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ABSTRACT

Oral cavity diseases can be caused by the oral microbes such as Streptococcus mutans, Porphyromonas
gingivalis and Candida albicans. The oral microbes growth can be inhibited by chlorhexidine gluconate mouthwash,
but its long term use have adverse effects, therefore it is important to do a further research to find effective
antibacterial and antifungal as alternative substance mouthwash. Flavonoid compounds in tobacco leaf have
potential as an antibacterial and antifungal. The objective was to analyze the inhibition effect of tobacco leaf
extract to the growth of Streptococcus mutans, Porphyromonas Gingivalis and Candida albicans. This research used
20%, 40%, 60%, 80% and 100% ethanol extract of tobaco leaf, 1% DMSO as negative control and 0.2% chlorhexidine
gluconate as positive control. Antibacterial and antifungal activities were tested by diffusion disc method with four
repetitions. The observation was conducted by measuring the diameter of inhibition zone after incubating for 24 and
48 hours. The largest inhibition zone of Streptococcus mutans growth were producted by ethanol extract of tobacco
leaf with 80% concentration, the largest inhibition zone on Porphyromonas gingivalis and Candida albicans growth
were produced by ethanol extract of tobaco leaf with 100% concentration. Diameter of inhibition zone ethanol
extract of tobacco leaf was equal with the diameter of inhibition zone of 0.2 % chlorhexidine gluconate. The
conclusion described that ethanol extract of tobacco leaf can inhibit the growth of Streptococcus mutans,
Porphyromonas gingivalis and Candida albicans.
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Daun tembakau secara umum Streptococcus mutans, Porphyromonas
hanya dimanfaatkan sebagai bahan baku gingivalis dan Candida albicans.¢
pembuatan rokok dan felah lama menjadi Streptococcus mutans merupakan bakteri

kontroversi karena dikenal bisa menyebabkan
dampak negatif seperti gangguan pada
jantung, terjadinya penyakit kanker paru-
paru, sesak nafas, perubahan warna gigi
menjadi lebih kuning, kerusakan jaringan,
penurunan kemampuan indra  pengecap,
leukoplakia dan resiko kanker mulut.! Disisi lain,
daun tembakau mengandung bahan yang
bersifat antibakteri dan antijamur.2 Bahan akfif
tersebut antara lain golongan fenol berupa
flavonoid, golongan alkaloid berupa nikotin,
golongan saponin berupa steroid dan juga
minyak atsiri berupa terpenoid.?

Alkaloid mempunyai sifat anfibakteri
dengan bekerja merusak komponen
penyusun peptidoglikan pada sel bakteri
sehingga lapisan  dinding sel  bakteri
mengalami lisis dan terjadi kematian sel,
sedangkan  flavonoid  bekerja  dengan
mendenaturasikan  protein  dan  merusak
permeabilitas sel bakteri, mikrosom serta
lisosom sebagai hasil dari proses interaksi
antara flavonoid dengan dinding bakteri.4
Selain itu, flavonoid dapat berperan sebagai
antijamur dengan bekerja mendenaturasikan
protein yang mengakibatkan pembentukan
sel terganggu sehingga komposisi protein
berubah dan akhirnya fungsi membran sel
juga terganggu.s

Mikroba rongga mulut yang paling
banyak terlibat dalam terjadinya penyakit-
penyakit rongga mulut diantaranya adalah

Gram-positif penyebab awal terjadinya karies
gigi.” Porphyromonas gingivalis merupakan
bakteri  Gram-negatif yang berpengaruh
terhadap perkembangan suatu  penyakit
periodontal.8? Candida albicans merupakan
jamur flora normal rongga mulut yang bisa
mengakibatkan tferjadinya oral candidiasis
apabila pertumbuhannya berlebihan.¢

