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ABSTRACT

Betle leaf (Piper betle L.) essential oil and catechu nut (Areca catechu L.) extracts have been known
to be able to inhibit biofilm formation of S. mutans. This research aimed to characterize the chemical
compounds of betle leaf esssential oil, screen the phytochemicals in catechu nut ethanol extract, and
assess the inhibitory potential of betle and catechu in chewy candy on biofilm formation by S. mutans. The
experiment included preparation of extracts and chemical characterization of the raw materials, formulation
of chewy candy, measurement of biofilm inhibition, and sensory evaluation of the candy. In vitro
examination for inhibitory potency of betle and catechu chewy candy against biofilm formation S. mutans
ATCC 31987 was performed in adhesion phase (4 hours) and active accumulation phase (18 hours).
Antibacterial assay was performed in BHI broth media on microplate 96 wells. Crystal violet 0.5% was
used to stain the biofilm and Optical Density (OD) was measured at A 450 nm. The GC-MS analysis
detected 32 compounds in the essential oil of betle leaf. The Betle leaf essential oil contained chavicol
acetate, isoeugenol, chavibetol acetate, chavicol, and allylcatechol 3.4-diacetate, while catechu nut
ethanol extract contained flavonoids and tannins. The components were possibly the inhibitory agents of
S. mutans biofilm formation. Chewy candy containing 0.8% betle leaf essential oil and 2.3% catechu nut
extract had effective inhibitory potential for S. mutans biofilm formation. Inhibition during adhesion phase
was 74.5+0.7%, while that for accumulation phase was 60.8+1.8%. Sensory analysis suggests that the
candy was slightly liked by the panelists (5+2).
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ABSTRAK

Minyak atsiri daun sirih (Piper betle L.) dan ekstrak biji pinang (Areca catechu L.) diketahui dapat
menghambat pembentukan biofilm S. mutans. Tujuan penelitian ini adalah untuk mengkarakterisasi
komponen kimia minyak atsiri daun sirih, menskrining fitokimia ekstrak etanol biji pinang, dan mengukur
potensi hambat permen lunak yang mengandung minyak atsiri daun sirih dan ekstrak biji pinang terhadap
pembentukan biofilm S. mutans. Penelitian ini meliputi penyiapan bahan baku, karakterisasi kimia bahan
baku, pembuatan permen lunak sirih dan pinang, pengukuran penghambatan biofilm, dan evaluasi sensori
permen. Uji potensi hambat permen lunak sirih dan pinang terhadap pembentukan biofiim S. mutans
ATCC 31987 dilakukan pada fase adesi (4 jam) dan fase akumulasi aktif (18 jam) secara in vitro.
Pengujian antibakteri dilakukan pada media BHI Broth, menggunakan microplate 96 sumur. Kristal violet
0,5% digunakan untuk pewarnaan biofilm, sedangkan Optical Density (OD) sampel diukurpada A 450 nm.
Analisis GC-MS menunjukkan 32 komponen terdeteksi dalam minyak atsiri daun sirih. Minyak atsiri daun
sirih yang digunakan mengandung kavikol asetat, isoeugenol, kavibetol asetat, kavikol, dan alilkatekol 3,4-
diasetat, sedangkan ekstrak etanol biji pinang mengandung flavonoid dan tanin. Komponen-komponen
tersebut diduga berperan sebagai agen penghambat pembentukan biofilm S. mutans. Permen lunak yang
mengandung minyak atsiri daun sirih 0,8% dan ekstrak biji pinang 2,3% memiliki potensi hambat yang
efektif terhadap pembentukan biofilm S. mutans. Penghambatan selama fase adesi adalah 74,5+0,7%,
sedangkan fase akumulasi adalah 60,8+1,8%. Analisis sensori menyarankan bahwa permen agak disukai
oleh panelis (5£2).

Kata kunci: Areca catechu L., biofilm, permen lunak, Piper betle L., Streptococcus mutans
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PENDAHULUAN

