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Abstrak

Kemangi (Ocimum basilicum L.) merupakan tanaman yang sering digunakan untuk obat tradisional. Kandungan
eugenol dalam minyak atsiri daun kemangi memiliki efek antibakteri terhadap bakteri Gram positif. Streptococ-
cus mutans adalah bakteri anaerobik fakultatif Gram positif di dalam rongga mulut yang banyak ditemukan da-
lam plak biofilm. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui efek minyak atsiri daun kemangi (Ocimum basili-
cum L.) sebagal agen penghambat pembentukan biofilm Streptococcus mutans. Penelitian ini dimulai dari pen-
gadaan daun kemangi, kemudian dilakukan destilasi uap air hingga didapat minyak atsiri. Konsentras minyak
atsiri yang digunakan dalam penelitian ini adalah 1%, 0,5%, 0,25%, 0,125%, dan 0,0625% dengan menggunakan
pelarut PEG 400 2,5%. Uji agen penghambat pembentukan biofilm dilakukan pada microplate round bottom 96
wells dengan pewarnaan kristal violet 0,5%. Pembacaan nilai absorbans menggunakan microplate reader
dengan panjang gelombang 595nm. Data yang didapat diolah menggunakan rumus penghambatan pembentukan
biofilm. Daya penghambatan pembentukan biofilm dinyatakan sebagai nilai 1Csp yang dianalisis menggunakan
metode Probit pada program SPSSversi 16. Hasil penelitian menunjukkan bahwa konsentrasi minyak atsiri daun
kemangi 0,0625%, 0,125%, 0,25%, 0,5%, dan 1% dapat menghambat pembentukan biofilm S. mutans sebesar
4,451%, 40,121%, 80,416%, 88,586%, dan 94,812%. Kesimpulan dari penelitian ini adalah minyak atsiri daun
kemangi (Ocimum basilicum L.) memiliki efek sebagai agen penghambat pembentukan biofilm Streptococcus
mutans dengan | Csp pada konsentrasi 0,168%.

Kata kunci : kemangi, penghambatan, biofilm, Streptococcus mutans, | Cso

Abstract

Basil (Ocimum basilicumL.) isaplant that iswidely used for traditional medicine. Eugenol content in the essen-
tia oils of basil leaves have antibacteria effect against Gram-positive bacteria. Streptococcus mutans is an an-
aerobic facultative Gram-positive bacteriain the oral cavity which is most commonly found in biofilms. The aim
of the research was to identify the effect of an essential oils basil leaves (Ocimum basilicum L.) as an inhibitor
agent for formation of Streptococcus mutans biofilms. This research started from the collection of kg basil
leaves, then distilled using steam destilation method until gotten the essential oils. Essential oils were prepared in
this research at the concentration of 1%, 0.5%, 0.25%, 0.125%, and 0.0625% using PEG 400 2.5% as suspending
agent. Biofilm formation inhibition test carried out with microplate round bottom 96 wells then stained with
crystal violet 0,5 %. Absorbance values reading was using microplate reader with wavelengths 595nm. The data
was processed using the formula of inhibition biofilms formation. The ability of inhibition biofilms formation
was determined as a value of the | Csp wich was analyzed by Probit method on the program SPSS 16. The results
of research showed that at the concentration of 0.0625%, 0.125%, 0.25%, 0.5%, and 1% essential oils basil
leaves can inhibits 4.451%, 40.121%, 80.416%, 88.586%, and 94.812% S. mutans biofilms formation. As con-
clusion, essential oils basil leaves (Ocimum basilicum L.) had the ability as an inhibitor agent for formation of
Sreptococcus mutans biofilms that indicated by the 1Cso of 0.168%.
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Pendahuluan

Streptococcus adalah bakteri anaerobik
fakultatif, yang merupakan agen utama da
lam metabolisme plak. Banyaknya spesies
bakteri yang ditemukan pada plak gigi, dari
semuanya itu hanyalah Streptococcus mutans
yang menunjukkan hubungan yang jelas
dengan awal pembentukan karies gigi®. Sifat
acidogenic dan aciduric (berhubungan
dengan toleransi terhadap asam)
Sreptococcus  mutans, bersama  dengan
kemampuannya untuk mensintesis glukan
ekstraseluler, merupakan faktor utama dalam
pembentukan biofilm kariogenik 2. Telah ter-
bukti bahwa jumlah Streptococcus mutans
yang lebih dari 10° cfu/ml di saliva berhub-
ungan dengan resiko karies yang tinggi °.

