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MOTTO

“Uthlubul ilma minal mahdi ilal lahdi”
(Carilah lmu mulai dari tempat ayunan bayi sampai ke liang lahad)
Hadist
(Hadist Maudhu’”

Berdoalah (mintalah) kepadaKu, niscaya Aku kabulkan untukmu.
(Q.S Al-Mukmin : 60) ™

Karena sesungguhnya sesudah kesulitan itu atau kesukaran itu ada kelapangan
yakni kemudahan, sesungguhnya sesudah kesulitan itu ada kemudahan
(Q.S Al Insyirah : 5-6)

R Hadist Maudhu’

) Departemen Agama Republik Indonesia. 2013. Al- Qur’an dan

Terjemahannya. Solo : PT Tiga Serangkai Pustaka Mandiri.
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RINGKASAN

Daya Antibakteri Ekstrak Minyak Atsiri Rimpang Temulawak (Curcuma
xantorrhiza Roxb.) terhadap Pertumbuhan Porphyromonas gingivalis; Fiolina
Fajar Febrianingrum Hadi, 151610101121; 2019: 74 halaman; Fakultas Kedokteran
Gigi Universitas Jember

Penyakit periodontal merupakan masalah kesehatan gigi dan mulut yang
memiliki prevalensi cukup tinggi di masyarakat dengan prevalensi penyakit
periodontal pada semua kelompok umur di Indonesia adalah 96,58%. Penyakit
periodontal dimulai dari gingivitis yang bila tidak dirawat akan berkembang menjadi
periodontitis. Periodontitis merupakan peradangan pada jaringan pendukung gigi
disebabkan oleh bakteri patogen pada plak yang mengakibatkan kerusakan progresif
jaringan ikat periodontal dan tulang alveolar, dengan pembentukan poket, resesi
gingiva, atau keduanya. P. gingivalis merupakan keystone pathogen penyebab
penyakit periodontal, dimana organisme ini menjadi pusat pada proses terjadinya
penyakit meskipun hanya ditemukan dalam jumlah yang relatif rendah. P. gingivalis
paling banyak ditemukan pada periodontitis kronis dengan prevalensi sebesar 53,8%
dan periodontitis agresif dengan prevalensi sebesar 79,6%

Perawatan periodontitis berupa perawatan mekanis yang mampu
menghilangkan inflamasi dan mengurangi kedalaman poket. Terapi tambahan dengan
pemberian antibiotik juga diperlukan untuk menunjang perawatan mekanis, hasil
penelitian klinis membuktikan bahwa terapi tambahan antibiotik setelah perawatan
mekanis lebih efektif dan mempercepat penyembuhan dibanding hanya perawatan
mekanis. Pemberian antibiotik dalam perawatan penyakit periodontal dapat dilakukan
secara lokal ataupun sistemik. Pemberian antibiotik secara lokal ke dalam poket
periodontal mempunyai keuntungan dibandingkan pemberian secara  sistemik.
Keuntungan pemberian antibiotik secara lokal yakni mampu mengatasi konsentrasi
bakteri secara langsung, mengurangi konsumsi obat secara berkesinambungan,
mencegah kehilangan perlekatan klinis secara rekuren, dan dapat meminimalkan efek
samping .

Salah satu antibiotik lokal yang umum digunakan yakni gel metronidazole
yang terbukti efektif terhadap bakteri anaerob Gram negatif penyebab periodontitis
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salah satunya P. gingivalis. Pasien yang memiliki hipersensivitas atau alergi terhadap
gel metronidazol dikontraindikasikan menggunakan bahan ini. Mengatasi hal
tersebut, perlu adanya berbagai pilihan obat dengan pengembangan antibiotik baru
dari bahan-bahan herbal, salah satunya yaitu temulawak. Rimpang temulawak
dilaporkan mengandung minyak atsiri yang memiliki aktivitas antibakteri. Penelitian
ini bertujuan untuk mengetahui daya antibakteri ekstrak minyak atsiri rimpang
temulawak (Curcuma xanthorrhiza Roxb.) terhadap pertumbuhan P. gingivalis.

Jenis penelitian ini adalah eksperimental laboratoris dengan rancangan
penelitian the post test only control group design. Penelitian ini menggunakan
metode disc-diffusion yang terdiri dari 6 kelompok penelitian (2 kelompok kontrol
dan 4 kelompok perlakuan). Kelompok kontrol terdiri dari kontrol positif (Gel
Metronidazole) dan kontrol negatif (DMSO 10%+Tween 80 0,5%). Kelompok
perlakuan terdiri dari konsentrasi 25%, 50%, 75%, 100%. Setiap kelompok diambil
sebanyak 20 pl, lalu diteteskan pada kertas cakram dengan diameter 5 mm. Kertas
cakram lalu diletakkan di atas permukaan media MH-A yang telah diinokulasi P.
gingivalis. Petridish dimasukkan ke dalam desikator dan diinkubasi pada suhu 37°C
selama 24 jam. Setelah 24 jam, dapat dilakukan pengukuran diameter zona hambat di
sekitar cakram kertas menggunakan jangka sorong digital.

Data hasil penelitian kemudian dianalisis menggunakan uji statistik non
parametrik dengan uji Kruskal-Wallis. Hasil uji Kruskal-Wallis menunjukkan nilai
signifikansi 0,001 (p<0,05) yang dapat diartikan bahwa ada perbedaan bermakna
pada kelompok penelitian, sehingga dapat dilanjutkan dengan uji lanjutan Mann-
Whitney didapatkan perbedaan bermakna pada kelompok penelitian K-, K+, Cx25,
Cx50, Cx75, Cx100 dengan kelompok penelitian lainnya, kecuali diantara kelompok
minyak atsiri rimpang temulawak konsentrasi 75% dengan 100%. tidak memiliki
perbedaan bermakna.

Data hasil penelitian dilakukan pengklasifikasian berdasarkan besarnya
diameter zona hambatnya. Rata-rata diameter zona hambat kelompok perlakuan yaitu
sebesar 8,1-10,1mm. Berdasarkan klasifikasi Ponce et al. (2003), termasuk ke dalam
daya antibakteri dengan tingkatan sedang. Kesimpulan pada penelitian ini adalah
ekstrak minyak atsiri rimpang temulawak memiliki daya antibakteri terhadap
pertumbuhan P. gingivalis.
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BAB 1. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Penyakit periodontal merupakan masalah kesehatan gigi dan mulut yang
memiliki prevalensi cukup tinggi di masyarakat dengan prevalensi penyakit
periodontal pada semua kelompok umur di Indonesia adalah 96,58% (Alibasyah,
2016). Penyakit periodontal yang banyak dijumpai adalah gingivitis dan
periodontitis (Mawaddah et al., 2017). Penyakit periodontal dimulai dari gingivitis
yang bila tidak dilakukan perawatan lebih lanjut dapat berkembang menjadi
Periodontitis. Periodontitis merupakan peradangan pada jaringan pendukung gigi
disebabkan oleh bakteri patogen pada plak yang mengakibatkan kerusakan
progresif jaringan ikat periodontal dan tulang alveolar, dengan pembentukan
poket, resesi gingiva, atau keduanya (Newman et al., 2015).

Proses pembentukan plak diawali dengan pembentukan pelikel yang
merupakan media permukaan lekat yang memfasilitasi bakteri untuk melekatkan
diri. Pembentukan dilanjutkan dengan kolonisasi awal yang didominasi bakteri
Gram positif seperti genus Streptococccus, dan Actinomyces. Kolonisasi sekunder
terjadi setelah kolonisasi awal, bakteri kolonisasi sekunder didominasi oleh
bakteri Gram negatif seperti Prevotela intermedia, Fusobacterium nucleatum, dan
Porphyromonas gingivalis (Newman et al., 2015).

P. gingivalis merupakan keystone pathogen penyebab penyakit
periodontal. Hal ini berarti bahwa P. gingivalis merupakan organisme yang
menjadi pusat pada proses terjadinya penyakit meskipun hanya ditemukan dalam
jumlah yang relatif rendah. P. gingivalis paling banyak ditemukan pada
periodontitis kronis dengan prevalensi sebesar 53,8% dan periodontitis agresif
dengan prevalensi sebesar 79,6% (Newman et al., 2015).

Perawatan periodontitis meliputi perawatan mekanis seperti kontrol plak
yang menyeluruh dengan disertai scaling root planing, kuretase, sehingga dapat
menghilangkan inflamasi dan mengurangi kedalaman poket (Orgendrik, 2012).
Terapi tambahan dengan pemberian antibiotik juga diperlukan untuk menunjang
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perawatan mekanis, meskipun perawatan mekanis dapat mengurangi jumlah
bakteri dalam poket, tetapi bakteri periodontopatogen yang berada pada tubulus
dentin, gingiva dan sementum masih tertinggal (Krismariono, 2009). Hasil
penelitian klinis membuktikan bahwa terapi tambahan antibiotik lebih efektif dan
mempercepat penyembuhan dibanding hanya perawatan mekanis (Wijayanto et
al., 2014).

Pemberian antibiotik dalam perawatan penyakit periodontal dapat
dilakukan secara lokal ataupun sistemik. Pemberian antibiotik secara lokal ke
dalam poket periodontal mempunyai keuntungan dibandingkan pemberian secara
sistemik. Keuntungan pemberian antibiotik secara lokal yakni mampu mengatasi
konsentrasi bakteri secara langsung, mengurangi konsumsi obat secara
berkesinambungan, mencegah kehilangan perlekatan klinis secara rekuren, dan
dapat meminimalkan efek samping (Setiawan et al., 2013).

Salah satu antibiotik lokal yang umum digunakan yakni gel metronidazol.
Gel metronidazol terbukti efektif terhadap bakteri anaerob gram negatif penyebab
periodontitis seperti P. gingivalis dan Agregatibacter actinomycetemcomitans
(Wijayanto et al., 2014). Pemberian metronidazol setelah perawatan mekanis pada
periodontitis memberikan hasil yang lebih baik dalam mengurangi kedalaman
poket (pocket depth), kehilangan perlekatan secara klinis (clinical attachment lost)
dan menghilangkan perdarahan saat probing (bleeding on probing) (Newman et
al., 2015). Pasien yang memiliki hipersensivitas atau alergi terhadap gel
metronidazol kontraindikasi untuk menggunakan bahan ini (Arunachalam et al.,
2017).

Mengatasi hal tersebut, perlu adanya berbagai pilihan obat dengan
pengembangan antibiotik baru dari bahan-bahan herbal. Organisasi kesehatan
dunia atau WHO merekomendasikan penggunaan obat tradisional dalam
pemeliharaan kesehatan masyarakat, pencegahan dan pengobatan penyakit (WHO,
2011). Penggunaan obat tradisional secara umum dinilai lebih aman daripada
penggunaan obat sintetik. Hal ini disebabkan karena obat tradisional memiliki
efek samping yang relatif lebih sedikit dibandingkan obat sintetik (Sari, 2006).
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Obat tradisional identik dengan tanaman obat karena sebagian besar obat
tradisional berasal dari tanaman obat (Katno, 2008). Salah satu tanaman yang
dapat digunakan sebagai tanaman obat yaitu temulawak (Curcuma xanthorrhiza
Roxb.) yang berasal dari kawasan Indo-Malaysia yang kini sudah menyebar
diseluruh pelosok wilayah Indonesia dan banyak dimanfaatkan sebagai jamu dan
obat tradisional di kalangan masyarakat Indonesia (Rukmana, 2006). Temulawak
mudah dibudidayakan karena temulawak dapat tumbuh liar di hutan-hutan, di
ladang dan pekarangan rumah (Mashita, 2014). Temulawak menjadi salah satu
tanaman biofarmaka enam teratas setelah tanaman jahe, kunyit, kapulaga,
lengkuas, dan kencur (Kementerian Pertanian, 2015).

