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ABSTRAK

Azizah, Malikah. 2019. Aktivitas Antimikroba Nanopartikel Temu Mangga (Curcuma
mangga) Tersalut Kitosan secara In Vitro. Skripsi. Program Studi Biologi,
Fakultas Sains dan Teknologi, Universitas Islam Negeri Maulana Malik lbrahim
Malang. Pembimbing I: Prof. Dr. Drh. Hj. Bayyinatul Muchtaromah, M. Si,
pembimbing II: Mujahidin Ahmad, M. Sc.

Kata Kunci: antimikroba, gelasi ionik, mikroba, nanopartikel, temu mangga

Banyak penyakit yang disebabkan oleh infeksi mikroba, diantaranya mikroba Escherichia
coli, Staphylococcus aureus dan Candida albicans. Infeksi dapat diobati dengan antibiotik
sintetik, namun penggunaannya dalam jangka panjang menyebabkan resistensi mikroba.
Temu mangga (Curcuma mangga Val.) merupakan salah satu komposisi dari jamu subur
kandungan Madura yang senyawa aktifnya berpotensi sebagai antimikroba alternatif.
Sediaan nanopartikel diketahui mampu meningkatkan efektivitas suatu bahan alam sebagai
antimikroba. Uji aktivitas antimikroba terhadap nanopartikel temu mangga belum banyak
dilakukan. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui aktivitas antimikroba nanopartikel
temu mangga tersalut kitosan secara in vitro. Metode penelitian ini merupakan
eksperimental. Simplisia rimpang temu mangga dimaserasi, kemudian dibuat menjadi
nanopartikel tersalut kitosan menggunakan metode gelasi ionik. Nanopartikel temu
mangga konsentrasi 2,5% diuji zona hambat dengan metode difusi cakram. Selanjutnya
diuji KHM dan KBM menggunakan metode mikrodilusi dengan variasi konsentrasi 2,5%,
1,25%, 0,625%, 0,313%, 0, 156% dan 0,078%. Hasil uji zona hambat nanopartikel temu
mangga tertinggi secara berurutan yaitu E. coli (11,46 + 1,07 mm), C. albicans (11,04 +
1,26 mm) dan S. aureus (6,40 £ 1,77 mm). Nilai KHM nanopartikel temu mangga terhadap
E. coli yaitu 1,25%, terhadap S. aureus yaitu 0,625% dan terhadap C. albicans yaitu
0,313%. Sedangkan nilai KBM vyaitu 2,5% terhadap E. coli, 1,25% terhadap S. aureus dan
0,625% terhadap C. albicans. Nanopartikel temu mangga tersalut kitosan memiliki
aktivitas antimikroba dan memiliki potensi sebagai agen antimikroba yang baik terhadap
bakteri gram positif dan jamur.
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ABSTRACT

Azizah, Malikah. 2020. In Vitro Evaluation on Antimicrobial Activity of Mango
Ginger (Curcuma mangga) Nanoparticles Chitosan-Coated. Thesis. Departement
of Biology, Faculty of Science and Technology, Maulana Malik Ibrahim State
Islamic University . Advisor I: Prof. Dr. Drh. Hj. Bayyinatul Muchtaromah, M. Si,
advisor 11: Mujahidin Ahmad, M. Sc.

Keywords: antimicrobial, ionic gelation, microbes, nanoparticles, mango ginger

Many diseases are caused by microbial infections, including microbes Escherichia coli,
Staphylococcus aureus and Candida albicans. Infection can be treated with synthetic
antibiotics, but its use in the long term causes microbial resistance. Mango-ginger
(Curcuma mangga Val.) is a composition of fertile herbal medicine from Madura which
has an active compound as an alternative antimicrobial. The nanoparticle preparation is
well known to be able to increase the effectiveness of a natural material as an antimicrobial.
Antimicrobial activity test on mango-ginger nanoparticles has not been totally done. This
research aims to determine the antimicrobial activity of C. mangga nanoparticles covered
by chitosan in vitro. This research method is experimental. Simplisia mango-ginger
rhizomes are macerated. Then, it made into C. mangga nanoparticles chitosan coated using
the ionic gelation method. Nanoparticles of C. mangga at 100% concentration were tested
inhibitory zones by disc diffusion method (Kirby-Bauer). Then, MIC (Minimum Inhibitory
Concentration) and MBC (Minimum Bactericidal Concentration) are tested using the
microdilution method with variations concentration of 2,5%, 1,25%, 0,625%, 0,313%, 0,
156% and 0,078%. The results of the highest inhibitory zone of mango-ginger nanoparticles
chitosan-coated was obtained by E. coli (11,46 + 1,07 mm), C. albicans (11,04 + 1,26 mm)
and S. aureus (6,40 £ 1,77 mm). The MIC test value with E. coli is 1.25%, against S. aureus
is 0.625% and against C. albicans is 0.313% While the MBC value is 2.5% against E. coli,
1.25% against S. aureus and 0.625% against C. albicans. The activity of mango-ginger
nanoparticles chitosan-coated is able and potentially as antimicrobial agents againts gram
positive bacteria and fungi.
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BAB |
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Manusia ketika beraktivitas mudah bersinggungan dengan mikroba (Tyagi &
Farooqi, 2017), sehingga banyak terjadi penyakit yang disebabkan infeksi mikroba,
salah satunya keputihan patologis. Jika dibiarkan terjadi terus-menerus dapat
menyebabkan infertilitas bahkan infeksi menular seksual (Ochsendorf, 2008).
Keputihan normal dialami sebagian besar wanita menjelang menstruasi dengan ciri
tidak berwarna (bening), tak berbau, tidak gatal dan jumlah tidak berlebih. Namun
ketika cairan berubah menjadi warna kuning atau abu-abu, hijau; berbau tak sedap,
disertai rasa gatal dan panas, maka terjadi keputihan patologis (Wiknjosastro &
Sarwono, 2011). Keputihan patologis merupakan suatu indikasi adanya kelainan
pada organ reproduksi (Marhaeni, 2016). Menurut Hidayati (2009), biasanya
keputihan patologis disebabkan oleh infeksi jamur, bakteri atau virus.

Depkes (2005) menyatakan bahwa mikroba yang umum ditemukan pada
wanita penderita keputihan adalah golongan Candida dengan persentase sebesar
53%, Trichomonas 3,1 % dan bakteri 40,1%. Candida albicans menyumbang 85-
90% kasus sebagai penyebab paling umum dari kandidiasis vulvovaginal
(keputihan) yang menginfeksi bagian vulva dan mukosa vagina (Bindusari, 2001;
Lopez, 2013; Cassone, 2015). Mukosa vagina pada wanita sehat usia subur
mengandung mikroflora dominan berupa Lactobacillus. Mikroflora ini menjaga
nilai pH asam dan mempertahankan konsentrasi hidrogen peroksida sesuai kondisi
genital (Shi, 2016). Penggunaan produk sabun atau krim perawatan vulvovaginal

secara berlebihan dapat membunuh Lactobacillus yang menyebabkan



terganggunya pH dan lingkungan vagina, sehingga mendukung pertumbuhan
mikroba patogen (Ernawati, 2013; Ventolini, 2016).

Faktor lain yang meningkatkan risiko terkena infeksi mikroba adalah
menderita diabetes melitus, perilaku personal dan vaginal hygine yang buruk
(Paladine, 2018; Cahyaningtyas, 2019). Gerhardts, dkk (2012) menyatakan bahwa
transmisi Candida juga dapat terjadi melalui kontak dengan gagang pintu, sikat
kamar mandi, keran air, dan tempat lain yang memungkinkan untuk bersentuhan
langsung dengan tangan manusia. Bahkan berbagai tempat seperti air, sedimen dan
tanah terdapat mikroba seperti Escherichia coli. Namun penelitian menunjukkan
bahwa bakteri E. coli rata-rata menghabiskan setengah hidupnya di usus makhluk
hidup homoioterm, setelah dieksresikan dalam bentuk feses mulai tersebar ke
permukaan bumi dan menjajah inang yang baru (Savageau, 1983; Hufnagel, 2015).

Staphylococcus aureus merupakan bakteri yang dapat tinggal di permukaan
kulit dan bisa menyebabkan gangguan pada organ reproduksi. Pada pria, bakteri
tersebut dapat mengontaminasi semen sehingga jika terjadi hubungan seksual bisa
menulari pasangannya (Rahmi, 2015). Menurut Shi (2016) S. aureus adalah salah
satu bakteri teratas yang terdeteksi di organ reproduksi dan berkaitan dengan
terjadinya infertilitas. Momoh (2012) melaporkan hasil pemeriksaan pasangan
infertil memiliki tingkat prevalensi S. aureus dari swab vagina dan endoserviks
adalah 38,7 %, serta dari semen sebesar 75%. Penelitian lain pada wanita infertil
melaporkan bahwa S. aureus teridentifikasi sebagai patogen vagina terdapat
sebanyak 57,33% dan diikuti pula oleh E. coli 25,33% (Ghiasi, 2014).

Moretti (2009) mengatakan bahwa beberapa bakteri yang sering

mengontaminasi spermatozoa di antaranya E. coli, S. aureus, Morganella morganii,



Streptococcus agalactiae, S. epidermis dan S. anginosus yang kemudian
menyebabkan manusia maupun hewan menjadi infertil. Disebutkan pula oleh Kaur
(2014), bahwa terdapat bakteri, yeast dan golongan protozoa yang mampu
berinteraksi langsung dengan sperma. Interaksi ini menyebabkan perlekatan antara
bakteri dan sperma, fenomena aglutinasi dan perubahan morfologi sperma.
Perubahan morfologi sperma yang terjadi bisa memungkinkan kecacatan atau
ketidakmampuan dalam fertilitas.

Pencegahan dan pengobatan terhadap infeksi yang menyebabkan infertilitas
dapat ditangani lebih dini, salah satunya menggunakan obat-obatan sintetis seperti
antibiotik. Penggunaan antibiotik secara tidak rasional, misalnya penyembuhan
tanpa indikasi medis yang tepat, pemilihan antimikroba alternatif yang tidak sesuai,
dapat menyebabkan mikroba patogen menjadi resisten (Wang, 2017). Resistensi
mikroba berdampak pada kegagalan pengobatan terhadap penyakit infeksi,
sehingga diperlukan suatu alternatif (Ibrahim, 2011; Refdanita, 2004). Anwar
(2009) menjelaskan bahwa penyebaran patogen yang resisten obat menjadi
ancaman terhadap keberhasilan pengobatan penyakit yang disebabkan oleh
mikroba. Kejadian penyakit infeksi baru serta resistensi terhadap antibiotik terus
meningkat, sehingga dibutuhkan pengembangan antimikroba yang memiliki
struktur kimia dan mekanisme beragam (Mulyadi dkk., 2018).