Kebiasaan mengunyah sirih dan pinang me-
rupakan bagian dari kebudayaan masyarakat Indo-
nesia. Salah satu daerah di Indonesia yang hampir
sebagian besar masyarakatnya telah mengunyah
sirih dan pinang adalah Papua (Hamzuri dan Sire-
gar, 1997). Menyirih dan menginang adalah istilah
yang dipakai untuk meramu campuran biji pinang
dengan unsur-unsur terpilih yang dibungkus dengan
daun sirih (Peng et al., 2015). Kebiasaan mengu-
nyah sirih dan pinang mengakibatkan gigi menjadi
kuat meskipun telah usia lanjut (Parianti et al.,
2015). Salah satu alternatif mengunyah sirih dan
pinang yang lebih praktis yaitu dibuat dalam produk
pangan. Hal ini sesuai dengan yang dikemukakan
oleh Buckle et al. (1987) bahwa salah satu produk
praktis dan disukai hampir semua golongan usia
adalah permen, baik dalam bentuk keras maupun
lunak. Kandungan minyak atsiri daun sirih dilapor-
kan dapat menghambat pembentukan biofilm S.
mutans (Rahim dan Nalina, 2011). Selain itu, eks-
trak biji pinang telah dilaporkan memiliki aktivitas
penghambatan terhadap pembentukan biofilm S.
mutans (Reena dan Michael, 2009). Biofilm atau
plak gigi merupakan akumulasi sel bakteri dalam
matriks ekstraseluler yang menempel pada per-
mukaan gigi atau restorasi gigi (Ren et al., 2015). S.
mutans merupakan agen utama dalam patogenesis
karies gigi (Zhao et al., 2014).

Senyawa fenolik dalam minyak atsiri daun sirih
yang berperan sebagai antimikroba oral anaerob
adalah senyawa alilpirokatekol (Ramji et al., 2002).
Senyawa kavikol, hidroksikavikol, kavibetol asetat,
eugenol, isoeugenol, safrol, dan alilpirokatekol mon-
oasetat merupakan konstituen fenolik minyak atsiri
daun sirih yang diduga berperan sebagai agen
penghambat pembentukan biofilm S. mutans (Suli-
antari et al., 2008; Sugumaran et al., 2011). Kompo-
nen utama ekstrak biji pinang adalah senyawa leu-
kosinaidin (flavan 3,4-diol) dan prosianidin (Mathew
dan Govindarajan, 1963; Huang et al., 2010). Reena
dan Michael (2009) melaporkan bahwa ekstrak biji
pinang terbukti dapat menghambat pembentukan
biofilm S. mutans. Senyawa yang diduga berperan
sebagai agen antibiofilm S. mutans adalah flavan
3,4-diol dan prosianidin. Minyak atsiri daun sirih dan
ekstrak biji pinang masing-masing memiliki senyawa
antimikroba. Menurut Ouedrhiri et al. (2016), zat
antimikroba jika digunakan dalam bentuk kombinasi
memiliki beberapa keuntungan yaitu melalui efek
sinergisme atau adisi, mengurangi kemungkinan ter-
jadinya resistensi selain dapat meningkatkan efek-
tivitas penghambatan, terutama jika kedua zat ter-
sebut memiliki aksi yang berbeda tetapi saling
mendukung. Kombinasi minyak atsiri daun sirih dan
ekstrak biji pinang belum dilaporkan dalam meng-
hambat biofilm S. mutans. Campuran minyak atsiri
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daun sirih dan ekstrak biji pinang dalam sediaan
permen lunak diharapkan memiliki efek sinergis
dalam menhambat biofilm S. mutans. Oleh karena
itu, penelitian ini bertujuan untuk menentukan poten-
si hambat permen lunak yang mengandung kom-
binasi minyak atsiri daun sirih dan ekstrak biji pinang
terhadap pembentukan biofilm S. mutans.

BAHAN DAN METODE

Bahan

Minyak atsiri daun sirih komersial diperoleh dari
PT. Sumber Multi Atsiri (Cianjur, Jawa Barat), biji
pinang diperoleh dari Balai Penelitian Tanaman
Rempah dan Obat Cimanggu bagian Kawasan
Wisata llmiah (Bogor, Jawa Barat), maltitol (PT.
Astabumi Ciptadaya, Jakarta), isomalt (Mannheim,
Germany), gum arab (Houjin, Cina), S. mutans
ATCC 31987 diperoleh dari laboratorium Biologi
Oral FKG UL.

Ekstraksi biji pinang

Biji pinang diambil pada saat buah matang, kulit
buah berwarna merah kecoklatan dan konsistensi
buah yang keras. Pembuatan tepung dilakukan me-
lalui pengecilan ukuran, pengeringan, dan peng-
gilingan. Biji pinang diolah menjadi tepung sesuai
metode Awe et al. (2013) dengan modifikasi. Biji
pinang dikeringkan dengan cabinet dryer (Enginee-
ring & Equipment GmbH 6072 Dreieich, West Ger-
many) pada suhu 50°C selama 5 jam, lalu digiling
dengan disc mill melalui saringan 420 ym.

