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ABSTRAK

Pendahuluan: Persentase karies gigi di Indonesia masih tergolong tinggi. Penyebab utamanya berasal dari bakteri Streptococcus
mutans yang dapat berkembang biak dan berpotensi dalam merusak permukaan gigi. Upaya yang dapat digunakan untuk mencegah hal
tersebut, yaitu bahan alam yang berpotensi sebagai antibakteri. Salah satu bahan alam yang berpotensi sebagai agen antibakteri, yaitu
minyak atsiri daun sirih hitam (DSH). Tujuan penelitian ini adalah untuk menganalisis aktivitas antibakteri minyak atsiri DSH terhadap
bakteri Streptococcus mutans. Metode: Jenis metode penelitian kualitatif berupa true experimental menggunakan uji mikrodilusi.
Terdapat 3 kelompok perlakuan meliputi kelompok uji minyak atsiri DSH dengan 10 konsentrasi, yaitu 4%; 2%; 1%; 0,5%; 0,25%;
0,125%; 0,0625%; 0,03125%; 0,015625%; 0,0078125%; 0,00390625% dan 0,001953125% serta kelompok kontrol positif meliputi
eugenol serta kelompok kontrol negatif meliputi DMSO 10%. Analisis data dinilai secara kualitatif dengan mengamati perubahan warna.
Hasil: Nilai MIC dari minyak atsiri DSH sebesar 0,5%. Nilai MBC dari minyak atsiri DSH sebesar 4%. Kolom 1A, 1B dan 1C menunjukkan
tidak ada perubahan warna yang menandakan DSH bersifat antibakteri. Simpulan: Minyak atsiri DSH konsentrasi 4% memiliki aktivitas
antibakteri terbaik terhadap bakteri Streptococcus mutans.

KATA KUNCI: Antibakteri, minyak atsiri, daun sirih hitam, streptococcus mutans

Antibacterial activity test of black betel leaf essential oil against the growth of Streptococcus
mutans: Study experimental

ABSTRACT

Introduction: The prevalence of dental caries in Indonesia remains relatively high. The main cause is Streptococcus mutans, which
can proliferate and has the potential to demineralize the tooth surface. A preventive approach is the use of natural substances with
antibacterial properties. One natural material with potential antibacterial activity is the essential oil of black betel leaf (DSH). This study
aimed to analyze the antibacterial activity of black betel leaf essential oil against Streptococcus mutans. Methods: This study employed
a true experimental design using the microdilution method. There were three groups: the test group, consisting of black betel leaf
essential oil at concentrations of 4%, 2%, 1%, 0.5%, 0.25%, 0.125%, 0.0625%, 0.03125%, 0.015625%, 0.0078125%, 0.00390625%,
and 0.001953125%,; and the positive control group consisting of eugenol; and the negative control group consisting of 10% DMSO.
Data were analyzed qualitatively by observing color changes. Results: The minimum inhibitory concentration (MIC) of black betel leaf
essential oil was 0.5%. The minimum bactericidal concentration (MBC) was 4%. Columns 1A, 1B and 1C showed no color change,
indicating that DSH exhibits antibacterial activity. Conclusions: Black betel leaf essential oil at a concentration of 4% exhibits the best
antibacterial activity against Streptococcus mutans.

KEYWORDS: antibacterial, essential oil, black betel leaf, Streptococcus mutans

Sitasi: Wicaksono, KW; Alhawaris, A dan Ismail, S. Uji aktivitas antibakteri minyak atsiri daun sirih hitam (Piper betle L var. nigra) terhadap pertumbuhan Streptococcus mutans.
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PENDAHULUAN

Karies gigi merupakan masalah penyakit gigi dan mulut yang banyak dialami oleh
banyak masyarakat dan memerlukan perhatian khusus. Menurut data survei kesehatan
Indonesia, rerata proporsi karies gigi di Indonesia mencapai nilai 82,8%.! Hal ini
menandakan bahwa sekitar 8 dari 10 masyarakat Indonesia memiliki karies. Patogenesis
awal mula terbentuknya karies berasal dari 4 faktor, yaitu host, agent, environment dan
time.*® Agent meliputi bakteri yang berkembang biak dan berpotensi merusak lapisan
permukaan gigi.** Salah satu bakteri utama penyebab karies gigi adalah Streptococcus
mutans (S. mutans).®

