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Abstract: Shrimp shell (carapace) contains chitosan which is reported to have antibacterial 

property against periodontal bacteria. This study aimed to determine the antibiofilm efficacy of 

chitosan obtained from black tiger shrimp (Penaeus monodon) against Aggregatibacter action-

mycetemcomitans and Treponema denticola in vitro. The antibiofilm activity was tested using 

crystal violet biofilm assay with variations of chitosan concentrations, as follows: 0.2%, 0.4%, 

0.6%, 0.8%, and 1%. Chlorhexidine 0.2% was used as the positive control and acetate 1% as the 

negative control with 3-hour-treatment period. The biofilm optical density was analyzed using 

microplate reader with 490 nm wavelength. Data were analyzed statistically using One Way-

ANOVA with the significance level of p<0.05. The result showed that all concentrations of 

chitosan were able to inhibit the biofilm formation of A. actinomycetemcomitans and T. denticola. 

The most effective concentration was 0.6% for both bacteria. In conclusion, Penaeus monodon 

chitosan has been proved to inhibit the biofilm formation of Aggregatibacter actinomycetem-

comitans and Treponema denticola in vitro. Further study is needed to confirm this result with 

other oral bacteria.  

Keywords: chitosan of Penaeus monodon; Aggregatibacter actinomycetemcomitans; Treponema 

denticola; biofilm 
 

 

Abstrak: Limbah kulit udang (carapace) mengandung kitosan yang memiliki sifat antibakteri 

yang dapat digunakan untuk melawan bakteri periodontal. Penelitian ini bertujuan untuk menge-

tahui efek antibiofilm dari kitosan udang windu (Penaeus monodon) terhadap Aggregatibacter. 

actinomycetemcomitans dan Treponema denticola in vitro. Uji antibiofilm menggunakan metode 

biofilm assay dengan variasi konsentrasi kitosan: 0,2%, 0,4%, 0,6%, 0,8%, dan 1%. Kontrol positif 

menggunakan klorheksidin 0,2% dan kontrol negatif menggunakan asetat 1% pada perlakuan 

waktu 3 jam. Pengukuran optical density biofilm menggunakan microplate reader pada panjang 

gelombang 490 nm. Data dianalisis dengan menggunakan analisis sidik ragam satu arah dengan 

nilai kemaknaan p<0,05. Hasil penelitian mendapatkan bahwa semua konsentrasi kitosan dapat 

mengurangi perlekatan pertumbuhan biofilm A. Actinomycetemcomitans dan T. denticola. Kon-

sentrasi paling optimal ialah pada konsentrasi 0,6% untuk keduanya. Simpulan penelitian ini ialah 

kitosan Penaeus monodon mampu menghambat perlekatan pertumbuhan biofilm pada 

Aggregatibacter. actinomycetemcomitans dan Treponema denticola secara in vitro. Dibutuhkan 

penelitian lebih lanjut untuk mengonfirmasi hasil ini menggunakan strain bakteri patogen rongga 

mulut lainnya. 

Kata kunci: kitosan Penaeus monodon; Aggregatibacter actinomycetemcomitans; Treponema 

denticola; biofilm
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PENDAHULUAN 
Lautan menjadi hunian kira-kira sete-

ngah dari keanekaragaman hayati dunia. 

Hampir 70% permukaan bumi tertutupi oleh 

lautan, yang berarti hampir mencapai 90% 

dari biosfer.1 Indonesia memiliki luas wila-

yah mencapai 5.180.054 km2 yang terbagi 

menjadi dua, yaitu daratan sebesar 1.922.570 

km2 dan lautan 3.257.483 km2.2 Produksi 

total perikanan Indonesia dari perikanan 

tangkap dan budidaya pada tahun 2019 

mencapai 23,67 juta ton.3 Pada tahun yang 

sama, produksi udang windu (Penaeus 

Monodon) ditargetkan mencapai 1.020.000 

ton dengan nilai produksi 72,44 triliun pada 

tahun 2020. 3 Udang P. monodon merupakan 

jenis yang banyak dibudidaya di Indonesia 

untuk kebutuhan ekspor, pasokan ke resto-

ran, serta dikonsumsi; oleh karena itu 

diperkirakan limbah yang dihasilkan menca-

pai 35-50% dari berat tubuh udang.4  

Kitosan diperoleh dari kitin, yang dapat 

diekstraksi dari crustacea, fungi, dan 

insects.5 Pada kedokteran gigi bahan yang 

terdapat pada kitosan memiliki sifat bioaktif, 

anti radang, hemostasis, pemulihan luka serta 

pemulihan tulang.6 Kitosan telah banyak 

dilirik oleh para peneliti dewasa ini karena 

meningkatnya kebutuhan akan bahan alam 

daripada bahan kimia dan biopolimer. 