Biofilm bakteri merupakan komunitas
mikrobial yang kompleks yang ditemukan
pada semua permukaan mukosa manusia dan
hewan. Komunitas bakteri yang tinggal di
dalam tubuh manusia terdiri atas puluhan
sampai ratusan spesies yang berbeda atau
phylotypes, seperti yang terlihat di usus,
vagina, dan oral biofilm. Perubahan pada
ekologi biofilm dapat menyebabkan radang
usus, vaginitis, dan karies gigi. Interaksi an-
tar spesies bakteri yang berada dalam biofilm
berpengaruh  terhadap komposisi  dari
komunitas. Sebagai akibatnya, perubahan
dari populasi mikroorganisme berpengaruh
baik menjadi biofilm yang menguntungkan
atau sebaliknya mengakibatkan suatu penya-
kit. Komunitas bakteri daam keadaan
menguntungkan, membatasi bakteri yang
berpotenss bahaya dari kolonisasi, atau
melindungi host dari penyakit. Namun, be-
berapa penyakit yang disebabkan mikroor-
ganisme muncul pada saat kondisi host se-
dang sehat, dan pergeseran populasi dapat
berefek padavirulensi spesies’.

Kemangi merupakan tanaman yang
memiliki banyak manfaat, antara lain sebagai
obat, pestisida nabati, penghasil minyak
atsiri, sayuran dan minuman penyegar [5].
Tanaman kemangi memiliki khasiat merang-
sang penyerapan, peluruh keringat (diapho-
retic), diuretik, pelancar peredaran darah,
penghilang rasa sakit (analgesik), dan pem-
bersih racun .

Minyak atsiri merupakan salah satu me-
tabolit sekunder yang dihasilkan oleh tana-
man tingkat tinggi dan mempunyai peranan
penting bagi tanaman itu sendiri maupun
bagi kehidupan manusia. Minyak atsiri
mempunyai aktivitas farmakologis yang be-
ragam antara lain analgesik, antipiretik, anti-
septik, dan banyak juga yang memiliki ak-
tivitas antibakteri dan antijamur yang kuat’.
Minyak atsiri daun kemangi tersusun atas
senyawa hidrokarbon, akohol, ester, phenol
(eugenol 1-19 %, iso-eugenol), eter phenolat
(metil clavicol 3-31%, metil eugenol 1-9%),
oksida dan keton®. Minyak atsiri daun ke-
mangi mengandung eugenol yang merupakan
turunan senyawa fenol yang memiliki efek
antiseptik dan bekerja dengan merusak mem-
bran sel bakteri®.

Penelitian ini dilakukan untuk menge-
tahui efek minyak atsiri daun kemangi (Oci-
mum basilicum L.) sebagai agen penghambat
pembentukan biofilm Streptococcus mutans.
Hasil yang diperoleh dari pendlitian ini di-
harapkan dapat memberikan sumbangan in-
formasi mengenai kegunaan tumbuhan ke-
mangi (Ocimum basilicum L.) sebagal agen
antiplak.

Metodologi Penelitian
Bahan yang digunakan dalam penelitian

ini adalah daun kemangi (Ocimum basilicum
L.) didapat dari Imogiri, bakteri Streptococ-
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cus mutans, media BHI, sukrosa 2%, standar
McFarland V {(15 x 10%) CFU/ml}, minyak
atsiri daun kemangi, pelarut PEG 400, chlor-
hexidine gluconate 0,2% Minosep®, larutan
saline, aguadest steril, kristal violet 0,5%,
etanol 96%.

Alat yang digunakan dalam penelitian ini
meliputi rangkaian aat destilasi uap air, mi-
cropippetSocoorex® ukuran 5-50 pl, 50-200
pl, blue tip, yellow tip, white tip, syringe 1ml
Terumo®, tabung eppendorf, tabung Fal-
con®, laminar air flow, lampu bunsen, mi-
croplate round bottom 96wells Iwaki®, mi-
croplate flatbottom 96wells Iwaki®, tabung
reaksi, inkubator, autoklaf, spidol, dan Bio-
rad microplate reader Benchmark.