Bagian tanaman temulawak yang lazim dimanfaatkan sebagai obat adalah
rimpang. Rimpang temulawak mengandung komponen utama berupa
kurkuminoid dan minyak atsiri (Mashita, 2014). Kandungan minyak atsiri dalam
rimpang temulawak paling banyak diantara genus Curcuma lainnya berkisar 4-
6% (Setyawan, 2003). Berdasarkan penelitian oleh Jeeva et all (2012) hasil
analisis minyak atsiri temulawak dengan Gas Chromatography-Mass
Spectroscopy (GCMS), kandungan senyawa aktif terbesar pada ekstrak minyak
atsiri temulawak yaitu xanthorrihizol, camphene dan curcumin yang diketahui
mempunyai aktivitas antibakteri.

Ekstrak minyak atsiri rimpang temulawak (Curcuma xanthorrhiza Roxb.)
telah dilaporkan memiliki daya antibakteri terhadap beberapa bakteri patogen
pada saluran akar gigi. Hal ini dibuktikan pada penelitian yang dilakukan oleh
Syafira (2018) dilaporkan bahwa minyak atsiri dari rimpang temulawak memiliki
daya antibakteri tingkat sedang terhadap pertumbuhan bakteri Enterococcus
faecalis (Gram positif), dan Fusobacterium nucleatum (Gram negatif).
Berdasarkan uraian diatas, sejauh ini belum ada penelitian mengenai aktivitas
antibakteri minyak atsiri rimpang temulawak temulawak (C. xanthorrhiza Roxb.)
terhadap bakteri penyebab penyakit periodontal yaitu salah satunya P. gingivalis.
Maka dari itu muncul pemikiran peneliti melakukan penelitian untuk mengetahui
kemampuan antibakterial minyak atsiri rimpang temulawak temulawak (C.

xanthorrhiza Roxb.) terhadap bakteri penyebab penyakit periodontal P. gingivalis.
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1.2 Rumusan Masalah
Masalah yang dapat dirumuskan dari latar belakang tersebut adalah:
1. Apakah ekstrak minyak atsiri rimpang temulawak (C.xanthorrhiza Roxb.)
memiliki daya antibakteri terhadap pertumbuhan P. gingivalis?
2. Berapa konsentrasi ekstrak minyak atsiri rimpang temulawak (C.xanthorrhiza
Roxb.) yang paling besar dalam menghambat pertumbuhan P. gingivalis?

1.3 Tujuan Penelitian
Tujuan dalam penelitian ini adalah:
1. Mengetahui daya antibakteri ekstrak minyak atsiri rimpang temulawak (C.
xanthorrhiza Roxb.)) terhadap pertumbuhan P. gingivalis.
2. Untuk mengetahui konsentrasi ekstrak minyak atsiri rimpang temulawak
(C.xanthorrhiza Roxb.) yang paling besar dalam menghambat pertumbuhan

P. gingivalis.

1.4 Manfaat Penelitian
Manfaat yang diharapkan dari penilitian ini adalah:
1. Memberikan informasi mengenai aktivitas antibakteri minyak atsiri rimpang
temulawak (C. xanthorrhiza Roxb.) terhadap P. gingivalis.
2. Sebagai bahan acuan untuk penelitian lebih lanjut tentang manfaat minyak
atsiri rimpang temulawak (C. xanthorrhiza Roxb.) dalam bidang kedokteran

gigi, khususnya dalam pengembangan obat antibiotik penyakit periodontal.
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Porphyromonas gingivalis
2.1.1 Klasifikasi dan Morfologi Porphyromonas gingivalis

Klasifikasi P. gingivalis adalah sebagai berikut (Henderson et al., 2009) :

Kingdom : Bacteria

Phylum : Bacteroidetes

Class : Bacteroidetes

Ordo : Bacteriodales

Family : Porphyromonadaceae
Genus : Porphyromonas

Species : Porphyromonas gingivalis

P. gingivalis merupakan bakteri black-pigmented, assaccharolytic, non-
motile dan non-spora. P. gingivalis merupakan bakteri Gram negatif yang bersifat
anaerob obligat dan berbentuk basil, atau cocobacillus 0,5 pum dengan ukuran 1-2
um, optimum pertumbuhan pada suhu 37° (Kolenbrander et al., 2011). Koloni
bakteri pada pewarnaan Gram berwarna merah yang menunjukkan bahwa bakteri
ini termasuk golongan bakteri Gram negatif (Fitriyana et al., 2013). Morfologi P.
gingivalis dapat dilihat pada Gambar 2.1.

Bakteri Gram negatif mempunyai dua lapisan lipid (bilayer lipid) yang
disebut lapisan lipopolisakarida. Lapisan ini tersusun atas fosfolipid, polisakarida
dan protein (Madigan et al,. 2003). Bakteri Gram negatif memiliki dua lapisan
lipid yang dipisahkan oleh peptidoglikan. Ada juga outer membrane yang
menempel pada lapisan lipopolisakarida memperkuat sel dan melindungi dari
lingkungan luar. Pada membran ini ada porin dengan diameter 1-2 mm yang
mengatur akses larutan ke membran sitoplasma (Moat et al., 2002). Susunan
lapisan dinding sel bakteri Gram negatif dapat dilihat pada Gambar 2.2.
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Gambar 2.1 (a) P. gingivalis dengan mikroskop cahaya perbesaran 1000x menggunakan
pewarnaan Gram (Fitryana et al., 2013); (b) Hasil foto mikroskop elektron
dengan pembesaran 200 nm menunjukkan bentuk coccobacillus P.
gingivalis (Genome Project, 2014).

- phospholipid .

Gambar 2.2 Susunan lapisan dinding sel bakteri Gram negatif (Sri, 2018).

2.1.2 Pertumbuhan Porphyromonas gingivalis

Optimum pertumbuhan P. gingivalis pada suhu 37°C. P. gingivalis
membutuhkan hemin dan vitamin K sebagai faktor pertumbuhan. Salah satu dari
lingkungan bakteri yang dapat mengubah interaksi dari P. gingivalis dengan
respon imun tubuh adalah konsentrasi dari hemin. Hemin memiliki kemampuan
untuk mengikat besi dari host dan besi utama yang didapatkan dari host digunakan
untuk sistem dari P. gingivalis. Konsentrasi dari hemin mempengaruhi ekspresi
dari beberapa gen pertumbuhan, kelangsungan hidup, dan patogenitas dari P.
gingivalis seperti protease, fimbriae, LPS dan beberapa protein membran
(Henderson et al., 2009).
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Habitat utama P. gingivalis adalah sulkus subgingiva dari rongga mulut
manusia. P. gingivalis bergantung pada pembentukan asam amino untuk produksi
energi yang diperlukan untuk kelangsungan hidupnya di dalam sulkus subgingiva
(Bostanci dan Belibasakis, 2012). P. gingivalis secara lokal menyerang jaringan
periodontal dan dapat menghindari dengan mekanisme pertahanan host (How et
al., 2016).

2.1.3 Virulensi

P. gingivalis menghasilkan faktor virulensi yang dapat menyebabkan
kerusakan jaringan pendukung gigi secara langsung atau tidak langsung
(Hajishengallis et al., 2012). Faktor virulensi dapat didefinisikan sebagai
konstituen atau metabolit dari suatu organisme yang penting dalam tahap siklus
kehidupan P. gingivalis dan menyebabkan kerusakan pada inang (Kimura et al.,
2012). P. gingivalis memiliki sejumlah faktor virulensi, dapat berupa molekul
yang mampu merusak pada sel. Faktor virulensi utama yakni seperti gingipains,
LPS, polisakarida kapsul dan fimbriae (Jenkinson dan Lamont, 2010; Bostanci
dan Belibasakis, 2012).

Faktor-faktor virulensi P. gingivalis seperti berikut:

a. Gingipains

P. gingivalis terdapat dua jenis protease yang diproduksi. Salah satunya
adalah jenis proteinase cysteine atau juga dikenal sebagai "trypsin-like™ enzim dan
adalah serine proteinase (Bostanci dan Belibasakis, 2012). Proteinase ini
umumnya dikenal sebagai gingipains. Gingipains secara kolektif berperan 85%
dari aktivitas proteolitik ekstraseluler P. gingivalis pada lokasi infeksi (de Diego
et al., 2014). Terdapat bukti kuat yang menunjukkan bahwa proteinase P.
gingivalis berpengaruh langsung dalam kolonisasi poket periodontal, yang
menyebabkan kerusakan jaringan pendukung periodontal (Dubin et al., 2013).
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b. Lipopolisakarida

LPS adalah molekul yang tersusun dari komponen lipid dan polisakarida.
Molekul ini ditemukan pada membran luar bakteri. TLRs (Tool like receptors)
yang terdapat pada membran luar sel host akan mengenali lipopolisakarida
kemudian memicu respons inflamasi pada jaringan periodontal, meliputi
vasodilatasi pembuluh darah, kemotaksis hingga pelepasan sitokin proinflamatori.
Oleh karena itu, lipopolisakarida menjadi kunci utama dalam menginisiasi respons
inflamasi pada jaringan periodontal (Newman et al., 2015).

c. Kapsul

Kapsul ditemukan terlibat dalam gangguan sel epitel gingiva. Kehadiran
dan jenis kapsul juga memiliki pengaruh yang signifikan pada adhesi awal P.
gingivalis ke sel epitel poket periodontal manusia. Mekanisme agregasi
bersama periodotopathogen lainnya,  seperti Fusobacterium nucleatum telah
terbukti bergantung adanya kapsuler (Singh et al., 2011).

d. Fimbrae

Fimbriae P. gingivalis adalah tonjolan permukaan sel yang tipis dan
berfilamen yang memfasilitasi perlekatannya pada protein saliva, matriks
ekstraseluler, sel eukariotik dan bakteri dari spesies yang sama atau spesies
lainnya. Melalui fimbriae, P. gingivalis dapat menempel pada bakteri kolonisasi
awal, dan berpartisipasi dalam struktur biofilm yang sedang berkembang. Tipe |
(utama) fimbriae memiliki peran penting dalam kolonisasi dan invasi, sedangkan
tipe Il (minor) fimbriae memiliki kapasitas proinflamasi yang lebih tinggi
(Jenkinson dan Lamont, 2010; Hajishengallis et al., 2012).
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2.2 Temulawak
2.2.1 Morfologi dan Klasifikasi

Temulawak (C.xanthorrhiza Roxb.) merupakan salah satu jenis tanaman
obat. Temulawak sebagaimana nama padanannya Curcucuma javanica yang
dipercaya sebagai tumbuhan asli Indonesia. Temulawak yang diduga kuat berasal
dari Pulau Jawa menyebar ke beberapa wilayah Indonesia seperti Sumatera Utara,
Sumatera Barat, Sumatera Selatan, Bengkulu, Lampung, Kalimantan dan
Sulawesi (Afifah, 2013). Temulawak merupakan tanaman tahunan, berbatang
semu, berwarna hijau dan cokelat gelap. Tinggi tanaman dapat mencapai 2 m.
Temulawak memiliki daun 2-9 helai, berwarna hijau, berbentuk bulat memanjang,
panjang 31-84 cm, dan lebar 10-18 cm. Bunga temulawak merupakan tipe
majemuk berbentuk bulir, bulat panjang, panjang 9-23 cm, lebar 4-6 cm,
perbungaan termasuk tipe exantha (bunga keluar dari rimpang), mahkota bunga
berwarna merah (Rizki et al., 2016).

