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ABSTRAK

Streptococcus mutans merupakan bakteri gram positif yang berperan sebagai faktor etiologi utama karies dan koloni
primer dalam pembentukan biofilm rongga mulut. Biji chia mengandung flavonoid dan asam fenolik yang mampu
menghambat pertumbuhan bakteri. Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengetahui pengaruh ekstrak etanol biji
chia terhadap pembentukan biofiim S. mutans. Penelitian eksperimental laboratoris ini menggunakan metode uji
dengan microtiter plate. Streptococcus mutans ATCC 25175 dikultur dalam BHI yang mengandung 1% sukrosa dan
diberi perlakuan ekstrak biji chia 1,3%, 2,6%, 5,2%, klorheksidin glukonat 0,2% sebagai kontrol positif dan akuades
sebagai kontrol negatif. Biakan bakteri diinkubasi selama 24 jam dalam 96-well microplate kemudian diwarnai dengan
kristal violet 0,1% selama 15 menit. Densitas optik dibaca dengan microplate reader (A = 540 nm). Data dianalisis
dengan uji Kruskal-Wallis dan uji post-hoc U-Mann Whitney. Uji Kruskal-Wallis menunjukkan perbedaan signifikan
(p < 0,05) rerata persentase daya hambat pembentukan biofilm S. mutans pada setiap kelompok perlakuan. Uji
U-Mann Whitney menunjukan ekstrak etanol biji chia konsentrasi 1,3%, 2,6%, dan 5,2% memiliki kemampuan setara
dalam pembentukan biofilm S. mutans meskipun masih lebih rendah dibandingkan klorheksidin 0,2%. Kesimpulan
dari penelitian ini adalah ekstrak etanol biji chia mampu menghambat pembentukan biofilm S. mutans ATCC 25175.

Kata kunci: biji chia; biofilm; karies; pembentukan biofilm; Streptococcus mutans

ABSTRACT: The potential of chia seed extract (Salvia hispanica L.) in inhibiting biofilm formation of
Streptococcus mutans ATCC 25175 in vitro. Streptococcus mutans is a gram-positive bacterium that acts as a
major etiologic factor for caries and primarycolony-forming oral biofilm. Chia seeds contain flavonoids and phenolic
acids that can inhibit bacterial growth. This study aimed to determine the effect of ethanol extract of chia seeds on the
formation of S. mutans biofilm. This laboratory study used the microtiter plate method. Streptococcus mutans ATCC
25175 was cultured in BHI supplemented with 1% sucrose and treated with 1.3%, 2.6%, 5.2% chia seed extract,
0.2% chlorhexidine gluconate (CHX) as a positive control and aquadest as a negative control. The culture bacteria
were incubated for 24 hours in a 96-well microplate and then stained using 0.1% crystal violet for 15 minutes. The
optical density was measured with a microplate reader (A = 540 nm). The data were analyzed using the Kruskal-Wallis
test followed by the U-Mann Whitney test. The Kruskal-Wallis test showed significant differences (p < 0.05) among
groups. The U-Mann Whitney test showed that 1.3%, 2.6%, and 5.2% chia seed extract had equal ability in inhibiting
the formation of S. mutans biofilm although its ability is less than chlorhexidine gluconate. In conclusion, the ethanol
extract of chia seeds can inhibit the formation of S. mutans biofilm.
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PENDAHULUAN
Karies gigi

Sejak pertengahan 1960-an,

merupakan penyakit kronis yang

diketahui
bahwa S. mutans berperan penting dalam etiologi

menyebabkan gigi berlubang.! Terjadinya karies
dalam gigi seseorang disebabkan oleh 4 faktor
penting yang saling berinteraksi yaitu substrat,
host, mikroorganisme dan waktu. Mikroorganisme
yang berperan penting dalam terjadinya karies
antara lain Streptococcus mutans, S. sobrinus,
dan Lactobacilli yang terdapat dalam plak gigi.?