Hu dan Kwon (2011) mengatakan bahwa terdapat tiga metode untuk
mengatasi resistensi antibiotik secara konvensional, yaitu pengembangan obat baru,
pemberian antibiotik dosis tinggi, dan kombinasi beberapa antibiotik. Namun,
produksi antibiotik baru belum tentu dapat mengimbangi mutasi bakteri, dan

penggunaan dosis tinggi untuk pengobatan selalu disertai dengan toksisitas. Strategi



pengobatan seperti ini akan mengarah pada penyalahgunaan antibiotik yang
mengakibatkan munculnya strain multi-resisten (Koul et al, 2011; Yount et al,
2012).

Bahan-bahan alami dari tanaman obat yang memiliki bahan aktif antimikroba
dapat dijadikan sebagai obat alternatif. Kelebihan penggunaan obat dari bahan alam
diantaranya adalah lebih murah, efek samping lebih rendah, dan aman jika
dikonsumsi untuk jangka panjang. Bahan alami banyak ditemukan di Indonesia
karena negara ini memiliki biodiversitas tertinggi ke dua di dunia (Sinaga, 2011).

Sebagaimana Al-Qur’an Surat Asy-Syu’ara ayat 7 menyebutkan sebagai berikut:

£
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Artinya: “Dan apakah mereka tidak memperhatikan bumi, berapakan banyaknya Kami
tumbuhkan di bumi itu pelbagai macam tumbuh-tumbuhan yang baik?” (Q.S.
Asy-Syu’ara: 7).

Ayat di atas menjelaskan bahwa Allah SWT memerintahkan kepada manusia
untuk memperhatikan bumi, ada berbagai macam tumbuhan yang telah diciptakan
oleh Allah. Muhammad, dkk. (2011) menafsirkan ayat tersebut bahwa Allah SWT
mengajak mereka (manusia) untuk belajar dari alam secara keseluruhan, agar
mereka mengetahui bahwa hanya Allah saja yang berhak disembah. Di hamparan
bumi, betapa banyak Allah tumbuhkan berbagai macam pasangan tumbuh-
tumbuhan yang baik. Lafadz as s ;35 dS Oa (berbagai macam pasangan tumbuh-
tumbuhan yang baik) dijabarkan sebagai tumbuhan yang membawa banyak sekali
kemanfaatan bagi manusia. Menurut Muhammad, dkk. (2011) berbagai macam
tumbuhan itu beragam warna, memiliki ciri khas masing-masing daun, bunga dan

buah. Semuanya tumbuh di tanah yang sejenis, dialiri dengan air yang sama, namun



menghasilkan buah yang berbeda bentuk, rasa dan warnanya. Demikian merupakan
petunjuk kekuasaan Pencipta. Menurut Shihab (2002), kata a8 menunjukkan
segala sesuatu yang baik bagi objek yang disifatinya yakni tumbuhan. Tumbuhan
yang baik berarti yang bermanfaat dan subur.

Tafsir Jalalain menjabarkan arti kata a8 z 33 (tumbuh-tumbuhan yang baik)
yaitu sebagai tanaman, buah-buahan dan hewan. Maksud tanaman yang disebut
dalam tafsir yaitu suatu tanaman yang bermanfaat bagi makhluk hidup lain (Al-
Mahally, 1990). Terdapat beberapa penafsiran mengenai kata as S gjfj (tumbuh-
tumbuhan yang baik) oleh beberapa ulama’, diantaranya dalam tafsir Al-
Mukhtashar (2014 M) memaknainya dengan tumbuh-tumbuhan yang indah
dipandang dan memiliki banyak manfaat, semua jenis tanaman yang indah dan
berguna (tafsir Al-Muyassar dari Shalih, 2013), setiap jenis pohon dan tanaman
(Az-Zuhaili, 2002), sekelompok tumbuhan yang indah, baik dan terdapat jenis laki
dan perempuan (Asy-Syawi, 1932 M). Tafsir Asy-Syawi berhubungan dengan
penafsiran Hamka (2008) bahwa kata a8 £33 (tumbuh-tumbuhan yang baik)
dimaknai sebagai tumbuhan aneka warna dari pengawinan yang indah dan mulia
antara jantan dan betina.

Menurut Savitri (2008) tumbuhan yang baik adalah tumbuhan yang
bermanfaat untuk makhluk hidup. Pernyataan di atas secara keseluruhan memaknai
tumbuhan yang baik sebagai tumbuhan yang memiliki manfaat, secara implisit
tumbuhan obat seperti temu mangga termasuk salah satu contoh dari tumbuhan
yang bemanfaat. Sesuai pernyataan Wijayakusuma (2008) bahwa tumbuhan obat
merupakan tumbuhan yang salah satu atau seluruh bagiannya memiliki senyawa

aktif yang bermanfaat untuk kesehatan dan mampu menyembuhkan penyakit.



Tumbuhan selain dapat dimanfaatkan untuk obat, juga bisa dimanfaatkan
sebagai sandang, pangan dan papan. Hal tersebut adalah anugerah dan suatu
petunjuk bahwa Allah SWT Maha Penyayang dan Maha Kuasa, hamun seluruh
petunjuk ini hanya dapat diketahui bagi hamba yang mau memperhatikan. Shihab
(2002) menyatakan bahwa kata 33 (memperhatikan) dimaknai dengan “Apabila
mereka mau merenungi dan mengamati, niscaya mereka akan mendapatkan
petunjuk.” Sehingga selayaknya sebagai hamba-Nya mempelajari lebih mendalam
sebagai bentuk rasa syukur atas anugerah yang diberikan, salah satunya dengan
menelaah mengenai tumbuhan obat.

Bangsa Indonesia sejak zaman nenek moyang telah menggunakan obat-
obatan tradisional dan berlanjut turun-temurun (Apriyani, 2012). Terutama di
daerah pedesaan, tanaman digunakan sebagai bahan baku pengobatan tradisional
yang relatif lebih murah daripada obat modern (Rashedul, 2010). Secara umum
tanaman memiliki banyak metabolit sekunder (senyawa yang termasuk golongan
fenol, alkaloid, terpenoid, glikosida, dll) dengan kemampuan penting berupa
fungisida, mikrobisida, pestisida dan kebutuhan farmasi lainnya (Srinivasan, 2001).
Anggota Family Zingiberaceae kaya akan curcuminoids yang diakui spektrum
biologisnya luas, serta memiliki struktur serta sifat-sifat fungsional yang bervariasi
(Revathy, 2011).

Jawetz (2005) menyatakan bahwa Curcuma berpeluang dijadikan sebagai
obat infeksi yang disebabkan oleh E. Coli, S. auereus dan C. albicans. Umumnya
masyarakat mengenal Curcuma domestica (kunyit) dengan daging rimpang yang
berwarna oranye yang digunakan sebagai penyedap makanan dan bahan pewarna,

sedangkan temu mangga (Curcuma mangga) belum banyak digunakan. Oleh



karena itu temu mangga dianggap kurang memiliki nilai ekonomis, padahal
memiliki berbagai kandungan kimia yang bermanfaat (Djojoseputro, 2012; Susanti,
2017).

Kandungan kimia yang dimiliki temu mangga di antaranya adalah alkaloid,
flavonoid, saponin, quinon, triterpenoid, polifenol dan steroid (Tarigan dkk., 2008;
Komala et al., 2012; Muchtaromah, 2014; Yurleni, 2018). Senyawa khas rimpang
Curcuma yaitu kurkumin. Kurkumin merupakan senyawa polifenol yang memiliki
aktivitas antimikroba, antiinflamasi, antioksidan dan antikarsinogenik (Hartati,
2013; Mishra, 2008). Retnosekar (2014) menyatakan bahwa kadar kurkuminoid
pada ekstrak C. mangga (9,57 mg/100 mg sampel) lebih tinggi dibanding C.zedoria
(3,58 mg/100 mg sampel), namun lebih rendah dari C. longa (38,27 mg/100 mg
sampel).

Ekstrak methanol C. mangga dalam konsentrasi 500 mg/mL mampu
menghambat P. aeruginosa (13 mm), S. aureus (10,5 mm), Bacillus subtilis (19,3
mm) (Philip, 2009). Berdasarkan penelitian Adila (2013), C. mangga mampu
menghambat pertumbuhan E. coli (9,26 mm), S. auereus (10,47 mm) dan C.
albicans (9,95 mm) dengan kategori daya hambat sedang. Susanti (2017)
menyatakan bahwa kadar hambat tumbuh minimum perasan rimpang temu mangga
sebanyak 31,25 mg/mL terhadap bakteri gram positif S. aeureus yaitu 1,5 mm.

Senyawa utama dalam minyak atsiri pada C. mangga yaitu caryophyllene
oxide (18.71%) dan caryophyllene (12.69%) yang menunjukkan aktivitas
antimikroba tertinggi dan berspektrum luas dibandingkan C. aeruginosa dan
Zingiber cassumunar. Minyak atsiri dari ekstrak C. mangga 10% (15 pL) mampu

menghambat E. coli sebesar 7 mm, S. aureus sebesar 10 mm dan C. albicans sebesar



10,3 mm. Berbeda dengan Z. Cassamunar yang hanya mampu menghambat E. coli
sebesar 7,5 mm dan C. aeruginosa terhadap S. aureus yaitu 7 mm serta C. albicans
yaitu 7 mm. Nilai MIC dan MBC/MFC dari minyak atsiri C. mangga menunjukkan
sifat penghambatan dan bakterisidal/fungisida pada konsentrasi tunggal, yaitu
terhadap S. aureus adalah sebesar 1,2 pg/mL, sedangkan C. albicans sebesar 3,7
png/mL (Kamazeri, 2012).

Dinyatakan oleh Sarjono dan Mulyani (2007) bahwa, rimpang temu mangga
yang memiliki kandungan kurkumin ini lebih aman dimanfaatkan sebagai
antibakteri alami dibandingkan menggunakan bahan sintetis. Namun senyawa
bahan alam seperti kurkumin memiliki absorbasi buruk, metabolisme dan eliminasi
yang cepat, sehingga bioavailabilitasnya rendah (Mishra, 2008). Diperkuat oleh
Kumar (2011) bahwa obat yang kelarutannya rendah akan membutuhkan dosis
yang tinggi, efektivitas berkurang, toksisitas tinggi, kemampuan permeabilitas
menembus barrier rendah. Selain itu pembuatan dalam sediaan jamu memiliki
kendala rasa yang tidak semua orang suka. Hal ini menyebabkan aplikasi temu
mangga sebagai agen antimikroba menjadi terbatas (Xue, 2012; Kesarwani, 2013;
Jing, 2014).

