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Tujuan dari penelitian ini adalah mengidentifikasi kandungan dan membandingkan
efek antibakteri antara minyak sirih merah (Piper crocatum R.) dan minyak sirih hijau
(Piper betle L.) terhadap Streptococcus mutans. Kedua minyak sirih dibuat variasi
konsentrasi yaitu 100, 75, 50, 25%, amoksisilin 0,2 % sebagai kontrol positif, dan
propilen glikol 100% sebagai kontrol negatif. Metode penelitian yang dilakukan
dimulai dengan isolasi minyak menggunakan penyulingan distilasi vap dan air
kemudian dilakukan identifikasi kandungan menggunakan Gas Chromatography-Mass
Spectroscopy (GC-MS), selanjutnya dilakukan uji aktivitas antibakteri terhadap
Streptococcus mutans dengan metode difusi cakram. Hasil penelitian menunjukkan
bahwa minyak sirih merah dan hijau mengandung senyawa golongan terpenoid.
Karakterisasi menggunakan GC-MS didapatkan 5 senyawa aktif utama yang memiliki
aktivitas antibakteri yakni Sabinen, Mirsen, Kamfen, Germakron dan 3 — kariofilen.
Minyak sirih hijau memiliki daya antibakteri lebih baik dibanding minyak sirih merah
dengan zona bening mencapai 10,5 mm sedangkan minyak sirih merah sebesar 7,1
mm.

Abstract

The purpose of this research is to identify the chemical content and compare the
antibacterial effect of Piper betle L and Piper crocatum R oil against Streptococcus mutan.
Betel oil is made at 100, 75, 50, 25% concentration and amoxicillin 0.2% as positive
control and propylene glycol as negative control. The research method started with oil
isolation using distillation of steam and water then identified the content using GC-
MS. Antibacterial activity was tested against Streptococcus mutans by disc diffusion
method. The results of this research indicate that Piper betle L and Piper crocatum R oil
contains terpenoid group compounds. After being characterized using GC-MS, betel
oil contains 5 major active compounds that have antibacterial activity that is Sabinene,
Myrsene, Camphene, Germacrene and (-Chariophillene. Piper betle oil has better
antibacterial properties than Piper crocatum oil with clear zone reaches 10.5 mm while
Piper crocatum oil is 7.1 mm.
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Pendahuluan

Karies gigi adalah kerusakan lokal gigi karena fermentasi bakteri karbohidrat dari makanan pada
rongga mulut. Karies gigi merupakan masalah utama bagi kesehatan gigi di Indonesia dan pengobatannya
membutuhkan biaya yang mahal. Bakteri yang memicu terjadinya karies gigi adalah Streptococcus mutans.
Streptococcus mutans merupakan bakteri utama yang terlibat dalam proses karies gigi terutama pada saat awal
terjadinya karies karena kemampuannya yang cepat dalam memfermentasi karbohidrat dan umumnya
ditemukan dalam plak gigi (Rima ez al., 2011).

Penentuan obat yang terus menerus yang tidak sesuai dengan ketentuan dapat menyebabkan sifat
resisten terhadap bakteri pathogen salah satu bakteri yang meningkat kekebalannya adalah Streptococcus
mutans (Aditya, 2017). Salah satu tanaman yang potensial untuk dikembangkan sebagai bahan pencegahan
karies gigi adalah sirih. Daun sirih diketahui memiliki efek antibakteri terhadap beberapa jenis bakteri dan
salah satunya adalah Streptococcus mutans. Daun sirih mengandung minyak atsiri dimana komponen utama
minyak atsiri tersebut adalah fenol dan senyawa turunannya (Nalina dan Rahim, 2007). Karena banyak
manfaat, sirih ditanam untuk daunnya. Kondisi terbaik untuk budidaya sirih komersial adalah dari hutan
hujan tropis, yang teduh, memiliki kelembaban yang cukup seperti Indonesia, Malaysia, Filipina, Thailand,
Kamboja, Vietnam, dan India (Sripradha, 2014). Sirih di Indonesia ada beberapa jenis, yang dibedakan
berdasarkan bentuk daun, rasa dan aromanya, yaitu sirih hijau, sirih banda, sirih cengkih, sirih hitam, dan
sirih merah (Moeljanto dan Mulyono, 2003; Sudewo, 2005).