Rimpang temulawak adalah rimpang yang terbesar pada rimpang
curcuma. Rimpang temulawak terdiri atas 2 jenis, yaitu rimpang induk dan
rimpang cabang. Rimpang induk berwarna kuning tua, coklat kemerahan, dan
bagian dalamnya berwarna jingga coklat. Rimpang cabang tumbuh keluar dari
rimpang induk, berukuran lebih kecil, dan memiliki warna lebih muda . Akar
temulawak memiliki ujung akar yang melebar (Rizki et al., 2016). Rimpang
temulawak sejak lama dikenal sebagai bahan ramuan obat yang biasa digunakan
sebagai obat herbal tradisional Indonesia. Aroma dan warna khas rimpang
temulawak adalah berbau tajam, dan daging buahnya berwarna kekuning-
kuningan (Gagas Ulung, 2014). Tanaman rimpang temulawak dapat dilihat pada
Gambar 2.3.

Secara kasat mata, rimpang temulawak memiliki bentuk yang hampir sama
dengan kunyit. Warna dasar kunyit dan temulawak adalah kuning orange. Namun
terdapat perbedaan dari segi warna, yakni kunyit memiliki warna orange yang
lebih pekat daripada temulawak yang memiliki warna kuning orange yang lebih
cerah. Dari segi ukurannya, temulawak memiliki ukuran yang lebih besar daripada
kunyit (Tilaar, 2002).
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Klasifikasi tanaman temulawak adalah sebagai berikut (Afifah, 2013):

Kingdom : Plantae

Divisi : Spermatophyta

Sub-divisi : Magnoliophyta

Kelas : Monocotyledoneae

Ordo : Zingiberales

Famili : Zingiberaceae

Genus : Curcuma

Spesies : Curcuma xanthorriza Roxb.

(@) (b)

Gambar 2.3 (a)Tanaman temulawak (Afifah, 2013) ; (b) Rimpang temulawak.

2.2.2 Lingkungan Tumbuh

Temulawak mempunyai daya adaptasi yang cukup luas di daerah tropis.
Temulawak dapat tumbuh dan berproduksi dengan baik pada dataran rendah
sampai dengan dataran tinggi (5 — 1.500 m dpl) dengan curah hujan 1.500 — 4.000
mm setahun. Habitat tanaman ini pada tempat yang ternaung seperti di hutan atau
di padang rumput dan semak belukar. Tempat tumbuh tanaman temulawak sangat
berpengaruh terhadap kualitas dari rimpang yang dihasilkan. Bila tanaman
temulawak ditanam di dataran rendah maka kandungan patinya lebih tinggi
dibandingkan yang ditanam di dataran tinggi. Sebaliknya, rimpang yang diperoleh
dari tanaman yang tumbuh di dataran tinggi kandungan minyak atsirinya lebih
tinggi dibandingkan rimpang yang berasal dari dataran rendah.Tanaman
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temulawak lebih menyukai tempat yang ternaungi, tetapi bisa juga dibudidayakan
di lahan yang terbuka. Pada lahan yang terbuka, dengan kondisi kesuburan tanah
yang baik, hasil rimpang yang dipanen akan lebih tinggi (Tilaar, 2002).

2.2.3 Manfaat

Temulawak dapat dimanfaatkan sebagai obat, sumber karbohidrat, bahan
penyedap masakan dan minuman, serta pewarna alami untuk makanan dan
kosmetika. Temulawak terbukti berkhasiat dalam menyembuhkan berbagai jenis
penyakit. Misalnya dapat digunakan untuk pengobatan gangguan fungsi hati
(liver), baik pada hepatitis maupun pada perlemakan hati. Temulawak dapat
digunakan sebagai obat anti-inflamasi atau antiradang, temulawak juga
mempunyai sifat fungistatik atau antijamur terhadap beberapa jamur golongan
dermatophyta. Selain bersifat fungistatik, temulawak juga bersifat bakteriostatik
atau antibakteri pada mikroba jenis tertentu (Afifah, 2013).

2.2.4 Kandungan Temulawak

Rimpang temulawak mengandung zat kuning kurkumin, minyak atsiri,
protein, lemak, selulosa, dan mineral. Komponen tersebut yang paling banyak
kegunaannya adalah kurkuminoid dan minyak atsiri. Kurkuminoid terdiri atas
senyawa berwarna kuning kurkumin dan turunannya. Minyak atsiri berbau dan
berasa yang khas. Kurkuminoid terdiri dari beberapa zat warna kuning. Kurkumin
(C21H2006) adalah suatu pigmen kuning yang mudah larut dalam eter klorofom
dan alkohol serta sedikit larut dalam benzene (Mashita, 2014).

Dari hasil analisis mutu rimpang temulawak secara kwantitatif diperoleh
kadar air 13,98% kadar minyak atsiri 3,81% kadar pati 41,45% kadar serat
12,62% kadar abu 4,62% kadar abu tak larut asam 0,56% sari air 10,96% sari
alkohol 9,48% dan kadar kurkumin 2,29%. Hasil skrining menunjukan beberapa
senyawa metabolit sekunder dalam rimpang temulawak yaitu fenol, terpenoid,
flavonoid, saponin, alkaloid dan tannin (agustina, 2013).
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2.3 Minyak Atsiri

Minyak atsiri adalah salah satu kandungan tanaman yang sering disebut
“minyak terbang” (Inggris: volatile oils). Minyak atsiri dinamakan demikan
karena minyak tersebut mudah menguap. Selain itu minyak atsiri juga disebut
essential oil (dari kata essence) karena minyak tersebut memberikan bau pada
tanaman. Minyak atsiri itu berupa cairan jernih, tidak berwarna, tetapi selama
penyimpanan akan mengental dan bewarna kekuningan atau kecoklatan. Hal
tersebut terjadi karena adanya pengaruh oksidasi. Untuk mencegah atau
memperlambat proses oksidasi tersebut, minyak atsiri harus dilindugi dari
pengaruh sinar matahari yang dapat merangsang terjadinya oksidasi dan oksigen
udara yang akan mengoksidasi minyak atsiri (Koensoermardiyah., 2010).

Sifat minyak atsiri yaitu tersusun oleh berbagai komponen senyawa;
Memiliki bau khas umunya baunya mewakili bau tanaman asal; Pada keadaan
murni (belum tercemar oleh senyawa lain) mudah menguap pada suhu kamar:
Tidak stabil terhadap lingkungan baik pengaruh oksigen udara, sinar matahari
(terutama ultraviolet), dan panas karena tediri dari berbagai macam komponen
penyusun; sangat mudah larut dalam pelarut organik, pada umumnya tidak dapat
bercampur dengan air (Gunawan dan Mulyani, 2010).

Minyak atsiri terbagi ke dalam 3 kelompok besar sesuai susunan
kimianya, yaitu terpena, terpenoid, dan fenilpropana. Terpena merupakan
rantai hidrokarbon yang terbentuk dari kombinasi beberapa unit isopren
(C5HB8). Terpena yang paling umum ditemukan yaitu monoterpen (CioH16) dan
sesquiterpen (CisH24). Rantai yang lebih panjang jarang ditemukan, seperti
diterpen (CxoHs2) dan triterpen (CsoHao). Terpenoid merupakan terpena yang
telah tersubstitusi molekul oksigen atau terpena yang telah kehilangan gugus
metil. Fenilpropana merupakan senyawa yang mengandung suatu gugus fenol
aromatik dengan 6 karbon dan suatu rantai propana dengan 3 karbon (Nazzaro
et al., 2013)
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2.3.1 Kandungan Minyak Atsiri Temulawak

Terpena merupakan kelompok terbanyak yang ditemukan dalam
minyak atsiri rimpang temulawak (Jeeva et al., 2012). Minyak atsiri
mengandung senyawa golongan terpena jenis monoterpen dan sesquiterpen
yang pada umunya mempunyai tingkat toksisitas rendah dan berperan sebagai
antibakteri  (Prabuseenivasan et al., 2006). Analisis dengan Gas
Chromatography-Mass Spectroscopy (GCMS), ekstrak minyak atsiri rimpang
temulawak mengandung senyawa xanthorrhizol (64,38%), camphene (8,27%),
curcumin (5,85%), a-Pinene (1,93%), a-Thujenen (0,16%), B-Pinene (0,14%),
myrcene (0,37%), linalool (0,27%) dan zingiberene (0,10%) (Rukayadi dan
Hwang, 2006).

Ekstrak temulawak 70% diduga mengandung minyak atsiri yang
teroksigenasi  yaitu xanthorrizol yang termasuk senyawa sesquiterpen.
Xanthorrizol memiliki rumus molekul C15H220 dengan bobot molekul sebesar
218.335 g/mol. Nama IUPAC-nya 5-(1,5-dimetilheks-4-enil)- 2-metilfenol
(Rukayadi dan Hwang ,2006). Xanthorrhizol memiliki keunggulan dapat tetap
bekerja stabil sebagai agen antibakteri pada suhu tinggi dan pH asam maupun
basa. Xanthorrhizol memiliki daya antibakteri potensial yang memiliki spektrum
luas terhadap beberapa aktivitas bakteri, yang memiliki stabilitas terhadap panas,
yakni pada temperatur tinggi antara 60°C-121°C (Hwang dalam Setiawan et al.,
2013). Xanthorrhizol merupakan senyawa sesquiterpene yang terdiri dari senyawa
fenol dan hidrokarbon, dimana terdapat satu gugus hidroksil (-OH) yang terikat
cincin aromatik (Gambar 2.3) (Udin, 2013).

|
HO\‘ ‘/x‘ /‘\/\f\
HBC/\/

Gambar 2.4 Struktur xanthorrhizol (Asriani, 2010).
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2.3.2 Metode Isolasi Minyak Atsiri

Penyulingan adalah proses pemisahan komponen-komponen campuran
dari dua atau lebih cairan berdasarkan perbedaan tekanan uap masing-masing
komponen tersebut. Ada beberapa cara penyulingan yang dapat dilakukan untuk
memisahkan minyak atsiri yaitu penyulingan dengan air (Direbus), penyulingan
dengan air dan uap (Dikukus), dan penyulingan langsung dengan uap (Diuapkan)
(Taufig, 2009).

Bagian utama dari alat penyuling cara dikukus yaitu tungku api, ketel
penyuling, kondensor (pendingin) dan penampung/pemisah minyak. Pada cara ini
bahan diletakkan di atas rak-rak atau saringan berlobang. Bahan yang akan
disuling berada pada jarak tertentu di atas permukaan air. Ketel suling diisi air
sampai permukaan air berada tidak jauh dari saringan. Ciri khas metode ini adalah
uap selalu dalam keadaan basah, jenuh dan tidak terlalu panas, dan bahan yang
disuling hanya berhubungan dengan uap dan tidak dengan air panas (Sahwalita
dan Herdiana, 2015).

Metode penyulingan ini cocok untuk bahan-bahan berupa rumput, biji, dan
daun-daunan. Metode ini lebih unggul bila dibandingkan dengan cara direbus
karena proses dekomposisi minyak (hidrolisa ester, polimerisasi, dan resinifikasi)
lebih kecil. Selain itu, lebih efisien karena jumlah bahan bakar lebih sedikit, waktu
penyulingan lebih singkat, dan rendemen minyak atsiri yang dihasilkan lebih
tinggi (Kharismayanti, 2015).