 Kebersihan dan kesehatan rongga mulut 

sangat penting dalam mencegah terjadinya 

penyakit periodontal. Penyakit ini diawali 

dengan pembentukan biofilm oleh bakteri 

dengan hampir 700 variasi bakteri dominan.7 

Setiap individu diperkirakan membawa 

sekitar 50-200 spesies.8 Bakteri ini diringkas 

dengan microbiome yang berkaitan dengan 

kesehatan dan penyakit mulut.7 Menurut 

WHO (World Health Organization), 10% 

dari populasi dunia menderita penyakit 

periodontal, yang dapat diperparah oleh 

sejumlah faktor seperti buruknya kebersihan 

mulut, merokok tembakau, diabetes, obat-

obatan, usia, keturunan, dan obesitas.9  

Penyakit periodontal disebabkan oleh 

bakteri periodontal yang terdapat pada plak 

dan dapat berkembang menjadi infeksi kronis 

pada jaringan lunak dan keras pada daerah 

sekitar gigi.10 Namun, etiologi penyakit ini 

sangat rumit dan multifaktorial. Faktor dasar 

dari etiologi infeksi penyakit ini ialah spesies 

bakteri (periodontal pathogens) yang terga-

bung dalam komunitas biofilm.10 Organisme 

pada red complex (Porphyromonas gingi-

valis, Tannerella forsythia, dan Treponema 

denticola) sering ditemukan pada waktu plak 

berdekatan dengan jejas periodontal.11 Hasil 

studi epidemiologi pada beberapa bagian 

dunia, menunjukkan bahwa kolonisasi rong-

ga mulut oleh spesies tertentu dari bakteri 

periodontal yang termasuk A. Actinomyce-

temcomitans, P. gingivalis, T. forsythia, dan 

Campylobacter rectus menyebabkan preva-

lensi lebih tinggi pada individual yang 

memiliki penyakit periodontal destruktif.11 

Pada periodontitis umumnya ditemukan 

bakteri Gram negatif yang berhubungan 

dengan gingivitis, sedangkan pada pasien 

dengan periodontitis kronik bakteri yang 

menunjukkan kadar tinggi ialah P. gingivalis, 

T. forsythia, P. intermedia, P. nigrescens, C. 

rectus, A. Actinomycetemcomitans, P. micra, 

E. nodatum, Leptotrichia buccalis, dan 

Treponema denticola.12  

Penelitian yang dilakukan oleh Achmad 

et al13 melaporkan bahwa kitosan gel dari 

sisik bandeng dapat menghambat pertum-

buhan bakteri Aggregatibacter actinomyce-

temcomitans dan Porphyromanas gingivalis. 

Pada penelitian yang dilakukan oleh Khan et 

al14 didapatkan bahwa kitosan merupakan 

bahan yang efektif untuk menghambat per-

tumbuhan dan pembentukan biofilm secara 

luas. Namun sejauh ini, belum ada penelitian 

yang menganalisis sifat antibiofilm kitosan 

yang berasal dari udang P. monodon terhadap 

bakteri A. Actinomycetemcomitans dan T. 

denticola sebagai bakteri penyebab penyakit 

periodontal. Hal ini mendorong penulis untuk 

mengetahui lebih lanjut mengenai efikasi 

antibiofilm kitosan udang windu (Penaeus 

monodon) terhadap Aggregatibacter actino-

mycetemcomitans dan Treponema denticola 

  

METODE PENELITIAN  

Penelitian ini dilaksanakan di Labo-

ratorium MiCORE Fakultas Kedokteran Gigi 

Universitas Trisakti Jakarta pada bulan 

Januari 2022. Jenis penelitian ini ialah ekspe-

rimental laboratorik secara in vitro untuk 

melihat pengaruh kitosan Penaeus monodon 
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terhadap biofilm Aggregatibacter actino-

mycetemcomitans dan Treponema denticola. 