Bakteri S. mutans memiliki kemampuan dalam berkolonisasi dan membentuk biofilm
untuk melekat sehingga berpotensi melarutkan permukaan gigi sehingga perlahan-lahan
dapat menjadi karies.” Beberapa produk hasil alam seperti, madu kelulut, jahe, jeruk dan
kunyit dapat digunakan sebagai agen terapi yang mampu melemahkan pertumbuhan
bakteri S. mutans.®*?

Tanaman sirih merupakan hasil alam yang banyak ditemukan di lingkungan sekitar dan
dapat dijadikan sebagai tanaman obat.!* Salah satu yang memiliki potensi, yaitu daun sirih
hitam (DSH). Tanaman ini banyak digunakan oleh masyarakat Kalimantan Timur sebagai
obat tradisional. Keunggulan utama dari DSH, yaitu memiliki kandungan minyak atsiri yang
dapat berperan sebagai antibakteri yang baik.!**> Hal ini sejalan dengan riset Herdiana et
al,’* kandungan minyak atsii DSH memiliki aktivitas antibakteri terhadap
Propionibacterium acne.

Selain itu, didukung juga oleh riset Herryawan et al.,” Kombinasi antara daun sirih
hitam dengan daun sirih merah memberikan efek antibakteri yang sangat kuat terhadap
bakteri Porphyromonas gingivalis. Hasil uji fitokimia daun sirih hitam menunjukkan adanya
kandungan alkaloid, saponin dan flavonoid.'®* Namun, sampai saat belum ada yang
melakukan penelitian terkait aktivitas antibakteri minyak atsiri terhadap bakteri S. mutans.

Oleh karena itu, guna melakukan pengembangan bahan alami sebagai agen terapi
karies perlu dilakukan uji antibakteri dari minyak atsiri DSH terhadap pertumbuhan bakteri
S. mutans. Penelitian ini menawarkan kebaruan berkaitan dengan nilai MIC dan MBC dari
ekstrak minyak DSH terhadap bakteri S. mutans yang belum pernah dilakukan sebelumnya.
Tujuan penelitian ini adalah untuk mengetahui aktivitas antibakteri minyak atsiri dari DSH
terhadap pertumbuhan bakteri S. mutans berdasarkan nilai MIC dan MBC.

METODE

Jenis penelitian yang digunakan adalah true experimental dengan desain penelitian
menggunakan post test only control group design. Waktu penelitian dilakukan dari bulan
Januari—Februari 2023. Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Farmakologi, Laboratorium
Mikrobiologi dan Laboratorium Kimia Hasil Hutan dan Energi Terbarukan Universitas
Mulawarman.

Populasi dalam penelitian ini berjumlah 96 sampel dan teknik pengambilan sampel
dalam penelitian ini, yaitu random sampling. Terdapat 3 kelompok perlakuan meliputi
kelompok uji, kontrol positif dan negatif. Kelompok uji meliputi ekstrak DSH konsentrasi
4%, 2%, 1%, 0,5%, 0,25%, 0,125%, 0,0625%, 0,03125%, 0,015625% dan 0,0078125%,
0,00390625% dan 0,001953125% (Baris A, B dan C). Kelompok kontrol positif meliputi
eugenol (Baris D, E dan F) serta kontrol negatif DMSO 10% (Baris G dan H).

