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ABSTRACT

Background: Streptococcus mutans is a bacteria which has glucosyltransferase (GTF) enzyme and acts as the main
agent that causes dental caries. GTF enzyme will convert sucrose into fructose and glucan. Temulawak (Curcuma
xanthorrhiza Roxb.) is one of the traditional herbs which has xanthorrhizol, curcumin, flavonoid, tanin, and saponin as
an antibacterial agent. Purpose: The purpose of this research is to investigate the effect of temulawak extract
(Curcuma xanthorrhiza Roxb.) to the activity of GTF enzyme Streptococcus mutans. Method: This research used 25%,
37,5%, and 50% concentration of temulawak extract as the treatment, and 0.12% chlorhexidine gluconate as a control.
The method of this research consists of three steps; preparing the temulawak extract concentration of 25%, 37,5%, and
50%, preparing the GTF enzyme from the supernatant of Streptococcus mutans, and testing GTF enzyme activity by
analyzing the fructose concentration using High Performance Liquid Chromatography (HPLC). Perusal of the fructose
area was based on the retention time of fructose. One unit of GTF enzyme activity is defined as the 1 umol fructose / ml
of enzyme / hour. Result: The obtained data then were analyzed by Post-Hoc Tukey (HSD). The result showed a
significant difference between each treatment group with the control group (p<0.05). Conclussion: This research
concludes that temulawak extract with 25%, 37,5%, and 50% concentrationcan 't inhibit the GTF enzyme activity of
Streptococcus mutans.

Keywords: Curcuma xanthorrhiza Roxb,glucosyltransferase, Streptococcus mutans.

Korespondensi (correspondence): Amanda, c/o: Departemen IImu Konservasi Kedokteran Gigi, Fakultas Kedokteran
Gigi Universitas Airlangga. JI. Prof. Moestopo 47 Surabaya 60132, Indonesia. Email : amanda-13@fkg.unair.ac.id

PENDAHULUAN

Karies merupakan masalah pada gigi yang
terjadi di Indonesia dari berbagai kelompok
ekonomi dan usia. Data Riset Kesehatan Dasar
(RISKESDAS) tahun 2013, prevalensi nasional
masalah gigi dan mulut adalah 25,9%.! Karies gigi
terjadi secara multifaktorial dengan melibatkan
beberapa faktor, yaitu faktor penjamu, substrat,
agen, dan waktu. Gigi dan saliva berperan sebagai
faktor penjamu (host), karbohidrat sebagai substrat
(makanan), dan agen mikroorganisme (bakteri)
dari plak. Interaksi dari faktor-faktor tersebut
secara bersamaan menyebabkan terjadinya karies
gigi.2

Bakteri yang dominan dalam rongga
mulut dan merupakan bakteri utama penyebab
timbulnya Kkaries gigi adalah Streptococcus
mutans.® Streptococcus mutans menghasilkan
suatu enzim glukosiltransferase (GTF) yang

mampu mensintesis glukan yang berperan penting
dalam proses perlekatan Streptococcus mutans dan
pembentukan biofilm pada permukaan gigi,
sehingga dapat menyebabkan pertumbuhan bakteri
asidurik yang lain dan menghasilkan asam
sehingga menurunkan pH dalam rongga mulut
yang dapat melarutkan email gigi yang kemudian
terjadi demineralisasi pada jaringan keras gigi.*
Karies dapat dicegah dengan penggunaan
antibakteri karena proses terjadinya karies gigi
berkaitan dengan adanya aktivitas bakteri.
Antibakteriberbahan dasar kimia dianggap kurang
efektif karena memiliki rasa yang tidak enak,
mengganggu sensasi  rasa, dan menghasilkan
warna coklat pada gigi, serta dapat menimbulkan
kekebalan, hal ini membuat terus dilakukan
penelitian untuk pemanfaatan bahan
herbal .>®Penggunaan bahan dasar herbal yang
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efektif, biokompatibel, dengan kadar toksisitas
yang rendah dan memiliki daya antibakteri.’
Temulawak (Curcuma xanthorrizha Roxb)
merupakan salah satu tanaman herbal yang sudah
banyak diteliti. Temulawak berkhasiat karena
mengandung senyawa kimia diantaranya adalah
kurkumin, minyak atsiri, saponin, flavonoid,
curcumin dan tannin yang mampu menghambat
dan membunuh bakteri. Xanthorrhizol merupakan
komponen dari minyak atsiri temulawak dan
merupakan komponen yang khas sehingga
membedakan tanaman ini dari Curcuma spesies

