LAMPIRAN

Lampiran 1. Pembuatan ekstrak

No. Gambar Keterangan

1 Mencuci dan
memotong tipis
sampel
2 Mengeringkan

sampel dengan oven
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No. Gambar Keterangan
3 menghaluskan
simplisia
4 Masukan simplisia
dalam toples yang
sudah ditutupi lakban
5 Masukan etanol 70%
Mengaduk sampel
6 setiap hari selama 5

menit selama proses
maserasi
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No. Gambar Keterangan
7 Menyaring hasil
maserasi
Mengentalkan
8 ekstrak dengan
mengguanakan

rotary evaporator
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Lampiran 2. Pengujian Ekstrak

No Gamba Keterangan
' Temulawak Kunyit 9

Uji bebas Etanol

Uji flavonoid

Lampiran 3. Pembuatan BHI

Penimbangan BHI

Proses pembiakan bakteri  Inkubasi BHI dalam

Sterilisasi ose bulat Sreptococcus mutans Inkubato




Lampiran 4. Pembuatan media MHA

54

Agar miring yang sudah jadi

MHA yang sudah jadi dalam cawan
petri
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Lampiran 5. Pengujian Antibakteri

Proses sterilisasi

Sterilisasi boorprop sebelum
digunakan untuk melubangi sumuran Proses Pelubangan Sumuran
pada media agar

Proses pemberian ekstrak pada
sumuran

Proses inkubasi




Lampiran 6. Pengamatan zona hambat
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Replikasi 2

Replikasi 3




Lampiran 7. Perhitungan Susut Pengeringan

1. Rimpang Temulawak

a. Berat sampel basah (A) = 2000 gram
b. Berat sampel kering (B) =880 gram
c. Presentase bobot kering %x 100%
— 880gram . 100%
2000 gram
=44%
2. Rimpang Kunyit
a. Berat sampel basah (A) = 2000 gram
b. Berat sampel kering (B) = 863 gram
c. Presentase bobot kering —%x 100%
— 863 gram . 100%
2000 gram
=43,15%

Lampiran 8. Perhitungan Rendemen

1. Temulawak
a. Berat sampel (X)  =400gram
b. Berat beaker glass kosong (A) = 158,60 gram
c. Berat beaker glass + isi (B) =267,95gram
d. Berat isi (Y) =B-A
= 267,95 gram —158,60 gram
=109,35 gram (Y)

e. Rendemen %xlOO%
— 109,35 gramxloo%
400 gram
= 27,33%
2. Kunyit
a. Berat sampel (X) =400gram
b. Berat beaker glass kosong (A) = 158,60 gram
c. Berat beaker glass +isi  (B) =249,53 gram
d. Berat isi (Y) =B-A

= 249,53gram —158,60 gram
= 90,93 gram (Y)

e. Rendemen %xlOO%
90,93 gram

x100%

400 gram

=22,73%



58

Lampiran 9. Perhitungan Media
1. Media Nutient Agar (NA) sebagai media dasar ydiggnakan untuk pembiakan
bakteri.

Literatur 6 gram dalam 300 ml aquadest

. 6 X
Perhitungan =— =—
300 120

_ 720

~ 300

x = 2,4 gram dilarutkan dalam 120 ml Aquades

2. Media Brain Heart Infusion (BHI) sebagai medemyubur bakteri

literatur 11,1 gram dalam 300 ml aquadest

. 11,1 X
Perhitungan =— =—
300 150

_ 1665

~ 300

x = 5,55 gram dilarutkan dalam 150 ml Aquades
3. Media Mueller Hitton Agar (MHA) sebagai mediaakan selektif yang

digunakan untuk menguji daya hambat bakteri

Literatur 11,4 gram dalam 300 ml aquadest

. 11,4 X
Perhitungan =—— =—
300 200

_ 2280

300

X = 7,6 gram dilarutkan dalam 200 ml Aquades



Lampiran 10. Perhitungan Luas Daya Hambat Antibakteri

Perhitungan luas daya hambat ekstrak temulawakuiayit

Luas daya hambat = luas total — luas sumuran
Luas = nf
Luas Sumuran =3,14x2,5x2,5=19,625