2.4 Mekanisme Kerja Antibakteri

Aktivitas bahan antibakteri dipengaruhi oleh beberapa faktor seperti
konsentrasi bahan, pH, komposisi media, suhu, jenis bakteri target, ukuran
populasi mikroba dan lamanya kontak untuk memperkirakan keefektifan
antibakteri (Pelzar dan Chan, 2012). Mekanisme kerja bahan antibakteri dapat
dikelompokkan menjadi empat kelompok utama, yaitu:
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2.4.1 Penghambatan Terhadap Sintesis Dinding Sel

Dinding sel bakteri berisi polimer mukopeptida kompleks (peptidoglikan)
yang secara kimia berisi polisakarida dan campuran rantai polipeptida yang tinggi.
Dinding sel berfungsi mempertahankan bentuk mikroorganisme dan pelindung sel
bakteri, yang mempunyai tekanan osmotik internal yang tinggi 3-5 kali lebih besar
pada bakteri gram-positif daripada bakteri gram-negatif (Brooks et al., 2013).
Struktur dinding sel dapat dirusak dengan cara menghambat pembentukannya atau
mengubahnya setelah selesai terbentuk (Pelzar dan Chan, 2012). Trauma pada
dinding sel atau penghambatan dalam pembentukan dinding sel tersebut dapat
menimbulkan lisis pada sel (Brooks et al., 2013).

2.4.2 Penghambatan Terhadap Fungsi Membran Sel

Sitoplasma semua sel hidup dibatasi oleh membran sitoplasma, yang
berperan sebagai pembatas permeabilitas selektif, memiliki fungsi transport aktif,
dan mengontrol komposisi internal sel. Jika fungsi integritas dari membran
sitoplasma dirusak akan menyebabkan keluarnya makromolekul dan ion dari sel,
kemudian sel rusak atau terjadi kematian. Kerusakan struktur ini akan
menghambat atau merusak kemampuan membran sel yang bertindak sebagai
penghalang osmosis dan juga mencegah berlangsungnya sejumlah biosintesis
yang perlu di dalam membran. Membran sitoplasma bakteri dan fungi juga
mempunyai struktur yang dapat dengan mudah dikacaukan oleh agen tertentu
(Brooks et al., 2013).

2.4.3 Penghambatan Terhadap Sintesis Protein

DNA, RNA dan protein memegang peranan sangat penting di dalam
proses kehidupan normal sel. Hal ini berarti bahwa gangguan apapun yang terjadi
pada pembentukan atau pada fungsi zat-zat tersebut dapat mengakibatkan
penghentian sintesis protein dan kematian sel pada akhirnya. Kebanyakan
antibiotik menghambat sintesis protein dengan mengikat ribosom prokariot.
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Beberapa tahap berbeda yang dapat terpengaruh adalah ikatan tRNA-aminoasil,
ikatan formasi peptida, MRNA reading dan translokasi (Brooks et al., 2013).

2.4.4 Penghambatan Terhadap Sintesis Asam Nukleat

Mekanisme antibakteri yang berfungsi menghambat sintesis asam nukleat
yaitu dengan cara menghambat DNA polymerase, DNA helicase atau RNA
polymerase, sehingga menghalangi proses replikasi ataupun transkripsi dan
dengan jelas menghambat pertumbuhan dan pembelahan sel (Brooks et al., 2013).

2.5 Metronidazol

Metronidazol mempunyai sifat bakteriosid terhadap bakteri anaerob.
Metronidazol efektif untuk membunuh bakteri anaerob yang menyebabkan
penyakit periodontal seperti P. gingivalis, A. actynomicetemscomitans, Prevotela
intermedia, (Setiawan et al., 2013). Metronidazol memiliki aktivitas yang efektif
terhadap anaerob obligat, mikroorganisme mikroaerofilik, dan mikroorganisme
yang terlibat dalam infeksi akut orofasial, periodontitis, dan acute necrotizing
ulcerative gingivitis (Yagiela et al., 2011).

Pada penelitian sebelumnya dilaporkan adanya penurunan koloni bakteri
anaerob menunjukkan bahwa metronidazol merupakan zat yang efektif terhadap
infeksi bakteri anaerob yang berperan pada penyakit periodontal (Loesche dalam
Wijayanto et al., 2014). Bakteri penyebab periodontitis adalah bakteri anaerob,
oleh karena itu pemberian gel meningkatkan keberhasilan penyembuhan karena
bersifat bakterisid terhadap bakteri anaerob (Wijayanto et al., 2014).

Mekanisme kerjanya vyaitu adanya interaksi dengan DNA yang
menyebabkan perubahan struktur helik DNA dan putusnya rantai sehingga sintesa
protein dihambat dan terjadi kematian sel . Dalam sel atau mikroorganisme
mengalami reduksi menjadi produk polar. Hasil reduksi ini mempunyai aksi
antibakteri dengan cara menghambat sintesa asam nukleat dan mereduksi nitrogen
membentuk intermediet. dapat bereaksi dengan DNA bakteri, yang mampu
menyebabkan penghambatan replikasi DNA, fragmentasi DNA yang ada, dan
dalam dosis rendah dapat terjadi mutasi genom bakteri (Yagiela et al., 2011).
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2.6 Kerangka Konseptual
Kerangka konseptual penelitian ini dapat dilihat dalam Gambar 2.5
berikut:

Minyak Atsiri Rimpang Temulawak
(C xanthorrhiza Roxb.)

Sesquiterpen Monoterpen
= | |
Xanthorrhizol( Curcumin Camphene
Fenol) (Polifenol)
Membentuk ikatan Merusak membran Melarutkan
hydrogen dengan sel konstituen lipid
protein membran sel

A

Mengganggu
permeabilitas membran sel
bagian luar

v

Lisis bakteri

Pertumbuhan P. gingivalis

Keterangan :
— : Menghambat — : Menyebabkan — : Mengandung

Gambar 2.5 Kerangka konseptual
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2.7 Penjelasan Kerangka Konseptual

Salah satu tanaman yang memiliki khasiat obat yakni temualawak.
Kandungan minyak atsiri rimpang temulawak (C. xanthorrhiza Roxb.) dilaporkan
kandungan senyawa aktifnya mempunyai aktivitas antibakteri. Kandungan
senyawa aktif terbesar pada ekstrak minyak atsiri rimpang temulawak (Curcuma
xanthorrhiza Roxb.) yaitu xanthorrhizol (64,38%), camphene (8,27%), dan
curcumin (5,85%), sisanya a-Pinene, a-Thujenen , B-Pinene, myrcene, linalool
dan zingiberene (Jeeva et al., 2012). Minyak atsiri rimpang temulawak (C.
xanthorrhiza Roxb.) terdiri dari senyawa sesquiterpene dan monoterpene
(Anggraeni, 2010).

Senyawa sesquiterpene adalah xanthorrhizol dan curcumin (Rukayadi dan
Hwang, 2006). Aktivitas antibakteri xanthorrizol diduga berasal dari senyawa
fenol yang terdapat pada xanthorrizol dengan membentuk ikatan hidrogen antara
gugus hidroksil pada senyawa fenol dengan protein membran sel yang
menyebabkan gangguan terhadap permeabilitas membran sehingga komponen
esensial keluar dari dalam sel dan menyebabkan bakteri lisis (Dermawaty, 2015).
Aktivitas antibakteri curcumin diduga berasal dari senyawa polifenol pada
curcumin, dimana pada konsentrasi tinggi dapat merusak membran sitoplasma
sedangkan pada konsentrasi rendah dapat dengan merusak membran sel sehingga
mengakibatkan keluarnya metabolit atau nutrisi penting untuk pertumbuhan
bakteri. Sehingga pertumbuhan bakteri akan terhambat (Safitrie et al., 2015).

Senyawa monoterepen pada minyak atsiri rimpang temulawak (Curcuma
xanthorrhiza Roxb.) adalah camphene. Senyawa monoterpen diduga dalam
menghambat pertumbuhan bakteri yaitu dengan melarutkan konstituen lipid yang
dapat mengganggu permeabilitas membran dan menyebabkan bakteri lisis (Jeeva
etal., 2012).

2.8 Hipotesis
Hipotesis dari penelitian ini yaitu ekstrak minyak atsiri rimpang temulawak
(C. xanthorrhiza Roxb.) memiliki daya antibakteri terhadap pertumbuhan P.

gingivalis.
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BAB 3. METODOLOGI PENELITIAN

3.1 Jenis dan Ranccangan Penelitian

Jenis penelitian ini adalah eksperimental laboratoris. Adapun rancangan
penelitian yang digunakan the post test only control group design untuk
mengetahui perbedaan yang signifikan antara kelompok perlakuan dan kontrol
(Notoatmodjo, 2010).

3.2 Waktu dan Tempat Penelitian
3.2.1 Waktu Penelitian
Penelitian ini dilaksanakan pada bulan September 2018 - Desember 2018.

3.2.2 Tempat Penelitian

a. Pengambilan minyak atsiri rimpang temulawak dengan cara destilasi uap air
dilakukan di Laboratorium Mesin dan Alat Pertanian, Politeknik Negeri
Jember.

b. Penelitian daya antibakteri minyak atsiri rimpang temulawak terhadap P.
gingivalis dilakukan di Laboratorium Mikrobiologi, Bagian Biomedik,
Fakultas Kedokteran Gigi, Universitas Jember.

3.3 Variabel Penelitian
3.3.1 Variabel Bebas

Variabel bebas dari penelitian ini adalah ekstrak minyak atsiri rimpang
temulawak (C.xanthorrhiza Roxb) dengan konsentrasi 25%, 50%, 75% dan 100%.

3.3.2 Variabel Terikat
Variabel terikat dari penelitian ini adalah hambatan pertumbuhan P.

gingivalis.
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3.3.3 Variabel Terkendali
Variabel terkendali dalam penelitian ini adalah media biakan bakteri,
suspensi P. gingivalisi ATCC 33277, Kriteria rimpang temulawak, suhu dan

durasi inkubasi, alat ukur zona hambat.

3.4 Definisi Operasional
3.4.1 Ekstrak Minyak Atsiri Rimpang Temulawak

Ekstrak minyak atsiri rimpang temulawak dibuat dari rimpang temulawak.
Rimpang Temulawak didapatkan dan di panen langsung di Dusun Krajan RT 19/
RW 07, Desa Tanggung, Kecamatan Padang, kabupaten Lumajang. Minyak atsiri
rimpang temulawak diperoleh dari proses destilasi dengan cara dikukus (Water
and Steam destilation) dari rimpang temulawak yang konsentrasi 100% kemudian

diencerkan untuk mendapatkan konsentrasi 25%, 50% dan 75%.

3.4.2 Hambatan pertumbuhan P. gingivalis

Hambatan pertumbuhan P. gingivalis adalah terhambatnya pertumbuhan
pertumbuhan P. gingivalis disebabkan oleh pemberian ekstrak minyak atsiri
rimpang temulawak. Metode yang digunakan adalah uji disc-diffusion (Kirby
Bauer), dimana hambatan pertumbuhan P. gingivalis ditandai dengan adanya zona
hambat yaitu daerah jernih/bening di sekitar cakram kertas. Diameter zona hambat
diukur dari tepi (break point) ke tepi (break point) zona hambat yang
berseberangan melewati pusat cakram kertas. Jika tidak terdapat zona hambat di
sekitar cakram kertas, maka nilai diameter zona hambat dikatakan 0,00 mm
(Hudzicki, 2009).