Daun sirih biasanya memiliki kandungan terpena dan fenol. Pada penelitian Kushagra (2011)
kandungan daun sirih merah mengandung protein 3,1%, karbohidrat 6,9%, mineral 2,3%, Tanin 2%,
Terpenoid (1,8-sineol, kadinen, kamfen, kariofilen, Limonen, pinen), Fenol (kavikol, alil pirosatikol,
karvakrol, safrol, eugenol, dan kavibetol). ada asetat juga sering ditemukan. Setiap daun sirih hijau (Piper
betle L.) memiliki kandungan 1.t—-Murolen, Terpinen, Eudesma, 11-diena, f—Elemene, 1,2-dimethoxy-4-(2-
propenyl)- benzene, $-Palendrena, d-kariofilen, Germakron, dan Sabinene (Sugumaran ez al., 2013).

Berdasarkan pernyataan di atas, daun sirth merah dan daun sirih hijau digunakan sebagai antibakteri
terhadap pertumbuhan Streptococcus mutans. Penelitian ini dilakukan untuk mengetahui perbedaan uji
aktivitas daya hambat Streptococcus mutans dan mengidentifikasi komponen masing-masing sirih.

Metode

Alat yang digunakan pada penelitian ini adalah alat penyuling minyak distilesi uap dan air, autoclaf,
Gas Chromatography Mass Spectrometery (GC-MS)-QP2010S Shimadzu, inkubator fortek, dan sentrifuge, Bahan
yang digunakan pada penelitian ini adalah daun sirih merah dari Ambarawa dan sekitarnya, daun sirih hijau
dari Boyolali, natrium sulfat anhidrat, aquades, Brain Hinton Infusion Broth (BHI), Mueler Hinton Agar (IMHA),
Natrium Fisiologis, standar 0,5 Mc farland, darah domba segar, larutan Tween 80, pelarut propilen glikol,
bakteri Streptococcus mutans, dan Amoksisilin 0,2%.

Prosedur penelitian meliputi 4 tahapan yaitu determinasi tanaman, penyulingan minyak daun sirih,
identifikasi komponen minyak sirih, dan uji aktifitas minyak sirih, lalu membandingkan antara kedua
minyak tersebut (Dewa et al., 2016). Determinasi dilakukan dengan mencocokkan bagian-bagian tanaman
sirih sesuai dengan ciri-ciri morfologinya untuk menetapkan kebenaran yang berkaitan dengan ciri-ciri
morfolog tanaman menggunakan buku acuan Flora of java. Penyulingan minyak daun sirih mengunakan
metode distilasi uap dan air selama 5 jam. Hasil minyak dan air di pisah menggunakan corong pisah yang
terdapat pada rangkaian alat distilasi uap dan air. Destilat ditambah natrium anhidrat agar minyak yang
teremulsi terpisah. Kemudian minyak di identifikasi komponen penyusunnya menggunakan GC-MS
(Guenther, 1990).

Penentuan senyawa yang terkandung didalam minyak sirih hijau dan merah adalah dengan
menginjeksikan sampel ke dalam GC-MS. Spektrum yang diperoleh memberikan informasi kelimpahan,
waktu retensi, kemudian dibandingkan dengan data Library Wiley yang sudah tersedia pada alat (Hartono et
al., 2011).Uji antibakteri dilakukan untuk membuktikan apakah minyak sirth mampu menghambat bakteri
Streptococcus mutan serta membandingkan antara kedua jenis sampel. Pengujian dilakukan dengan
penanaman bakteri Streptococcus mutan ke media Brain Hinton Infusion Broth (BHI) selama 24 jam. Bakteri
kemudian dipindah ke media padat Mueller Hinton Agar (MHA). Paper disk direndam kedalam masing-
masing sampel lalu ditempelkan dipermukaan media MHA,, di inkhubasi selama 24 jam. Setelah itu di amati
zona beningnya. (Dinesh ef al., 2016).