1. Daya hambat F1 temulawak 1 ml + kunyit 1 ml
Replikasi 1=d = 7,7 mm
r = 3,85 mm
| = (3,14 x 3,85 x 3,85)-19,625 ntm
= 26,917 mrh
Replikasi2 =d =7,9 mm
r=3,95 mm
| = (3,14 x 3,95 x 3,95)-19,625 ntm
= 29,366 mrh
Replikasi3 =d =7,5 mm
r=23,75 mm
| = (3,14 x 3,75 x 3,75)-19,625 ntm
= 24,531 mrh

2. Daya hambat F2 temulawak 1 ml + kunyit 2 ml
Replikasi 1=d = 8,2 mm
r=4,1 mnt
| = (3,14 x 4,1 x 4,1)-19,625 nfm
= 33,158 mrh
Replikasi 2 =d = 8,9 mm
r = 4,45 mm
| = (3,14 x 4,45 x 4,45)-19,625 nfm
= 42,554 mrh
Replikasi 3=d = 8,3 mm
r=4,15 mm
| =(3,14 x 4,15 x 4,15)-19,625 nfm
= 34,453 mrh
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3. Daya hambat F3 temulawak 2 ml + kunyit 1 ml
Replikasi 1=d = 10,6
r=>5,3 mnt
| = (3,14 x 5,3 x 5,3)-19,625 nfm
= 68,577 mrh
Replikasi 2 =d = 11,2 mm
r=>5,6 mni
| = (3,14 x 5,6 X 5,6)-19,625 nfm
= 78,845 mrh
Replikasi 3 =d = 9,6 mm
r=4,8 mn
| = (3,14 x 4,8 x 4,8)-19,625 nfm
= 52,625 mrh

4. Daya hambat kontrol positif
Replikasi 1=d = 11,9 mm
r=5,95mm
| = (3,14 x 5,95 x 5,95)-19,625 ntm
= 91,538 mrh
Replikasi 2 =d = 12,3mm
r=6,15mm
| = (3,14 x 6,15 x 6,15)-19,625 ntm
=99,137 mrh
Replikasi 3 =d =12 mm
r=6 mnt
| = (3,14 x 6 X 6)-19,625 mfm
= 93,415 mrh
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ABSTRAK

Karies gigi salah satu infeksi gigi yang banyak di alami masyarakat dan mencapai 88,8% di dunia.
Infeksi mi disebabkan bakteri Streptococcus mutans dan jka tidak segera diobati akan berakibat ke
penyakit yang lebth seris. Pengobatan sejauh i menggunakan antibiotik, yang seringkali
menyebabkan resistensi. Sehingga diperlukan alternatif herbal seperti temulhwak dankunyit. Penelitian
ini bertujuan untuk menguj efektivitas antibakteri kombinasi ekstrak temulwak dan kunyit terhadap
bakteri Streptococcus mutans yang menjadi penyebab utama karies gigi. Metode yang dilakukan untuk
uji ekstrak temulawak dikombinasi dengan kunyit menggunakan perbandingan 1:1, 12, 2:1. Masing
masing di uji menggunakan metode sumuran pada media agar, kemudian dilakukan pengukuran luas
zona hambat yang terbentuk sebagai pengukuran efektivitas antibakteri. Kontrol positif yang digunakan
yaitu antibiotik Clindamicyn. selain itu, dilakukan juga pengujian keberadaan flavonoid menggunakan
pereaksi FeCl; Hasil perelitiin menunjukkan bahwa seluruh kombinasi ekstrak memiliki aktivitas
antbakteri terhadap Streptococcus mutans, dengan kombinasi rasio 2:1 menunjukkan daya hambat
terbesar dengan rata-rata 66,682 mm?, dibandingkan rasio 1:2 dengan rata-rata 36,721 mn? dan rasio
1:1 dengan rata-rata 23,604 mm?, sehingga dapat disimpulkan bahwa kombinasi ekstrak temulwak dan
kunyit dengan rasio 2:1 yang paling efektif terhadap bakteri Streptococcus mutans.