4% 2% 0,125% | 0,0625% | 0,03125% | 0,015625% | 0,0078125% | 0,00390625% | 0,001953125%

A
B
C
D
E
F
G
H

Gambar 1. Gambaran desain kelompok uji A-C (warna biru), kelompok kontrol positif D-F (warna merah),
kelompok kontrol negatif G-H (warna kuning)
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Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah daun sirih hitam (DSH), eugenol,
DMSO 10%, bakteri S. mutans, aquadest steril, Mueller Hinton Broth (MHB), Nutrient Agar
(NA) dan micro tetrazolium. Alat yang digunakan meliputi timbangan, alat destilasi uap
minyak atsiri, botol kaca, lemari penyimpanan, handscoon, masker steril, bio safety
cabinet, saringan littman 0,45 mm, petridish, autoclave, tabung reaksi, tabung eppendorf,
mikropipet, inkubator, cotton swab, timbangan analitik, jarum ose/jarum inokulasi dan
microplate 96-well.

Pemotongan daun DSH dicuci dan Penyulingan dilakukan
sirih hitam (DSH) masukan ke penyuling selama 5 jam

Hasil minyak atsiri
Pembiakan dan Kemudian pindahkan DSH dimasukkan.
R ke botol vial dan dalam wadah
buat: U SRR
mﬂi disimpan pada tertutup dan
wadah steril tertutup ditambahkan H2S04

Penentuan nilai MIC
dengan metode Penentuan nilai MBC Analisis data ]
mikrodilusi

Gambar 2. Bagan alur prosedur

Langkah awal penelitian ini dimulai dari penyulingan minyak atsiri DSH. Sebanyak 6 kg
DSH dikumpulkan dan dibersihkan serta dicacah menjadi potongan kecil. DSH dibersihkan
dan dimasukkan ke dalam alat penyuling. Penyulingan dilakukan dengan metode kukus
selama 5 jam. Hasil yang diperoleh berupa distilat yang berisi minyak atsiri dan air lalu
pisahkan menggunakan separator. Minyak atsiri diambil dan disimpan dalam wadah
tertutup serta dimasukkan H,SO, untuk memisahkan air yang berada pada minyak atsiri.
Setelah itu pindahkan ke botol vial tertutup dan disimpan dalam wadah steril tertutup yang
di-wrap menggunakan aluminum foil.

Tahapan berikutnya, yaitu pembuatan suspensi bakteri S. mutans. Pembiakan bakteri
S. mutans dilakukan dengan media BHI-B, suspensi bakteri dibuat dengan cara
menyiapkan media MHB kemudian dimasukkan ke dalam tabung reaksi dan ditambahkan
bakteri S. mutans. Selanjutnya homogenkan dengan menggunakan vortex, dan diukur
tingkat kekeruhannya menggunakan spektrofotometer hingga didapatkan 1 - 0,5
McFarland. Sampel yang digunakan dalam penelitian ini adalah bakteri S. mutans ATCC
25175 yang diperoleh dari PT. Indinesia Paramartha Lab.

Dilakukan penentuan minimum inhibitory concentration (MIC) dengan metode
mikrodilusi pada microplate 96-well. Kultur bakteri disetarakan dengan 1 — 0,5 McFarland.
Microplate steril disiapkan dengan 1 McFarland pada sumuran pertama untuk daerah
penguijian ekstrak dan kontrol, selanjutnya tambahkan 0,5 McFarland pada sumuran kedua
sampai seterusnya daerah pengujian ekstrak, kontrol negatif dan positif. Sumuran untuk
perlakuan ditambahkan 100 pL pada sumuran yang telah ditambahkan ekstrak DSH.
Kemudian ditambahkan pada sumuran kedua sampai sumuran terakhir. Pada sumuran
terakhir didapatkan total volume akhir 200 pL.

Sumuran untuk kontrol negatif ditambahkan 100 yL DMSO 10%. Sumuran kontrol
positif ditambahkan 100 pL eugenol. Pengujian ekstrak dilakukan sebanyak 3 Kali.
Pengamatan dilakukan setelah diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam, pengamatan MIC
secara visual dilakukan dengan penambahan pewarna microtetrazolium (MTT) ke dalam
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setiap sumur sebanyak 20 pL untuk melihat jika ekstrak menghambat maka larutan yang
ada tetap jernih, sedangkan jika larutan ditumbuhi bakteri maka berwarna ungu.