Tepung biji pinang diekstraksi dengan metode
Ultrasonic-Assisted Extraction (UAE) sesuai Chavan
dan Singhal (2013) dengan modifikasi. Serbuk biji
pinang dilarutkan dengan etanol food grade 96%
(produksi lokal, Bogor) dengan perbandingan 1:6
w/v, kemudian dilakukan shaker (Infors AG Ritter-
gasse 27 CH-4103 type RC TK, Bottmingen) dengan
kecepatan 150 rpm pada suhu ruang selama 30
menit. Setelah dilakukan shaker dilanjutkan sonikasi
pada frekuensi 44 kHz dan 925 W selama 30 menit
(Branson 8510 USA). Ekstrak direndam dalam ice
bath untuk mengimbangi panas selama sonikasi. Ini
dipertahankan pada suhu ekstrak 30°C. Proses eks-
traksi ini dilakukan dua kali. Ekstrak yang diperoleh
dari sentrifugasi (Hermle Z 383 K, Germany) dengan
kecepatan 5000 rpm selama 50 menit pada suhu
25°C, dan disaring dengan pompa vakum (Buchi B-
169 Labortechnik, Zwitzerland) menggunakan kertas
saring Whatman No. 1 (Merck Milipore, Germany).
Supernatan dikumpulkan dan diuapkan dengan
rotary evaporator (Buchi R-210 Labortechnik, Zwit-
zerland) pada suhu 40°C sampai 1/8 volume awal.
Selanjutnya, hasil ekstrak biji pinang disimpan
dalam botol berwarna gelap pada suhu 4°C.
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Analisis komponen kimia minyak atsiri daun
sirih

Komponen kimia minyak atsiri daun sirih di-
analisis menggunakan GC-MS berdasarkan metode
Santos et al. (2009) yang dimodifikasi. Sistem GC-
MS (model Agilent Technologies 7890A-5975C inert
XLEI/CI MSD, USA) dilengkapi dengan kolom
kapiler yang terdiri 5% fenil - 95% metilpolisiloksan
(non polar HP-5) (Panjang 60 m, diameter 0,25 mm,
ketebalan 0,25 um). Helium sebagai gas pembawa
dengan tekanan 100 Kpa dan laju alir 1 mL/menit.
Minyak atsiri daun sirih sebanyak 0,2 uL diinjeksi
dengan teknik split. Aliran split dengan rasio adalah
1:100. Suhu injektor 250°C dan suhu detektor
280°C. Suhu awal kolom 60°C ditahan selama 5
menit. Laju kenaikan suhu kolom 3°C/menit hingga
suhu mencapai 250°C, dan ditahan selama 10
menit. Detektor MS dengan kisaran rasio massa dan
muatan 33 m/z-550 m/z. Energi ionisasi MS sebesar
70 eV. ldentifikasi masing-masing komponen de-
ngan membandingkan pola fragmen massa dengan
komponen yang tersedia dalam data base Wiley 9
N11L dan Adams 1995.

Skrining fitokimia

Ekstrak etanol biji pinang dilakukan skrining
fitokimia sesuai metode Harborne (1998) yang di-
modifikasi yaitu untuk menentukan keberadaan
metabolit sekunder diantaranya alkaloid, flavonoid,
saponin, tanin, hidrokuinon, triterpenoid, dan steroid.
Uji alkaloid dilakukan dengan melarutkan 1 g sampel
dalam beberapa tetes NH3s (Merck Milipore, Germa-
ny, kemudian ditambahkan 5 mL kloroform (Merck &
Co, New Jersey, USA) dan disaring, Filtrat ditambah
dengan 3-5 tetes H2SO4 2 M (Merck, Germany)
sampai terbentuk dua lapisan. Diambil lapisan asam
(terdapat bagian atas) dan direaksikan dengan
pereaksi Dragendorf (Merck Milipore, Germany),
Mayer (Merck Milipore, Germany), dan Wager
(Merck Milipore, Germany). Jika terbentuk endapan
jingga pada reagen Dragendorf, endapan putih pada
reagen Mayer, dan endapan coklat pada reagen
Wagner berarti sampel mengandung komponen
alkaloid.

Uji flavonoid dilakukan dengan melarutkan 5 g
sampel dalam 100 mL air suling yang dipanaskan 5
menit dan kemudian disaring. Filtrat kemudian dit-
ambah 0,05 mg serbuk Mg (Merck Milipore, Ger-
many), 1 mL HCI pekat (Merck Milipore, Germany),
dan 1 mL alkohol (Merck Milipore, Germany), kemu-
dian dikocok kuat-kuat. Jika lapisan tersebut ber-
warna merah, kuning atau jingga maka dalam
sampel tersebut terdapat komponen flavonoid. Uji
saponin dilakukan dengan melarutkan 5 g sampel
dalam air suling yang dipanaskan 5 menit kemudian
disaring. Filtrat yang telah dihasilkan kemudian di-
kocok dengan kuat sampai terbentuk buih. Jika buih

yang terbentuk stabil maka ekstrak tersebut me-
ngandung saponin.