Efektivitas curcumin sebagai agen antimikroba dapat ditingkatkan dengan
teknologi nanopartikel. Tyagi dan Faroogi (2017) melaporkan bahwa formulasi
nanocurcumin dengan konsentrasi yang sangat rendah efektif menghambat
mikroba. Selain itu, sediaan jamu bisa diformulasi menjadi nanopartikel dengan
proses yang meliputi pengecilan ukuran partikel, perubahan pH dan penggunaan

surfaktan (Savjani, 2012). Proses tersebut dapat meningkatkan kelarutan zat aktif,



menurunkan dosis terapi, memperbaiki absorpsi dan bioavailabilitas di dalam
tubuh, serta meningkatkan potensial klinisnya (Ajazuddin, 2010; Cheng, 2012).

Nanopartikel adalah partikel padat berukuran sekitar 10-1000 nm dan
dirancang sebagai penghantar obat yang mampu melepaskan zat aktif secara
spesifik di dalam tubuh (Ajazuddin, 2010). Kelebihan pembentukan nanopartikel
adalah ukuran partikel yang kecil lebih baik dalam melawan bakteri intraseluler dan
bahan aktifnya lebih mudah difagositosis oleh fagosit inang (Ranghar, 2012; Qi et
al, 2013). Selain itu karakteristik permukaan mudah dimanipulasi sesuai dengan
target pengobatan, lebih fleksibel untuk dikombinasikan dengan teknologi lain,
lebih fleksibel menembus ruang-ruang antar sel terutama memasuki sel inang
melalui endositosis, serta melindungi obat dari reaksi kimia di dalam tubuh.
(Mohanraj, 2006; Buzea, 2007; Hu & Kwon, 2011).

Kurkumin dari C. longa memiliki sifat bakterisidal terhadap bakteri E. coli,
S. aureus, Salmonella enteritidis 12021 serta Streptococcus mutans 11823.
Nanocurcumin (x 40-100 nm) yang dibentuk dengan metode ultrasonikasi
menunjukkan aktivitas bakterisidal lebih tinggi dibandingkan bentuk makro (+ 60-
100 pm) dan mikro (x 10-30 um). Hal tersebut menunjukkan bahwa semakin kecil
ukuran partikel, semakin tinggi aktivitas bakterisidal (Gopal, 2016). Aktivitas
antimikroba yang dilakukan oleh Bhawana et. al. (2011) menunjukkan nilai MIC
nanocurcumin (NC) dalam konsentrasi lebih rendah dari curcumin (C) mampu
menghambat pertumbuhan beberapa mikroba berikut E. coli (NC: 250 pug/mL, C:
300 pg/mL), S. aureus (NC: 100 pg/mL, C: 150 pg/mL), B. subtilis (NC: 75 pg/mL,

C: 100 pg/mL), P. aeruginosa (NC: 200 pg/mL, C: 250 pg/mL).
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Hasil uji antimikroba oleh Bader dan Fattah (2016) menunjukkan bubuk
nanopartikel ekstrak C. longa memiliki aktivitas antimikroba yang lebih baik
dibandingkan sediaan bubuk ekstrak dalam menghambat mikroba E. coli (EC), S.
aureus (SA), dan C. albicans (CA). Nilai MIC nanopartikel C. longa (NCL)
dibandingkan ekstrak C. longa (ECL) dalam menghambat mikroba EC adalah 15
mg/mL:25 mg/mL, SA sebesar 15 mg/mL:20 mg/mL, dan CA sebesar 15
mg/mL:20 mg/mL. Hasil zona diameter penghambatan dalam konsentrasi 25
mg/mL yang dihasilkan NCL dibanding ECL dalam menghambat mikroba EC
sebesar 22 mm:17 mm, SA sebesar 31 mm:23 mm dan CA sebesar 31 mm: 22 mm.

Kurkumin merupakan salah satu senyawa bahan alam yang membutuhkan
kestabilan untuk dibentuk menjadi nanopartikel. Terdapat beberapa metode untuk
sistem penghantaran obat berbentuk nanopartikel, beberapa diantaranya yaitu
berbasis fosfolipid, solid lipid, surfaktan dan polimer kitosan. Namun nanocarrier
berbasis fosfolipid, solid lipid dan surfaktan memiliki kekurangan umur simpan
yang pendek, kestabilan yang buruk, proses enkapsulasi yang rendah dan tingkat
penetrasi rendah (Liu et al, 2015). Sedangkan nanocarrier berbasis polimer lebih
stabil, pelepasan obat terkontrol, meningkatkan kelarutan obat, dan rendah
toksisitas. Salah satu nanocarrier berbasis polimer yang digunakan untuk bahan
alam yaitu kitosan (Wang et al, 2011).

Sistem nanocarrier selain menggunakan penyalut kitosan, diketahui pada
beberapa penelitian menggunakan nanopartikel emas dan perak. Namun keduanya
kekurangan pada biaya bahan dan peralatan yang relatif lebih mahal, waktu dan
energi yang tinggi, tidak ramah lingkungan, kapasitas penjerapan obat lebih sedikit

terutama yang bersifat hidrofilik (Natsuki et al, 2015; Alagad & Saleh, 2016;Yasser
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& Widianti, 2019). Kitosan sebagai polimer alami yang diproses dari deasetilasi
senyawa kitin pada cangkang Crustaceae mampu memformulasi nanopartikel
kurkumin, sehingga sistem penghantaran memiliki kestabilan yang baik (Qi, 2005;
Kim, 2012; dan Suryani, 2015). Kitosan tidak bersifat toksis, mampu mengikat air,
mampu membentuk penyalut, memiliki sifat antibakteri serta sebagai pengantar
obat yang mampu meningkatkan efisiensi obat tanpa menimbulkan efek samping
pada tubuh (Alasalvar, 2000 dan Lee, 2006).

Metode yang lebih sederhana dan terjangkau untuk nanocarrier berbasis
polimer dan cocok untuk enkapsulasi bahan alam yaitu gelasi ionik. Kelebihan
metode gelasi ionik selain ekonomis dan sederhana, membutuhkan lebih sedikit
peralatan dan waktu, toksisitas rendah, tidak menggunakan pelarut organik
(Debnath et al, 2011).

Sintesis nanopartikel pada penelitian ini yaitu pada ekstrak temu mangga
dengan penyalut kitosan dan mengikuti yang dilakukan Muchtaromah (2018),
menggunakan kombinasi metode gelasi ionik serta sonikasi selama 90 menit. Hasil
karakterisasi Particle Size Analiyzer (PSA) menunjukkan bahwa sampel berukuran
+ 673 nm dan termasuk dalam rentang ukuran nanopartikel (di bawah 1000 nm).
Kemudian dilakukan uji aktivitas antimikroba pada nanopartikel temu mangga (C.
mangga) tersalut kitosan secara in vitro, karena belum banyak dilakukan. Penelitian
ini berguna untuk menghambat dan membunuh mikroba patogen terutama E. coli,
S. aureus dan C. albicans, sehingga diharapkan mampu mengurangi penyakit yang
disebabkan mikroba tersebut sekaligus memanfaatkan bahan alam sebagai obat

antimikroba yang aman dan efektif.
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1.2 Rumusan Masalah

Rumusan masalah dalam penelitian ini yaitu:
1. Bagaimana daya hambat nanopartikel temu mangga (C. mangga) terhadap E.
coli, S. aureus dan C. albicans?
2. Berapa nilai konsentrasi hambat minimum nanopartikel temu mangga (C.
mangga) terhadap E. coli, S. aureus dan C. albicans?
3. Berapa nilai konsentrasi bunuh minimum nanopartikel temu mangga (C.

mangga) terhadap E. coli, S. aureus dan C. albicans?

1.3 Tujuan
Tujuan dilakukan penelitian ini yaitu:

1. Mengetahui daya hambat nanopartikel temu mangga (C. mangga) terhadap E.
coli, S. aureus dan C. albicans.

2. Mengetahui nilai konsentrasi hambat minimum nanopartikel temu mangga (C.
mangga) terhadap E. coli, S. aureus dan C. albicans.

3. Mengetahui nilai konsentrasi bunuh minimum nanopartikel temu mangga (C.

mangga) terhadap E. coli, S. aureus dan C. albicans.

1.4 Manfaat Penelitian

Manfaat yang didapatkan dari penelitian ini yaitu:
1. Memberikan informasi mengenai pemanfaatan tanaman obat kepada peneliti,
pembaca dan mahasiswa yang akan meneliti selanjutnya, maupun masyarakat.
2. Memberikan informasi ilmiah mengenai potensi nanopartikel temu mangga (C.
mangga) sebagai bahan alami yang memiliki aktivitas antimikroba dan

berpotensi dikembangkan menjadi obat antimikroba.
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3. Meningkatkan kualitas temu mangga (C. mangga) dalam segi ekonomi sebagai

obat antimikroba alami yang bernilai jual.

1.5 Batasan Masalah
Batasan masalah dalam penelitian ini adalah:

1. Rimpang temu mangga (C. mangga) dalam penelitian ini diperoleh dari UPT.
Materia Medika, Kota Batu, Jawa Timur dalam bentuk serbuk.

2. Sampel yang digunakan dibentuk nanopartikel dari ekstrak etanol temu
mangga (C. mangga).

3. Mikroba yang digunakan dalam penelitian adalah E. coli 1906-SV, S. aureus
1117-SV dan C. albicans CV-1425 isolat vagina, yang diperoleh dari
Laboratorium Universitas Brawijaya.

4. Pembuatan nanopartikel temu mangga (C. mangga) tersalut Kkitosan

menggunakan metode gelasi ionik.



BAB Il
TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Tumbuhan dalam Perspektif Islam
Tumbuhan merupakan salah satu makhluk hidup yang berperan besar sebagai

produsen di bumi, sehingga banyak memberikan manfaat bagi kehidupan makhluk
lainnya terutama manusia. Beberapa manfaat dan nilai yang didapat manusia dari
tumbuhan meliputi nilai konsumtif dan nilai produktif. Tumbuhan disebut memiliki
nilai konsumtif karena mampu memberikan manfaat untuk dikonsumsi, sedangkan
makna nilai produktif karena potensi semua bagian tumbuhan untuk dimanfaatkan
sebagai bahan baku produksi. Secara keseluruhan contoh nilai yang dimiliki
tumbuhan meliputi manfaat sebagai penghasil oksigen yang dibutuhkan makhluk
hidup untuk bernapas, sebagai sumber pangan nabati bagi makhluk hidup lain
namun mampu mengolah makanan untuk dirinya sendiri (autotrof), bahan baku
kebutuhan papan dan sandang, dan lain-lain (Hikmah, 2018). Peran penting

tumbuhan ini terdapat dalam firman Allah SWT Q.S ‘Abasa ayat 24-32 berikut:
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Artinya: “Maka hendaklah manusia itu memperhatikan makanannya. Sesungguhnya Kami
benar-benar telah mencurahkan air (dari langit), kemudian Kami belah bumi
dengan sebaik-baiknya, lalu Kami tumbuhkan biji-bijian di bumi itu, anggur dan
sayur-sayuran, zaitun dan kurma, kebun-kebun (yang) lebat, dan buah-buahan
serta rumput-rumputan, untuk kesenanganmu dan untuk hewan-hewan
ternakmu.” (Q.S ‘Abasa: 24-32).

