm, semakin
sedikit pertumbuhan bakieri yang terjadi.

Angka rerata terendah terlihat pada kelompok
40 detik yaitu sebesar 1,5 X 10 ?CFU/ ml, sedangkan
angka tertinggi terlihat pada kelompok 10 detik yaitu
sebesar 236,75 ? CFU/ ml. Hal ini oleh karena ozon
dalam air akan terurai dan bereaksi dengan molekul
air membentuk OH-, yang dapat merusak enzim bak-
teri, DNA bakteri dan dapat meningkatkan permea-
bilitas dinding sel bakteri sehingga menyebabkan
kematian sel bakteri '°. Dengan demikian, semakin
lama bakteri berkontak dengan ozonated water, se-
makin banyak ion hidroksil yang masuk, semakin
meningkat proses oksidasi oleh ozon, sehingga ke-
matian bakteri juga akan semakin tinggi. Hal ini se-
suai dengan pernyataan peneliti sebelumnya bahwa
semakin lama mikroorganisma berkontak dengan
suatu agen antibakteri maka akan semakin banyak
juga bakteri yang mati %,

Ozon memiliki potensial oksidasi yang besar
yang dapat merusak dinding sel dan membran sito-
plasma bakteri, sehingga permeabilitas membran
akan naik dan mikroorganisme akan mati 2. Ozon
akan terdisosiasi menjadi oksigen dan O nascent
(O1) yang sangat reakitif sehingga dapat mengoksi-
dasi dinding sel bakteri dengan berikatan pada ika-
tan rangkap asam lemak membran sitoplasma. Aki-
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batnya terjadi penurunan tegangan permukaan dan
kenaikan permeabilitas sehingga terjadi kebocoran
sel. Selanjutnya ozon akan mudah masuk ke dalam
sel dan O1 merusak asam nukleat bakteri. Ozon akan
merusak cincin pirimidin dan memutus ikatan antara
cincin pirimidin dan gugus gula pada asam nukleat.
Kerusakan asam nukleat ini akan berakibat pada ke-
matian sel 7. dan atom oksigennya akan bergabung
dengan protoplasma sel dan merusak sel S. aureus.

Disosiasi ozon dalam air akan menghasilkan
produk sekunder berupa OH-. OH- ini akan berika-
tan dengan fosfolipid pada membran sitoplasma dan
menyebabkan denaturasi protein sel menyebabkan
kerusakan integritas membran sitoplasma sehingga
terjadi kekacauan fungsi transport aktif dari sel dan
berakibat kematian sel 2.

KESIMPULAN

Ozonated water 4 ppm memiliki daya antibak-
teri dalam menghambat pertumbuhan Staphylococ-
cus aureus. Semakin lama waktu kontak ozonated
water 4ppm dengan Staphylococcus aureus, semakin
besar daya anti bakterinya dalam menghambat per-
tumbuhan bakteri tersebut.
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