Daun tembakau diketahui dapat
menghambat pertumbuhan bakteri Gram-
positif yaitu Staphlococcus aureus, bakteri
Gram-negatif yaitu Erwinia carotovora dan
jomur2  Hal fersebut dibuktikan dengan
penelitian yang dilakukan Taiga dan Friday
(2009), yang menunjukkan bahwa ekstrak
daun tembakau dengan konsentfrasi 10%
sampai 40% efekfif menghambat
pertumbuhan Fusarium sp., Asperegilus sp.,
dan Rhizopus sp. Efektifitas ini diakibatkan
kandungan flavonoid dalam daun tembakau
yang diketahui  bersifat  fungistatik  dan
fungisidal.2  Selanjutnya, penelitian  yang
dilakukan  oleh  Duangsri  dkk.  (2012)
menunjukkan bahwa ekstrak daun tembakau
dengan konsentrasi 50%, 80% dan 100% efektif
menghambat pertumbuhan Escherichia coli
dan Streptococcus aureus.'©

Penelitian tentang daun tembakau
sebagai antimikroba rongga mulut khususnya
antibakteri dan antijamur terhadap
Streptococcus mutans, Porphyromonas
gingivalis dan Candida albicans belum
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pernah dilakukan. Oleh karena itu, penelitian
ini bertujuan untuk meneliti daya hambat
ekstrak etanol daun tembakau terhadap
perftumbuhan Streptococcus mutans,
Porphyromonas gingivalis dan Candida
albicans, sehingga hasil  penelitian  ini
diharapkan  dapat  dimanfaatkan  dan
dikembangkan sebagai acuan bahan dasar
pembuatan obat kumur antimikroba untuk
pencegahan penyakit  karies gigi  dan
penyakit periodontal.

METODE PENELITIAN

Jenis penelitian ini adalah
eksperimental laboratoris dengan  jumlah
sampel sebanyak 4 sampel untuk tiap
kelompok perlakuan. Penelitian ini melalui
beberapa tahapan kerja, yaitu pembuatan
ekstrak  etanol daun tembakau yang
dilakukan dengan menyiapkan daun
tembakau segar dan muda kemudian dicuci
bersih dan dikering-anginkan selama satu
minggu pada suhu kamar dan dihaluskan
menjadi  serbuk. Serbuk sebanyak 250gr
dimaserasi dengan etanol 96% sebanyak
1.875mL selama 3 hari di dalam toples kaca
dan dilakukan pengadukan menggunakan
spatula setiap harinya, kemudian ampas dan
filtrat rendaman dipisahkan menggunakan
kertas saring kimia. Setelah itu, dilakukan
evaporasi menggunakan rotary evaporator
dengan  suhu  50°C.  Hasil  evaporasi
dimasukkan ke dalam cawan porselen dan
divuapkan menggunakan waterbath sampai
ekstrak menjadi lebih pekat lagi dengan
konsistensi  semisolid. Ekstrak etanol daun
tembakau yang digunakan dalam penelitian
ini adalah ekstrak etanol daun tembakau
konsentrasi 20%, 40%, 60%, 80% dan 100%.
Pengenceran ekstrak menggunakan pelarut
DMSO 1%.

Tahap selanjutnya adalah
pembuatan suspensi Streptococcus mutans,
Porphyromonas gingivalis dan Candida
albicans. Bakteri diinokulasikan pada media
kultur  TSA dengan sheep blood 5%,
sedangkan jamur diinokulasikan pada media
kultur SDA menggunakan gigaskrin kemudian
didiamkan selama 15 menit agar dapat
beradaptasi dengan media agar. Media
dibalik dan menandai petridish
menggunakan spidol, sehingga petridish
terbagi menjadi 4 daerah dan diberi label
pada masing-masing bagian. Selanjutnya,
kertas cakram berdiameter 5 mm yang
terbuat dari kertas saring Whatman No. 42
ditefesi ekstrak etanol daun tembakau
konsentrasi 20%, 40%, 60%, 80% dan 100%
masing-masing sebanyak 13ul menggunakan
mikropipet dan didiamkan selama satu menit
sampai menyerap. Kertas cakram tersebut
ditempelkan menggunakan pinset steril pada
media kultur yang telah diinokulasikan bakteri
dan jamur. Setelah itu, kertas cakram ditekan
secara perlahan menggunakan pinset steril
untuk memastikan bahwa  kertas cakram
pada masing-masing media  kultur sudah
benar-benar menempel. Cara peletakan