3.4.3 Media Biakan Bakteri
Media biakan bakteri adalah media yang digunakan untuk menumbuhkan
bakteri. Media biakan yang digunakan dalam penelitian ini adalah dalam bentuk

padat yaitu Mueller-Hinton Agar dengan ketebalan media yaitu 4 mm.
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3.4.4 Suspensi P. gingivalis ATCC 33277

Suspensi P. gingivalis ATCC 33277 merupakan sediaan cair yang
mengandung P. gingivalis yang disesuaikan dengan menggunakan standar
McFarland 0,5.

3.4.5 Kiriteria Rimpang Temulawak

Rimpang temulawak yang digunakan pada penelitian ini adalah
keseluruhan bagian rimpang, baik rimpang utama maupun cabang rimpang.
Rimpang temulawak di panen pada usia 7-8 bulan dari seorang petani di Dusun
Krajan RT 19/ RW 07 Desa Tanggung Kecamatan Padang Kabupaten Lumajang.

3.4.6 Suhu dan Durasi Inkubasi
Suhu dan durasi inkubasi adalah temperatur dan lamanya waktu yang
digunakan dalam memelihara kultur bakteri untuk memantau pertumbuhan bakteri

yaitu suhu 37°C dengan durasi inkubasi selama 24 jam.

3.4.7 Alat Ukur Zona Hambat
Alat ukur zona hambat merupakan alat yang digunakan untuk mengukur
diameter dari zona hambat yang terbentuk. Alat ukur yang digunakan yaitu

jangka sorong digital dengan ketelitian 0,01 mm.

3.5 Sampel Penelitian
Sampel pada penelitian ini menggunakan cakram kertas yang diletakkan
pada media agar yang sudah di inokulasi P. gingivalis.
3.5.1 Pengelompokan Sampel
Sampel yang akan digunakan dibagi menjadi 6 kelompok yaitu :
a. Kelompok K(-) . kontrol negatif DMSO (larutan dimetil
sulfoksida) 10% + Tween 80 0,5%
b. Kelompok K(+) . kontrol positif (gel metronidazol 12,5%)


http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/

c. Kelompok minyak atsiri Cx 25:  minyak  atsiri
konsentrasi 25%
d.Kelompok minyak atsiri Cx 50 : minyak  atsiri
konsentrasi 50%
e.Kelompok minyak atsiriCx 75 :  minyak  atsiri
konsentrasi 75%

f. Kelompok minyak atsiri Cx 100:  minyak  atsiri

konsentrasi 100%

3.5.2  Jumlah Sampel

rimpang

rimpang

rimpang

rimpang

22

temulawak

temulawak

temulawak

temulawak

Sampel pada penelitian ini dihitung menggunakan rumus perhitungan

jumlah sampel. Besar jumlah sampel menurut Federer (Wahyuningrum dan

Probosari, 2012) adalah sebagai berikut:
(n-1)x(t-1)>15

Keterangan :

n : jumlah pengulangan

t : jumlah perlakuan

Pengulangan yang dilakukan pada penelitian ini adalah sebagai berikut :

(n-1) x(t-1)>15
(n-1) x (6-1) > 15
(n-1)x5>15
o5n-5>15

5n > 20

n>4

Berdasarkan hasil penghitungan menggunakan rumus di atas, jumlah

sampel (pengulangan) minimal yang dapat digunakan yaitu 4. Pada penelitian

ini menggunakan 4 sampel (pengulangan) untuk setiap kelompok. Kelompok

yang digunakan adalah sebanyak 6 kelompok.
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3.6 Alat dan Bahan Penelitian
3.6.1 Alat yang dipakai pada penelitian ini adalah :

o &

> Q@ —hoo

< X g <

Petridish tidak bersekat dengan diameter 150 mm

Ose
Tabung Erlenmeyer (Schoot Duran, Germany)
Bunsen (Pyrex, Japan)

Tabung reaksi (Pyrex, Japan)

Beaker glass (Pyrex, Japan)

Jangka sorong digital (Inoki, Japan)

Thermolyne (Maxi Mix I, Dubuque, IOWA, USA)

Mikropipet (Eppendorf, Germany)

Disposable syringe (OneMed, Indonesia)
Spektrofotometer (Milton Roy, Spectronic 20+, Germany)
Timbangan ohaus
Timbangan digital
Laminar flow (Tipe HF-100, Korea)

Incubator (Binder, Germany)

Kompor
Autoclave (Memmert, Germany)

Oven (Binder tiper FED 720, Germany)

Desicator (Kartell, Italy)

Satu set alat destilasi uap meliputi tabung destilasi, kondensator dan tabung
pendingin balik
Object glass dan deck glass
Mikroskop cahaya (Olympus CX31, Japan)
Spatula
Spreader
Pinset steril

23
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3.6.2 Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah:

a. Kultur murni P. gingivalis ATCC 33277

Dimetil sulfoksida (DMSO) 10%

Tween 80 0,5%

Gel Metronidazol 12,5% (Ti-es Metronidazol Gel, Indonesia)
MH-A (Mueller-Hinton Agar) (Oxoid, UK)

BHI-B (Brain Heart Infusion Broth) (Oxoid, UK)

Aquadest Steril (Otsuka, Indonesia)

=

o o

> Q —h o

Larutan saline 0,9%
Alkohol 70%

J. Minyak atsiri rimpang temulawak (C.xanthorrhiza Roxb.)

k. Cakram kertas (paper disk) diameter 5 mm (Oxoid, UK)

I.  Kertas label dan spidol

m. Bahan pewarnaan meliputi Crystal Violet, lodine,Decolorizer Solution, dan
Safranin

n. Kertas Penyerap

0. Minyak imersi

p. Kapas

3.7 Prosedur Penelitian
3.7.1 Tahap Persiapan
a. ldentifikasi Tanaman Temulawak (C.xanthorrhiza Roxb.)

Sebelum dilakukan penelitian, temulawak yang akan digunakan, dilakukan
identifikasi tanaman terlebih dahulu. Identifikasi tanaman bertujuan untuk
menentukan nama dan tempat yang tepat dalam sistem klasifikasi, sehingga
tanaman yang digunakan dalam penelitian sesuai dengan apa yang dimaksud oleh
peneliti. Identifikasi tanaman dilakukan di Laboratorium Tanaman Politeknik
Negeri Jember, Kabupaten Jember, Jawa Timur.
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b. Identifikasi P. gingivalis
Identifikasi P. gingivalis dilakukan di Laboratorium Mikrobiologi Fakultas
Kedokteran Gigi Universitas Jember, Kabupaten Jember, Jawa Timur dengan
metode pewarnaan Gram (Lampiran D).
c. Proses destalasi uap air minyak atsiri rimpang temulawak
Proses pengambilan minyak atsiri rimpang temulawak dilakukan dengan
metode destilasi uap air yaitu sebagai berikut (Sahwalita dan Herdiana, 2015):
1) Rimpang temulawak dipotong-potong dengan ketebalan 1-2 mm, lalu
ditimbang sebanyak 5 kg (Gambar 3.1).

Gambar 3.1 Rimpang temulawak yang telah dipotong dengan ketebalan 1-2 mm

2) Tabung destilasi diisi air sebanyak 6 liter.

3) Rimpang temulawak diletakkan diatas saringan berlubang dalam tabung
destilasi yang telah berisis air.

4) Tabung destilasi ditutup rapat untuk menghindari kebocoran.

5) Tabung destilasi dihubungkan dengan kondensor dan tabung pendingin balik.
Pendingin balik dialiri air kran secara terus menerus sampai destilasi selesai
(Gambar 3.2).

el ¥

(@) Kondensor; (b) Tabung destilasi; (c) Tabung pendingin

Gambar 3.2 Alat destilasi uap air
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6) Kompor gas dihubungkan ke tabung destilasi, dihidupkan, lalu diatur besar
kecilnya api pemanasan.

7) Pemanasan berjalan sekitar 5 jam dengan suhu air 100°C. Pemanasan akan
membuat air dan minyak atsiri dalam rimpang temulawak menguap, namun
segera mengalami kondensasi di dalam tabung pendingin.

8) Selanjutnya, minyak atsiri dan air dipisahkan dengan corong pisah (Gambar
3.3).

Gambar 3.3 Corong pemisah minyak atsiri dan air

9) Minyak yang diperoleh ditempatkan pada botol gelap yang tertutup rapat,
kemudian disimpan pada tempat yang sejuk 18°C.

d. Sterilisasi Alat dan Media

Sterilisasi media dengan menggunakan uap air bertekanan (Autoklaf).
Sterilisasi dengan autoklaf digunakan untuk media yang tahan terhadap
pemanasan tinggi. Sterilisasi dilakukan dengan suhu 120°C selama 10-70 menit
sesuai dengan kebutuhan. Semua alat yang terbuat dari kaca, seperti petridish,
tabung erlenmeyer, tabung reaksi, dan lain-lain disterilkan dengan oven pada suhu
160°C selama 120 menit, sedangkan untuk alat yang terbuat dari plastik hanya di
cuci bersih dan dikeringkan lalu di ulas dengan alkohol 70% (Torabinejad dan
Walton, 2009).
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e. Pembuatan Kontrol Negatif

Kontrol negatif yang dipakai pada penelitian ini adalah larutan DMSO
10% +Tween 80 0,5% (Prabuseenivasan et al., 2006). Berdasarkan hasil uji
pendahuluan yang telah dilakukan, larutan DMSO 10% + Tween 80 0,5% tidak
mempunyai aktivitas antibakteri terhadap P. gingivalis, ditandai dengan tidak
adanya zona hambat di sekeliling cakram kertas (Prabuseenivasan et al., 2006).

f. Pengenceran Minyak Atsiri Rimpang Temulawak
Proses pengenceran minyak atsiri rimpang temulawak dilakukan dengan

metode serial dilution dengan pelarut larutan DMSO 10% + Tween 80 0,5%.

Serial dilution adalah metode pengenceran bertahap dari suatu zat dalam larutan.

Konsentrasi minyak atsiri rimpang temulawak yang dibuat dalam penelitian ini

adalah 25%, 50%, 75%, 100%.

Pengenceran minyak atsiri temulawak dengan metode serial dilution

adalah sebagali berikut :

1) Mengambil minyak atsiri rimpang temulawak konsentrasi 100% sebanyak 500
ul dengan mikropipet, masukkan pada tabung reaksi 1.

2) Minyak atsiri rimpang temulawak konsentrasi 75% dibuat dengan cara
mencampurkan 375 ul minyak atsiri temulawak konsentrasi 100% dengan 125
ul pelarut DMSO 10% + Tween 80 0,5%, lalu masukan ke abung reaksi 2.

3) Minyak atsiri rimpang temulawak konsentrasi 50% dibuat dengan cara
mencampurkan 250 ul minyak atsiri temulawak konsentrasi 100% dengan 250
ul pelarut DMSO 10% + Tween 80 0,5%, lalu masukan ke tabung reaksi 3.

4) Minyak atsiri rimpang temulawak konsentrasi 25% dibuat dengan cara
mencampurkan 125 pl minyak atsiri konsentrasi 100% dengan 375 pl pelarut
DMSO 10% + Tween 80 0,5%, lalu masukan ke abung reaksi 4.