Dilakukan  penentuan minimum  bactericidal —concentration (MBC) dengan
masing-masing petri dish media Nutrient agar (NA) diberi tanda menggunakan spidol
bertuliskan Sirih hitam untuk ekstrak DSH, eugenol untuk kontrol positif. Pola disesuaikan
dengan MIC yang telah diinkubasi selama 24 jam lalu ditempatkan pada permukaan media
sesuai dengan posisi yang ditentukan. Petridish diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam,
kemudian dilakukan pengukuran MBC. Data kualitatif dianalisis secara deskriptif dan
diinterpretasikan dari nilai MIC dan MBC pasca aplikasi ekstrak DSH terhadap bakteri S.
mutans.

HASIL

Berdasarkan hasil analisis MIC (Gambar 1), hasil pengujian minyak atsiri DSH selama
24 jam pertama menunjukkan aktivitas antibakteri yang dapat menghambat bakteri S.
mutans pada kelompok uji 1A, 2A, 3A, 1B, 2B, 3B, 1C, 2C, 3C dan 4C dengan konsentrasi
4%, 2%, 1% dan 0,5%. Sedangkan pada kolom 6A, 7A, 8A, 9A, 10A, 11A dan 12A serta
pengulangan kedua dan ketiga dengan konsentrasi 0,25%, 0,125%, 0,0625%, 0,0312%,
0,0156%, 0,0078%, 0,0039%, 0,0019% terdapat pertumbuhan bakteri atau tidak adanya
daya hambat yang ditandai dengan berubahnya warna larutan menjadi ungu. Pada
kelompok kontrol positif eugenol dapat menghambat bakteri sesuai dengan sifatnya pada
kolom 1D — 6D, 1E-5E serta 1F-5F yang ditandai tidak adanya perubahan warna sumuran
yang diberikan eugenol. Sedangkan kelompok kontrol negatif berupa DMSO 10% tidak
dapat menghambat pertumbuhan bakteri dibuktikan dari semua sumuran kontrol negatif
pada kolom 1G — 12G dan 1H — 12H berubah warna yang menandakan semua kontrol
negatif ditumbuhi bakteri S. mutans.

Gambar 3. Gambaran hasil uji MIC DSH terhadap bakteri Streptococcus mutans dengan metode mikrodilusi
setelah inkubasi 24 jam pertama

Berdasarkan hasil analisis MBC (Gambar 2), hasil pengujian minyak atsiri DSH selama
48 jam pertama menunjukkan aktivitas antibakteri dalam menghambat bakteri S. mutans
pada sumuran 1A, 1B dan 1C dengan konsentrasi 4%. Sedangkan kolom 2A — 12A, 2B -
12B dan 2C - 12C tidak menunjukkan aktivitas antibakteri. Pada kelompok kontrol positif
dan negatif juga menandakan terjadinya pertumbuhan bakteri pasca 48 jam dengan
adanya perubahan warna.

= — - - —
Gambar 4. Gambaran hasil uji MBC DSH terhadap bakteri S. mutans dengan metode mikrodilusi
setelah 48 jam (Lingkaran kuning menunjukkan kolom 1A-1C konsentrasi 4%)

78 | Uiji aktivitas antibakteri minyak atsiri daun sirih hitam (DSH) terhadap pertumbuhan Streptococcus mutans
Padjadjaran Journal of Dental Researchers and Students e Volume 10, Nomor 1, Februari 2026



Wicaksono, KW., dkk

Berdasarkan analisis uji MBC (Gambar 3). Dapat diamati bahwa minyak atsiri dari DSH
memiliki aktivitas antibkateri terhadap S. mutans yang diuji dengan metode mikrodilusi
agar. Hal ini ditunjukkan dengan terjadinya hambatan pertumbuhan pada kolom 1C, yaitu
pada konsentrasi 4%. Nilai MBC minyak atsiri dari DSH terhadap S. mutans, yaitu 4%.