Kata kunci : antibakteri, karies gigi, kunyit, streptococcus mutans, lemulawak

ABSTRACT

Dental caries is one of the most widespread oral infections worldwide. Infection caused by
Streptococeus mutans, if not treated promptly, can lead to more serious conditions. Current treatments
commonly involve the use of antibiotics, which may contribute to antibiotic resistance. Therefore,
alternative herbal agents such as Curcuma xanthorrhiza and Curcuma longa are needed. This study
aimed to evaluate the antibacterial effectiveness of the combination of Curcuma xanthorrhiza and
Curcuma longa extracts against Streptococcus mutans, the primary causative agent of dental caries.
The extracts of Curcuma xanthorrhiza and Curcuma longa were combined in ratios of 1:1, 1:2, and
2:1. Each combination was tested using the agar well diffusion method, followed by measurement of
the inhibition zone area formed aroundthe wells to determine antibacterial activity. The results showed
that all extract combinations exhibited antibacterial activity against Streptococcus nutans. The 2:1

ratio demonstrated the largest inhibitory effect with a mean inhibition zone area of 66.682 mn?’,

compared to 36.721 mm? forthe 1:2 ratio and 23.604 mm? for the 1:1 ratio. It can be concluded that
the combination of temulawak and turmeric extracts at a 2:1 ratio was the most effective against
Streptococcus mutans

Keywords : antibacterial, curcuma xanthorrhiza, curcuma longa, dental caries, streprococcus
tans
PENDAHULUAN

Karies gigi salah satu infeksi gigi yang banyak di alaimi masyaraat dan tersebar luas di
berbagai dunia. Tahun 2018 Riset Kesehatan Dasar (Riskedas) melaporkan bahwa memilik i
masalah gigi mencapai 57,6%, dengan prevalensi karies gigi mencapai 88,8% (Arivani er al.,
2021). Adanya kontaminasi bakteri dalam mulut, seperti bakteri Streprococcus mutans
(Utamaningyas et al., 2022; Faisal., 2022). Kesehatan gigi yang buruk seperti gigi beribang,
]
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berpotensi menyebabkan berbagai penyakit serius padasistem kardiovaskular, seperti bacterial
endocarditis, angna pectoris, infark miokard, hipertensi, atherosclerotic cardiovascular
disease, gagal jantung, fibrilasi arteri, penyakit arteri perifer, dan penyakit kardiovasular
lamnya (Hartanto, 2024) Pengobatan yang sering dikukan menggunakan antbiotikk. Namun
penggunaan antibiotik nmlai dibatasi dan seringkali menyebabkan resistensi perln upaya
alternatif pengobatan untuk mengatasi resistensi antibiotik seperti penggunaan obat herbal dari
tanaman. Bakteri Streptococcus mutans tumbuh  dalam  kaadaan asam yang akan
memetabolisme karbohidrat menjadi asam, pada kaadaan asam tersebut bakteri Streptococcus
mutans dapat menyebabkan karies gigi. Okh karena itu, bahan herbal dapat menajdi sakh satu
pilhan untuk mengatasi resistensi antibiotik (Permatasari 2022).

Tanaman vyang dapat digunakan untuk antibakteri adalah temulawak, Temulawak
(Curcuma xantorriza Roxb) merupakan tanaman obat keluarga Zingiberaceae yang banyak
digunakan sebagai bahan baku obat tradisional di Indonesia (Harefa er al., 2022). Beberapa
penelitian menunjukan bahwa temulawak mempunyai potensi sebagai antibakteri karena
mengandung beberapa senyawa aktif seperti xanthorrhizol, kurkumin, flavonoid, dan minyak
atsiri (Yasacaxena er al., 2023). Termlawak dapat digunakan secara tunggal namun untuk
meningkatkan efek antibakteri dapat juga dikombinasi. Salah satunya dengan menambah
kunyit, Selin temulawak, kunyit juga dapat dicunakan untuk antbakteri. Kunyit (Curcuma
fonga Linn) merupakan rimpang yang banyak digunakan sebagai obat tradsional. Beberapa
penelitian menunjukan bahwa kunyit memiliki potensi antbakteri karna mengandung senyawa
aktif seperti kurkumin, minyak atsiri, flavonoid, saponin, dan tanin (Pebriana et al., 2023).
Kandungan xantorrhizol pada temulawak dan kandungan kurkumin pada kunyit dapat
digunakan untuk meningkatkan potensi obat anti karies. Penelitian ini perlu dilakukan untuk
menguji  efektivitas antibakteri kombinasi esktrak temulawak dan kunyit terhadap bakteri
streptococeus mutans, yang menjadi penyebab utama karies gigi.