Hasil dan Pembahasan
Daun sirih yang digunakan dalam penelitian yaitu daun sirih hijau dari Boyolali dan daun sirih merah
dari gabungan daerah Ambarawa dan sekitarnya. Metode distilasi yang digunakan dalam penelitian ini
adalah metode distilasi uap dan air. Daun sirih yang telah dirajang diletakkan merata diatas saringan
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berlubang dalam ketel suling. Perjangan daun bertujuan untuk membuka kelenjar minyak sebanyak
mungkin, sehungga memudahkan penguapan minyak atsiri saat distilasi berlangsung, karena minyak atsiri
dikelilingi oleh kelenjar minyak, pembuluh-pembuluh dan kantung minyak. Ketel suling diisi dengan air
sampai permukaan air tidak berada jauh dibawah saringan. Penyulingan cara ini menghasilkan uap dalam
keadaan jenuh dan basah, daun sirih yang disuling hanya berhubungan dengan uap, tidak dengan air panas
secara langsung.

Kelenjar yang terpecah dengan uap air menyebabkan minyak atsiri lepas dan terbawa bersama-sama
uap air. Uap air yang membawa minyak atsiri tersebut kemudian didinginkan dalam kondensor. Hasil
pendinginan diperoleh lapisan minyak atsiri yang terpisah oleh air. Minyak atsiri yang masih bercampur
dengan sedikit air ditambah dengan natrium sulfat anhidrat untuk mengikat sisa sisa air sehingga diperoleh
minyak atsiri. Minyak atsiri daun sirih hijau yang diperoleh dari penelitian ini berupa cairan berwarna
kuning jernih sedangkan minyak atsiri daun sirih merah pada penelitian ini berupa cairan putih kental dan
berbau khas. Sebanyak 16 kg daun sirih hijau yang di suling menggunakan distilasi uap dan air menghasilkan
20 ml minyak atsiri dengan rendemen sebesar 0,8%. Sedangkan 3 kg daun sirih merah pada penelitian ini
menghasilkan minyak atsiri sebanyak 9 ml dengan kadar rendemen dengan kadar 0,3%.

GC-MS adalah salah satu tekhnik terbaik untuk mengidentifikasi suatu bahan yang bersifat volatil,
rantai panjang atau rantai bercabang hidrokarbon, Alkohol, asam dan ester. Untuk informasi yang akurat
dapat diperoleh dengan kromatografi gas ditambah dengan massa Spektroskopi (Deshpande, 2013). Hasil
analisis dengan GC-MS diperoleh dua data yaitu kromatogram yang berasal dari hasil analisis kromatografi
gas (GC) dan spektra massa dari hasil analisis spektrometeri massa (MS). Minyak atsiri yang diperoleh
secara penyulingan destilasi uap dan air, dianalisa dengan Kromatografi Gas-Spektrometeri Massa (GC-
MS). Kromatogram GC dari minyak atsiri daun sirih hijau (Piper betle Lin.) menunjukan 16 spektrum dengan
waktu retensi (RT) yang berbeda-beda. Sedangkan kromatogram GC dari minyak atsiri daun sirih merah
(Piper crocatum Ruz.) menunjukan 35 spektrum dengan waktu retensi yang berbeda-beda.