Setelah dilakukan pengenceran, setiap tabung dikocok dengan
menggunakan thermolyne agar minyak atsiri dan pengencernya dapat bercampur
dengan homogen.
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100%

25%

: minyak atsiri rimpang temulawak konsentrasi 100%
. pelarut DSMO 10% + Tween 80 0,5%

Gambar 3.4 llustrasi pengenceran minyak atsiri rimpang temulawak

g. Persiapan Media BHI-B
BHI-B merupakan media penyubur dalam bentuk cair untuk pertumbuhan

bakteri yang digunakan dalam pembuatan suspensi. Pembuatan BHI-B

disesuaikan dengan takaran pabrik pada kemasannya, yaitu sebagai berikut :

1) Menimbang 3,7 gram bubuk BHI-B menggunakan neraca.

2) Mengukur akuades steril sebanyak 100ml dengan gelas ukur.

3) Memasukkan BHI-B dan akuades steril kedalam tabung erlenmeyer dan
diaduk dengan spatula.

4) Memanaskan di atas kompor hingga mendidih dan homogen.

5) Setelah itu, menutup tabung erlenmeyer dengan kapas dan sterilkan didalam
autoclave dengan suhu 121°C selama 15 menit.

6) Kemudian, media BHI-B diuji sterilitasnya dengan dimasukkan dalam
inkubator selama 24 jam pada suhu 37°C, media BHI-B yang steril akan tetap

jernih setelah diinkubasi.
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Pembuatan Suspensi P. gingivalis
Pembuatan suspensi sesuai protokol standar NCCLS (National Committe

for Clinical Laboratory Standards), yaitu sebagai berikut:

1)
2)

3)
4)
5)

6)
7)
8)
9)

Menyiapkan 2 buah tabung reaksi.

Mengukur sebanyak 2 ml BHI-B, lalu masukkan ke dalam masing-masing
tabung reaksi.

Mengambil 1 ose biakan bakteri, celupkan ke dalam BHI-B.

Memasukkan tabung reaksi ke dalam desikator.

Memasukkan desikator ke dalam inkubator, lalu inkubasi dengan suhu 37°C
selama 24 jam.

Kemudian vibrasi menggunakan thermolyne.

Mengukur absorbansinya dengan alat spektofotometer.

Mengambil pelarut saline sebanyak 4 ml ke dalam tabung reaksi.

Mengambil suspensi bakteri dengan menggunakan syiringe 0,3 ml, lalu
masukkan beberapa tetes suspensi ke dalam tabung reaksi yang telah terdapat

larutan saline.

10) Sesuaikan kekeruhan suspensinya hingga sesuai standar McFarland 0,5 yang

ekuivalen dengan suspensi sel bakteri dengan konsentrasi 1,5x10° CFU/mL

yang kekeruhannya digunakan sebagai standar suspensi bakteri uji

11) Apabila suspensi terlalu keruh, tambahkan larutan saline, dan apabila suspensi

terlalu jernih, tambahkan beberapa tetes suspensi bakteri kembali.
Perbandingan suspensi yang sudah di standarisasi McFarland dan suspensi asli
P. gingivalis bisa dilihat pada Gambar 3.5.

(b)
(a)

Gambar 3.5 (a) Suspensi standar McFarland 0,5; (b) Suspensi asli dari bakteri.
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i. Pembuatan Media MH-A
Pembuatan MH-A disesuaikan dengan takaran pabrik pada kemasannya,

yaitu sebagai berikut:

1) Menimbang 3,8 gram bubuk MH-A menggunakan neraca.

2) Mengukur akuades steril sebanyak 100 ml dengan gelas ukur.

3) Memasukkan MH-A dan akuades steril ke dalam tabung erlenmeyer dan
diaduk dengan spatula.

4) Lalu dipanaskan diatas kompor hingga mendidih dan homogen.

5) Setelah itu, menutup tabung erlenmeyer dengan kapas dan sterilkan di dalam
autoclave dengan suhu 121°C selama 15 menit.

6) Media MH-A yang masih hangat pada suhu 45°-50C° dituangkan ke dalam
setiap petridish hingga mencapai ketebalan 4mm.

7) Petridish dibiarkan dalam suhu ruangan dengan tutup petridish terbuka
sedikit, ditunggu sampai memadat dan dingin sekitar 10-30 menit.

8) Media MH-A diuji sterilitasnya dengan dimasukkan dalam inkubator dengan
suhu 37°C selama 24 jam, media MH-A yang steril ditandai tidak adanya

pertumbuhan koloni setelah diinkubasi.

J.  Pemberian Label Pada Bagian Bawah Petridish

Label Cx25, Cx50, Cx75 dan Cx100 ditempel pada bagian bawah petridish
sesuai konsentrasi minyak atsiri yang dipakai pada perlakuan. Label K(+) untuk
kontrol positif (gel metronidazol 12,5%) dan label K(-) untuk kontrol negatif
(larutan) DMSO 10% + Tween 80 0,5%. Pemberian label pada bagian bawah
petridish bisa dilihat pada Gambar 3.6
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K ()

Cx25

Cx100

O K (+) Q

: Penomoran petridish

: Kertas label untuk larutan DMSO 10% + Tween 80 0,5%

: Kertas label untuk gel metronidazol 12,5%

. Kertas label untuk minyak atsiri rimpang temulawak 25%

. Kertas label untuk minyak atsiri rimpang temulawak 50%

: Kertas label untuk minyak atsiri rimpang temulawak 75%

. Kertas label untuk minyak atsiri rimpang temulawak 100%
: Cakram kertas

Gambar 3.6 Skema pembagian daerah pada petridish.

3.7.2 Tahap Perlakuan

Tahap perlakuan uji dilakukan di dalam laminar flow untuk mencegah

terjadinya kontaminasi dengan lingkungan luar.

a.
b.

C.

Persiapan inokulasi P.gingvalis pada media agar dengan metode spread plate.

Ambil sebanyak 1 ml suspensi bakteri dengan menggunakan syringe.

Teteskan pada media agar perlahan-lahan hingga merata .

Kemudian diratakan menggunakan alat spreader keseluruh permukaan agar

hingga merata.

Tunggu hingga permukaan media menjadi kering. Tutup petridish dapat

dibiarkan tetap terbuka selama 3-5 menit, tapi tidak melebihi dari 15 menit.
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f. Cakram Kkertas ditetesi sebanyak 20 ul ekstrak minyak atsiri rimpang
temulawak dengan konsentrasi 25%, 50%, 75%, dan 100%, kontrol positif gel
metronidazol 12,5%, dan kontrol negatif larutan DMSO 10% + Tween 80
0,5% dengan menggunakan alat mikropipet. Lalu didiamkan hingga dipastikan
cairan pada cakram kertas sudah tidak menetes lagi.

g. Cakram kertas diletakkan pada permukaan media dengan menggunakan pinset
steril.

h. Lalu cakram kertas harus diletakkan secara merata sehingga tidak lebih dekat
dari 24 mm dari pusat cakram ke pusat cakaram lainnya.

i. Cakram kertas yang diperkirakan memberikan zona hambat yang Kkecil
sebaiknya diletakkan di samping cakram kertas yang memberikan zona
hambat yang lebih besar yaitu untuk menghindari zona yang tumpang tindih
(overlapping).

J. Petridish ditutup dan dibiarkan hingga cakram kertas sudah benar-benar
menempel pada masing-masing media kultur.

k. Kemudian, Petridish dibalik dan dimasukkan ke dalam desikator yang diberi
bunsen dengan api yang menyala di dalam desikator, ditunggu sampai kondisi
anaerob yang ditandai api bunsen menjadi padam.

I.  Dimasukkan ke dalam inkubator untuk diinkubasi selama 24 jam pada suhu
37°C.

3.7.3 Tahap Pengukuran

Setelah diinkubasi, petridish yang telah diberi perlakuan dikeluarkan dari
desikator kemudian dilakukan pengukuran diameter zona hambat dengan
menggunakan jangka sorong digital. Pengukuran dilakukan dengan mengukur
diameter zona hambat yaitu daerah jernih di sekitar cakram kertas. Pengukuran
diameter zona hambat dilakukan dengan menggunakan jangka sorong digital
dalam satuan milimeter, dari satu sisi ke sisi lainnya yang bersebrangan melewati

tepat di pusat cakram kertas (Calvalieri dan J. Stephen, 2005)(Gambar 3.7).
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Gambar 3.7 llustrasi pengukuran diameter zona hambat. (a) Pengukuran diameter zona
hambat berbentuk lingkaran; Pengukuran diameter zona hambat berbentuk
lonjong dengan (x) diameter terpanjang dan (y) diameter terpendek.

Zona hambat dapat berbentuk lingkaran atau elips. Jika zona hambat
berbentuk lingkaran, pengukuran langsung dilakukan dengan mengukur diameter
dari zona hambat. Jika zona hambat berbentuk elips, pengukuran dilakukan pada
diameter terpanjang (misal x mm) dan diameter terpendek (misal y mm),
kemudian keduanya dijumlahkan dan dibagi dua. Jadi, diameter zona hambatnya

x+y

15 (Majidah et al., 2014). Jika tidak terlihat adanya zona hambat, maka

diameter zona hambat dikatakan 0 mm (Hudzicki, 2009). Pengukuran dilakukan
oleh 3 orang pengamat yang berbeda, yang sebelumnya telah dijelaskan cara
pengukurannya, lalu diambil rata-rata (Joshi et al., 2009).
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3.8 Analisis Data

Data yang terkumpul disusun dalam bentuk tabel, lalu dianalisis
menggunakan program Statistical and Service Solutions (SPSS). Data hasil
penelitian dilakukan uji normalitas dengan uji Shapiro Wilk dan uji
homogenitas dengan uji Levene (p>0,05). Hasil analisis data menunjukkan
bahwa data tidak homogen, sehingga analisis data dilanjutkan menggunakan uji
statistik non parametrik. Kruskal Wallis (p<0,05), kemudian dilanjutkan
dengan uji statistik Mann Whitney (p<0,05).

34
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3.9 Alur Penelitian
Alur penelitian ini dapat dilihat dalam Gambar 3.8 berikut:

Pembuatan Ekstrak minyak atsiri rimpang

Suspensi P.gingiv.

alis temulawak (Curcuma xanthorrhiza Roxb).

v v v v

Kontrol
positif
(Gel
Metronida
zol 12,5%)

Kontrol Ekstrak Ekstrak Ekstrak Ekstrak
negatif Minyak Minyak Minyak Minyak
DMSO)10%4  Atsiri Atsiri Atsiri Atsiri

Tween 80 | Rimpang Rimpang Rimpang Rimpang
0,5% Temulawak | Temulawak | Temulawak | Temulawak
25% 50% 75% 100%

v

Inokulasi P.gingivalis pada media MH-A dan meletakkan
cakram kertas pada media kultur

}

Dimasukkan dalam desikator

I

Inkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam

v

Pengamatan dan pengukuran diameter zona
hambat

A\ 4
Analisis Data

Gambar 3.8 Alur penelitian



http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/

BAB 5. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan
Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan, maka dapat

disimpulkan bahwa:

1. Ekstrak minyak atsiri rimpang temulawak (C. xanthorrhiza Roxb.)
memiliki daya antibakteri terhadap pertumbuhan P. gingivalis.

2. Konsentrasi ekstrak minyak atsiri rimpang temulawak (C. xanthorrhiza
Roxb.) yang paling besar dalam menghambat pertumbuhan P. gingivalis
adalah 75% dan 100%.

5.2 Saran
Saran yang dapat peneliti sampaikan untuk penelitian selanjutnya, antara
lain:

1. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai daya antibakteri minyak
atsiri rimpang temulawak dikombinasikan dengan minyak atsiri tanaman
herbal lainnya..

2. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai daya antibakteri senyawa
aktif tunggal dari minyak atsiri rimpang temulawak.

3. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai daya antibakteri minyak
atsiri rimpang temulawak menggunakan metode ekstraksi yang berbeda yakni
seperti metode ekstraksi pelarut etanol.

4. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai daya antibakteri minyak
atsiri rimpang temulawak terhadap pertumbuhan bakteri patogen lainnya.

5. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai uji biokompatibilitas minyak
atsiri rimpang temulawak terhadap jaringan rongga mulut khususnya jaringan

periodontal.
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LAMPIRAN

A. Pembuatan Kontrol Negatif

Pembuatan kontrol negatif larutan DMSO 10% + Tween 80 0,5% dibuat
berdasarkan penghitungan:

a. Volume DMSO 10% = -=x 2000 l
=200 pl
b. Volume DMSO 10% =2 X 2000 pl
=10
c. Volume akuades steril yang dibutuhkan
= 2000 pl - (Volume DMSO 10% + Volume Tween 80 0,5%)

= 2000 pul — (200 pul + 10 pl)

= 1790 pl

B. Pengenceran pada Kontrol Positif

Konsentrasi 50% (gel metronidazol 25%) =

Pada pengenceran kontrol positif (gel metronidazol 25%) di encerkan
menjadi 50% dari sediaan. Cara pengenceran, 1 bagian gel metronidazol 25%
di dalam 1 bagian volume akuades steril (1:1); (0,5 gram : 0,5ml)

C. Pembuatan Perlakuan Minyak Atsiri

a. Konsentrasi 75% = % x 500 ul
=375 ul

b. Konsentrasi50% = % x 500 ul
=250 pl

c. Konsentrasi 25% = % x 500 ul

=125 ul
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D.

o4

Tahapan identifikasi bakteri

Identifikasi bakteri dilakukan dengan metode pewarnaan Gram sebagai berikut
(G-Biosciences,2012):

1)
2)

3)

4)

5)

6)

7)
8)

Ambil satu ose spesimen bakteri, lalu letakkan pada object glas.

Lewatkan diatas api bunsen 10-20 kali, Pastikan object glass tidak terlalu
panas.

Tetesi seluruh permukaan spesimen dengan zat warna Crystal Violet, tunggu
hingga 1 menit, bilas object glass dibawah air mengalir selama 5 detik.
Selanjutnya, tetesi spesimen dengan cairan lodine dan ditunggu selama 1
menit., bilas object glass dibawah air mengalir selama 5 detik.

Lalu tetesi Decolorizer Solution sampai warna biru-violet tidak terlihat lagi
pada spesimen, bilas object glass dibawah air mengalir lambat selama 5 detik.
Terakhir, tetesi spesimen dengan Safranin dan ditunggu hingga 1 menit, bilas
object glass dibawah air mengalir lambat selama 5 detik.

Selipkan kertas penyerap agar sisa air pada object glass terbuang.

Object glass yang sudah kering kemudian ditutup dengan deck glass, lalu
ditetesi minyak imersi untuk dilakukan pengamatan dibawah mikroskop

dengan perbesaran 1000x.

Gambaran hasil pewarnaan Gram dari sel bakteri P. gingivalis dengan

perbesaran 1000x tampak berbentuk basil dan cocobacil, dan berwarna merah,

yang menunjukkan bahwa bakteri tersebut bakteri Gram negatif
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E. Diameter Zona Hambat (mm)

Petridish K- K+ Cx25 Cx50 Cx75 Cx100
1 0,00 31,09 8,29 8,45 10,02 10,54
2 0,00 31,16 8,10 8,79 9,98 10,35
3 0,00 31,07 8,02 8,52 8,81 9,46
4 0,00 30,91 7,94 8,51 9,19 9,87

K- = Kontrol negatif

K+ = Kontrol positif

Cx25= Minyak atsiri rimpang temulawak konsentrasi 25%
Cx50= Minyak atsiri rimpang temulawak konsentrasi 50%
Cx75= Minyak atsiri rimpang temulawak konsentrasi 75%
Cx100= Minyak atsiri rimpang temulawak konsentrasi 100%.

F. Analisis Data

F.1 Hasil Uji Normalitas dengan Uji Shapiro Wilk

Tests of Normality®

sampel Shapiro-Wilk®
Sig.
kontrol + 517
konsentrasi 25% .748
zona hambat konsentrasi 50% 110
konsentrasi 75% 276
konsentrasi 100% 124

a. zona hambat is constant when sampel = kontrol -. It has been omitted.
b. Lilliefors Significance Correction

F.2 Hasil Uji Homogenitas dengan Levene Test

Test of Homogeneity of Variances

zona hambat

Levene dfl df2 Sig.
Statistic

12.563 5 18 .000
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F.3 Hasil Uji Non Parametrik dengan Uji Kruskal Wallis

Kruskal-Wallis Test

Ranks
sampel N Mean Rank
kontrol - 4 2.50
kontrol + 4 22.50
konsentrasi 25% 4 6.50
zona hambat konsentrasi 50% 4 10.50
konsentrasi 75% 4 15.50
konsentrasi 100% 4 17.50
Total 24
Test Statistics™”
zona hambat
Chi-Square 22.016
df 5
Asymp. Sig. .001

a. Kruskal Wallis Test
b. Grouping Variable: sampel

F.4 Hasil Uji Beda Antar Kelompok Perlakuan

56

a. Kontrol negatif (Larutan DMSO 10% + Tween 80 0,5% : Kontrol positif (gel

metronidazol)

Ranks
Mean Sum of
sampel N Rank Ranks
kontrol - 4 2.50 10.00
zona hambat Kontrol + 4 6.50 26.00
Total 8
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Test Statistics®

zona hambat

Mann-Whitney U
Wilcoxon W

Z

Asymp. Sig. (2-tailed)
Exact Sig. [2*(1-tailed
Sig.)]

.000
10.000
-2.460

.014

.029°

a. Grouping Variable: sampel

b. Not corrected for ties.

S7

b. Kontrol negatif (Larutan DMSO 10% + Tween 80 0,5% : Minyak atsiri
rimpang temulawak 25%

Ranks
safflpel N Mean Sum of
Rank Ranks
kontrol - 4 2.50 10.00
konsentrasi
zona hambat 250 4 6.50 26.00
Total 8

Test Statistics®

Zzona hambat

Mann-Whitney U
Wilcoxon W

Z

Asymp. Sig. (2-tailed)
Exact Sig. [2*(1-tailed
Sig.)]

.000
10.000
-2.460

.014

029"

a. Grouping Variable: sampel

b. Not corrected for ties.
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c. Kontrol negatif (Larutan DMSO 10% + Tween 80 0,5% : Minyak atsiri
rimpang temulawak 50%

Ranks
Mean Sum of
Sampel N Rank Ranks
kontrol - 4 2.50 10.00
konsentrasi
zona hambat 50% 4 6.50 26.00
Total 8

Test Statistics®

zona hambat

Mann-Whitney U
Wilcoxon W

Z

Asymp. Sig. (2-tailed)
Exact Sig. [2*(1-tailed
Sig.)]

.000
10.000
-2.460

.014

.029°

a. Grouping Variable: sampel

b. Not corrected for ties.

d. Kontrol negatif (Larutan DMSO 10% + Tween 80 0,5% : Minyak atsiri
rimpang temulawak 75%

Ranks
el N Mean Sum of
Rank Ranks
kontrol - 4 2.50 10.00
konsentrasi
zona hambat 750 4 6.50 26.00
Total 8
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Test Statistics®

zona hambat

Mann-Whitney U
Wilcoxon W

Z

Asymp. Sig. (2-tailed)
Exact Sig. [2*(1-tailed
Sig.)]

.000
10.000
-2.460

.014

029"

a. Grouping Variable: sampel

b. Not corrected for ties.

59

e. Kontrol negatif (Larutan DMSO 10% + Tween 80 0,5% : Minyak atsiri
rimpang temulawak 100%

Ranks
sampd] N Mean Sum of
Rank Ranks
kontrol - 4 2.50 10.00
konsentrasi
zona hambat 100% 4 6.50 26.00
Total 8

Test Statistics®

zona hambat

Mann-Whitney U
Wilcoxon W

Z

Asymp. Sig. (2-tailed)
Exact Sig. [2*(1-tailed
Sig.)]

.000
10.000
-2.460

.014

.029°

a. Grouping Variable: sampel

b. Not corrected for ties.
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f.  Kontrol positif (gel metronidazol) : Minyak atsiri rimpang temulawak 25%

Ranks
sampel N Mean Sum of
Rank Ranks
kontrol + 4 6.50 26.00
konsentrasi
zona hambat 250 4 2.50 10.00
Total 8

Test Statistics®

zona hambat

Mann-Whitney U
Wilcoxon W

Z

Asymp. Sig. (2-tailed)
Exact Sig. [2*(1-tailed
Sig.)]

.000
10.000
-2.309

021

029"

a. Grouping Variable: sampel

b. Not corrected for ties.

g. Kontrol positif (gel metronidazol) : Minyak atsiri rimpang temulawak 50%

Ranks
sanpel N Mean Sum of
Rank Ranks
kontrol + 4 6.50 26.00
konsentrasi
zona hambat 50% 4 2.50 10.00
Total 8

60
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Test Statistics®

zona hambat

Mann-Whitney U
Wilcoxon W

Z

Asymp. Sig. (2-tailed)
Exact Sig. [2*(1-tailed
Sig.)]

.000
10.000
-2.309

021

029"

a. Grouping Variable: sampel

b. Not corrected for ties.

h. Kontrol positif (gel metronidazol) : Minyak atsiri rimpang temulawak 75%

Ranks
sanpel N Mean Sum of
Rank Ranks
kontrol + 4 6.50 26.00
konsentrasi
zona hambat 750 4 2.50 10.00
Total 8

Test Statistics®

zona hambat

Mann-Whitney U
Wilcoxon W

Z

Asymp. Sig. (2-tailed)
Exact Sig. [2*(1-tailed

Sig)]

.000
10.000
-2.309

021

.029°

a. Grouping Variable: sampel

b. Not corrected for ties.
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I.  Kontrol positif (gel metronidazol) : Minyak atsiri rimpang temulawak 100%

Ranks
sampel N Mean Sum of
P Rank Ranks
kontrol + 4 6.50 26.00
konsentrasi
zona hambat 100% 4 2.50 10.00
Total 8
Test Statistics®
zona hambat
Mann-Whitney U .000
Wilcoxon W 10.000
Z -2.309
Asymp. Sig. (2-tailed) 021
Exact Sig. [2*(1-tailed 029°

Sig)]

a. Grouping Variable: sampel

b. Not corrected for ties.

J.  Minyak atsiri rimpang temulawak 25% : Minyak atsiri rimpang temulawak

50%
Ranks
sampel N Mean Sum of
P Rank Ranks
konsentrasi
2504 4 2.50 10.00
zona hambat konsentrasi
50% 4 6.50 26.00
Total 8

Test Statistics®

zona hambat

Mann-Whitney U
Wilcoxon W

Z

Asymp. Sig. (2-tailed)
Exact Sig. [2*(1-tailed
Sig.)]