yang lain.®
Tujuan penelitian ini adalah untuk
mengetahui  pengaruh  pemberian  ekstrak

temulawak terhadap aktivitas enzim GTF dari
Streptococcus mutans.

BAHAN DAN METODE

Jenis penelitian ini adalah penelitian
eksperimental ~ laboratoris  dengan  desain
rancangan randomizedpost test only control group
design. Sampel dalam penelitian ini adalah enzim
GTF dari supernatan bakteri Streptococcus mutans
yang dibagi ke dalam enam belas tabung berbeda
untuk diamati aktivitasnya pada ekstrak
temulawak konsentrasi 25%, 37,5%, dan 50%.
Penelitian ini dibagi menjadi 3 tahap, yaitu:
penyiapan ekstrak temulawak, penyiapan enzim
GTF, dan pengujian aktifitas enzim GTF.

Pembuatan ekstrak temulawak
dilaksanakan di Materia Medika, Batu, Jawa
Timur. Temulawak sebanyak satu kilogram yang
telah dikeringkan, diekstraksi mengunakan pelarut
etanol 96% dengan metode maserasi. Selanjutnya
diaduk dengan menggunakan shaker digital
selama 2x24 jam dengan kecepatan 50 rpm.
Setelah itu, disaring sehingga diperoleh filtrat
berwarna coklat kekuningan. Filtrat tersebut
diuapkan menggunakan rotary evaporatorselama
3 jam untuk proses evaporasi, lalu diuapkan di
water bath selama 2 jam.

Penyiapan enzim GTF. Bakteri
Streptococcus mutans dibiakkan ke dalam tabung
reaksi yang berisi 10 ml BHIB cair. Setelah itu
diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37°C
kemudian media kultur digetarkan dengan shaker
pada kecepatan 150 rpm lalu disentrifugasi selama
30 menit dengan kecepatan 1500 rpm dengan
sentrifuge 4°C, sehingga diperoleh supernatan
yang mengandung enzim GTF.

Pengujian Aktivitas Enzim
GTF.Pengujian aktivitas enzim dilakukan di Unit
Layanan Pengujian Fakultas Farmasi Universitas

Airlangga. 16 tabung reaksi disediakan pada
penelitian ini, untuk kelompok kontrol empat
tabung, untuk perlakuan ekstrak temulawak
konsentrasi 25% empat tabung, untuk perlakuan
ekstrak temulawak konsentrasi 37,5% empat
tabung, dan untuk perlakuan dengan ekstrak
temulawak konsentrasi 50% empat tabung.

Kelompok perlakuan dan kontrol diberi
campuran 0,875 ml sukrosa 0,25 M dalam buffer
fosfat 0,2 M pH 7, ditambahkan 0,1 ml larutan
enzim GTF, ditambah dengan 0,025 ml ekstrak
temulawak konsentrasi 25% (volume yang sama
untuk chloherxidine 0,12% sebagai kontrol,
ekstrak temulawak konsentrasi 37,5%, dan ekstrak
temulawak konsentrasi 50% sebagai kelompok
perlakuan). Semua bahan perlakuan dan kontrol
tersebut diinkubasikan padawater bath suhu 37°C
selama 2 jam.®

Sesudah diinkubasi dan disaring dengan
kertas saring 0,45 um, konsentrasi fruktosa diuji
dengan High Performance Liquid
Chromatography  (HPLC), vyaitu  dengan
menyuntikan 5ul larutan perlakuan atau larutan
kontrol, kemudian dilihat waktu retensinya. Untuk
menghitung kadar fruktosa dipergunakan rumus
yang diperoleh melalui pembacaan luas area
fruktosa pada larutan standar fruktosa sebagai