karies gigi. Streptococcus mutans adalah bakteri
fakultatif anaerobik Gram positif yang bersifat
asidogenik dan asidurik. Habitat alami dari S.
mutans adalah rongga mulut manusia, lebih
spesifik lagi pada dental plaque yang melekat
pada permukaan jaringan keras gigi.> Faktor
virulensi S. mutans dalam menyebabkan karies,
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antara lain: (i) kemampuannya untuk melekat
pada gigi dan membentuk biofilm. Kemampuan S.
mutans dalam melekat pada gigi karena adanya
enzim glukosiltransferase (gtf), glucan-binding
protein (Gbp protein), dan cell surface protein
antigen ¢ (PAc). Enzim gtf mampu mensintesis
glukan dari sukrosa yang dapat menyokong
kolonisasi bakteri pada permukaan keras gigi dan
berkontribusi untuk membentuk plak pada gigi. (ii)
kemampuan untuk memetabolisme karbohidrat
menjadi asam organik (asidogenik). S. mutans
memetabolisme sukrosa dengan menghasilkan
asam laktat. (iii) kemampuan untuk tahan terhadap
kondisi lingkungan dengan pH rendah saat
adanya perubahan ekologi plak diakibatkan oleh
meningkatnya produksi asam laktat (asidurik).*56

Terdapat berbagai macam  strategi
pencegahan karies gigi, seperti kontrol plak
dengan menyikat gigi dan penggunaan dental
floss, aplikasi fluorida, serta pit dan fissure
sealant.” Salah satu kontrol plak yang paling
sering digunakan adalah obat kumur. Obat kumur
yang umum digunakan saat ini adalah klorheksidin
glukonat. Klorheksidin glukonat adalah antiseptik
bisbiguanida bersifat kationik dengan spektrum
luas untuk bakteri Gram positif dan negatif.
Akan tetapi, klorheksidin glukonat memiliki efek
samping seperti perubahan warna kecoklatan
pada gigi dan dorsum lidah, gangguan rasa,
ulserasi pada mukosa oral, sensasi terbakar, dan
pembengkakan kelenjar parotid.®® Oleh karena
itu, perlu dilakukan penelitian untuk mendapatkan
bahan alternatif yang bersifat sebagai antikaries.
Salah satu alternatif biomaterial yang dapat
dimanfaatkan adalah biji chia (Salvia hispanica L.)
yang masih minim penelitiannya tetapi memiliki
banyak khasiat.

Chia merupakan tanaman asli dari Meksiko
dan Guatemala. Biji chia sudah dikonsumsi
manusia sejak 5500 tahun lalu. Secara tradisional,
biji chia digunakan oleh Bangsa Aztek dan
Maya untuk pengobatan dan makanan.”” Biji
chia memiliki banyak kandungan senyawa aktif
yang dapat bermanfaat bagi kesehatan. Biji chia
mengandung 25% sampai 40% oil dengan 60%
terdiri dari w-3 alpha linolenic acid dan 20% terdiri
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dari w-6 linoleic acid. Kedua asam lemak tersebut
diperlukan oleh tubuh manusia untuk kesehatan.
Selain itu, komponen kimiawi aktif biji chia
adalah myericetin, quercetin, kaempferol, caffeic
acid yang termasuk dalam golongan flavonols
dan phenolic acids. Penelitian sebelumnya
membuktikan quercetin dan kaempferol dari
tanaman chia dapat menghambat pembentukan
biofilm."'2 Menurut Zeng dkk.,' quercetin dan
kaempferol dapat mengurangi massa biofilm dan
meningkatkan pH biofilm. Menurut Guan dkk.,"
quercetin dan kaempferol dapat menyebabkan
pengurangan produksi asam oleh S. mutans
dengan menghambat aktivitas enzim F-ATPase
dan terbukti memiliki aktivitas antimikroba terhadap
bakteri kariogenik, seperti S. mutans, S. sobrinus,
S. sanguinis, Actinomyces viscosus, Actinomyces
naeslundii, dan Lactobacillus rhamnosus. Tujuan
dari penelitian ini untuk mengetahui pengaruh
ekstrak biji chia (Salvia hispanica L.) terhadap
pembentukan biofilm Streptococcus mutans

METODE PENELITIAN

Penelitian ini telah mendapatkan persetujuan etik
dengan dikeluarkannya surat No. 006338/KKEP/
FKG-UGM/EC/2021 dari Komisi Etik Penelitian
Fakultas Kedokteran Gigi UGM pada tanggal
26 Maret 2021. Penelitian ini menggunakan
tanaman chia yang diperoleh dari daerah
Alai, Sumatera Barat. Determinasi tumbuhan
dilakukan di Laboratorium Sistematika Tumbuhan
Fakultas Biologi, Universitas Gadjah Mada. Surat
determinasi tumbuhan No. 014926/S. Th/XI11/2020
menyatakan spesies tumbuhan adalah Salvia
hispanica L.