Identifikasi komponen lebih lanjut dilakukan dengan spektometeri massa. Hasil spektrometeri massa
akan diperoleh spektra massa dari masing-masing puncak yang terdeteksi pada kromatogram GC. Analisa
spektra massa didasarkan pada nilai Similarity Indeks (SI), Base Peak (puncak dasar), trend pecahan spektra
massa yang dibandingkan dengan spektra massa /ibrary yaitu WILEY229.LIB. Kromatogram minyak sirih
hijau dari analisis dengan kromatografi gas menunjukan 16 puncak senyawa dengan lima puncak utama
yang teridentifikasi bila disesuaikan dengan data library WILEY229.LIB, masuk dalam golongan terpenoid
yaitu Kamfena, Sabinena, Beta kariofilen, Alpa humulena, dan Germakron. Kromatogram dan dugaan
senyawa atsiri minyak daun sirih hijau ditunjukan pada Gambar 1 dan Tabel 1.
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Gambar 1. Kromatogram minyak atsiri daun sirih hijau
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Tabel 1. Dugaan senyawa pada kromatogram minyak daun sirih hijau berdasarkan Willey229.LIB.

Puncak Waktu % Pola Fragmentasi Perkiraan Rumus
Retensi Area Sampel Willey library senyawa molekul
136, 121, 107, 93*, 136, 121, 107, 93*, Kamfen
2 4,726 12,82 79, 67, 53, 41, 29 79, 67, 53, 41, 29 SI=96 CioHs
136, 121, 105,93%, 136, 121, 105,93%,  Sabinena
3 252 1723 07760 43 41,27 77,69, 53, 41,29 ST=96 CioHs
204,189,175, 161, 207 13% 175, 101 -
10 18,368 12,70 147,133,120, 105, 720" "0 0 Kariofilen CisHas
93,79, 69, 53,41%,27 ~7 70T T SI=96
204, 161,147,136,  204,189,161,147, .. .
12 19,260 782 121,107, 93*% 80,67, 136,121,107, 93*, 'Sflgze CisHas

53,41, 29 80, 67, 53, 41, 29
204, 189, 175, 161, 204, 189, 175, 161,
147,133, 119, 107, 147,133, 121, 105, Germakron

14 2014 1091 9351 68,53 41%, 93,79, 67, 55, 41%,  SI=91 CisHas
27 29
204, 189, 175, 161
204, 189, 175, 161, , 189,175, 161, .
15 20,898 10,08 147,133,119, 107, é§7é13251§§’i?1’ “oalmena i
93,81, 67, 55, 41%, 27 > 5b €% 3 41% =

Berdasarkan data library WILEY?229.LIB kamfena mempunyai rumus molekul CioH;s dan berat
molekul sebesar 136. Oleh karena itu ion molekul (M*) senyawa pada puncak 2 adalah m/z 136 dengan
puncak dasar pada m/z 93. Berdasarkan berat molekul dan pola fragmentasi dari pendekatan WILEY, maka
diduga senyawa puncak 2 identik dengan senyawa kamfen yang strukturnya terlihat seperti Gambar 3 Pola
pemenggalan spektrum massa senyawa puncak 2 seperti terlihat pada Tabel 2.

Tabel 2. Kemungkinan fragmen yang hilang dari senyawa kamfen
Kemungkinan fragmen

No m/z yang hilang Penggalan
1 136 M* CioHis
2 121 M*-15 —CH;s CoHi3"
3 107 M*-15-14 —CH; CsHi*
4 93 M*-15-14-14 —CH, C/Ho*

CH3
%{)Hg
CH,
Gambar 3. Struktur senyawa kamfena
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Gambar 4. Pola fragmentasi senyawa kamfen
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Kromatogram minyak sirih merah dari analisis dengan kromatografi gas menunjukan 35 puncak
senyawa dengan dua puncak utama yang teridentifikasi masuk dalam golongan terpenoid yaitu Sabinen dan
Mirsen .Kromatogram dan dugaan senyawa atsiri minyak daun sirih hijau ditunjukan pada Gambar 5 dan
Tabel 3.