kertas cakram pada kontrol positif dan negatif
dilakukan seperti pada kelompok perlakuan.
Media kultur dibalik supaya uap pada
permukaan tutup petridish  tidak jatuh
mengenai permukaan media kultur. Setelah
itu, semua media kultur diinkubasi dengan
suhu 37°C selama 24 dan 48 jam, kecuadli
untuk media kultur Porphyromonas gingivalis
dimasukkan ke dalam desikator terlebih
dahulu untuk mendapatkan suasana anaerob
selama diinkubasi.

Setelah diinkubasi selama 24 dan 48
jam, masing-masing dilakukan pengukuran
diameter zona hambat menggunakan jangka
sorong digital dan dicatat  hasinya.
Pengukuran dilakukan oleh tiga orang
pengamat, masing-masing sebanyak 3 kali
pengukuran. Hasil pengukuran diambil rata-
rata. Pengukuran dilakukan pada hari ke-1 (24
jam) dan hari ke-2 (48 jam). Hal ini dilakukan
untuk mengetahui sampai  berapa lama
khasiat dari ekstrak etanol daun tembakau
bertahan.

HASIL

Penelitian ini merupakan uji aktivitas
antimikroba yang pada dasarnya adalah uji
antibakteri dan antijomur ekstrak etanol daun
tembakau (Nicotiana tabacum) konsentrasi
20%, 40%, 60%, 80% dan 100% terhadap
pertumbuhan bakteri Streptococcus mutans
dan Porphyromonas gingivalis, serta terhadap
jamur Candida albicans selama 24 dan 48
jam. Daya antibakteri dan antijomur tersebut
diamati dengan mengukur terbentuknya
diameter zona hambat berupa daerah atau
wilayah jernih di sekeliling kertas cakram yang
kemudian diukur diameternya menggunakan
jangka sorong dalam skala milimeter.

Data  yang digunaokan  pada
penelitian ini hanya data pada hari ke-1 (24
jam) karena pada hari ke-2 (48 jam) zona
hambat sudah ditumbuhi mikroba sehingga
bisa dikatakan bahwa tidok terdapat
pengaruh ekstrak etanol daun tembakau
terhnadap pertumbuhan mikroba, yaitu bakteri
Streptococcus mutans dan Porphyromonas
gingivalis serta jamur Candida albicans. Hasil
uji ekstrak etanol daun tembakau terhadap
pertumbuhan bakteri Streptococcus mutans
menunjukkan bahwa ekstrak etanol daun
tembakau konsentrasi 80% memiliki diameter
zona hambat terbesar pada pertumbuhan
bakteri Streptococcus mutans dibandingkan
dengan ekstrak etanol daun tembakau
konsentrasi  20%, 40%, 60% dan 100%,
sedangkan hasil uji ekstrak etanol daun
tembakau terhadap bakteri Porphyromonas
gingivalis dan jamur Candida albicans
menunjukkan bahwa ekstrak etanol daun
tembakau konsentrasi 100% memiliki diameter
zona hambat terbesar pada pertumbuhan
bakteri Porphyromonas gingivalis dan jamur
Candida albicans dibandingkan dengan
ekstrak etanol daun tembakau konsentrasi
20%, 40%, 60% dan 80%. Namun, ekstrak
etanol daun tembakau konsentrasi 80% pada
pertumbuhan bakteri Streptococcus mutans,
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dan  ekstrak  etanol daun tembakau
konsentrasi 100% pada perftumbuhan bakteri
Porphyromonas gingivalis dan jamur Candida
albicans tersebut memiliki diameter zona
hambat yang besarnya hampir sama dengan
diameter zona hambat yang dihasilkan oleh
chlorhexidine gluconate 0,2% (Tabel 1).