Ayat di atas menjelaskan bahwa Allah SWT menurunkan air hujan hingga

membasahi bumi untuk menumbuhkan berbagai macam tumbuhan. Tumbuhan

14
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yang beragam baik jenis, bentuk maupun rasanya merupakan sumber makanan bagi
manusia dan hewan yang diperlukan untuk metabolisme tubuh (Lajnah Pentashihan
Mushaf Al-Qur’an, 2011). Az-Zuhaili (2002) menjabarkan maksud ayat tersebut
ditekankan pada bagaimana Allah SWT menyediakan berbagai makanan sebagai
bekal kelangsungan hidup mereka. Sehingga hendaknya manusia memikirkan dan
berinstropeksi.

Asy-Syawi (1932) menafsirkan kalimat 4stak ) Sledy) Jh-uiﬁ bahwa Allah
menunjukkan kepada manusia agar mentadabburi mengenai makanan hingga bisa
sampai kepada mereka melalui proses yang beranekaragam. Allah menurunkan
hujan ke bumi, kemudian air mengalir dan menumbuhkan berbagai macam
tumbuhan yang dapat dimanfaatkan dan dinikmati mereka sebagai makanannya.
Tafsir Al-Misbah menjelaskan potongan surat ‘Abasa ayat 24-32 bahwa air,
tumbuhan dan hewan bukanlah sebatas kesenangan yang diberikan kepada
manusia, melainkan lebih mengarah pada nikmat yang harus direnungkan terutama
bagaimana makanan itu selalu ada dan siap untuk dimakan (Shihab, 2002). Maka
dapat diketahui bahwa segala bahan makanan itu menjadi ada karena peristiwa-
peristiwa yang hanya bisa terjadi dengan Kuasa Allah SWT (Fauzan, 2015).

Diperkuat oleh pernyataan Sayyidina ‘Umar r.a sahabat Nabi SAW bahwa
ayat tersebut bermakna harus mensyukuri kenikmatan pangan (berupa aneka ragam
tumbuh-tumbuhan) yang dilimpahkan Allah SWT kepada manusia dan hewan
ternak (Shihab, 2002). Leksono (2011) menyatakan bahwa manusia juga
memanfaatkan tumbuhan sebagai bahan baku obat-obatan sejak zaman dahulu.

Menurut ilmu pengetahuan modern sejumlah tumbuhan yang berkhasiat untuk
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mencegah beberapa penyakit disebut dalam Al-Qur’an (Mahran, 2006). Salah

satunya yaitu jahe yang terdapat dalam Surat Al-Insan ayat 17 berikut:

Artinya: “Di dalam surga itu mereka diberi minum segelas (minuman) yang campurannya
adalah jahe (Q.S Al-Insan: 17).

Jahe merupakan campuran dari minuman yang diberikan di dalam surga dan
berdasarkan penelitian ternyata memiliki banyak manfaat. Diantara manfaatnya
yaitu dapat menghangatkan tubuh, membantu memperlancar pencernaan dengan
cara melunakkan makanan di dalam perut, serta mengatasi penyumbatan liver yang
disebabkan hawa dingin dan lembab (Al-Jauziyah, 2007).

Menurut Shohib, dkk., (2011) ayat tersebut memiliki maksud yaitu penduduk
surga disuguhi minuman yang campurannya zanjabil (jahe). Tafsir Mazhari juga
menjelaskan bahwa dahulu kala zanjabil merupakan sejenis tumbuhan yang lezat
citarasanya, tumbuh di daerah Timur Tengah dan disukai orang-orang Arab sebagai
wangi-wangian. Pendapat lain menyebutkan zanjabil merupakan nama dari Bait
Ma’ruf. Namun dalam riwayat Ibnu Abbas disebutkan bahwa makanan, minuman,
mata air, buah-buahan dan sebagainya yang disebutkan di dalam Al-Qur’an, tidak
memiliki kesamaan dan tandingan antara yang di surga dengan yang di bumi.
Karena air minum tersebut berasal dari mata air surga Salsabil, sehingga kesamaan
hanya terletak pada namanya, sedangkan rasanya jauh lebih lezat.

Az-Zuhaili (2002) menyebutkan bahwa makna Surat Al-Insan ayat 7 yaitu
orang-orang saleh di dalam surga diberi minuman khamr dengan al-ka’su
(piala/wadah khamr) yang rasanya berpadu dengan rasa jahe (tanaman rempah).

Campuran dengan jahe (yang didatangkan) dari Salsabil disebutkan dalam tafsir
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AS-Sa’di (2002), yakni agar rasa dan aromanya (minuman tersebut) nikmat, silih
berganti baik rasa, kenikmatan dan keelokannya. Diriwayatkan oleh Ibnu Jarir dari
sebagian ulama’ bahwa dinamakan demikian karena airnya terasa enak di
tenggorokan, lezat dan mudah ditelan. Sebagian lain dalam riwayat Ibnu Katsir
mengatakan bahwa Salsabil adalah mata air surga yang arus airnya lancar dan deras.

Berdasarkan penelitian, jahe tidak hanya istimewa dalam aroma dan rasanya,
namun juga manfaatnya untuk kesehatan. Secara morfologi, jahe termasuk satu
famili dengan temu mangga yaitu Zingiberaceae dengan ciri khas famili memiliki
rimpang dan minyak atsiri yang aromatik, daun berupa roset akar atau berseling
pada batang dan memiliki pelepah daun (Tjitrosoepomo, 2016). Selain itu bintik-
bintik pada temu mangga juga mirip dengan jahe (Policegoudra & Aradhya, 2007).
Temu mangga memiliki khasiat untuk mengobati diare, maagh, demam, antibakteri
dan memiliki antioksidan, sehingga dapat digolongkan sebagai tanaman obat
(Tedjo et al., 2005; Sarjono & Mulyani, 2007; Malek et al., 2011).

Tanaman obat merupakan tanaman dengan kandungan yang berpotensi
digunakan untuk pengobatan. Mengenai pengobatan Rasulullah SAW pernah
bersabda dalam riwayat Ahmad yang dishahihkan dalam Ash-Shahihah no. 451
sebagai berikut:

s 3ailes 5 acde e dale 3l D 08TV 56 D da &)

Artinya: “Sesungguhnya Allah tidak menurunkan suatu penyakit, melainkan telah
menurunkan pula obatnya. Obat setiap penyakit itu diketahui oleh orang yang
mengetahuinya dan tidak diketahui oleh orang yang tidak mengetahuinya (HR.
Ahmad 1/377, 413 dan 453 dishahihkan Al-Hakim).

Hadist tersebut secara implisit menjelaskan tentang anjuran terhadap manusia
untuk mendalami pengetahuan mengenai pengobatan, karena setiap penyakit

terdapat pula penyembuhnya (obat). Hal ini dikarenakan manusia sebagai hamba
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yang diberi anugerah berupa akal dan pikiran, sehingga suatu obat untuk penyakit
hanya dapat diketahui bagi orang yang mencari tahu dan memikirkannya
(Muchtaromah, 2016). Menurut Arifin (2011), hadist tersebut mengacu pada dua
prinsip utama kemanjuran pengobatan. Syarat pertama yaitu pengobatan yang tepat,
kemudian syarat kedua izin Allah SWT.

Pengobatan yang tepat meliputi ketepatan diagnosis penyakit, ketepatan
memilih obat, ketepatan menggunakan dosis, ketepatan waktu penggunaan dan
tepat dalam menghindari hal maupun pantangan yang dapat menghambat Kinerja
obat. Hal ini berhubungan dengan hadist riwayat Muslim dari sahabat Jabir ra oleh
Rasulullah SAW bahwa “Setiap penyakit ada obatnya, dan bila telah ditemukan
dengan tepat obat suatu penyakit, niscaya akan sembuh dengan izin Allah Azza wa
Jalla”. Penafsiran dari Ibnul Qayim yaitu setiap penyakit pasti terdapat obatnya dan
Rasulullah SAW mengaitkan kesembuhan dengan ketepatan pengobatan. Jika
pengobatan tepat dalam segala aspek, maka pasti dengan izin Allah SWT (syarat
kedua kemanjuran pengobatan) ia akan memperoleh kesembuhan (Arifin, 2011).

Arifin (2011) menjabarkan bahwa terdapat dalil yang membahas mengenai
kesembuhan yakni tak dapat seorangpun berkuasa menyegerakan kedatangannya
dan tak mengetahui waktu kedatangannya. Sebagaimana Ibnu Abdil Barr
menyaksikan sebagian tabib berusaha mengobati dua orang yang dianggap
menderita penyakit yang sama. Meski tabib megobati dengan obat yang sama,
namun salah satunya sembuh dan yang lain mati atau sakit berkepanjangan.
Sehingga kesembuhan yang diberikan baik waktu dan takdirnya merupakan
ketentuan Allah SWT. Sehingga kalimat ‘Ue-a oa ‘Ue-a Jaak Ga dake (Obat setiap

penyakit itu diketahui oleh orang yang mengetahuinya dan tidak diketahui oleh



19

orang yang tidak mengetahuinya) merupakan perintah pada manusia untuk
berusaha, dan meyakini Allah SWT (yang menurunkan penyakit) akan memberi
petunjuk dan takdir kesembuhan. Oleh karena itu penting mendalami pengobatan,

salah satunya pengobatan dari bahan alam seperti temu mangga.

2.2 Temu Mangga (Curcuma mangga)
2.2.1 Deskripsi Tanaman

Temu mangga (Curcuma mangga Val.) menurut Hariana (2006) memiliki
sebutan lain diantaranya yaitu kunir putih, kunyit putih, temu bayangan, temu poh
(Jawa), temu pao (Madura), koneng joho, koneng lalap, koneng pare (Sunda), temu
pauh (Malaysia), kha min khao (Thailand), temu putih, temu mangga (Melayu),

amada, amragandhi, mango-ginger (India).