[(AC/AS) x (VIS/VIC)xFP ] x 10005

Konsentrasi (%) =

KS
Keterangan:
AC = area contoh
AS = area standar
ViIC = volume injek contoh (5uL)
VIS = volume injek standar (5uL)
KS = konsentrasi standar (1%)
FP = faktor pengenceran
berikut:°
HASIL

Penelitian ini  menunjukkan adanya
perbedaan rerata aktivitas enzim GTF dari masing-
masing perlakuan. Perbedaan rerata aktivitas
enzim GTF pada masing-masing kelompok uji
terlihat pada tabel 1.

Berdasarkan tabel 1, terlihat adanya
peningkatan kadar fruktosa pada kelompok
perlakuan ekstrak temulawa dibandingkan dengan
kelompok kontrol. Terlihat juga terdapat
penurunan kadar fruktosa pada kelompok
pemberian ekstrak temulawak 50% dibandingkan
dengan kelompok pemberian ekstrak temulawak
25% dan 37,5%.
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Tabel 1. Hasil pengukuran aktivitas enzim
glukosiltransferase (GTF) menggunakan HPLC

Kelompok n | Rerata | SD

Kontrol

(chlorhexidine 0,120) | 4 | 244 | 621

Ekstrak temulawak

konsentrasi 25% (T 25%) 4 69.1 4,59

Ekstrak temulawak
konsentrasi 37,5% 4 46,6 3,74
(T 37,5%)

Ekstrak temulawak

konsentrasi 50% (T 50%) 4 3528 | 3,3

Keterangan: n = jumlah sampel ; SD = standard deviasi

Hasil tersebut berdasarkan pengukuran
jumlah konsentrasi fruktosa bebas yang kemudian
dilakukan pengukuran jumlah konsentrasinya
dengan menggunakan HPLC. Fruktosa dalam
penelitian ini merupakan salah satu produk sintesis
dari enzim GTF bakteri Streptococcus mutans.
Rendahnya jumlah konsentrasi fruktosa yang
terbentuk, dapat diasumsikan sebagai keberhasilan
penghambatan aktivitas enzim GTF bakteri
Streptococcus mutans.

Hasil uji one way ANOVA pada data hasil
penelitian ini  menunjukkan signifikansi 0,000
(p<0,05) yang menunjukkan adanya penurunan
aktivitas enzim GTF yang bermakna antar
kelompok uji, selanjutnya uji analisis Post

HocComparison Test.Hasil dari Post
HocComparison Test menunjukkan terdapat
Kon T T T

Perlakuan n trol 50% | 375% @ 25%

Kontrol 4 B 0.026* 0.000* 0.000*
T50% 4 B 0.020*  0.000*
T375% 4 FEE I 0.000*

T2500 4 R .

perbedaan yang bermakna pada semua kelompok,
baik kelompok perlakuan maupun kelompok
kontrol.

Tabel 2. Nilai p hasil Post Hoc Comparison Test
*: p>0,05 sehingga tidak ada perbedaan yang bermakna

PEMBAHASAN

Hasil dari penelitian ini menunjukkan
bahwa terdapat perbedaan yang bermakna antara
chlorhexidine 0,12% dengan ekstrak temulawak
konsentrasi 25%, 37,5%, dan 50%. Perbedaan
rerata aktivitas enzim GTF dalam penelitian ini
mengindikasikan adanya perbedaan kemampuan

penghambatan enzim GTF dari masing-masing
kelompok uji. Penghambatan aktivitas enzim GTF
bakteri Streptococcus mutans berperan penting
dalam upaya pencegahan karies gigi. Rendahnya
rerata aktivitas enzim GTF dari bakteri
Streptococcus  mutans  dapat  memperkecil
kemungkinan terjadinya karies gigi.