139724/ 3
(2

10 2

Gambar 5. Kromatogram minyak atsiri daun sirih merah

Tabel 3. Dugaan senyawa atsiri pada kromatogram minyak daun sirih hijau berdasarkan Willey229.L1B

P K Waktu % Pola Fragmentasi Perki Rumus
UNCak  petensi Area Sampel Willey library criraan senyawa molekul
136, 121, 105, 93*, 136, 121, 105, 93*, a- Pinena
! 4,383 5,93 77,65,53,39,29 77,67, 53,39, 27 SI=95 CroHie
136, 121, 105, 93*%, 136, 121, 105, 93%, Sabinena
2 SUT 3375 97769,53,39,20° 77,65, 43, 39, 27 S1=93 Crobs
136, 121, 107,93, 136, 121, 107, 93, Mirsen
3 5,983 6,367 79,69, 53, 41*%,29 79,69, 53, 41%, 27 SI=93 Cabhis
136, 121, 107, 93*%, 136, 121, 107, 93*%, Limonen
6 6783 285 9976853,39,20 79,68, 53, 39, 38 SI=92 CroFlie
136, 121, 107,93, 136, 121, 107, 93, Linalol
10 9,067 7,64 71%,69,43,41,29  71%, 69, 43, 41, 27 S1=94 CuosO

Berdasarkan data library WILEY229.LIB Mirsen mempunyai rumus molekul C;oH;s dan berat
molekul sebesar 136. Oleh karena itu ion molekul (M™*) senyawa pada puncak 3 adalah m/z 136 dengan
puncak dasar pada m/z 41. Berdasarkan berat molekul dan pola fragmentasi dari pendekatan WILEY, maka
diduga senyawa puncak 3 identik dengan senyawa Mirsena yang strukturnya terlihat seperti Gambar 7. Pola
pemenggalan spektrum massa senyawa puncak 3 seperti terlihat pada Tabel 4.

Tabel 4. Kemungkinan fragmen yang hilang dari senyawa Mirsena
Kemungkinan fragmen

No m/z yang hilang Penggalan
1 136 M* CioHis
2 121 M*- 15 CH; CoHys*
3 93 M*- 15-28 CH, C/Hy*
4 41 M*- 15-28-52 CH, GC;Hs*
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Gambar 7. Struktur Senyawa Mirsen

Bila di sesuaikan dengan dengan data library WILEY229.LIB, maka kemungkinan fragmentasinya
seperti Gambar 8. :

(G

B -Myrcene
=«CH; (15)

mie=121

= C3H, (#3)

#—. CH, (28)

mie=93

&a CHy ()

HyC

3\/

Gambar 8. Pola fragmentasi senyawa Mirsen (Valentine, 2014)

CH,

Pada penelitian ini dilakukan pengujian aktivitas antibakteri terhadap bakteri Gram positif
Streptococcus mutans. Uji dilakukan dengan mengaplikasikan metode cakram. Media yang digunakan adalah
media Mueller Hinton Agar karena pada media ini bakteri Streptococcus mutan hidup optimal. Media agar yang
telah ditanami bakteri uji diisi dengan sampel minyak sirih hijau dan minyak sirith merah masing-masing
100%, 75%, 50%, 25%, pelarut propilen glikol sebagai kontrol negatif, dan amoksisilin sebagai kontrol
positif. Hasil uji dan perbandingan aktivitas antibakteri dapat dilihat pada Tabel 5 dan Gambar 9.

Tabel 5. Hasil Uji Aktivitas Minyak Sirih Merah dan Hijau Terhadap Streptococcus muttan Secara duplo

Pengukuran Zona Bening

Sampel  Pengulangan 00 75 509 25%  kontrol + kontrol . Daxter
1 70 64 43 39 11,5 1,2

Sirih merah 2 71 60 42 32 11,0 1,4 S. mutan
Rata rata 7,1 6,2 4.3 3,6 11,3 1,3
1 109 98 86 73 11,3 1,4

Sirih hijau 2 10,1 103 83 69 11,6 1,5 S. mutan
Rata rata 10,5 10,1 8,5 7,1 11,5 1,5