Gambar 1. Rimpang temu mangga (C. mangga Val.) (Rahayu, 2013)

Ciri-ciri tanaman ini berhabitus semak, tinggi 1-2 m, dengan batang semu,
tegak dan lunak. Sedangkan batang di dalam tanah termodifikasi berbentuk
rimpang. Morfologi daun yaitu tunggal, berwarna hijau, berbentuk lonjong,
memiliki pelepah, tepi daun rata, ujung dan pangkal daun meruncing, bertulang
menyirip, panjang = 1 m dan lebar 10-20 cm. Tanaman ini memiliki bunga
berwarna putih yang terbelah, benang sari menempel pada mahkota berwarna putih,
bentuk putik silindris, kepala putik bulat berwarna kuning, dan mahkota berbentuk

lonjong. Akar yang dimiliki temu mangga yaitu serabut. Ciri khas tanaman ini
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memiliki rimpang yang berwarna kuning, berbintik seperti jahe, dan aroma seperti
mangga (Mustafa et al, 2011; Bos et. al., 2007).

Kulit rimpang temu mangga dalam keadaan segar berwarna putih kekuningan
dan berwarna kuning ketika kering. Rasa rimpangnya manis agak sedikit pahit.
Selain itu rimpang temu mangga bercabang. Ciri buahnya yaitu berbentuk kotak,
bulat dengan warna hijau kekuningan, sedangkan bijinya berbentuk bulat berwarna
cokelat (Sudewo, 2006). Temu mangga dapat ditanam di tanah yang subur, cukup
terkena sinar matahari atau terlindung dengan ketinggian > 1000 mdpl, namun
ketinggian yang optimum berkisar 300-500 m. Penanaman rimpang bisa mulai
dilakukan pada anakan rimpang yang berumur 9 bulan, karena kurang dari umur
tersebut rimpang lebih rentan terserang penyakit. Penyebaran temu mangga ini
diketahui ditanam di Thailand, Malaysia dan Indonesia. Kondisi iklim yang sesuai
yaitu memiliki curah hujan 1000-2000 mm (Policegoudra & Aradhya, 2007,
Gusmaini et al., 2004). Berikut gambar morfologi tanaman dan rimpang temu

mangga pada gambar 2.

Gambar 2. Morfologi tanaman temu mangga (C. mangga Val.)
(Velayudhan et al., 1999)
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2.2.2 Klasifikasi
Berikut klasifikasi temu mangga menurut (Bisby, 2007):

Kingdom : Plantae

Divisi : Magnoliophyta

Class . Liliopsida

Ordo : Zingiberales

Family : Zingiberaceae

Genus : Curcuma

Species : Curcuma mangga Val.

2.2.3 Kandungan dan Manfaat

Senyawa khas temu mangga sebagai tanaman Famili Zingiberaceae yaitu
kurkuminoid yang terdiri dari tiga analog aktif diantaranya kurkumin,
demetoksikurkumin dan bisdemetoksikurkumin. Kurkuminoid (Gambar 3)
termasuk golongan polifenol (Paige dkk., 2009 dan Sharma dkk., 2005).
Kandungan utama dari tiga analog aktif kurkuminoid adalah kurkumin yang
memiliki warna kuning sebagaimana dalam rimpang Genus Curcuma kadarnya
terdapat £ 2-8% (Tayyem dkk., 2006). Sedangkan dalam C. mangga memiliki
kandungan  kurkumin sebesar 6,2%, demetoksikurkumin 2,3% dan
bisdemetoksikurkumin 3,0 % (Susmiati, 2010). Sifat kurkuminoid tidak dapat larut
dalam air, namun bisa terlarut dalam pelarut organik seperti DMSO
(Dimetilsulfoksida), etanol, metanol dan aseton (Goel dkk., 2007 dan Revathy et.
al.., 2011).

Rimpang temu putih memiliki komponen utama berupa kurkuminoid,

flavonoid, polifenol dan minyak atsiri. Selain itu mengandung zat aktif saponin
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yang bermanfaat untuk melindungi sel-sel granulosa yang penting untuk berperan
dalam perkembangan folikel. Temu putih bermanfaat untuk penawar racun,
antibakteri dan antioksidan alami. Pemanfaatan sebagai antibakteri pada rimpang
temu putih lebih aman dibandingkan dengan menggunakan antibakteri bahan
sintetik. Penggunaan bahan sintetik banyak menimbulkan efek samping yang
merugikan bagi kesehatan (Sarjono dan Mulyani, 2007). Khasiat rimpang C.
mangga sebagai obat tradisional diantaranya yaitu sebagai penghilang nyeri saat
haid, mengatasi keputihan, mengecilkan rahim dan menambah nafsu makan
(Sofiyah, 2017), penangkal racun, menguatkan syahwat, mengobati luka, gatal-

gatal pada vagina, demam, kembung, asma dan bronkitis (Hariana, 2006).
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Gambar 3. Struktur kimia kurkuminoid (Policegoudra et al, 2011)

2.2.4 Potensi Temu Mangga sebagai Antimikroba

Temu mangga memiliki beberapa zat aktif yang bermanfaat seperti tanin,
gula, minyak atsiri, flavonoid, protein toksis dan kurkumin (Djojoseputro, 2012).
Menurut Rukmana (2004), beberapa kandungan Curcuma seperti flavonoid, tanin,
alkaloid, terpenoid dan minyak atsiri memilki aktivitas antimikroba. Antimikroba

adalah suatu agen fisik dan kimia yang mampu menghambat metabolisme atau
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pertumbuhan maupun membunuh mikroba, sehingga berpotensi menyembuhkan
infeksi dan penyakit yang disebabkan oleh mikroba (Korba, 2019). Setiap penyakit
diciptakan pula penawarnya, karena di dalam kehidupan segala sesuatu diciptakan
berpasang-pasangan. Sesuai dengan firman Allah pada Al-Qur’an Surat Adz-

Dzaariyat ayat 49:
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Artinya: “Dan segala sesuatu Kami ciptakan berpasang-pasangan supaya kamu
mengingat kebesaran Allah.” (Q.S. Adz-Dzaariyat: 49).

Ayat tersebut menunjukkan bahwa Allah SWT menciptakan berbagai macam
kejadian, makhluk, benda dalam bentuk yang bermacam-macam dan memiliki sifat
yang bertentangan. Setiap sesuatu yang bertentangan bukan berarti suatu
keburukan, melainkan merupakan pasangan (untuk saling melengkapi) bagi yang
lain atau kelebihan tertentu hanya cocok untuk bersatu dengan kekurangan tertentu.
Allah SWT menjadikan hitam dengan putih, langit dengan bumi, malam dengan
siang, kesengsaraan dengan kebahagiaan, lautan dengan daratan, dan lain-lain. Hal
ini untuk menunjukkan kepada manusia bahwa Allah Maha Esa, tidak butuh
pasangan untuk menjadi sempurna, tidak ada sekutu bagi-Nya. Berbeda dengan
makhluk-Nya, diciptakan berpasang-pasangan karena tidak sempurna, tidak
berdaya, sehingga harus bersyukur dan menyadari kuasa-Nya (Husein, dkk., 2011).

Menurut tafsir As-Sa’di (2002), c#>33 diartikan sebagai berpasang-pasangan,
dua jenis (laki-laki dan perempuan) pada semua jenis hewan. Sedangkan GRS eSh-‘
artinya “supaya kamu (manusia) mengingat (terhadap) kebesaram Allah (nikmat-
nikmat yang dikaruniakan-Nya kepada manusia berdasarkan takdir dam hikmah)”.
Kemudian dari hewan-hewan yang berpasang-pasangan ini Allah jadikan bertahan

agar manusia mampu merawat dan mengembangkannya, sehingga didapatkan
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berbagai manfaat. Mengenai segala hal yang berpasang-pasangan, secara implisit
dari ayat tersebut dapat diketahui bahwa termasuk juga setiap penyakit memiliki
obat, salah satunya penyakit disebabkan oleh mikroba maka memiliki penawar yang
disebut sebagai antimikroba.

Sesuai pernyataan BPOM RI (2013) bahwa antimikroba merupakan obat
yang dapat membunuh mikroba, khususnya mikroba yang dapat menginfeksi
manusia. Burnett (2011) mendefinisikan antimikroba sebagai sebuah agen baik
berupa zat sintetis atau alami yang mampu membunuh atau menghambat
pertumbuhan mikroorganisme seperti bakteri dan jamur. Temu mangga memiliki
kandungan yang berpotensi baik sebagai antimikroba.

Hasil penelitian Komala (2012) menunjukkan bahwa ekstrak temu mangga
memiliki aktivitas antibakteri terhadap S. aureus dengan diameter zona hambat
sebesar 30,5 mm pada konsentrasi 8%. Hal ini equivalen dengan hasil amoxicillin
30 pg/ml. Sedangkan nilai konsentrasi hambat minimum (KHM) adalah 2%.
Analisis fitokimia dari hasil ekstrak etanol C. mangga menunjukkan adanya
berbagai senyawa bioaktif yang terdiri dari flavonoid, saponin, kuinon, dan steroid.
Hasil penelitian tersebut membuktikan bahwa C. mangga adalah agen antibakteri
yang baik terhadap S. aureus.

Sifat antimikroba dalam menghambat pertumbuhan bakteri/jamur dibagi
menjadi dua, yaitu bakterisidal/fungisidal dan bakteriostatik/fungistatik. Efek sidal
yaitu kemampuan senyawa untuk membunuh bakteri, sedangkan efek statik
kemampuan senyawa sebatas sampai menghambat pertumbuhan bakteri.
Antimikroba meliputi antibakteri, antifungi, antiprotozoa dan antivirus

(Torabinejad & Walton, 2009; Inayati, 2007). Mekanisme antimikroba (bakteri dan
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jamur) secara umum diantaranya yaitu merusak dinding sel, mengganggu
permeabilitas membran sel, denaturasi protein dan asam nukleat, menghambat
kinerja enzim, menghambat sintesis protein dan asam nukleat, menghambat
transpor ion (Brunton, 2006).

Menurut Nychas & Tassou (2000) obat antijamur yang biasa digunakan untuk
mengobati candidiasis diantaranya nistatin, ketokonazol, mikonazol dan lain-lain.
Kekurangan dari pemakaian obat-obatan tersebut memiliki efek samping yang
beresiko pada kondisi kesehatan, spektrum antijamur yang sempit, kemampuan
penetrasi yang kurang baik pada jaringan tertentu serta terdapat jamur yang resisten.
Oleh karena itu dibutuhkan antimikroba alternatif yang salah satunya bisa didapat
dari kandungan tanaman. Sebagian besar zat aktif yang berasal dari tanaman yang
berkhasiat sebagai antijamur terdapat pada golongan fenolik dan terpenoid dalam
minyak atsiri.