Pembuatan Ekstrak Biji Chia

Biji chia dicuci dan dikeringkan dalam oven
dengan suhu 50 °C selama 24 jam untuk
menghilangkan kandungan air di dalamnya. Biji
chia yang telah kering kemudian digiling hingga
didapatkan serbuk lalu diayak dengan ayakan
ukuran 60 mesh. Sebanyak 100 g serbuk biji chia
direndam dalam etanol 70% (perbandingan bahan
dengan pelarut adalah 1:4 (b/v)). Proses maserasi
dilakukan selama 24 jam sambil diaduk dengan



stirrer dengan kecepatan 120 rpm. Ekstraksi
diulang sebanyak 3 kali. Ekstrak biji chia yang
diperoleh disaring dengan filter selulosa (fine
pore=0,45 ym). Maserat yang dihasilkan kemudian
dipekatkan dengan cara menguapkan pelarutnya
menggunakan vaccum rotary evaporator dengan
tekanan rendah pada suhu 70 °C.

Pembuatan Suspensi Bakteri

Bakteri Streptococcus mutans ATCC 25175
dikultur dalam media Brain Heart Infusion broth
(BHI-B) sebanyak 10 ml dan diinkubasi pada
suhu 37 °C selama 24 jam. Setelah disentrifugasi,
bakteri disesuaikan kekeruhannya dengan standar
McFarland 0,5 (1,5 x 108 CFU/ml).

Uji Penghambatan pembentukan biofilm

Uji pengaruh ekstrak biji chia dalam menghambat
biofilm menggunakan U-boftom Polystirene 96-
well microplate. Pada microplate dimasukkan 40 pl
media BHI broth yang mengandung sukrosa 1%, 10
pl suspensi S. mutans, dan 50 pl variasi konsentrasi
ekstrak biji chia (ekstrak konsentrasi 1,3%, 2,6%,
dan 5,2%). Sebagai kontrol positif dimasukkan 50
Ml klorheksidin glukonat, sedangkan sebagai kontrol
negatif dimasukkan 50 pl akuades. Selanjutnya,
plate diinkubasi pada suhu 37 °C selama 24
jam. Setelah inkubasi, seluruh supernatan kultur
dibuang dan sumuran dicuci 2 kali dengan 200 pl
PBS. Selanjutnya, bakteri pada sumuran diwarnai
dengan 200 pl kristal violet 0,1% selama 15 menit,
kemudian dibilas dua kali dengan 200 ul PBS steril
untuk menghilangkan warna yang tidak terserap.
Sebanyak 200 pl etanol 100% ditambahkan ke
setiap sumuran microplate dan diinkubasi selama
15 menit pada suhu ruang. Selanjutnya, sebanyak
150 pl larutan dari tiap sumuran dipindahkan ke flat-
bottom polystryrene 96 wells microplate dan diukur
absorbansinya menggunakan microplate reader
pada panjang gelombang 540 nm. Persentase
daya hambat pada pembentukan biofilm S. mutans
menggunakan rumus:™

Persentase daya hambat =

1 < OD perlakuan - OD blanko perlakuan

0,
OD kontrol - OD blanko kontrol negatif x 100 A’)

Lanagusti, dkk: Potensi ekstrak biji...

Analisis Data

Data yang diperoleh dari hasil penelitian ini adalah
persentase penghambatan biofilm pada bakteri
yang merupakan data kuantitatif berskala rasio.
Hasil uji normalitas Saphiro-Wilk menunjukkan
data normal tetapi hasil uji homogenitas Levene’s
Test menunjukkan data tidak homogen sehingga
data dianalisis statistik menggunakan uji non-
parametrik Kruskal-wallis dengan signifikan a =
0,05 dilanjutkan dengan uji post hoc U Mann-
Whitney.