Tabel 1. Hasil pengukuran diameter zona
hambat pertumbuhan
Streptococcus mutans,

Porphyromonas gingivalis, dan
Candida albicans pada hari ke-1
(24 jam) dalam satuan milimeter

(mm)
Diameter zona hambat
Streptococcus  Porphyromonas Candida
Kelompok n mutans gingivalis albicans
(X +£5SD) (X£SD) (X +SD)
Kontrol 4  T797+017 8,52+044 780+0,30
positif
Kontrol 4 500+0,00 5,00+ 0,00 5,00 +£0,00
negatif
Konsentrasi 4 6,12 +0,10 582+023 6,50+ 0,26
20%
Konsentrasi 4  6,13+0,10 648+0,28 6,65+0,10
40%
Konsentrasi 4 651 £041 7.31+0,30 6,86 + 0,05
60%

Konsentrasi 4 741+020 743+037 712013

80%

Konsentrasi 4 7,34 +0,07 753+0,37 7.60+0,50

100%

Keterangan:

N = besar sampel,

(X +SD) = (rata-rata + standar deviasi).
Hasil penelitian menunjukkan

terdapat variasi diameter zona hambat pada
masing-masing kelompok perlakuan pada
pertumbuhan Streptococcus mutans.
Berdasarkan klasifikasi Corner dan Beuchat,
pertumbuhan  Streptococcus mutan pada
hari ke-1 (24 jom) menunjukkan bahwa
kelompok kontrol negatif DMSO 1% termasuk
dalam kategori fidak menghambat
pertumbuhan bakteri (diameter zona hambat
<émm), sedangkan kelompok kontrol positif
chlorhexidine gluconate 0,2% dan ekstrak
etanol daun tembakau konsentrasi 20%-100%
memiliki rata-rata diameter zona hambat
yang termasuk dalam kategori penghambat
sedang (diameter zona hambat >6mm
sampai <11mm). Diameter zona hambat
bertambah sesuai dengan penambahan
konsentrasi ekstrak etanol daun ftembakau
yang diuji, kecuali pada ekstrak etanol daun
tfembakau konsentrasi 80% dan 100%, dimana
diameter zona hambat eksrak etanol daun
tembakau konsentrasi 80% lebih besar dari
ekstrak eftanol daun tembakau konsentrasi
100%, meskipun rata-ratanya tidak jauh
berbeda dan setelah diuji statistik
perbedaannya juga tidak signifikan.
Pertumbuhan Porphyromonas
gingivalis pada hari  ke-1 (24 jam)
menunjukkan berbagai variasi diameter zona
hambat pada masing-masing  kelompok
perlakuan. Berdasarkan klasifikasi Corner dan

Beuchat, pertumbuhan Porphyromonas
gingivalis pada hari ke-1(24 jam), kontrol
negatif DMSO 1% dan ekstrak etanol daun
tembakau konsentrasi 20% termasuk dalam
kategori  tidak menghambat pertumbuhan
bakteri (diameter zona hambat <émm).
Kontrol positif chlorhexidine gluconate 0,2%
dan ekstrak etanol daun tembakau
konsentrasi  40%-100% memiliki  rato-rata
diameter zona hambat yang termasuk dalam
kategori penghambat sedang (diameter zona
hambat >6mm sampai <11mm). Diameter
zona hambat bertambah sesuai dengan
penambahan konsentrasi ekstrak yang diuji.

Selanjutnya, pertumbuhan hari ke-1
(24 jom) Candida albicans memiliki berbagai
variasi diameter zona hambat pada masing-
masing kelompok perlakuan. Berdasarkan
klasifikasi Corner dan Beuchat, pertumbuhan
Candida albicans pada hari ke-1 (24 jam),
kontrol negatif DMSO 1% termasuk dalam
kategori fidak menghambat pertumbuhan
bakteri (diameter zona hambat <émm).
Kontrol positif chlorhexidine gluconate 0,2%
dan  ekstrak  etanol daun  tembakau
konsenfrasi  20%-100% memiliki  rata-rata
diameter zona hambat yang termasuk dalam
kategori penghambat sedang (diameter zona
hambat >6mm sampai <11mm). Diameter
zona hambat bertambah sesuai dengan
penambahan konsentrasi ekstrak yang diuji.
Hal ini  menunjukkan  bahwa  aktivitas
antimikroba  akan  semakin  kuat  seiring
dengan semakin tingginya konsentrasi suatu
bahan antimikroba.