Senyawa flavonoid dan tanin sebagai antibakteri memiliki mekanisme kerja
dengan cara denaturasi sehingga kinerja membran sel bakteri terganggu (Rizki et
al., 2010). Tanin juga dapat menghambat pembentukan konidia pada jamur
(Cowan, 1999). Dinyatakan oleh Adila (2013) bahwa flavonoid menghambat
pembentukan protein bakteri serta merusak dinding sel dengan sifat lipofilik yang
dimiliki. Sedangkan mekanisme antimikroba pada minyak atsiri yaitu mengganggu
pembentukan membran maupun dinding sel sehingga tekanan osmosis sel tidak
stabil dan menyebabkan mikroba mati. Senyawa fenol melakukannya dengan cara
denaturasi protein dan mendestruk membran sitoplasma (Razak dkk., 2013).

Menurut Robinson (1991) mekanisme antimikroba pada alkaloid yaitu dengan cara
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mendenaturasi protein sehingga aktivitas enzim terganggu serta menyebabkan
kematian sel.

Penelitian Mulyadi dkk (2017) menunjukkan bahwa sifat polar pada bahan
antimikroba yang dipakai menyebabkan berlaku suatu prinsip like dissolve like
dalam menghambat aktivitas bakteri gram positif. Oleh karena itu peptidoglikan
yang juga bersifat polar akan secara langsung diikat oleh bahan antimikroba
sehingga antimikroba mampu merusak dinding sel sekaligus menghambat
pertumbuhan bakteri gram positif. Berbeda dengan mekanisme terhadap bakteri
gram negatif. Bahan antimikroba yang bersifat polar tidak dapat langsung mengikat
peptidoglikan, melainkan terlebih dahulu merusak membran luar. Hal tersebutlah
yang juga menjadi alasan bahwa bakteri gram negatif lebih sulit dihambat
antimikroba.

Curcumin termasuk senyawa polifenol yang memiliki mekanisme antibakteri
dengan cara menghambat enzim thiolase (enzim sulfidril) pada bakteri agar tidak
terbentuk ikatan disulfida. Selanjutnya hal tersebut menyebabkan struktur sekunder
protein bakteri terdenaturasi. Sedangkan minyak atsiri termasuk senyawa terpenoid
yang memiliki mekanisme penghambatan dengan cara mendestruksi membran sel

bakteri (Rahmawati dkk., 2014).

2.3 Ekstraksi dengan Metode Maserasi

Ekstraksi adalah proses penarikan zat aktif suatu tumbuhan yang telah
berbentuk simplsia menggunakan suatu pelarut. Selanjutnya dilakukan pemekatan
dengan menguapkan pelarut. Hasil dari proses ekstraksi tersebut disebut ekstrak.
Tahapan dalam proses ekstraksi adalah sebagai berikut (Emilan dkk., 2011):

1. Pengembangan sel untuk menetrasi pelarut ke dalam sel suatu tanaman.
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2. Disolusi pelarut ke dalam sel tanaman.

3. Difusi zat aktif bahan ke luar sel.

Metode ekstraksi dapat dilakukan dengan cara dingin dan cara panas. Cara
dingin meliputi maserasi dan perlokasi. Sedangkan cara panas meliputi refluks,
soxhlet, digesti, infusa, dekok (Warsiati, 2010). Ekstraksi dalam penelitian ini
dilakukan dengan metode maserasi, karena merupakan metode yang umum
digunakan, sederhana dan mudah (Setiawan, 2017). Maserasi merupakan metode
ekstraksi menggunakan pelarut dengan pengadukan berulang pada suhu ruang.
Selanjutnya diuapkan rendaman menggunakan tekanan rendah dengan suhu +
50°C. Selektivitas ekstraksi zat aktif pada suatu bahan dapat ditentukan dari tingkat
kepolaran pelarut. Pelarut polar dapat mengekstrak senyawa alkaloid, fenolik, tanin,
glikosida, karotenoid, kuarter dan asam amino. Pelarut semi polar dapat
mengekstrak senyawa alkaloid, terpenoid, fenolik, glikosida. Pelarut non polar
dapat mengekstrak senyawa lipid, lilin dan minyak yang udah menguap (Harborne,
1987).

Prinsip metode maserasi yaitu suatu pelarut melarutkan zat aktif berdasarkan
sifatnya atau disebut dengan like dissolve like. Pelarut masuk melalui dinding sel
dimana perbedaan konsentrasi antara bagian dalam dan luar sel menyebabkan isi
sel akan terlarut digantikan oleh pelarut. Hal ini terjadi terus-menerus hingga
mencapai keseimbangan konsentrasi (Medicafarma dalam Zamrodi, 2011). Untuk
mencapai keseimbangan dipengaruhi oleh pH, suhu, ukuran partikel dan gerakan
partikel (Emilan dkk., 2011).

Keberhasilan proses ekstraksi juga ditentukan dari pelarut yang digunakan

berdasarkan mutu maupun sifatnya. Suatu bahan lebih mudah terlarut pada pelarut
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yang memiliki sifat polaritas yang sama (Guenther, 2011). Metode maserasi
memiliki kekurangan yaitu waktu yang dibutuhkan relatif lama serta banyaknya
pelarut digunakan. Beberapa senyawa juga dapat ikut hilang atau justru tidak bisa
terlarut pada rentang suhu kamar. Namun senyawa yang bersifat termolabil dapat
terhindar dari kerusakan dengan menggunakan metode ini (Mukhriani, 2014).
Maserasi yang menggunakan pemanasan akan menghasilkan ekstrak yang lebih
banyak dibanding tanpa pemanasan karena terjadi peningkatan kelarutan ekstrak

(Pambayuan dkk., 2007).

2.4 Nanopartikel
Nanopartikel adalah partikel koloid padat yang memiliki ukuran kisaran 10

nm hingga < 1000 nm (Rizvi & Saleh, 2018). Sistem nanopartikel dibagi menjadi
dua yaitu nanokristal dan nanocarrier. Nanocarrier merupakan suatu sistem
pembawa yang berukuran nanometer dengan macam-macam jenis diantaranya
nanotube, liposom, misel, dendrimer, dan polimerik yang dikelompokkan sebagai
berikut (Ting et al., 2014):
1. Nanocarrier berbahan dasar fosfolipid, seperti: liposom, etosom,
transfersom, fitosom.
2. Nanocarrier berbahan dasar lemak, seperti: mikro/nanoemulsi, solid lipid
nanoparticle (SLN).
3. Nanocarrier berbasis surfaktan, seperti: misel.
4. Nanocarrier berbasis polimer, seperti: nanopartikel kitosan, dendrimer.
Berbagai jenis nanopartikel memiliki kelemahan yang berbeda (Hu & Kwon,
2011). Misalnya nanopartikel liposom memiliki umur simpan yang pendek,

stabilitas yang buruk, proses enkapsulasi yang rendah; solid lipid memiliki
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kelemahan di tingkat perlekatan yang rendah, proses gelasi yang tidak terprediksi
(Liu et al, 2015). Sedangkan nanopartikel polimer seperti kitosan memiliki
kelebihan dalam pelepasan obat yang lebih terkontrol, meningkatkan kelarutan
obat, lebih stabil, biodegradable, biokompatibel, dan mengurangi toksisitas (Wang
et al, 2011).

Pembuatan nanopartikel perlu memilih metode yang sesuai dengan polimer
dan sifat obat. Secara luas Kklasifikasi pembuatan nanopartikel dibagi menjadi dua,
yaitu proses top-down dan bottom-up. Proses top-down berupa pengecilan ukuran
partikel menggunakan teknik penggilingan yang beragam. Namun proses tersebut
membutuhkan energi yang tinggi dan menyebabkan banyak energi panas yang
dihasilkan. Akibatnya bahan yang bersifat termolabil menjadi sulit diolah, sehingga
proses ini dianggap tidak efisien. Proses bottom-up terdiri atas pengecilan ukuran
partikel menjadi nano dengan pembentukan struktur per-atom atau per-molekul.
Tahapannya dengan pelarutan bahan obat menggunakan pelarut organik kemudian
diendapkan pada penambahan antisolvent dan stabilizer (Delie, 2005; Patravale,
2004).

Membahas mengenai ukuran partikel sesungguhnya Allah SWT telah

berfirman dalam Surat Az-Zalzalah ayat 7 sebagai berikut:

GV b 1 55 QU ey o

Artinya: “Barangsiapa yang mengerjakan kebaikan seberat dzarrahpun, niscaya dia akan
melihat (balasannya).” (Q.S. Az-Zalzalah: 7).

Avyat di atas menurut studi literatur dari Rokhmah (2018) menjelaskan bahwa
Allah SWT memberikan motivasi (targib) dan peringatan (tarhib) agar manusia

berperilaku baik, sehingga menjadi stimulus bagi hamba-Nya agar selalu
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mengamalkan perbuatan baik sekecil apapun dan tidak menyepelekan perbuatan
buruk sekecil apapun. Setiap perbuatan yang baik maupun buruk akan mendapat
balasan yang setimpal. Sebagaimana Allah SWT menyebut kalimat 333 dls-u secara
bergandengan baik dalam ayat 7 Az-Zalzalah, ayat 8 dan An-Nisa’ ayat 40, du-u
dapat diartikan sebagai timbangan atau alat pengukur berat dan 33 berarti semut
kecil yang masih di tahap awal pertumbuhan. Sehingga arti kalimat tersebut jika
dihubungkan maka merupakan perumpamaan untuk sesuatu yang sangat kecil.

Ibnu Al-Jauziyyah (2002) mengumpulkan beberapa penafsiran ulama’
mengenai makna implisit 533 di antaranya yaitu kepala semut merah (riwayat Ibnu
Abbas ra), butiran tanah (riwayat Yazid bin Al-A’sham dari Ibnu Abbas), biji
khardalah atau tanaman mustard (menurut At-Tsa’labi) dan titik debu yang nampak
di udara yang terlihat ketika ada celah dinding terkena sinar matahari (menurut At-
Tsa’labi). Ibnu Al-Jauziyyah menyimpulkan bahwa penyebutan dzarrah
merupakan ungkapan yang diberikan agar mudah ditangkap oleh logika manusia,
dan bukan untuk menjelaskan jenis benda. Melainkan untuk menggambarkan
sesuatu yang sangat dan paling kecil yang mampu dipahami ketika zaman ayat ini
turun. Nanopartikel memang bukan ukuran terkecil di era sekarang, namun secara
implisit nanopartikel termasuk dalam kategori ukuran terkecil yang sedang
dikembangkan dan banyak diteliti terutama di bidang pengobatan.