METODE

Alat yang akan digunakan dalam penelitian ini adalah erlenmayer, bunsen, mikrosk op,
kaki tiga, timbangan analitik, labu ukur, jarum ose, mikroskop, inkubator, tabung reaksi, ebject
glass, deck glass, rak, tabung reaksi mikropipet, autoklaf, cawan petri, gelas ukur, rotary
evaporator. Bahan yang digunakan terdiri dari temulawak dan kunyit, etanol 70%, akuades,
kultur Streprococcus mutans yvang diperoleh dari hboratorium Farmasi Universitas Bhamada
Slawi dan jenis agar Nutrient Agar (NA), Brain Heart Infussion (BHI) dan Muller Hitton Agar
(MHA). Sampel diperoleh dari pasar Krandon, Kota Tegal. Selanjutnya dibuat menjadi
simplisia dengan dikeringkan menggunakan oven pada suhu 60°C-70°C. Kemudian sampel
dihaluskan menggunakan blkender dan di mesh 40. Sampel setelah menjadi serbuk diuji
mikroskopik untuk melihat fragmen tanamannya. Proses ekstraksi dilakukan dengan metode
maserasi selama 5 hari (sampel : pelhrut etanol 70% = 1:4). Ekstrak dikentalkan diperoleh
dengan evaporasi menggunsksn rotary evaporator hasil maserasi Ekstrak kombinasi antara
temulawak dan kunyit (1:1, 1:2, 2:1).

Kombinasi temulawak dan kunyit diwji dengan metode sumuran dengan media agar.
Seluruh alat sebelum digunakan dilakukan sterilisasi menggunakan autoklaf pada suhu 121°C
selama 15 menit. menggunakan Media agar NA, MHA, BHI dilairutkan dalam aquades dan
bahan di sterilkan menggunnakan autoklaf pada suhu 121°C selama 15 menit. Alat dan bahan
yang sudah di sterilkan di pindah ke dalam incase. Lalu media Na dibuat agar miring untuk
proses peremajaan dan dinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam untuk memperoleh koloni
aktif, kemudia dipindahkan ke media BHI dan diinkubasi padasuhu 37°C selama 24 jam untuk
memperbanyak jumbh bakteri sebelum digunakan sebagai bakteri uji. Suspensi media BHI
yang telah di inkubasi di ambil menggunakan swab steril laln di oleskan secara merata pada
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media MHA. Setelah iu, media dibuat sumuran menggunakan pelubang media steril dan
dimasukan sampel sebanyak 50 pL ke dalam sumuran kemudian di inkubasi pada suhu 37°C
selama 24 jam. Setelah itu zona hambat di ukur menggunakan jangka sorong.

HASIL

Sampel terubhwak dan kunyit diperokh dari pasar Krandon, Kota Tegal Sebelum dibuat
simplisia, perlu dilakukan uji makroskopik untuk mengamati ciri fiskk rimpang (Nair er al.,
2024). Setelah itu dibuat simplisia dengan cara dikeringkan, yang dilakukan untuk menurunkan
kadar arr dalam rimpang schingga dapat mencegah pertumbuhan mikroorganisme dan
menghambat aktivitas enzim yang berpotensi merusak senyawa aktif (Prasetya & Endriyatno,
2025). Simplisia yang telah dikeringkan kemudian dihaluskan menjadi serbuk untuk
mempermudah pelepasan senyawa aktif yang terkandung dalam simplisia. Sehingga proses
ekstraksi berlaingsung lebih optimal (Otoluwa er al., 2025). Sehnjutnya setehh sampel
diserbukan perlu dilakukan uji mikroskopik untuk melihat fragmen ciri khas fragmen tanaman.