Pada pembuatan ekstrak kitosan, bahan 

yang digunakan pada penelitian didapatkan 

secara komersial dengan sertifikasi HACCP 

(Hazard Analysis and Critical Control 

Points) dan GMP (Good Manufacturing 

Practices). Bahan baku yang digunakan ialah 

kulit udang windu (P. monodon) kering yang 

dihancurkan hingga menjadi serbuk. Proses 

deproteinasi menggunakan larutan NaOH 

yang kemudian diaduk, dibilas dengan akua-

des serta dikeringkan, dan demineralisasi 

menggunakan larutan HCl yang kemudian 

diaduk, dibilas dengan akuades serta dike-

ringkan, dan didapatkan hasil yaitu kitin. 

Kitin kemudian dimasukkan ke dalam proses 

deasetilasi dengan penambahan larutan NaOH 

20% dan suhu 90-100oC, diaduk secara 

konstan selama 60 menit. Hasil yang ber-

bentuk bubur ini disaring, dicuci dengan 

akuades kemudian dikeringkan, dan diperoleh 

kitosan bubuk, yang selanjutnya dilarutkan 

dengan cairan asetat 1% hingga mencapai 

konsentrasi yang dibutuhkan. 

Untuk kultur bakteri digunakan biakan 

murni bakteri A. actinomycetemcomitans 

ATCC 29522 atau T. denticola ATCC 35405 

dikultur menggunakan media Brain Heart 

Infusion Broth, diinkubasi selama 24 jam 

pada suhu 37oC dalam keadaan anerobik. 

Uji biofilm dilakukan dengan metode 

Crystal Violet Biofilm Assay menggunakan 

96-well-plate. Masing-masing bakteri dima-

sukkan ke dalam sumuran (200µL) dan 

diinkubasi selama 24 jam, suhu 370C, dalam 

suasana anaerob untuk membentuk biofilm. 

Kemudian diberikan perlakuan dengan kito-

san berbagai konsetrasi (0,2%, 0,4%, 0,6%, 

0,8%, dan 1%) dengan kontrol positif 

klorheksidin 0,2% dan kontrol negatif asetat 

1% selama 3 jam. Densitas biofilm dikuan-

tifikasi menggunakan microplate reader 

dengan panjang gelombang 490 nm. 

Data yang diperoleh dianalisis menggu-

nakan uji normalitas Saphiro-Wilk. Oleh 

karena data terdistribusi normal maka dilan-

jutkan dengan ANOVA satu arah dan Post 

Hoc LSD. Analisis statistik dilakukan meng-

gunakan software IBM SPSS Statistic 26. 

 

HASIL PENELITIAN 
Hasil penelitian menunjukkan bahwa 

kitosan P. monodon dapat menghambat perle-

katan biofilm A. actinomycetemcomitans se-

cara bermakna (p<0,05). Konsentrasi paling 

efektif terlihat pada konsentrasi 0,6% tetapi 

tidak lebih efektif dibandingkan dengan 

kontrol positif (Gambar 1). Hasil serupa ter-

lihat pada biofilm T. denticola yang juga 

dihambat secara bermakna (p<0,05). Konsen-

trasi paling efektif terlihat pada konsentrasi 

0,6% tetapi tidak lebih efektif dibandingkan 

kontrol positif (Gambar 2). 

 

 

 
 

 

Gambar 1. Grafik hasil biofilm A. actinomyce-

temcomitans setelah diberikan perlakuan selama 3 

jam dengan kitosan (konsentrasi 0,2%, 0,4%, 

0,6%, 0,8%, dan 1%), dengan kontrol positif klor-

heksidin 0,2% dan kontrol negatif asetat 1%. 