Teknologi nanopartikel mampu mengatasi ketidakstabilan senyawa obat dan
kelarutannya yang rendah di dalam air dengan penerapan yang luas, di antaranya
untuk pemberian rute oral, parental, pulmonary, ocular, transdermal dan
penghantaran spesifik ke sel target. Sistem penghantaran obat nanopartikel menjadi

pilihan untuk meningkatkan kestabilan zat aktif terhadap degradasi kimia dan
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biologis, sehingga cocok untuk berbagai senyawa yang rentan terhidrolisis dan
teroksidasi. Selain itu bentuk nanopartikel bisa menghantarkan zat aktif seperti
antikanker ke sel target spesifik kemudian dapat meningkatkan keamanan dan
efisiensi obat (Lucida, 2015).

Pembuatan sediaan nanopartikel cenderung terjadi aggregasi, agglomerasi
dan ketidakstabilan fisika lainnya. Ukuran partikel yang diperkecil melaui proses
nanomilling maupun high pressure homogenizer memerlukan jenis teknik yang
optimal, komposisi bahan penstabil (seperti surfaktan dan kosurfaktan) serta lama
proses yang tepat (Lucida, 2015). Beberapa teknologi dapat dikombinasikan untuk
mengatasi kelemahan yang dimiliki berbagai jenis nanopartikel (Hu & Kwon,
2011).

Nanopartikel crosslink termasuk dalam sistem nanocarrier yang terbentuk
dari proses ikatan sambung silang antara elektrolit dengan pasangan ionnya
(\Vauthier, 2003). Manfaat dari pembentukan ikatan sambung silang yaitu dapat
memperkokoh kekuatan mekanis dari partikel yang terbentuk (Park & Yeo, 2007).
Sistem nanocarrier ini dibutuhkan pada proses enkapsulasi bahan alam untuk
mencapai terget pengobatan (Rachmawati, 2007). Proses pembuatan nanopartikel
crosslink biasanya menggunakan metode gelasi ionik, karena pasangan ion yang
digunakan sesuai untuk protein. Hal tersebut dapat menghindari pengadukan yang
berlebihan dan panas tinggi (Vauthier, 2003).

Metode gelasi ionik umum digunakan karena prosesnya yang sederhana, tidak
menggunakan pelarut organik dan mudah dikontrol. Prinsip metode ini yaitu
membentuk partikel berstruktur jaringan inter- dan/atau intramolekul tiga dimensi

melalui interaksi ionik antara polikation gugus amino dari kitosan dengan polianion
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(Agnihotri, 2004). Pengikat sambung silang polianion yang sering digunakan
adalah sodium tripolipospat, karena memiliki multivalen dan bersifat nontoksis.
Dalam metode gelasi ionik, proses ikatan sambung silang dapat mencegah
terjadinya kerusakan bahan aktif yang akan disalut oleh nanopartikel kitosan (Fan,

2012). Berikut gambar struktur kimia kitosan.

Gambar 4. Struktur kimia kitosan (Rismana dkk., 2014)

Kitosan merupakan polimer dari bahan alami yang tersusun atas [3-(1-4)-
linked D-glucosamine dan N-acetyl-D-glucosamine dengan distribusi acak. Kitosan
berbentuk polisakarida linier yang diproduksi dari cangkang hewan crustaceae
seperti udang dan rajungan melalui proses deasetilasi senyawa Kitin (Sonia, 2011).
Kitosan banyak digunakan pada industri kimia, pangan dan farmasi karena
memiliki sifat yang biodegradable, mukoadhesif, biokompatibel, nontoksik dan
tingkat imunigenisitas rendah. Sifat-sifat tersebut menjadikan kitosan sangat
berpotensi baik untuk digunakan dalam sistem penghantaran obat sebagai carrier
(Liu, 2006). Penggunaan kitosan dalam sistem partikuiat merupakan alternatif yang
baik untuk menghindari kemungkinan toksisitas dari pereaksi elektrostatik dari
ikatan silang secara kimia (Irianto, 2011). Allah SWT berfirman di dalam Al-

Qur’an Surat Al-Jatsiyah ayat 13 berikut:
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Artinya: “dan Dia telah menundukkan untukmu apa yang di langit dan apa yang di bumi
semuanya, (sebagai rahmat) daripada-Nya. Sesungguhnya pada yang demikian
itu benar-benar terdapat tanda-tanda (kekuasaan Allah) bagi kaum yang
berfikir.” (Q.S. Al-Jatsiyah: 13).

Ayat di atas dijelaskan dalam tafsir Al-Wajiz (Az-Zuhaili, 2002 M/1422 H)
bahwa Allah SWT menciptakan (menundukkan) segala makhluk seperti awan,
matahari, air hujan, dan lain-lain (apa yang ada di langit) maupun berbagai macam
hewan, tumbuhan, sungai, dan sebagainya (apa yang ada di bumi) supaya dapat
diambil manfaat serta pelajaran oleh manusia. Demikian sesungguhnya terdapat
tanda dan bukti keesaan Allah SWT, namun hanya bisa diketahui oleh manusia
yang memikirkannya. Kutipan makna ayat “apa yang di bumi” (023 & 3)
secara implisit mencakup kitosan, yakni suatu polimer sakarida yang berasal dari
cangkang hewan krustasea. Kitosan ternyata memiliki kandungan dan manfaat yang
baik di bidang pengobatan. Selain itu, bentuk nanopartikel dianggap sebagai sistem
penghantar obat yang menjanjikan untuk meningkatkan bioavaibilitas molekul
bahan alam, karena mampu berdifusi dan melakukan penetrasi dengan lebih baik
ke dalam lapisan mukus (Takeuchi, 2001).

Husein, dkk., (2011) menafsirkan ayat 13 pada Surat Al-Jatsiyah berdasarkan
Tafsir Tahlili yaitu sebagaimana seseorang bila mau memperhatikan alam semesta
dan hubungan satu jenis makhluk dengan makhluk lainnya, maka dapat mengetahui
bahwa masing-masing kesatuan yang berkaitan memiliki proses yang tidak berdiri
sendiri. Seperti proses terjadinya hujan (apa yang ada di langit) berhubungan
dengan air laut (apa yang ada di bumi), kapal berlayar di laut memerlukan

hembusan angin atau bahan bakar seperti minyak atau batu bara. Keseluruhan dapat
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terjadi atas Kuasa Allah, sehingga manusia akan dapat menggunakan dan
merasakan kelimpahan nikmat Allah dengan berusaha mencari tahu lebih
mendalam dan mempelajarinya. Misalnya mengenai fungsi kitosan, ternyata dapat
digunakan sebagai penyalut dan penghantar obat dalam sistem nanopartikel (Lee,
2006).

Cara memformulasi nanopartikel yaitu dengan melarutkan kitosan dengan
asam asetat, kemudian ditambahkan ekstrak (curcumin) sambil dihomogenkan.
Dituang tween 80 pada larutan kitosan-ekstrak kemudian diaduk selama 10 menit.
Proses cross linking dimulai sejak penambahan sodium tripolipospat dan diaduk
menggunakan magnetic stirer pada suhu ruang untuk proses pengecilan ukuran.
Selanjutnya disentrifugasi dan dibekukan untuk melakukan proses pembentukan
serbuk (Jahromi, 2014; Suryani, 2014). Akibat kompleksasi antara muatan yang
berbeda, kitosan mengalami presipitasi membentuk partikel bulat seperti bola
(Irianto, 2011).

Kemampuan pelepasan obat dari nanopartikel berbasis kitosan dipengaruhi
oleh kekuatan struktur hasil crosslinking, ukuran dan densitas partikel, sifat
fisikokimia bahan obat. Sedangkan pelepasan obat secara in vitro dipengaruhi oleh
pH, polaritas dan kemampuan disolusi bahan obat (Irianto, 2011).

Kekurangan pembentukan nanopartikel menggunakan metode gelasi ionik
adalah secara umum memiliki distribusi ukuran partikel yang luas (artinya indeks
polidispersitas tinggi/ukuran tidak seragam) dan tingkat stabilitas rendah, di mana
hal tersebut tidak dianjurkan dalam aplikasi nanopartikel kitosan untuk sistem
penghantaran obat. Tingginya konsentrasi kitosan dalam reaksi elektrostatis dengan

TPP menyebabkan banyaknya partikel padat yang terbentuk, sehingga bergerombol
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membentuk agregat dan menjadi berukuran mikro. Hal ini ditandai dengan terlihat
adanya kabut suspensi pada suatu larutan reaksi, sehingga konsentrasi kitosan harus
di bawah 0,3% (Mardliyati, 2012).

Hasil penelitian Mardliyati (2012) dalam pembentukan nanopartikel kitosan
menggunakan metode gelasi ionik menunjukkan bahwa konsentrasi terbaik kitosan
yaitu 0,2 % dan TPP sebesar 0,1% dengan rasio volume Kkitosan-TPP 5:1.
Nanopartikel kitosan yang terbentuk mampu mencapai ukuran kurang dari 100 nm,
cukup seragam dan relatif stabil. Sedangkan dalam pembuatan nanopartikel,
pelarutan kitosan menggunakan asam asetat karena kitosan bersifat tidak larut air
dan hanya mampu terlarut dalam kondisi pH asam (Yudhasasmita dan Nugroho,
2017). TPP selain berperan sebagai zat pengikat silang juga dapat memperkuat
matriks nanopartikel kitosan sehingga lebih stabil dan sulit terpecah. Sedangkan
untuk mengatasi kekurangan dari nanopatikel kitosan digunakan stabilizer berupa
tween 80 yang mampu memproduksi partikel emulsi dalam larutan dan membentuk
partikel kecil yang stabil. Kemudian alat magnetic stirrer membantu proses ikatan
sambung silang dan menghasilkan keseragaman ukuran partikel (Hermanus, 2012;
BPPT, 2010; Rachmania, 2011). Berikut gambar mekanisme metode gelasi ionik
dalam pembuatan nanopartikel.
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Gambar 5. Mekanisme metode gelasi ionik (Alauhdin & Widiarti, 2014)



36

Ultrasonikasi dilakukan untuk memecah molekul polimer menjadi ukuran
yang lebih kecil dengan menggunakan gelombang ultrasonik (Sidgi, 2011).
Generator listrik sonikator memanfaatkan gelombang ultrasonik (20 KHz-10 MHz)
dengan membuat sinyal listrik yang diubah menjadi getaran fisik yang kuat.
Kuatnya getaran fisik akan menimbulkan efek kavitasi yang menyebabkan
temperatur dan tekanan tinggi, sehingga terjadi reaksi kimia dan pemecahan
molekul pada larutan kemudian partikel menjadi berukuran lebih kecil (Wardiyati
et al., 2004; Tardos, 2005).