Aktivitas antibakteri yang dapat dilihat dari terbentuknya zona bening akibat adanya senyawa
metabolit sekunder dan senyawa aktif minyak atsiri yang terkandung dalam minyak sirih merah dan minyak
sirih hijau. Senyawa antibakteri diduga dapat menghambat pertumbuhan bakteri Gram positif dengan
menembus dinding sel, dinding sel bakteri Gram positif memiliki susunan sederhana terdiri dari 60-100%
peptidoglikan, yang terbuat dari N-asetil glukosamin dan N-asetil muramat. Penyusunan dinding sel yang
sederhana dan tidak adanya selaput luar menyebabkan senyawa antibakteri dapat menembus dinding sel
dan mengganggu proses biosintesis dinding sel (Deasywaty, 2011).
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Gambar 9. Perbandingan aktivitas antibakteri minyak sirih merah dan minyak sirih hijau

Senyawa-senyawa yang teridentifikasi pada analisis GC-MS, yakni Sabinena, Kamfen, -
Kariofilen,  — Salinen, o — Salinen dan Mirsen merupakan senyawa golongan monoterpen dan seskuiterpen
yang memiliki daya antimikroba. Hal ini terjadi karena senyawa seskuiterpen memiliki sifat yang hidrofob
sehingga menyebabkan gangguan integritas sel bakteri dengan cara menurunkan cadangan ATP intrasel,
menurunkan pH sel, terabsorbsi dan terpenetrasi kedalam sel bakteri, kemudian bakteri akan mengalami
prespitasi dan denaturasi protein, dan akan melisiskan membran sel bakteri (Alexander, 2015).

Hasil diatas menunjukan bahwa minyak atsiri Piper betle dan Piper crocatum mampu menghambat
pertumbuhan bakteri Streptococcus mutan pada konsentrasi sebesar 25%, 50%, 75%, dan 100%. Hal ini dibuat
untuk memperlihatkan bahwa semakin besar konsentrasi minyak atsiri maka semakin besar pula konsentrasi
zat aktif yang terkandung didalamnya sehingga mengakibatkan semakin besar kemampuannya dalam
menghambat pertumbuhan bakteri.

Perbedaan besar zona hambat yang dihasilkan pada masing masing konsentrasi minyak daun sirih
kemungkinan disebabkan oleh perbedaan konsentrasi kandungan yang terdapat dalam daun sirih hijau dan
daun sirih merah. Piper betle mengandung 1-4,2% (b/v) rendemen minyak atsiri, Kavikol 7,2-16,7%,
Kavibetol 2,7-6,7% dan Eugenol 26,8-42,5%. Sedangkan rendemen Piper crocatum sebesar 0,727 (b/v),
Kavikol 5,1-8,2% dan Eugenol 26,1-42,5% (Hafida, 2014).

Berdasarkan penjelasan diatas terdapat kesamaan kandungan pada Piper betle dan Piper crocatum,
perbedaannya yaitu rendemen yang terkandung dalam minyak sirih hijau (Piper betle L.) dan minyak sirih
merah (Piper crocatum R.). Kandungan rendemen Piper betle hasil destilasi penelitian ini sebesar 0,8 %,
sedangkan kandungan rendemen minyak atsiri Piper crocatum sebesar 0,3 %. Dengan demikian menunjukan
bahwa zat aktif yang terkandung pada Piper betle lebih tinggi dibanding pada Piper crocatum sehingga
kemungkinan perbedaan tersebut menyebabkan Piper betle mempunyai efektifitas lebih baik dari pada Piper
crocatum terhadap Streptococcus mutan.

Simpulan

Minyak daun sirih hijau lebih efektif menghambat bakteri Streptococcus mutan karena selain memiliki
senyawa fenol lebih banyak dari minyak sirih merah, hasil rendemen juga mempengaruhi efektifitas
antibakterinya. Hasil GC-MS minyak daun sirih merah dan hijau hasil suling destilasi uap dan air masing-
masing menunjukan 35 dan 16 puncak senyawa dimana kandungan utama kedua minyak tersebut adalah
golongan terpenoid. Hal ini dikarenakan waktu yang ditempuh dalam proses destilasi kurang lama sehingga
senyawa fenol tidak keluar
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