Tabel 1. Hasil Uji Makroskopik Rimpang Temulawak

Rimpang Garmbar Or ganoleptis Hasil pengarmatan
Termlawalk  (Curauna Bentuk Bulat bercabang
xanthorrnzhaRozb) ; Warma Kunmg jmgga

Bau Khas

Rasa Pahit
Kunyit (Curcwma longa Bentuk Bulat panjang bercabang
Lnn) Warna Kuning jngga

Bau Khas

rasa pahit

Hasil uji makroskopis menunjukkan bahwa rimpang temulawak (Curcuma xanthorrhiza
Roxb) memiliki bentuk bulat tidak sempurmna dengan cabang memanjang, berwarna kuning
jingga, berbau khas, dan berasa pahit, sedangkan rimpang kunyit (Curcuma longa Linn)
meniliki bentuk lonjong hingga bulat memanjang bercabang, berwama jngga kekuningan,
berbau khas, dan berasa pahit. Karakteristik makroskopis kedua rimpang tersebut sesuai
dengan literatur dan standar Farmakope Herbal Indonesia (2008).

Tabel 2. Hasil Uji Mik roskopik Rimpang Te mulawak

Rimpang Gambar dan Fragmen
Termulawak | ' Q Q
Jaringan gabus Berkas pengangkut amylum |
—
Kunyit Q Q
Sel parenkim Berkas Pengangkut Rambut penutup
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Hasil uji mikroskopik menunjukkan bahwa simplisa temulawak (Curcuma xanthorrhiza
Roxb) memperlihatkan adanya fragmen jaringan gabus, berkas pengangkut, dan butr amylum,
sedangkan simplisia kunyit (Curcuma longa Linn) menunjukkan fragmen sel parenkim, berkas
pengangkut, dan rambut penutup. Fragmen-fragmen yang teramati pada kedua serbuk rimpang
tersebut sesuai dengan karakteristk mikroskopik yang tercantum dalm lteratur dan
Farmakope Herbal Indonesia.

Tabel 3. Hasil Uji Antibakteri

Luas Daya Hambat (an?)

Perlakuan

1 n m Rata-rata
Kontrol (- 0 0 0 0
Kontrol (+) 21,538 22137 93415 94 596
El 26,917 20366 24,531 23,604
E2 33,158 42554 34453 36721
3 68,577 75,845 52,675 66,657

Hasil uji antibakteri menunjukkan bahwa kombinasi ekstrak etanol temuliwak dan kunyit
membentuk zona hambat terhadap bakteri Streptococcus mutans, Kombinasi dengan rasio 1:1
(masing-masing 1 ml ekstrak temulawak dan 1 ml ekstrak kunyit) menghasilkan rata-rata luas
daya hambat sebesar 23,604 mm?, rasio 1:2 (1 ml ekstrak temulawak dan 2 ml ekstrak kunyit)
sebesar 36,721 mm?2, dan rasio 2:1 (2 ml ekstrak temulawak dan 1 ml ekstrak kunyit) sebesar
66,682 mm?. Kontrol positif berupa Clindamycin menghasilkan rata-rata las daya hambat
sebesar 94,606 mm?, sedangkan kontrol negatif berupa aquades steril tidak menunjukkan
adanya zona hambat. Zona hambat di kategorikan kuat luas daya hambat yaitu Kuat >78.5
mim2, sedang 19,6-78,5 mn?, lemah <19,6 mm? (Riyadi et al., 2021)