Gambar 3. Gambaran hasil uji MBC DSH terhadap bakteri S. mutans dengan metode streak plate setelah 48
jam (Panah kuning menunjukkan kolom 1C konsentra

Tabel 1. Rasio MBC/MIC dari minyak atsiri DSH terhadap bakteri S. mutans

Pengulangan MIC MBC MBC/MIC rasio
1 1% 4% 4
2 1% 4% 4
3 0,5% 4% 8
Rerata 56

Berdasarkan hasil perhitungan rasio MBC/MIC dari minyak atsiri DSH terhadap bakteri
S. mutans didapatkan nilai perbandingan pengulangan pertama sebesar 4, pengulangan
kedua sebesar 4 dan pengulangan ketiga sebesar 8. Rerata nilai MBC/MIC dari minyak
atsii DSH sebesar 5,6. Hal ini menunjukkan bahwa minyak atsiri DSH bersifat
bakteriostatik.

PEMBAHASAN

Daun sirih merupakan salah satu jenis hasil alam yang memiliki kandungan minyak
atsiri. Berdasarkan hasil yang ditemukan nilai konsentrasi terbaik dalam menghambat
bakteri S. mutans, yaitu pada konsentrasi 4%. Hal ini sejalan dengan penelitian Yuan et
al,* semakin tinggi konsentrasi minyak atsiri maka, semakin kuat efek penghambatan
antibakteri terhadap bakteri S. mutans. Hal ini juga didukung oleh riset Atisakul et al,,
kandungan minyak atsiri memiliki kemampuan dalam menghambat bakteri S. mutans dan
Solobacterium moore.

Tanaman DSH mengandung beberapa metabolit sekunder diantaranya alkaloid,
flavonoid, dan saponin.??* Alkaloid merupakan senyawa heterosiklik yang mengandung
nitrogen yang terisolasi pada tanaman. Secara struktur kimia, alkaloid terklasifikasikan
sebagai isoquinolines, quinolines, indoles dan piperidine.”® Mekanisme penghambatannya
dengan mengganggu komponen yang membentuk peptidoglikan dalam sel bakteri dan
menghambat sintesis asam nukleat serta protein yang dapat membuat lapisan dinding sel
tidak terbentuk secara utuh dan menyebabkan kematian sel.**

Flavonoid merupakan golongan senyawa fenolik yang paling penting dan ditemukan
dalam bentuk non-glycosylated atau glycosidic.>> Senyawa ini memiliki kemampuan sebagai
antibakteri, antiinflamasi dan antioksidan.?® Mekanisme kemampuan antibakteri flavonoid
adalah dengan mengganggu bakteri gram-positif yang menyebabkan disfungsi membran
sitoplasmanya.?”

Saponin adalah zat aktif yang dapat meningkatkan permeabilitas membran sehingga
menyebabkan hemolisis sel. Mekanisme kerja saponin berawal dari terjadi lisis dinding sel
bakteri dan kebocoran alkalin fosfat dengan adanya peningkatan konsentrasi saponin
menyebabkan protein larut sehingga senyawa intraseluler berdifusi melalui membran luar
yang berakibat sitoplasma mengalami kebocoran dan kematian sel.?
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Menurut penelitian Nayaka et al.,** minyak atsiri DSH mengandung eugenol dan
kombinasi carvacrol serta chavicol. Dalam sebuah penelitian yang dilakukan oleh
Kowalewska et al.,”® Eugenol terbukti memiliki sifat antibakteri dalam menginduksi lisis sel
melalui kebocoran protein dan lipid, menyebabkan ekstrusi isi sitoplasma. Carvacrol dan
chavicol adalah senyawa yang ditemukan dalam minyak atsiri dan merupakan salah satu
senyawa kimia aktif yang terkandung dalam minyak atsiri DSH.* Carvacrol terbukti
memiliki efek bakterisida pada pertumbuhan bakteri gram-positif Streptococcus pyogenes
dengan menunjukkan kemampuan untuk membunuh bakteri. Perubahan membran yang
diinduksi oleh carvacrol menyebabkan kebocoran isi sitoplasma seperti enzim laktat
dehidrogenase dan asam nukleat, pecahnya sel, dan kematian sel.!