HASIL PENELITIAN

Hasil penelitian mengenai pengaruh ekstrak biji
chia terhadap pembentukan biofilm Streptococcus
mutans ATCC 25175 in vitro menunjukan terjadi
penghambatan pembentukan biofilm bakteri S.
mutans ATCC 25175 pada kelompok perlakuan
ekstrak biji chia konsentrasi 1,3%, 2,6%, dan

5,2%. Data rerata persentase daya hambat
pembentukan biofilm disajikan pada tabel 1.
Persentase penghambatan biofiim ekstrak
konsentrasi 5,2% memiliki rerata persentase
penghambatan biofim S. mutans tertinggi dan
persentase penghambatan biofilm ekstrak
konsentrasi 1,3% dan 2,6% memiliki rerata

persentase penghambatan biofilm S. mutans
yang hampir sama.

Hasil uji Kruskal-Wallis memberikan nilai p
= 0,003 (p < 0,05) yang mengindikasikan bahwa
ekstrak biji chia memiliki pengaruh signifikan
dalam menghambat pembentukan biofilm S.
mutans. Data kemudian diuji Post Hoc dengan uji
U-Mann-Whitney untuk mengetahui signifikansi
perbedaan persentase daya hambat antara 2
kelompok perlakuan.

Tabel 1. Rerata dan standar deviasi persentase penghambatan
biofilm S. mutans ATCC 25175 oleh ekstrak biji chia

Perlakuan n Rerata dan Standar Deviasi (%)
Ekstrak 1,3% 4 20,74 + 1,174
Ekstrak 2,6% 4 20,15+ 3,790
Ekstrak 5,2% 4 26,48 + 5,426
CHX 4 100,00 + 0,00
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Tabel 2. Hasil uji U-Mann Whitney persentase daya hambat biofilm S. mutans

Ekstrak 1,3%

Ekstrak 2,6%

Ekstrak 5,2% Kontrol positif

Ekstrak 1,3%
Ekstrak 2,6%
Ekstrak 5,2%

0,663
0,149

Kontrol positif

0,248 0,014
0,149 0,014~
0,014

Dari  hasil uji U-Mann Whitney diketahui
bahwa tidak terdapat perbedaan persentase
penghambatan biofilm S. mutans yang signifikan
antara ekstrak 1,3%, ekstrak 2,6%, dan ekstrak
5,2% (p>0,05). Hal tersebut menunjukkan bahwa
ekstrak 1,3%, ekstrak 2,6% dan ekstrak 5,2%
memiliki kemampuan setara dalam menghambat
pembentukan biofilm S. mutans. Namun, terdapat
perbedaan persentase penghambatan biofiim S.
mutans yang signifikan antara ketiga konsentrasi
ekstrak tersebut dengan klorheksidin glukonat,
mengindikasikan bahwa kemampuan ketiga
konsentrasi uji ekstrak biji chia dalam menghambat
pembentukan biofilm S. mutans masih dibawah
klorheksidin glukonat.

PEMBAHASAN

Hasil penelitan menunjukkan bahwa ekstrak biji
chia mampu menghambat proses pembentukan
biofilm bakteri S. mutans ATCC 25175. Ekstrak biji
chia mampu menghambat pembentukan biofilm
kemungkinan karena zat aktif yang terkandung
di dalamnya memiliki aktivitas antimikroba dan
antibiofilm. Penelitian sebelumnya membuktikan
bahwa biji chia dapat meghambat pertumbuhan
bakteri Gram positif (A. baumanii, E. coli, dan A.
hydrophila) dan bakteri Gram negatif (B. subtilis,
S. aureus, dan M. tuberculosis)." Penelitian
Divyapriya dkk. (2016)" membuktikan biji chia
mampu membentuk zona hambat pertumbuhan
pada bakteri patogen penyakit periodontal, yaitu
A. Actiomycetamcomitans, P. gingivalis, dan
F. nucleatum. Penelitian Elshafie dkk. (2018)"
membuktikan bahwa biji chia dapat meghambat
jamur fitopatogen (P. expansum, Sclerotinia
sclerotiorum dan Fusarium oxysporum) dan bakteri
(Pseudomonas syringae, E. coli, dan P. savastanoi).
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Kemampuan penghambatan pembentukan
biofim oleh biji chia kemungkinan karena
kandungan zat aktif flavonoid (myricetin,
quercetin, kaempferol, rutin, daidzin, genistein,
genistin, glycitein dan glycitin) dan asam fenolik.™
Mekanisme pembentukan biofilm S. mutans
melalui 2 mekanisme, yaitu sucrose-independent
dan sucrose-dependent.® Kandungan biji chia
diduga kemampuan
biofilm S. mutans melalui kedua mekanisme