PEMBAHASAN
Hambatan pertumbuhan
Streptococcus mutans, Porphyromonas

gingivalis dan Candida albicans akibat
pemberian ekstrak etanol daun tembakau
pada penelitian ini hanya terjadi pada hari
ke-1 (24 jam). Penelitian ini menunjukkan
bahwa aktivitas antibakteri dan antijamur
ekstrak etanol daun tembakau bersifat tidak
kontinyu dan tidak seefektif kontrol positif
chlorhexidine gluconate 0,2%. Hal ini diduga
karena ekstrak etanol daun tembakau yang
digunakan merupakan ekstrak kasar dan
penurunan aktivitas antimikroba dari ekstrak
kasar memiliki sifat yang tidak kontinyu karena
mengandung semua bahan yang tersari
dengan menggunakan  pelarut  organik.
Faktor lain  yang diduga berpengaruh
terhadap penurunan aktivitas antibakteri dan
antijomur  adalah adanya  kandungan
senyawa flavonoid yang bersifat tidak stabil.
Apabila dibandingkan dengan chlorhexidine
gluconate 0,2% dapat bekerja secara lebih
efektif karena mengandung amidine dan
quanidine yang efektif terhadap bakteri
Gram-positif,  bakteri  Gram-negatif  dan
jamur.

Pertumbuhan Streptococcus
mutans, Porphyromonas gingivalis dan
Candida albicans menunjukkan bahwa
diameter zona hambat pada masing-masing
kelompok perlakuan mengalami penurunan
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diameter zona hambat pada hari ke-2 (48
jam), hal ini diduga karena semakin lama
suatu bahan digunakan, zat yang terdifusi
akan semakin berkurang sehingga aktivitas
antimikroba dalam menghambat
pertumbuhan  bakteri dan  jamur akan
semakin rendah. Selain itu, hal tersebut juga
bisa diakibatkan semakin lama masa inkubasi
maka semakin besar kemungkinan mikroba
untuk mulai berkembangbiak seiring dengan
berkurangnya efektifitas suatu zat atau obat.

Penurunan diameter zona hambat
ekstrak etanol daun tembakau diduga juga
bisa disebabkan oleh akfivitas senyawa
flavonoid di dalam ekstrak etanol daun
tembakau memiliki sifat yang tidak stabil
ternadap perubahan pengaruh  oksidasi,
cahaya dan perubahan kimia sehingga
apabila terjadi  oksidasi  strukturnya akan
mengalami  perubahan  dan  fungsinya
sebagai bahan aktif akan menurun bahkan
hilang dan kelarutannya menjadi rendah.!2

Kandungan ekstrak etanol daun
tembokau yang dapat  menyebabkan
adanya aktivitas antibakteri adalah
komponen bioaktifnya. Daun tembakau
mengandung alkaloid, flavonoid, terpenoid
dan steroid. Senyawa-senyawa  tersebut
bersifat  antibakteri dengan  mekanisme
menghambat pertumbuhan  bakteri yang
khas sesuai dengan kharakteristiknya masing-
masing. Pada prinsipnya, mekanisme  kerja
senyawa alkaloid sebagai antibakteri yaitu
dengan menyebabkan  kerusakan pada
proses sintesis DNA dan dinding sel.!3

Senyawa terpenoid yang
merupakan golongan minyak atsiri diduga
juga berperan sebagai anfibakteri. Minyak
atsii dapat menghambat kerja enzim yang
feribat  dalam  produksi  energi  dan
pembentukan komponen struktural sehingga
mengganggu  pembentukan  dinding  sel
bakteri.» Mekanisme kerusakan dinding sel
diakibatkan  karena adanya  akumulasi
komponen lipofiik yang terdapat pada
dinding sel atau membran sel sehingga terjadi
perubahan komposisi penyusun dinding sel.
Minyak atsiri yang aktif berfungsi sebagai
antibakteri umumnya mengandung fenol
yang merupakan gugus fungsi hidroksil (-OH)
dan karbonil. Turunan dari fenol berinteraksi
dengan sel bakteri melalui proses adsorpsi
yang melibatkan ikatan hidrogen. Pada fenol
dengan kadar rendah, ferbentuk kompleks
protein fenol dengan ikatan lemah dan
segera mengalami peruraian diikuti penetrasi
fenol ke dalam sel dan menyebabkan
terjadinya presipitasi serta denaturasi protein.
Pada kadar tinggi fenol menyebabkan
koagulasi  protein  dan sel membran
mengalami lisis.!s