Senyawa aktif kimia yang terkandung dalam minyak atsiri DSH telah diteliti dalam studi
sebelumnya, termasuk alilpirokatekol, yang terbukti memiliki sifat antibakteri, dapat
menghambat pertumbuhan bakteri tanpa modifikasi genetik, dan menjadi pengobatan
yang efektif dan efisien.3? Salah satu pilihannya adalah gangguan dinding sel bakteri
dengan menghambat sintesis peptidoglikan. Dengan memblokir aksi enzim MurA, dinding
sel bakteri akan terganggu, dan akhirnya bakteri akan mati dengan sendirinya. Hal ini
menjadikan enzim MurA sebagai target yang menjanjikan untuk agen antimikroba.

Hidroksikavicol terbukti menghambat bakteri S. mutans.®® Penelitian tersebut
menjelaskan bahwa hidroksikavicol mengubah struktur membran sel, sehingga
mengganggu penghalang permeabilitas struktur membran mikroba. Hidroksikavicol
menunjukkan aktivitas anti-inflamasi yang kuat dengan secara signifikan menghambat
ekspresi sitokin proinflamasi TNF-a serta menunjukkan aktivitas antioksidan yang cukup
signifikan.>*

Adapun keterbatasan dalam penelitian ini, yaitu lebih berfokus pada uji aktivitas
antibakteri namun tidak melakukan penelitian lanjutan seperti uji toksisitas untuk
mengetahui efek toksik yang ditimbulkan oleh minyak atsiri daun sirih hitam (DSH). Oleh
karena itu, peneliti menyarankan untuk dapat dilakukan uji toksisitas dari minyak atsiri DSH
konsentrasi 0,5% - 4%.

SIMPULAN

Minyak atsiri daun sirih hitam (DSH) konsentrasi 4% memiliki aktivitas antibakteri
terbaik dalam menghambat bakteri S. mutans. Implikasi penelitian ini adalah minyak atsiri
DSH diharapkan dapat menjadi alternatif terhadap keterbatasan material kimia kedokteran
gigi dengan memanfaatkan bahan alam sebagai agen alternatif material dentistry. Secara
teoritis, penelitian ini memberikan peran besar dalam mengembangkan kontribusi keilmuan
bagi perkembangan ilmu biologi oral, serta dapat menjadi landasan untuk penelitian
lanjutan.

Kontribusi Penulis: Kontribusi peneliti “Konseptualisasi, W.W.K. dan A.A.; metodologi, A.A. dan 1.S.; perangkat
lunak, W.W.K..; validasi, W.W.K, A.A. and L.S.; analisis formal, L.S.; investigasi, A.A.; sumber daya, W.W.K.; kurasi
data, W.W.K.,, A.A. dan 1.S.; penulisan—penyusunan draft awal, W.W.K; penulisan-tinjauan dan penyuntingan,
W.W.K., A.A. dan L.S.; visualisasi, W.W.K., A.A. dan 1.S.; supervisi, A.A.; administrasi proyek, W.W.K.; perolehan
pendanaan, W.W.K. Semua penulis telah membaca dan menyetujui versi naskah yang diterbitkan.”

Pendanaan: Penelitian ini tidak menerima dana dari pihak luar

Persetujuan Etik: Penelitian ini dilaksanakan sesuai dengan deklarasi Helsinki, dan telah disetujui oleh atau
Komite Etik Penelitian Kesehatan Fakultas Kedokteran Universitas Mulawarman pada tanggal 20 Februari 2023
dengan nomor surat 37/KEPK-FK/II/2023

Pernyataan Ketersediaan Data: Ketersediaan data dapat diperoleh melalui email korespondensi penulis
Konflik Kepentingan: Penulis menyatakan tidak ada konflik kepentingan
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