memiliki menghambat
tersebut. Mekanisme sucrose-independent adalah
perlekatan S. mutans pada permukaan gigi
bergantung pada hidrofobisitas dan Antigen /Il
yang terlibat dalam pembentukan awal biofilm."”
Flavonoid terbukti dapat menghambat perlekatan
bakteri dengan hidrofobisitas
bakteri.”® Mekanisme sucrose-dependent adalah

menurunkan

pembentukan biofilm S. mutans dengan bantuan
glukosiltranferase  yang  mengubah
sukrosa menjadi glukan (EPS). Pada penelitian

enzim

ini, penambahan sukrosa 1% pada media BHI
dapat memungkinkan
sucrose dependent. Ekstrak biji chia mengandung
quercetin, kaempferol, dan myericetin dapat
meghambat aktivitas glukosiltransferase terutama
GTFB, GTFC dan GTFD. Oleh karena itu,
pembentukan biofilm terhambat karena glukan
yang berperan sebagai perlekatan bakteri
tidak terbentuk.” Flavonoid juga mengurangi
a-hemolysin dan eksotoksin bakteri sehingga
menghambat pembentukan koloni bakteri. a -
hemolysin memiliki peran primer dalam interaksi
antar sel pada saat pembentukan biofilm.2°
Mekanisme antibakteri pada sumuran
kultur bakteri S. mutans dibuktikan dengan
adanya penurunan massa biofilm bakteri yang
menempel pada dasar sumuran microplate. Hal

terjadinya mekanisme



ini disebabkan oleh kandungan flavonoid pada
ekstrak biji chia. Mekanisme kerja dari flavonoid
menghambat bakteri S. mutans adalah flavonoid
menyebabkan terjadinya kerusakan permeabilitas
dinding sel bakteri, mikrosom, dan lisosom
sebagai hasil interaksi antara flavonoid dengan
DNA bakteri. Aktivitas flavonoid mengakibatkan
penurunan fungsi barrier membran bakteri
sehingga menyebabkan kebocoran intramembran.
Hal ini menyebabkan agregasi bakteri menurun
dan koloni bakteri yang terbentuk di dasar
sumuran microplate berkurang.?' Quercetin juga
menghambat rantai transpor elektron dan sintesis
ATP dengan cara mencegah hidrolisis ATP. Hal ini
mengganggu energi utama pada bakteri sehingga
menghambat pertumbuhan bakteri.??

Pada penelitian ini, kemampuan
penghambatan pembentukan biofilm oleh ekstrak
biji chia konsentrasi 2,6%, 1,3%, dan 5,2% adalah
setara, tetapi masih lebih rendah dibandingkan
klorheksidin glukonat. Hal ini kemungkinan
terjadi karena konsentrasi ekstrak etanol biji chia
tergolong kecil sehingga kandungan zat aktif
metabolit sekunder belum cukup berdampak
pada penghambatan pembentukan biofilm S.
mutans. Menurut Brookes dkk.,?* pemakaian
klorheksidin glukonat dengan konsentrasi tinggi
(> 0,1%) dapat menyebabkan kebocoran pada
komponen utama intraseluler pada sel bakteri
sehingga terjadi efek bakterisidial (lisis sel dan
kematian). Bila dibandingkan dengan penelitian
sebelumnya dengan bakteri patogen periodontal,
konsentrasi biji chia yang dapat menyamai
kekuatan penghambatan pertumbuhan bakteri
klorheksidin glukonat adalah > 50%." Dari
hasil penelitian ini disarankan untuk dilakukan
penelitian dengan menggunakan konsentrasi
ekstrak yang lebih besar.

KESIMPULAN

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan
dapat disimpulkan bahwa ekstrak etanol Dbiji
chia mampu menghambat pembentukan biofilm
Streptococcus mutans ATCC 25175 in vitro.
Ekstrak etanol biji chia konsentrasi 1,3%, 2,6% dan

Lanagusti, dkk: Potensi ekstrak biji...

5,2% memiliki kemampuan menghambat biofilm S.
mutans ATCC 25175 yang setara meskipun masih
lebih rendah dibandingkan klorheksidin glukonat.
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