Uji tanin dilakukan dengan melarutkan 5 g
sampel dalam air suling yang dipanaskan 5 menit
dan kemudian disaring. Filtrat yang telah dihasilkan
kemudian ditambah 3 tetes FeCls 1% (Merck Mili-
pore, Germany). Jika terbentuk warna hitam kehi-
jauan berarti ekstrak mengandung tanin. Uji hidro-
kuinon dilakukan dengan melarutkan 1 g sampel
dalam metanol (Merck Milipore, Germany) kemudian
disaring. Filtrat yang dihasilkan kemudian diberi
NaOH 10% (Merck Milipore, Germany) beberapa
tetes. Jika terbentuk warna merah berarti sampel
mengandung hidrokuinon. Uji triterpenoid dan
steroid dilakukan dengan melarutkan 5 g sampel
dalam 20 mL n-heksana (JT Baker USA) dan
didiamkan selama 2 jam. Setelah itu, campuran
dikocok dan selanjutnya disaring. Kemudian filtrat
ditambahkan 2 tetes H2SO4 pekat (Merck Milipore,
Germany). Jika terbentuk warna biru atau hijau
berarti ekstrak mengandung steroid. Setelah itu
ditambah 1 tetes CH3COOH anhidrat (Merck Mili-
pore, Germany), jika terbentuk warna merah atau
ungu berarti ekstrak mengandung triterpenoid.

Pembuatan permen lunak sirih dan pinang
Pembuatan permen lunak sirih dan pinang
menggunakan formula cajuput chewy candy non
sukrosa yang dimodifikasi (Dewi, 2014). Komposisi
formula permen lunak sirih dan pinang per 100 g
(Tabel 1). Tahap pertama yaitu pembuatan maltitol
sirup. Maltitol sebanyak 75 g dilarutkan dalam 100
mL air kemudian dididihkan hingga semuanya larut.
Tahap kedua yaitu dilakukan pencampuran isomalt,
maltitol sirup, gum arab, maltodekstrin (toko Setia
Guna, Bogor), sukralosa (toko yoek's, Bogor), dan
air kemudian didihkan hingga mencapai suhu
136°C. Untuk pencampuran minyak kanola, gliserol
monostearat, dan lesitin (toko Yoek's, Bogor) suhu
diturunkan hingga suhu 110°C. Penambahan mi-
nyak atsiri daun sirih dan ekstrak biji pinang (Tabel
2) dilakukan ketika suhu telah turun hingga 40°C.
Setelah itu, dilakukan penarikan dan pelipatan
adonan hingga tercapai adonan permen yang liat.
Batas minimum konsentrasi minyak atsiri daun
sirih dan ekstrak biji pinang berdasarkan konsentrasi
hambat minimum S. mutans. Batas minimum me-
ngacu hasil penelitian Yunilawati (2002), minyak
daun sirih pada pasta gigi memiliki konsentrasi
hambat minimum 0,1% terhadap S. mutans. Hasil
penelitian Asdyakasa (2013), konsentrasi hambat
minimum ekstrak etanol biji pinang sebesar 1,5%
dalam menghambat S. mutans. Konsentrasi ekstrak
biji pinang cukup tinggi dibandingkan dengan mi-
nyak daun sirih. Penentuan batas minimum ekstrak
biji pinang sama dengan minyak daun sirih sebesar
0,1% untuk mengetahui konsentrasi yang mem-
punyai efek sinergis dalam menghambat S. mutans.
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Batas maksimum konsentrasi minyak atsiri
daun sirih dan ekstrak biji pinang berdasarkan
penerimaan sensori. Hal ini disebabkan konsentrasi
minyak atsiri daun sirih dan ekstrak biji pinang yang
tinggi diduga penerimaan sensori akan menurun.
Menurut Sugumaran et al. (2011) bahwa minyak
atsiri daun sirih mempunyai rasa pungent (pahit
agak pedas), sedangkan menurut Peng et al
(2015), ekstrak biji pinang mempunyai rasa astri-
ngent (kelat agak sepat). Konsentrasi maksimum
minyak atsiri dan ekstrak biji pinang yang dapat
diterima secara sensori dengan atribut rasa adalah
3% (v/v). Panelis yang digunakan adalah maha-
siswal/i IPB yang terbiasa mengunyah sirih dan
pinang.