Senyawa flavonoid yang terkandung
dalom ekstrak etanol daun tembakau ini
merupakan golongan terbesar dari senyawa
fenol, dan mempunyai spekfrum aktivitas
antibakteri  yang luas dengan  cara
mengurangi kekebalan organisme sasaran.
Mekanisme  antibakteri  flavonoid  yaitu

dengan cara membentuk senyawa kompleks
terhadap protein ekstraseluler yang
mengganggu  integrifas  membran  sel
bakteri.’3 Zat antibakteri akan mengakibatkan
kerusakan pada membran sel, sehingga
pertumbuhan sel terganggu bahkan bisa
menyebabkan sel mati.’¢ Selain sebagai
antibakteri, flavonoid juga berfungsi dalam
menghambat pembentukan spora  jamur
patogen. Flavonoid diketahui efektif dalam
menghambat pertumbuhan Candida
albicans.'””  Flavonoid berfungsi merusak
dinding sel jamur. Flavonoid dapat berikatan
dengan dinding sel melalui sebuah kompleks
protein-fenol, yang melibatkan adanya ikatan
hidrogen antara protein dan fenol. Kompleks
ini  nantinya akan dapat menyebabkan
kerusakan (denaturasi) ikatan hidrogen dalam
protein pada dinding sel jamur. Selanjutnya,
kerusakan inilah  yang membuat matriks
intraseluler jamur keluar. Keluarnya matriks ini
menyebabkan kematian sel jamur.'8
Kandungan bahan dalam ekstrak
etanol daun tembakau yang diduga juga
memiliki  efek antfijomur adalah alkaloid.
Alkaloid merupakan senyawa kimia bersifat
basa nitrogen yang mengandung satu atau
lebih  atom nitrogen, secara umum alkaloid
tidak berwarna dan berwarna apabila
memiliki  struktur kompleks dan bercincin
aromatik.’”” Kadar toksisitas suatu alkaloid
berbeda dengan alkaloid jenis yang lainnya.20
Alkaloid utama pada daun tembakau adalah
nikofin.  Konsentrasi  nikotin  diperkirakan
mencapai 6-8%. Nikotin merupakan metabolit
sekunder dari ornitin, yang berfungsi
menghambat pertumbuhan jomur.2!

KESIMPULAN

Berdasarkan hasil penelitian  yang
sudah dilakukan dapat disimpulkan bahwa
ekstrak etanol daun tembakau memiliki daya
antibakteri terhadap Streptococcus mutans
dan Porphyromonas gingivalis, serfa memiliki
daya antijaomur terhadap Candida albicans.
Konsentrasi ekstrak etanol daun tembakau
yang paling efektif dalam menghambat
pertfumbuhan Streptococcus mutans adalah
ekstrak etanol daun tembakau konsentrasi
80%, sedangkan ekstrak etanol daun
tembaokau yang paling efektif dalam
menghambat pertumbuhan Porphyromonas
gingivalis dan Candida albicans adalah
ekstrak etanol daun tembakau konsenfrasi
100%. Selanjutnya, perlu dilakukan penelitian
lebih lanjut mengenai penentuan senyawa
bioaktif ekstrak daun tembakau (Nicotiana
tabacum) yang memiliki aktivitas antibakteri
dan antijamur paling optimum serta menguiji
toksisitas ekstrak daun tembakau terhadap
jaringan rongga mulut sehingga dapat
digunakan sebagai bahan dasar pembuatan
obat kumur.
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