Gambar 2. Grafik hasil biofilm T. denticola sete-

lah diberikan perlakuan selama 3 jam dengan 

kitosan (konsentrasi 0,2%, 0,4%, 0,6%, 0,8%, dan 

1%) dengan kontrol positif klorheksidin 0,2% dan 

kontrol negatif asetat 1%. 
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BAHASAN 
Pada hasil penelitian ini densitas biofilm 

A. actinomycytemcomitans terkecil terlihat 

pada konsentrasi 1% dengan nilai optical 

density sebesar 1,47±0,145, yang jauh lebih 

rendah dibandingkan kontrol negatif (OD 

2,23±0,334); hal ini menunjukkan bahwa 

kitosan Penaeus monodon memiliki daya 

hambat biofilm. Pada uji Post Hoc LSD 

didapatkan hasil perbedaan bermakna antara 

konsentrasi 0,2% sampai 1% terhadap kontrol 

negatif (p<0,05). Pada biofilm T. denticola 

didapatkan densitas terkecil juga pada pada 

konsentrasi 1% dengan nilai optical density 

sebesar 1,41±0,405 yang jauh lebih rendah 

dibandingkan kontrol negatif (OD 1,96± 

0,076). Kitosan Penaeus monodon dapat 

dikatakan memiliki daya hambat terhadap 

pembentukan biofilm T. denticola. Pada uji 

Post Hoc LSD terlihat bahwa pada konsentrasi 

kitosan 0,2% dan 0,6% terdapat perbedaan 

bermakna dengan kontrol negatif (p<0,05). 

Penelitian oleh Costa et al15 melaporkan 

bahwa kitosan Sigma-Aldrich dapat meng-

hambat perlekatan biofilm periodontal de-

ngan system dual species biofilm yang terdiri 

dari S. mutans dengan P. gingivalis dan S. 

mutans dengan P. intermedia yang sejalan 

dengan penelitian ini. Hasil penelitian 

Wedarti et al16 yang menguji kitosan ber-

bahan kepiting rajungan (Portunus pelagi-

cus) terhadap biofilm bakteri P. gingivalis 

mendapatkan bahwa konsentrasi kitosan 

mulai dari 0,25% dan 0,5% memiliki sifat 

menghambat biofilm. Pada penelitian yang 

dilakukan oleh Marzuki17 didapatkan hasil 

gabungan antara metronidazole berbasis 

kitosan memiliki efektifitas antibakteri yang 

lebih baik dibandingkan dengan bahan 

metronidazole saja.  

Kitosan memiliki antibiofilm yaitu meng-

hambat pertumbuhan biofilm dengan cara 

menghambat produksi polysaccharide inter-

cellular adhesin-encoded gene locus yang 

berperan dalam adhesi awal pembentukan 

biofilm pada permukan yang dilindungi.14,18,19 

Kitosan memiliki kandungan positif pada 

gugus amino yang dapat berinteraksi dengan 

mikroba bermuatan negatif yang membuat 

kebocoran protein dan lapisan intersel mikro-

organisme.14 Pengaplikasian kitosan pada 

bidang kesehatan dapat digunakan sebagai 

desinfektan, bahan pemulihan luka, pemulih-

an jaringan pada bedah ortopedi, hemodialisis, 

serta sebagai inhibitor obat-obatan.20 Di 

Amerika Serikat, kitosan dapat dibeli secara 

komersial dengan mudah dan menjadi 

beberapa produk termasuk digunakan untuk 

mengontrol perdarahan, misalnya ChitoClear 

Hemostatic Dressing.21,22 di bidang kedok-

teran gigi. Diharapkan di masa mendatang, 

kitosan dapat digunakan sebagai obat kumur 

yang memiliki potensi antibakteri yang baik. 

 

SIMPULAN 
Kitosan Penaeus monodon memiliki efek 

antibiofilm terhadap A. actinomycetemcomi-

tans mulai pada konsentrasi 0,2% hingga 1% 

dan Treponema denticola pada konsentrasi 

0,2% dan 0,6%. Penelitian lanjut dibutuhkan 

untuk mengonfirmasi hasil ini dengan meng-

gunakan bakteri patogen rongga mulut 

lainnya sehingga kitosan dapat dimanfaatkan 

sebagai bahan alternatif pengobatan di bidang 

kedokteran gigi. 
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