Tabel 1. Formula permen lunak sirih dan pinang per

100 g

Bahan Persen (%)
Isomalt 32,8 (w/v)
Maltitol sirup (75%) 47,75 (viv)
Gum arab 1,45 (w/v)
Maltodekstrin 2,25 (wlv)
Sukralosa 0,01 (w/v)
Air 6,04 (v/v)
Fat (minyak kanola) 5,9 (vIv)
Lesitin 0,4 (viv)
Gliserol monostearat 0,3 (v/v)
Flavor minyak atsiri daun sirih X (VIV)
Flavor ekstrak biji pinang y (vIv)

Sumber: Dewi (2014)

Uji penghambatan pembentukan biofilm S.
mutans ATCC 31987

Uji penghambatan pembentukan biofiim S.
mutans sesuai metode Dwivedi dan Singh (2016)
yang meliputi persiapan kultur S. mutans, pengham-
batan pembentukan biofilm S. mutans, dan pewar-
naan kristal violet. S. mutans diambil 10 yL meng-
gunakan pipet mikro (Eppendorf) dari stok kultur
bakteri yang disimpan dalam lemari pendingin
(-80°C). Kemudian ditumbuhkan dalam BHI agar
(Acumedia, USA) dan diinkubasi (Memmert IN55,
Germany) selama 48 jam pada suhu 37°C dengan
kondisi mikroaerofilik (CO2 10%, Hz 10%, N2 80%) di
dalam anaerobik jar. Setelah itu, diambil masing-
masing 1 ose S. mutans dari 2 koloni berbeda dan
ditumbuhkan dalam BHI broth (Acumedia, USA).
Selanjutnya diinkubasi kembali 24 jam pada suhu
37°C dengan atmosfir mikroaerofilik. Penentuan
jumlah bakteri menggunakan Total Plate Count
(TPC). Setelah diketahui konsentrasi awal S.
mutans yang telah dibiakkan, selanjutnya disera-
gamkan menjadi 107 CFU/mL.

Saliva disterilkan menggunakan filter (0,22 pm,
Millipore, Bedford, MA) dituangkan ke dalam micro-
plate dan diinkubasi selama 30 menit. Selanjutnya
saliva steril sebanyak 100 uL (100 ng/mL) dimasuk-
kan ke dalam microplate 96 well (lwaki, Japan) dan

diinkubasi selama 30 menit, kemudian saliva di-
buang. Kemudian dimasukkan kedalam well yang
telah dilapisi protein saliva secara bersamaan 100
pL S. mutans (107 CFU/mL) dan 100 pL formula uji
(permen lunak sirih dan pinang dengan konsentrasi
pada Tabel 2) yang telah dilarutkan dalam BHI broth
(1:2 g/mL). Selanjutnya, waktu inkubasi biofilm
dilakukan menurut Suwandi et al. (2013) dengan
sedikit modifikasi yaitu periode inkubasi ditetapkan
selama 4 jam (fase adesi) dan 18 jam (fase akumu-
lasi aktif/prematurasi) pada suhu 37°C dengan
kondisi mikroaerofilik.

Tabel 2. Konsentrasi minyak atsiri daun sirih dan
ekstrak biji pinang dalam permen

Formula MDS* (% viv) __EBP™ (% V/V)
F1 0,1 3,0
F2 0,8 2,3
F3 1,6 15
F4 3,0 0,1

Keterangan: *MDS, minyak atsri daun sirih; **EBP ekstrak
biji pinang

Setelah inkubasi, semua cairan dalam well
dibuang hingga di dasar well hanya menempel
biofilm. Selanjutnya, well dicuci 2 kali dengan Phos-
phate Buffer Saline (PBS) (Merck Milipore, Germa-
ny) masing-masing sebanyak 200 pL, kemudian
difiksasi dengan cara melewatkan well beberapa
saat di atas lampu Bunsen. Well yang diinokulasikan
dengan bakteri, tanpa bahan uji, diperlakukan
sebagai kontrol negatif. Selanjutnya well yang telah
difiksasi ditambahkan 200 pL kristal violet 0,5%
(Pronadisa, Spain), kemudian diinkubasi pada suhu
37°C selama 15 menit. Setelah itu, cairan di dalam
well dibuang kemudian dibilas dua kali dengan PBS
steril 200 pL untuk menghilangkan warna yang tidak
terserap sedangkan warna yang terikat dari pewar-
naan sel diekstraksi 200 pL etanol 95% (Merck
Milipore, Germany). Pengujian semi kuantitatif pem-
bentukan biofim S. mutans diukur absorbansi
larutan dengan menggunakan microplate reader
(Accu Reader M-965 Elisa Reader, Taiwan) pada
panjang gelombang 450 nm (ODaso). Persentase
daya hambat dan potensi hambat pada fase adesi
dan akumulasi pembentukan biofilm S. mutans
menggunakan rumus:

Persentase daya hambat =

OD Kontrol negatif-OD perlakuan

0,
OD Kontrol negatif x 100%

Persentase potensi hambat =

Persentase daya hambat perlakuan
Persentase daya hambat kontrol positif*

x 100%

di mana, *kontrol positif menggunakan klorheksidin
diglukonat 0,06% pada S. mutans 25175 dengan
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persentase daya hambat 100% (D Angelis et al.,
2012).