.000
10.000
-2.309

021

029"

a. Grouping Variable: sampel

b. Not corrected for ties.


http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/

k. Minyak atsiri rimpang temulawak 25% : Minyak atsiri rimpang temulawak

75%
Ranks
sampel N Mean Sum of
P Rank Ranks
konsentrasi
4 2. 10.00
25% S
zona hambat konsentrasi
750 4 6.50 26.00
Total 8

Test Statistics®

zona hambat

Mann-Whitney U
Wilcoxon W

Z

Asymp. Sig. (2-tailed)
Exact Sig. [2*(1-tailed
Sig.)]

.000
10.000
-2.309

021

029"

a. Grouping Variable: sampel

b. Not corrected for ties.

I.  Minyak atsiri rimpang temulawak 25%

: Minyak atsiri rimpang temulawak

100%
Ranks
— el N Mean Sum of
P Rank Ranks
konsentrasi 25% 4 2.50 10.00
konsentrasi
zona hambat 100% 4 6.50 26.00
Total 8
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Test Statistics®

zona hambat

Mann-Whitney U
Wilcoxon W

Z

Asymp. Sig. (2-tailed)
Exact Sig. [2*(1-tailed
Sig.)]

.000
10.000
-2.309

021

029"

a. Grouping Variable: sampel

b. Not corrected for ties.
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m. Minyak atsiri rimpang temulawak 50% : Minyak atsiri rimpang temulawak

75%
Ranks
. N Mean Sum of
S Rank Ranks
konsentrasi
4 2.50 10.00
50%
zona hambat konsentrasi
. 26.
250 4 6.50 6.00
Total 8

Test Statistics®

zona hambat

Mann-Whitney U
Wilcoxon W

Z

Asymp. Sig. (2-tailed)
Exact Sig. [2*(1-tailed
Sig.)]

.000
10.000
-2.309

021

.029°

a. Grouping Variable: sampel

b. Not corrected for ties.
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n. Minyak atsiri rimpang temulawak 50% : Minyak atsiri rimpang temulawak

100%
Ranks
sampel N Mean Sum of
P Rank Ranks
konsentrasi 50% 4 2.50 10.00
konsentrasi
zona hambat 100% 4 6.50 26.00
Total 8

Test Statistics®

zona hambat

Mann-Whitney U
Wilcoxon W

Z

Asymp. Sig. (2-tailed)
Exact Sig. [2*(1-tailed
Sig.)]

.000
10.000
-2.309

021

029"

a. Grouping Variable: sampel

b. Not corrected for ties.

0. Minyak atsiri rimpang temulawak 75% : Minyak atsiri rimpang temulawak

100%
Ranks
sambel N Mean Sum of
P Rank Ranks
konsentrasi 75% 4 3.50 14.00
konsentrasi
zona hambat 100% 4 5.50 22.00
Total 8

Test Statistics®

zona hambat

Mann-Whitney U
Wilcoxon W

Z

Asymp. Sig. (2-tailed)
Exact Sig. [2*(1-tailed
Sig.)]

4.000
14.000
-1.155

248

343°

a. Grouping Variable: sampel

b. Not corrected for ties.
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G. Foto Hasil Penelitian

Berikut merupakan foto hasil penelitian daya antibakteri minyak atsiri
rimpang temulawak (C. xanthorrhiza Roxb.) terhadap Porphyromonas gingivalis
pada 4 kali pengulangan dengan 4 kelompok konsentrasi minyak atsiri rimpang
temulawak (Cx), kelompok kontrol positif (K+), dan kelompok kontrol negatif

K(-):

(Plate 3) (Plate 4)
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H. Foto Alat dan Bahan Penelitian
H.1 Alat Penelitian

N
Py
N
©
&
(<]
x
=
e

_‘a
4
é

() (b)
a. Janngka Sorong e. Tabung erlenmeyer
b. Mikropipet f. Gelas ukur
c. Disposable syringe g. Spatula
d. Ose

h. Bunsen J. Petridish diameter 15mm
I. Tabung Reaksi k. Thermolyn

(h (m) (n)

I.  Timbangan ohaus n. Desikator
m. Spektofotometer 0. Laminar flow


http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/

68

p. Inkubator r. Kompor Listrik
g. Oven s. satu set alat destilasi uap

t. Autoklaf v. Pinset steril
u. Mikroskop w. Object glass+deck glass

x. Timbangan digital y. Spreader
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H.2 Bahan Penelitian

2 o T @

f.
g.
h.
I
J-

Kultur murni bakteri

Minyak atsiri rimpang temulawak
Tween 80

Dimetil sulfoksida (DMSO)

Gel metronidazol

Alkohol

Larutan saline

Akuades steril

MH-A (Mueller Hinton-Agar)
BHI-B (Brain Infusion -Broth)

69
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k. Bahan pewarnaan Gram (Crystal violet, I.Cakram kertas diameterSmm
lodine, Decolorizer Solution, Safranin)

m. Minyak imersi n. Kertas label dan spidol 0. Kapas steril

p. Kertas penyaring g. Tip Mikropipet
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I.  Surat Keterangan
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Kode Dokumen : FR-AUK-064
Revisi :0

KEMENTERIAN RISET, TEKNOLOGI, DAN PENDIDIKAN TINGGI
POLITEKNIK NEGERI JEMBER

LABORATORIUM TANAMAN
Jalan Mastrip Kotak Pos 164 Jember - 68101Telp. (0331) 333532 - 333534 Fax.(0331) 333531
E-mail : Polije@polije.ac.id Web Site : http//www.Polije.ac.id

SURAT KETERANGAN IDENTIFIKASI TANAMAN
No: 40/PL17.3.1.02/LL/2018

Menindaklanjuti surat dari Wakil Dekan I Fakultas Kedokteran Gigi Universitas Jember No:
3015/UN25.8.TL/2018 perihal Permohonan Identifikasi Tanaman dan berdasarkan hasil
pengamatan pada spesimen tumbuhan yang dikirimkan ke Laboratorium Tanaman, Jurusan

Produksi Pertanian, Politeknik Negeri Jember oleh:

Nama : Fiolina Fajar Febrianingrum H
NIM 1151610101121
Jur/Fak/PT  : Fakultas Kedokteran Gigi/ Universitas Jember

maka dapat disampaikan hasilnya bahwa spesimen tersebut di bawah ini (terlampir) adalah:
Kingdom/Regnum: Plantae; Devisio: Spermatophyta; Subdevisio: Magnoliophyia; Kelas:
Liliopsida(Monocotyledoneae), Ordo: Zingiberales; Famili: Zingiberaceae; Genus: Curcuma;

Spesies:Curcuma xanthorrhiza, Roxb

Demikian surat keterangan ini dibuat untuk digunakan sebagaimana mestinya.

e
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KEMENTERIAN RISET, TEKNOLOGI, DAN PENDIDIKAN TINGGI
POLITEKNIK NEGERI JEMBER
LABOTARIUM ALAT MESIN PERTANIAN
Nomor : 2589 / UN25.@ TL/20®

Perihal ; Permohonan ijin fasilitas laboratorium
Kegiatan Mahasiswa Penelitian

Berdarkan surat saudara nomor : 2389 / UN25.8.TL /2018, Kami Kepala laboratorium
Alat mesin Pertanian Politeknik Negeri Jember memberikan ijin dan penggunaan alat
Destilasi sistim uap air kapasitas 4 kg kepada mahasiswa dibawah ini :

Nama : Fiolina Fajar Febrianingrum Hadi
NIM :1516101010121

Semester/Tahun  :2017/2018

Fakultas : Kedokteran Gigi Unversitas Jember
Alamat : JIn.Baturaden I No. 52 Jember

Judul Penelitian : Daya Antibakteri Ekstrak Minyak Atsiri Rimpang Temulawak
( Curcuma xanthrorrhiza) Terhadap Pertumbuhan Porphyromonas
Gingivalis
Waktu Pelaksanaan: Juli 2018 s/d Selesai

Tempat pelaksanaan :
Laboratorium Alat Mesin Pertanian Politeknik Negri Jember

Alat
Timbangan digital, Kunci pas,obeng, Alat destilasi uap dan air skala laboraturium
kapasitas 4 kg.

Bahan :
Rimpang Temulawak Segar

Demikian surat permohonan ijin kami buat atas perhatiannya disampaikan terima kasih.

Jember, 6:Sebtember 2017
; Ka. 2 esin Pertanian
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KEMENTERIAN RISET, TEKNOLOGI, DAN PENDIDIKAN TINGGI

UNIVERSITAS JEMBER
FAKULTAS KEDOKTERAN GIGI

J1, Kalimantan No. 37 Jember @ (0331) 333536, Fak. 331991

Nomor
Perihal

30(6/UN25.8.TL/2018
: Ijin Penelitian

Kepada Yth

Kepala Laboratorium Biomedik

16 AUG 2010

Fakultas Kedokteran Gigi Universitas Jember

di

Jember

Dalam rangka pengumpulan data penelitian guna penyusunan skripsi maka, dengan
hormat kami mohon bantuan dan kesediaannya untuk memberikan ijin guna melakukan
penelitian bagi mahasiswa kami dibawah ini :

AL AW~

11

Nama

NIM
Semester/Tahun
Fakultas

Alamat

Judul Penelitian

Lokasi Penelitian
Data/alat yang dipinjam

Waktu
Tujuan Penelitian

Dosen Pembimbing

: Fiolina Fajar Febrianingrum H.

1 151610101121

1 2017/2018

: Fakultas Kedokteran Gigi Universitas Jember

: J1. Danau Toba No.83 Jember

: Daya Antibakteri Ekstrak Minyak Atsiri Rimpang

Temulawak (Curcuma xanthorrhiza Roxb.)
Terhadap Pertumbuhan Porphyromonas
gingivalis

: Laboratorium Mikrobiologi Fakultas Kedokteran

Gigi Universitas Jember

: Oven, Spektrofotometer, Inkubator, Autoklaf,

Laminar Flow, dll

: Agustus 2018 s/d Selesai
: Untuk Menganalisis Daya Antibakteri Ekstrak

Minyak Atsiri Rimpang Temulawak (Curcuma
xanthorrhiza Roxb.) Terhadap Pertumbuhan
Porphyromonas gingivalis

: 1. drg. Pujiana Endah Lestari, M.Kes.

2. drg. Happy Harmono, M.Kes.

Demikian atas perkenan dan kerja sama yang baik disampaikan terimakasih
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LABORATORIUM MIKROBIOLOGI
BAGIAN BIOMEDIK KEDOKTERAN GIGI
FAKULTAS KEDOKTERAN GIGI
UNIVERSITAS JEMBER

SURAT KETERANGAN
No. 0146 / MIKRO / S.KET / 2018

Sehubungan dengan keperluan identifikasi mikroorganisme, maka kami menerangkan bahwa

mahasiswa berikut:

Nama : Fiolina Fajar Febrianingrum Hadi
NIM 1151610101121

Fakultas : Kedokteran Gigi Universitas Jember
Keperluan : Identifikasi Mikroorganisme

Telah melakukan uji identifikasi terhadap isolasi bakteri Porphyromonas gingivalis ATCC 33277
dengan menggunakan pengecatan Gram dan diamati secara mikroskopis menunjukkan hasil basil
Gram negatif, /cocobacillus Gram negatif dan tidak terkontaminasi

Jember, 21 November 2018

Mengetahui,

Kepala Bagian Biomedik Kedokteran Gigi Wenmgmg Jawab Lab. Mikrobiologi
2

(drg. Amandia Dewi Permana Shita, M. Biomed) (drg. Pujiana Endah Lestari, M. kes)

NIP. 198006032006042002 NIP. 197608092005012002
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