Aktivitas enzim GTF dalam mengubah
senyawa sukrosa menjadi fruktosa dan glukan
dapat dihambat oleh senyawa polifenol yang
terdapat pada temulawak. Penelitian sebelumnya
menunjukkan temulawak mengandung senyawa
polifenol seperti xanthorrizol, curcumin, tannin,
saponin, dan flavonoid.*?

Xanthorrhizol merupakan turunan fenol
yang berinteraksi dengan sel bakteri melalui
proses adsorpsi yang melibatkan ikatan hidrogen.
Pada kadar rendah akan terbentuk kompleks
protein fenol dengan ikatan yang lemah dan segera
mengalami penguraian, diikuti penetrasi fenol ke
dalam sel yang menyebabkan denaturasi protein.
Pada kadar tinggi fenol menyebabkan koagulasi
protein dan sel membran mengalami lisis. 4

Curcumin memiliki kemampuan sebagai
antioksidan dengan mendonorkan atom H dari
gugus fenoliknya. lkatan hidrogen dengan protein
membran sel bakteri menyebabkan pemisahan
lapisan lipid bilayer, sehingga dapat menyebabkan
kerusakan membran sel. Kerusakan pada membran
sel  tersebut  mengakibatkan  terganggunya
permeabilitas sel yang mengakibatkan aktivitas
enzim terhambat.™®

Kandungan flavonoid dalam temulawak
terdapat tiga mekanisme kerja antibakteri yaitu
menghambat sintesis asam nukleat, menghambat
fungsi membran sitoplasma, dan menghambat
metabolisme energi, sehingga menyebabkan
kerusakan pada permeabilitas dinding sel bakteri.
Flavonoid merupakan salah satu senyawa fenol
alami  yang dapat menghambat enzim
glukosiltransferase.'®

Saponin  memiliki kemampuan untuk
menurunkan tegangan permukaan dinding sel
karena pada saponin terdapat komponen aktif
aglycone yang bersifat membranolitik.
Selanjutnya, akibat dari penurunan tegangan
permukaan tersebut, saponin akan membentuk
kompleks dengan sterol yang menyebabkan
pembentukan single ion channel. Adanya single
ion channel ini akan menyebabkan ketidakstabilan
membran sel, yang pada akhirnya dapat
menghambat aktivitas enzim yang berperan dalam
kehidupan sel bakteri.®

Tanin  pada temulawak  memiliki
kemampuan untuk dapat menghambat enzim
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ektraseluler dengan cara mengambil alih substrat
yang dibutuhkan pada pertumbuhan bakteri, atau
bekerja langsung pada metabolisme dengan cara
menghambat fosforilasi oksidasi.!

Perbedaan yang bermakna antar tiap
kelompok kontrol menunjukkan bahwa terdapat
pengaruh penggunaan ekstrak temulawak dalam
penghambatan aktivitas enzim GTF melalui
mekanisme antibakteri yang dimilikinya, namun
diperlukan  pembanding untuk  mengetahui
konsentrasi ekstrak temulawak yang paling efektif
dalam menghambat aktivitas enzim GTF.
Penggunaan kelompok kontrol pada penelitian ini
menjadi  indikator efektivitas dari  ekstrak
temulawak. Penelitian ini dilakukan dengan
menggunakan  chlorhexidine 0,12% sebagai
kontrol, karena chlorhexidine merupakan standar
baku obat kumur.Y’Chlorhexidinemampu
menurunkan  pembentukan  fruktan, namun
sebaliknya pada penelitian Silva et al. (2014)
menunjukkan bahwa chlorhexidinedapat
menghambat ~ pembentukan  glukan  pada
Streptococcus mutans dalam biofilm, 1718

Berdasarkan hasil penelitian dapat ditarik
kesimpulan bahwa ekstrak temulawak (Curcuma
xanthorrhiza Roxb.) konsentrasi 25%, 37,5%, dan
50% tidak dapat menghambat aktivitas enzim
glukosiltransferase (GTF) Streptococcus mutans.
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