Persentase daya hambat perlakuan pada fase
adesi dan akumulasi masing-masing dibandingkan
dengan persentase daya hambat kontrol negatif
(BHI broth dan S. mutans) yaitu 0%. Sedangkan
persentase potensi hambat perlakuan pada fase
adesi dan akumulasi masing-masing dibandingkan
dengan potensi hambat kontrol positif (klorheksidin
diglukonat) yaitu 100%.

Evaluasi sensori

Penerimaan sensori permen lunak sirih dan
pinang berdasarkan atribut rasa dengan mengguna-
kan skala hedonik tujuh poin dimana, 1=sangat tidak
suka, 2 = tidak suka, 3 = agak tidak suka, 4 = antara
suka/tidak suka, 5 = agak suka, 6 = suka, dan 7 =
sangat suka (Meilgaard et al., 2006). Panelis yang
digunakan dalam penelitian adalah panelis yang ter-
biasa mengunyah sirih dan pinang sebanyak 78
orang yang berasal dari Kabupaten Biak, Papua.

Analisis data

Pengolahan statistik menggunakan RAL Fakto-
rial dengan uji one-way ANOVA dan uji lanjut
Duncan (P<0,05) menggunakan software SPSS 22.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Komponen kimia minyak atsiri daun sirih (Piper
betle L.)

Komponen kimia minyak atsiri daun sirih hasil
pendugaan GC-MS sebanyak 32 senyawa tersaji
pada Tabel 3. Senyawa fenolik yang terdeteksi
antara lain adalah kavikol asetat, isoeugenol, kavi-
betol asetat, kavikol, dan alilkatekol 3,4-diasetat
(Gambar 1), senyawa-senyawa yang diduga ber-
peran aktif dalam menghambat pembentukan biofilm
S. mutans. Suliantari et al. (2008), Rahim dan Nalina
(2011) melaporkan bahwa senyawa fenolik yag ter-
kandung dalam minyak atsiri daun sirih diantaranya
kavikol, hidroksikavikol, kavibetol asetat, eugenol,
isoeugenol, safrol, dan alilpirokatekol monoasetat
diduga berperan sebagai agen penghambat pem-
bentukan biofilm S. mutans.

Komponen kimia ekstrak etanol biji
(Areca catechu L.)

Skrining fitokimia digunakan untuk mengetahui
senyawa metabolit sekunder yang terdapat pada
ekstrak etanol biji pinang. Hasil skrining fitokimia
ekstrak etanol biji pinang (Tabel 4) mengandung
alkaloid, flavonoid, saponin, tanin, hidrokuinon, dan
triterpenoid. Komponen utama pada ekstrak etanol
biji pinang adalah senyawa flavonoid (flavan 3,4-

pinang

diol) dan tanin terkondensasi (prosianidin) (Mathew
dan Govindarajan, 1963; Huang et al., 2010). Reena
dan Michael (2009) juga melaporkan ekstrak biji
pinang terbukti dapat menghambat pembentukan
biofilm S. mutans. Senyawa yang diduga berperan
dalam penghambatan pembentukan biofilm S.
mutans adalah flavan 3,4-diol dan prosianidin.

Tabel 3. Senyawa kimia minyak atsiri daun sirih
(Piper betle L.)
No. Waktua Komponen
Peak Retensi*
1 26,885 a-thujene
2 27,414 a-pinene
3 28,337 Camphene
4 29,500 Sabinene
5 30,077 B-myrcene
6 31,799 a-terpinene
7 32,212 p-simen
8 32,597 B-phellandrene
9 34,000 y-terpinene
10 35,635 a-terpinolene
11 35,895 Linalool L
12 40,347 4-terpineol
13 41,173 Estragol
14 43,443 Chavicol
15 47,923 Chavicol acetate
16 49,183 Isoeugenol
17 49,702 a-copaene
18 50,202 B-elemene
19 51,039 a-bergamotene
20 51,327 Nortricyclane
21 51,760 t-caryophyllene
22 53,135 B-selinene
23 53,760 y-muurolene
24 54,202 Tricyclo[4,1,0,0(2,4)]heptanes
25 54,471 Naphthalene
26 54,760 a-selinene
27 55,154 Chavibetol acetate
28 55,452 O-cadinene
29 55,664 7-epi-a-selinene
30 58,241 Caryophyllene oxide
31 59,173 2-methylbicyclo [3,3,1] nonane
32 59,395 Allylcatechol 3,4-diacetate