PEMBAHASAN

Sampel temmlawak dan kunyit diperoleh dari krandon, kota Tegal setelah iu dibuat
simplisia hasinya susut kering yang diperoleh temulawak 44% dan kunyit 43,15%. simplisia
yang telah dikeringkan kemudian dihaluskan menjadi serbuk. Setelah sampel diserbukan perlu
dilakukan uji mikroskopik untuk melhat fragmen ciri khas fragmen tanaman. Selanjutnya
simplisia di ekstraksi menggunakan metode maserasi dimana temulawak menghasilkan
rendenen 27,33% dan ekstrak kunyit menghasikan rendemen 22,73%. Ekstrak temulawak dan
kunyit menghasikan rendemen >17 % dimana ini merupakan syarat rendemen ekstrak kental
yang bak (Anggoro er al., 2015). Pada pengujian aktivitas antibakteri, metode sumuran
dugunakan karena prosedumnya sederhana dan tidak memerlukan peralatan khususus dan
hasimyapun jelas berupa zona bening yang dapat dibandingkan antar sampel sehingga
mempermudah menganalisis data (Wahidah, 2023). Kenudian aquades dipilih sebagai kontrol
negatit karena bersifat netral dan tidak memberkan efek antibakteri (Ely et al., 2020).
Pemilihan kontrol positif menggunakan clindamicyn, antibiotik golongan linkosamides yang
efektif terhadap bakteri Streptococcus mutans (Rufaidah, 2020). Ekstrak yang dapat digunakan
sebagai antibakteri diketahui mengandung senyawa flavonoid, sehingga dilkukan uji kualitatif
dan diperoleh hasil positif mengandung senyawa flavonoid dengan menggunakan pereaksi
serbuk magnesium (Mg) dan asam klorida (HCI) pekat.

Berdasarkan hasil pengujian antibakteri pada tabel 3. kombinasi ekstrak yang memilik i
aktivitas antibakteri terhadap bakteri Streprococcus mutans ditandai dengan terbentuknya
daerah zona bening. Hasil pengujian di dapatkan zona bening pada rasio 1:1 dengan rata-rata
23.604 mn’, pada rasio 1:2 dengan rata-rata 36,721 mnr, pada rasio 2:1 didapatkan zona
bening dengan rata-rata 66,682 mm> dan kontrol positif menggunakan Clindamicyn dengan
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menperoleh zona bening dengan rata-rata 94,69 mm’ serta kontrol negatif tidak terbentuk zona
hambat. Hal ini menunjukkan bahwa antibiotik sintesis masih memiliki daya hambat vang lebih
kuat dibandingkan ekstrak herbal. Zona hambat yang paling efektif dihasikan pada rasio 2:1
kemudian dikkuti dengan 1:2 dan 1:1. Untuk memvalidasi hasi dilakukan uji one way anova
dengan nilai signifikansi (Sig.) sebesar (0L00O (< 0,05) dengan nilai F hintung 90,542. Hal ini
berarti terdapat perbedaan yang signifikan antara kelompok perlakuan kombinasi ekstrak
temulawak dan kunyit serta kontrol positif' terhadap daya hambat bakteri Streptococcus mutans.
Dengan demikian, dapat disimpulkan bahwa variasi rasio kombinasi temumlawak dan kunyit
berpengaruh signifikan terhadap aktivitas antibakteri Streprococcus mutans. Secara umum,
hasil perelitiitn  menunjukkan bahwa kombmasi ekstrak temulawak dan kunyt memiliki
potensi sebagai antbakteri terhadap bakteri Streprococcus mutans, dengan rasio 2:1 sebagai
kombinasi yang paling efektif dan mendekati kontrol posttif.

KESIMPULAN

Berdasarkan hasil pengujian, analisis data, dan pembahasan yang telah dilakukan, dapat
disimpulkan bahwa kombinasi ekstrak temulawak dan kunyit memiliki efektivitas antibakteri
yang signifikan terhadap Srreprococcus mutans, yang ditunjukkan oleh terbentuknya zona
bening pada setiap rasio kombinasi. Dengan efektivitas rasio 2:1 > 1:22 > 1:1 berturut-turut
hasilnya 66,682 mm? > 36,721 mm? > 23,604 mm?.
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