Penelitian diawala dengan identifikas
tanaman untuk memastikan bahwa tanaman
yang digunakan benar tanaman kemangi.
Kemudian dilakukan destilasi uap air untuk
mendapatkan minyak atsiri. Daun kemangi
dipetik kemudian dicuci hingga bersih. Daun
kemangi yang telah dicuci tersebut kemudian
dipotong-potong. Potongan-potongan  kecil
tersebut kemudian dimasukkan ke atas ang-
sang dandang destilas yang sudah berisi air
sebanyak 6 liter yang dihubungkan dengan
alat pendingin (kondensor) yang terhubung
dengan aat pemisah minyak atsiri (penam-
pung destilat). Pemanasan dilakukan di atas
kompor gas selama 6 jam dengan suhu
100°C.

Langkah selanjutnya adalah uji agen
penghambat pembentukan biofilm. Uji ini
menggunakan metode mikrodilusi. Bakteri
disiapkan dengan membuat suspensi dalam
media BHI dan digunakan standar McFarland
V {(15x10°%) CFU/mI}. Kemudian dilakukan
pengenceran seriad dari larutan stok 4%
dengan konsentrasi dari masing-masing min-
yak atsiri: 1%, 0,5%, 0,25%, 0,125%,

0,0625%dalam media BHI + sukrosa 2%.
Sebagai kontrol pelarut digunakan PEG 400
2,5% dan kontrol positif digunakan chlorhex-
idine gluconate 0,12% Minosep®. Larutan
uji diletakkan pada microplate round bottom
96wells, dengan volume total 100pl tiap su-
muran dengan menggunakan micropippet.
Sumuran uji berisi larutan minyak atsiri uji
dengan penambahan suspensi bakteri 109%,
sedangkan sumuran blanko berisi larutan
minyak atsiri uji dengan penambahan saline
10%tanpa ditambahkan suspensi bakteri. Mi-
croplate round bottom 96wellskemudian di-
inkubasi selama 24jam pada suhu inkubator
37°C. Microplate round bottom 96wells
dikeluarkan dari inkubator kemudian larutan
uji dibuang dan dicuci dengan air mengalir
sebanyak 3 kali. Microplate round bottom
96wells dikeringkan kemudian dalam setiap
sumuran ditambahkan pewarna kristal violet
0,5% sebanyak 150ul dan didiamkan selama
15 menit. Microplate round bottom 96wells
dicuci lagi dengan air mengalir 3 kali, didi-
amkan sdlama 15 menit. Kemudian dit-
ambahkan etanol 96% sebanyak 200ul dan
didiamkan selama 15 menit. Tahap akhir ada-
lah sebanyak 150pul larutan dalam microplate
round bottom 96wells dipindahkan ke micro-
plate flat bottom 96 wells dengan
menggunakan syringe 1ml. Hasil uji berupa
optical density (OD) dibaca dengan adat Bio-
rad microplate reader Benchmark dengan
panjang gelombang 595nm, di laboratorium
Parasitologi Fakultas Kedokteran UGM 0,
Daya penghambatan pembentukan bio-
film Streptococcus mutans  ditunjukkan
dengan harga I1Csp yaitu konsentrasi minyak
atsiri yang dapat menghambat pembentukan
biofilm sebanyak 50%. Rumus Yyang
digunakan untuk menghitung persen peng-
hambatan adalah sebagai berikut
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% penghambatan

00D sampel—0D blanko sampel

I L - (EID pelarut—0D blanko pelarul

))I % 1iM

Dengan keterangan: OD sampel: Optical density minyak atsiri + PEG 400 + suspensi
bakteri; OD blanko sampel: Optical density minyak atsiri + PEG 400 + saline; OD pelarut:
Optical density kontrol pelarut PEG 400 + suspensi bakteri; OD blanko pelarut: Optical den-
sity kontrol pelarut PEG 400 + saline. Harga 1Cso didapat dari analisis metode Probit pada

program SPSSvers 16.
Hasil Dan Pembahasan

Hasi| identifikasi tanaman di Laboratori-
un Taksonomi Tumbuhan, Fakultas Biologi,
UGM, Yogyakarta, menyatakan bahwa
tanaman yang digunakan dalam penélitian ini
adalah benar tanaman kemangi (Ocimum Ba-
silicum L.). Tanaman kemangi sebanyak 50
ikat kemudian diambil daun urutan ketiga
hingga kelima dari pucuk teratas. Daun
seberat 3,66kg didestilasi dengan metode uap
air sehingga didapat minyak atsiri sebanyak
2,1ml.