Keterangan: *Waktu retensi (menit) dengan menggunakan
kolom kapiler HP-5

Tabel 4. Hasil skrining fitokimia ekstrak etanol biji
pinang (Areca catechu L.)
Konstituen Fitokimia Ekstrak Etanol
Alkaloid +
Flavonoid
Saponin
Tanin
Hidrokuinon
Triterpenoid
Steroid -
Keterangan: + indikasi ada dalam konstituen; - indikasi
tidak ada dalam konstituen

+ + + + +
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Gambar 1. Senyawa kimia minyak atsiri daun sirih yang diduga sebagai agen antibiofilm S. mutans

Potensi hambat pembentukan biofilm S. mutans
(fase adesi dan akumulasi)

Tahap pembentukan biofilm terdiri dari fase
perlekatan, fase kolonisasi bakteri pionir, koagre-
gasi, dan maturasi (Neilands, 2007). Pada penelitian
ini, pelikel disimulasikan dengan cara melapisi per-
mukaan well dgn protein saliva, sehingga memung-
kinkan S. mutans melekat (fase adesi dan akumula-
si) pada permukaan well.

Potensi hambat fase adesi pembentukan bio-
film S. mutans yang efektif (Gambar 2) ditunjukkan
oleh formula 4 (minyak atsiri daun sirih 3,0% dan
ekstrak biji pinang 0,1%) dengan potensi hambat
sebesar 77,2+1,2%. Hal ini tidak berbeda nyata
(P<0,05) dengan formula 3 (minyak atsiri daun sirih
1,6% dan ekstrak biji pinang 1,5%) dengan potensi
hambat sebesar 76,312,4% dan formula 2 (minyak
atsiri daun sirih 0,8% dan ekstrak biji pinang 2,3%)
dengan potensi hambat sebesar 74,5%+0,7%. Pada
formula 4 dan formula 3 mengandung minyak atsiri
daun sirih dengan konsentrasi tinggi sehingga me-
miliki penghambatan yang efektif. Hal ini sesuai
dengan hasil penelitian Rahim dan Nalina (2011)
dimana konsentrasi minyak atsiri daun sirih yang
semakin tinggi maka penghambatan pembentukan
biofilm S. mutans juga semakin efektif. Pada formula
2 diduga terjadi interaksi senyawa bioaktif dari
minyak atsiri daun sirih dan ekstrak biji pinang
dalam menghambat pembentukan adesi biofilm S.
mutans. Hal ini sesuai dengan penelitian Gofi et al.
(2009) yang menunjukkan bahwa mekanisme
antibakteri dari 1,8-sineol dan kamphor pada kayu
manis sinergis dengan aktivitas eugenol pada mi-
nyak atsiri cengkeh.

Pada fase akumulasi terjadi peningkatan jumlah
pembentukan biofiim S. mutans yang ditunjukkan
dengan daya hambatnya kurang baik dibandingkan
fase adesi (Gambar 2). Fenomena ini mungkin
disebabkan pada fase adesi pembentukan biofilm S.
mutans yaitu massa biofilm yang dihasilkan masih
sangat lemah sehingga pelekatan massa biofilm
pada permukaan multiwell plate dapat dihambat.
Menurut Beckers dan Hoeven (1982), pada awal
fase log biofilm masih lemah. Sejalan yang dilapor-
kan oleh Patel et al. (2009) bahwa penghambatan

lebih awal lebih penting dibandingkan penurunan
maturasi biofilm. Senyawa bioaktif minyak atsiri
daun sirih dan ekstrak biji pinang diduga pada fase
adesi mudah berpenetrasi ke dalam matriks biofilm
sedangkan pada fase akumulasi sulit berpenetrasi
ke dalam matriks biofilm. Selain itu, potensi hambat
pada fase akumulasi kurang efektif disebabkan pe-
ngukuran paparan isomalt adalah selama 18 jam.
Menurut Mayo dan Ritchie (2009), isomalt yang
terdapat dalam permen sirih pinang dapat dideg-
radasi oleh enzim a-glukosidase S. mutans menjadi
glukosa, manitol, dan sorbitol sebagai sumber nutrisi
bila paparan dalam periode panjang.
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Kontrol
Positif

Formula Permen Lunak Sirih dan Pinang

Kontrol  F1 F2 F3 F4
Negatif

BFase adesi (4 jam) EFase akumulasi (18 Jam)

Keterangan: F1 (MDS 0,1% v/v, EBP 3,0% v/v); F2 (MDS
0,8% viv, EBP 2,3% v/v); F3 (MDS 1,6% v/v, EBP
1,5% viv); F4 (MDS 3,0% v/v, EBP 0,1%) v/v; MDS
(minyak atsiri daun sirih); EBP (ekstrak biji pinang);
Kontrol negatif (BHI broth dan S. mutans); Kontrol
positif (klorheksidin diglukonat); Uji penghambatan
biofilm (n = 3); Notasi huruf pada diagram yang sama
tidak berbeda nyata pada taraf uji 5% (uji selang
berganda Duncan)