Hasil uji penghambatan pembentukan
biofilm dapat dilihat daam Tabel |. Hasil
penelitian tersebut menunjukkan bahwa min-
yak atsiri daun kemangi (Ocimum basilicum
L.) mampu menghambat pembentukan bio-
film Streptococcus mutans. Dari tabel terse-
but terlihat bahwa semakin besar konsentrasi,
semakin tinggi pula daya hambat pemben-
tukan biofilmnya. Hasil anaisis Probit
menunjukkan bahwa konsentrasi minyak
atsiri daun kemangi yang dapat menghambat
pembentukan biofilm Streptococcus mutans
sebanyak 50% adalah 0,168%.

Tabel I. Data uji minyak atsiri daun kemangi sebagai agen penghambat pembentukan

% penghambatan pembentukan biofilm

biofilm

Kadar minyak

atsiri (%)

1 91,358 95,087
0,5 90,258 89,925
0,25 63,985 71,321
0,125 15,445 53,980
0,0625 0,044 3,059
Kontrol + 84,319 85,188
Kontrol - 0,380 0,591

Rerata+ SD
96,475 96,330 94,812 + 2,386
90,641 83,519 88,586 + 3,390
93,011 93,347 80,416 + 15,039
89,502 1,555 40,121 + 39,694
12,387 2,314 4,451 + 5,444
69,218 - 79,575 + 8,980
0,296 - 0.422 + 0.152




42

Like Rosita Dwi Susanto | Efek Minyak Atsiri Daun Kemangi (Ocimum Basilicum L.) Sebagai Agen Penghambst....

Larutan uji setelah dilakukan inkubasi
selama 24jam, cairan yang ada di dalam
wells dibuang kemudian dicuci 3x, hal ini
dimaksudkan untuk menghilangkan bahan-
bahan lain yang ada di dalam wells agar yang
tersisa hanyalah biofilm yang menempel di
dinding wells. Biofilm yang menempel ini
kemudian diwarnai oleh kristal violet 0,5%.
Metode pewarnaan kristal violet telah secara
luas digunakan untuk menghitung biofilm
bakteri, serta merupakan metode pewarnaan
yang murah dan cepat dibanding metode
kuantifikasi biofilm lainnya *. Pada protokol
untuk kuantifikasi biofilm statis dalam mi-
crotitter plate menyebutkan bahwa kristal
violet tidak hanya mewarna sel, namun juga
setigp material yang menempel pada per-
mukaan plate, termasuk komponen matriks.
Penambahan etanol untuk melarutkan kristal
violet yang telah mewarnai biofilm yang
menempel, kemudian larutan dipindah ke
microtitter plate yang baru dan dibaca ab-
sorbansinya menggunakan microplate reader
12

Pelarut yang dipakai untuk melarutkan
minyak atsiri daun kemangi adalah PEG 400
2,5%, ha ini sesuai dengan penelitian sebe-
lumnya [8], yang membandingkan beberapa
pelarut yang kemudian didapat hasil bahwa
pelarut PEG 2,5% dapat mencampur minyak
atsiri daun kemangi dengan baik membentuk
sistem emulsi yang baik dan jernih dibanding
dengan pelarut lainnya. Polyethylene glycol
atau PEG merupakan polieter hidrofilik yang
netral, digunakan dalam berbagai kegunaan
dan aplikas termasuk sebagai agen non
toksik, pelumas non imunogenik, atau se-
bagai pembawa dalam formulasi farmasi 2.
PEG memiliki karakteristik hidrofilik karena
ikatan hidrogen yang terkandung didalamnya
14 PEG tidak akan berikatan dengan Strepto-
coccus mutans sebab Streptococcus mutans

bersifat hidrofobik. Interaksi hidrofobik me-
mainkan peranan penting dalam perlekatan
mikroorganisme ke berbagali permukaan dan
memfasilitas pembentukan biofilm °. Oleh
karena itu setelah inkubasi, saat cairan dalam
plate dibuang, Streptococcus mutans yang
telah menempel pada dinding plate tetap
menempel dan tidak ikut terbuang.

Pengujian daya penghambatan pemben-
tukan biofilm Streptococcus mutans mem-
berikan nilai 1Cso sebesar 0,168%, 1Cso ada-
lah konsentrasi dimana minyak atsiri dapat
menghambat 50% pembentukan biofilm.
Nilai 1Cso sering digunakan untuk uji peng-
hambatan pembentukan biofilm. Semakin
kecil nilai ICsp maka semakin efektif pula
sampel tersebut dalam menghambat pemben-
tukan biofilm?.

Hasil dari penelitian ini menunjukkan
hubungan linier antara konsentrasi minyak
atsiri dengan daya hambat pembentukan bio-
film. Atau dengan kata lain semakin tinggi
konsentrasi minyak atsiri, semakin besar pula
daya hambat pembentukan biofilmnya. Bio-
film vyang seharusnya terbentuk dan
menempel pada dinding plate dihambat pem-
bentukannya oleh minyak atsiri. Mekanisme
penghambatannya masih belum diketahui
secara pasti. Minyak atsiri daun kemangi
mengandung eugenol. Eugenol diyakini
memiliki aktivitas antibiofilm 1. Hidrokar-
bon monoterpena seperti eugenol dapat
menginaktifkan enzim, bereaks dengan ak-
tivitas membran sel, atau mengganggu
fungsionalitas material genetik, produks en-
ergi, dan sintesis komponen struktur®®, Ke-
mampuan eugenol dalam menginaktifkan
enzim ini, kemungkinan menyebabkan ter-
ganggunya aktivitas enzim glukosiltransfer-
ase yang digunakan Streptococcus mutans
untuk mensintesis sukrosa dalam media men-
jadi glukan. Glukan merupakan media
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perlekatan bakteri, apabila jumlahnya sedikit,
mengakibatkan pembentukan biofilm ter-
hambat °.

Senyawa fenol pada minyak atsiri daun
kemangi memiliki aktivitas antibakteri, hal
ini mengakibatkan terganggunya komunikasi

“quorum sensing” pada koloni bakteri untuk

membentuk  biofilm 1. Kemungkinan
mekanismenya dimulai dari pertumbuhan
bakteri yang dihambat oleh senyawa fenol
yang mengakibatkan jumlah bakteri berku-
rang sehingga kemampuan koloni bakteri un-
tuk saling berkomunikasi dalamquiorum
sensing” menjadi terhambat. Hal ini
buat terganggunya produksi |apisan eksopoli-
sakarida (EPS) oleh bakteri yang berfungsi
untuk menjaga integritas biofilm, sehingga
berakibat terhambatnya pembentukan bio-
film.

Rumus persentase penghambatan yang
digunakan merupakan modifikasi dari rumus
Quave * Rumus tersebut menghitung optical
density pada jam ke-O dan jam ke-18 setelah
inkubasi. Hal ini tidak dapat dilakukan oleh
peneliti, sebab proses pembacaan optical
density dilakukan di laboratorium Parasitolo-
g Fakultas Kedokteran UGM sedangkan
penelitian dilakukan di laboratorium Mikro-
biologi Fakultas Kedokteran Hewan UGM,
sehingga membutuhkan waktu antara selesai
inkubasi (saat dikeluarkan dari inkubator)
dengan pembacaan optical density. Kemung-
kinan hal ini berpengaruh terhadap hasil yang
didapat, dimana hasil yang didapat oleh
peneliti adalah tidak begitu homogen.

Penelitian ini memberi hasil standar de-
vias yang tinggi pada konsentrasi minyak
atsiri 0,125% dan 0,0625% yang disebabkan
oleh range hasil yang terlalu jauh. Persentase
penghambatan pembentukan biofilm dengan
range yang jauh ini kemungkinan dikare-
nakan pipeting bakteri Streptococcus mutans

yang tidak sama jumlahnya atau ada yang
tertinggal pada tip. Hal ini mengakibatkan
hasil yang didapat nilainya bervariasi.

Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian ini maka
dapat diambil kesimpulan bahwa minyak
atsiri daun kemangi (Ocimum basilicum L.)
memiliki efek sebaga agen penghambat
pembentukan biofilm Streptococcus mutans
dengan ICso pada konsentrasi 0,168%.
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