Gambar 2. Hasil pengukuran respon potensi ham-
bat permen lunak sirih dan pinang ter-
hadap pembentukan biofilm S. mutans
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Mekanisme penghambatan minyak atsiri daun
sirih terhadap pembentukan biofilm S. mutans yaitu
sifat hidrofobisitasnya yang masuk ke dalam lapisan
lipida sel bakteri sehingga sel bakteri menjadi per-
meabel yang memicu koagulasi membran sito-
plasma, kebocoran ion, ketidakseimbangan transpor
aktif, dan kerusakan konstituen lainnya (Leite et al.,
2007). Mekanisme lain dalam penghambatan pem-
bentukan biofilm S. mutans yaitu adanya senyawa
flavonoid dari ekstrak biji pinang yang berikatan
dengan kompleks protein ekstraseluler bakteri
sehingga melisiskan dinding sel. Selain itu, senyawa
tanin dari ekstrak biji pinang juga berperan dalam
menghambat enzim ekstraseluler dan fosforilasi
oksidatif S. mutans (Boussaada et al., 2008).

Skor sensori (kesukaan rasa)

Uji kesukaan rasa formula permen sirih pinang
berdasarkan potensi hambat yang efektif terhadap
pembentukan biofilm S. mutans (Gambar 3). For-
mula permen yang tidak berbeda nyata memiliki
potensi hambat baik pada fase adesi adalah formula
2, formula 3, dan formula 4 (P>0,05). Namun, for-
mula 2 memiliki potensi hambat paling baik pada
fase akumulasi dibandingkan formula 3 dan formula
4 (P<0,05).

Sangat Suka 7 - b b
2°]
I a
c 91 17
[ s
g
S 4 7
[%2]
O
X 3 |
S
X
20,
Sangat
Tidak Suka 1

F2 F3 F4
Formula Permen Lunak Sirih dan Pinang

Keterangan: F2 (MDS 0,8% v/v, EBP 2,3% v/v); F3 (MDS
1,6% vlv, EBP 1,5% v/v); F4 (MDS 3,0% v/v, EBP
0,1% v/v); MDS (minyak atsiri daun sirih); EBP
(ekstrak biji pinang); uji penerimaan rasa (n= 78);
Notasi huruf yang sama tidak berbeda nyata pada taraf
uji 5% (uji selang berganda Duncan)

Gambar 3. Penerimaan rasa formula permen lunak
sirih dan pinang

Hasil analisis kesukaan rasa menunjukkan
bahwa formula 4 memiliki rata-rata skor paling
rendah (3 = agak tidak suka) yang berbeda nyata
dengan formula 2 dan formula 3 (P<0,05). Hal ini
diduga disebabkan penambahan minyak atsiri daun
sirih memberikan rasa pungent yaitu pahit agak

pedas (Sugumaran et al,, 2011) dan penambahan
ekstrak biji pinang yang juga mempunyai rasa
astringent yaitu pahit agak sepat (Peng et al., 2015).
Formula 2 dan formula 3 sebenarnya memiliki rasa
yang sama (5 = agak suka), namun formula 2
memiliki potensi hambat akumulasi yang lebih baik
dibandingkan dengan formula 3.

KESIMPULAN

Minyak atsiri daun sirih yang digunakan
terdeteksi mengandung kavikol asetat, isoeugenol,
kavibetol asetat, kavikol, dan alilkatekol 3,4-diasetat
sedangkan ekstrak etanol biji pinang mengandung
flavonoid dan tanin, senyawa-senyawa yang diduga
berperan sebagai agen penghambat pembentukan
biofilm S. mutans. Permen lunak yang mengandung
campuran minyak atsiri daun sirih 0,8% dan ekstrak
biji pinang 2,3% memiliki potensi hambat yang
efektif terhadap pembentukan biofilm S. mutans
(terutama pada fase adesi 74,5+0,7%, fase akumu-
lasi 60,8+1,8%) dengan penerimaan sensori rasa
agak disukai (5%£2). Permen lunak sirih dan pinang
perlu diuji lanjut secara in vivo terhadap pengham-
batan pembentukan biofiim S. mutans sehingga
dapat diketahui relevansi lama konsumsi permen
sirih dan pinang dengan keefektifan potensi hambat
selama 4 jam hingga 18 jam secara in vitro. Opti-
masi formula lebih lanjut direkomendasikan untuk
dilakukan guna meningkatkan penerimaan sensori.
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