Pirrung (2007) menyatakan bahwa teknik ultrasonik paling efektif dalam
pencampuran, proses reaksi serta pemecahan bahan menggunakan energi suara
berfrekuensi tinggi. Kelebihan menggunakan teknik sonikasi untuk memperkecil
ukuran partikel yaitu dapat mencegah terjadinya proses sedimentasi atau creaming
selama masa penyimpanan, luas permukaan lebih besar sehingga zat aktif mudah
tersebar dan lebih cepat menetrasi (Tardos, 2005). Zat aktif lebih mudah melalui
lapisan kulit dengan semakin kecilnya ukuran partikel (Basera et al., 2015).

Menurut penelitian Kencana (2009), partikel ekstrak temulawak mampu
ditekan dengan energi ultrasonikasi sehingga masuk ke dalam kitosan melalui pori-
pori hasil ikatan silang dari kitosan dan TPP. Selain itu lama waktu sonikasi dan
besar amplitudo berpengaruh terhadap pengecilan ukuran partikel. Hasil penelitian
Ariyandi dkk (2007) memperoleh ukuran partikel terkecil (482 £ 59) nm dengan
distribusi ukuran terbaik menggunakan amplitudo 40% dan waktu 8 menit.

Menurut Tripler (1998), gelombang ultrasonik memiliki rentang frekuensi

lebih dari 20 KHz dan termasuk gelombang mekanik longitudinal. Penggunaan
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ultrasonikasi terbagi menjadi dua bagian berdasarkan rentang kekuatan suara
sebagai berikut (Mason et al., 2002):
1. Suara berfrekuensi tinggi dan amplitudo rendah
Energi ini disebut gelombang energi rendah yang dapat memberikan efek
fisik medium. Digunakan sebagai analisis untuk mengukur kecepatan
serta koefisien absorpsi gelombang dengan medium rentang 2-10 MHz.

2. Suara berfrekuensi rendah dan amplitudo tinggi

Energi ini disebut gelombang energi tinggi yang dapat digunakan untuk
sonokimia, pembentukan plastik dan pembersihan menggunakan medium
rentang 20-100 KHz.

Semakin lama waktu sonikasi dan tinggi amplitudo akan menurunkan nilai
kekeruhan pada larutan. Biasanya sebelum formula herbisida disonikasi memiliki
visual berwarna putih tulang dan keruh, namun setelah melalui proses sonikasi akan
terjadi perubahan warna menjadi transparan. Hal tersebut terjadi karena larutan
menjadi lebih homogen dan ukuran partikel sangat kecil, sehingga kondisi homogen
akan lebih bertahan saat masa penyimpanan. Alat ultrasonikator memanfaatkan
gelombang amplitudo sehingga terjadi pengecilan ukuran partikel. Partikel dengan
ukuran lebih kecil menyebabkan larutan herbisida lebih mudah terlarut dalam air
saat diaplikasikan (Rusdiana dkk, 2018; Du et al., 2016).

Pembuatan sediaan nanopartikel cenderung terjadi aggregasi, agglomerasi
dan ketidakstabilan fisika lainnya. Ukuran partikel yang diperkecil melaui proses
nanomilling maupun high pressure homogenizer memerlukan jenis teknik yang
optimal, komposisi bahan penstabil (seperti surfaktan dan kosurfaktan) serta lama

proses yang tepat. Oleh karena itu perlu parameter evaluasi seperti ukuran dan
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morfologi partikel (Lucida, 2015). Menurut Guterres, dkk (2007), morfologi suatu
permukaan nanopartikel berpengaruh terhadap kemampuannya dalam menembus
suatu membran sel target. Jika nanopartikel memiliki permukaan yang bulat akan

mempermudah nanopartikel tersebut untuk memasuki sel.

2.5 Potensi Nanopartikel sebagai Antimikroba

Penelitian Suryani (2014) menunjukkan bahwa nanopartikel kurkumin dari
C. longa mampu dibentuk dengan metode gelasi ionik menggunakan kitosan, TPP
dan natrium alginat (0,01% : 0,02% : 0,01% : 0,02%) mencapai ukuran 693,8 nm.
Aktivitas antimikroba yang dilakukan oleh Courol (2016) menunjukkan terdapat
reaksi daya hambat nanopartikel emas Curcumin (CurcAuNPs) menggunakan
metode green synthesis dalam masa inkubasi 18 jam. Hasil yang paling baik dalam
penghambatan yaitu pada perlakuan konsentrasi nanopartikel emas Curcumin
100% (30 pg/mL) pada S. aureus sebesar 98% dan menghambat E. coli sebesar
55%.

Efek positif penggunaan nanopartikel terhadap resistensi mikroba yaitu
sebagai metode terapi yang efektif untuk memerangi resistensi mikroba maupun
mutan yang resisten multi obat; menambah jumlah varian jenis nanopartikel dan
bahan alam berbasis nanopartikel digunakan sebagai garis pertahanan baru terhadap
resistensi mikroba dan mulitidrug resistant (Singh et al, 2014; Cavassin et al, 2015).
Jenis nanopartikel yang berbeda memiliki mekanisme berbeda untuk memerangi
resistensi mikroba, sehingga sistem nanomaterial dapat melengkapi dan
mendukung antibiotik tradisional dengan menjadi sistem penghantar yang baik

(Beyth et al, 2015; Zhang et al, 2010).
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Mekanisme antimikroba nanopartikel secara umum mengikuti salah satu
model dari induksi stres oksidatif (Gurunathan et al, 2011), pelepasan ion logam
(Nagy et al, 2011), atau mekanisme non-oksidatif. Menurut (Pelgrift & Friedman,
2013) sebagian besar jenis nanopartikel memiliki aktivitas antibakteri berupa
gangguan membran mikroba dan menghambat pembentukan biofilm. Pembentukan
biofilm penting untuk pengembangan resistensi bakteri (Peulen & Wilkinson,
2011), karena struktur dan komposisinya melindungi mikroba; sebagai tempat
mutasi, pertukaran gen di antara sel-sel bakteri yang berbeda (Yu et al, 2016). Efek
tersebut merupakan akibat kemampuan bakterisida nanopartikel yang didasarkan

pada sifat spesifik bahan alam (Chen et al, 2014).

2.6 Uji Aktivitas Antimikroba secara In Vitro
Aktivitas antimikroba dapat dilakukan dengan metode Kirby Bauer, yaitu

metode difusi cakram untuk mengetahui daya hambat yang dilihat dari diameter
zona bening. Cara melakukan metode ini yaitu dengan mengambil kertas cakram
menggunakan pinset steril kemudian ditetesi bahan uji dan diletakkan di atas media
agar yang telah dilapisi suspensi mikroba. Suspensi mikroba tersebut sebelumnya
telah diukur kekeruhannya menurut standart Mc. Farland 0,5. Selanjutnya
diinkubasi pada suhu 37°C, dan setelah masa inkubasi diukur area bening di sekitar
kertas cakram menggunakan penggaris untuk mengetahui lebar wilayah hambat
bakteri (Hasanah, 2017; Susanti, 2017; Alimsarjono, 2015). Berikut gambar
preparasi inokulum mikroba 0,5 McFarland dengan suspensi koloni mikroba

berdasarkan pedoman CLSI.
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Gambar 6. Preparasi inokulum mikroba 0,5 McFarland (Baloruili, 2016)

Zona hambat ditentukan dengan cara mengamati zona yang tampak bening di
sekitar kertas cakram yang telah mengandung larutan uji. Sedangkan media tempat
peletakan kertas cakram telah dilapisi mikroba dan tumbuh di permukaan media
dimana hal tersebut menyebabkan media berwarna lebih keruh atau terdapat koloni-
koloni mikroba. Cara mengukur zona bening ini yaitu dengan menarik garis
diameter zona bening terluar dari kertas cakram menggunakan jangka sorong
(Murniana, 2011). Kemampuan respon hambatan mikroba berdasarkan diameter

zona bening dikategorikan berdasarkan A’lana (2017) sebagai berikut:

Tabel 1. Kategori Daya Hambat Antimikroba

Diameter Zona Bening Daya Hambat
>20 mm Sangat Kuat
10-20 mm Kuat
5-10 mm Sedang
<5mm Lemah

Aktivitas antimikroba ditentukan dari nilai MIC (Minimum Inhibitory
Concentration), yakni berdasarkan kekeruhan setelah inkubasi pada media cair.
Nilai MIC ditentukan untuk melihat konsentrasi minimum dari suatu senyawa

sehingga mampu menghambat aktivitas (Hasanah, 2017). Uji KBM (Kadar Bunuh
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Minimum) juga perlu dilakukan, yakni untuk mengetahui kemampuan tertinggi dari
antimikroba dalam membunuh patogen dengan dosis terendah (Balouiri, 2016).
Membahas mengenai dosis yang digunakan sesungguhnya telah termaktub

dalam Al-Qur’an Surat Al-Qamar ayat 49-50 berikut:

%°%"W“c‘*§° Gty 31 G530 Uy fead A% s o 986

Artinya: “Sungguh, Kami menciptakan segala sesuatu menurut ukuran. Dan perintah
Kami hanyalah (dengan) satu perkataan seperti kejapan mata.” (Q.S. Al-Qamar:
49-50).

Ayat tersebut di dalam tafsir Al-Misbah (Shihab, 2002) menjelaskan bahwa
sesungguhnya Allah menciptakan segala sesuatu dengan ukuran (J&) yang sesuai
dengan hikmahnya. Seperti pada partikel yang berukuran nanometer atau disebut
nanopartikel memiliki fungsi yang unggul dalam menembus suatu lapisan-lapisan
dan mempermudah pergerakan mencapai target dibanding ukuran yang relatif lebih
besar. Selain itu penggunaan segala sesuatu, termasuk nanopartikel sebagai obat
terdapat ukuran tertentu agar dapat berfungsi secara optimal dan tidak merugikan.
Oleh karena itu perlu diketahui konsentrasi minimum untuk aplikasi nanopartikel
temu mangga dengan uji KHM dan KBM.

Penjelasan di atas dikutkan dengan pernyataan Sulaiman (2012), bahwa kata
24 artinya yaitu segala ukuran yang diciptakan dan disertai oleh takdir Allah.
Penafsiran menurut lbnu Katsir menyebutkan bahwa Surat Al-Qamar ayat 49 masih

berkaitan maknanya dengan Surat Al-A’la ayat 1-3 di bawabh ini:
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Artinya: “Sucikanlah nama Tuhanmu Yang Mahatinggi, yang menciptakan dan yang
menyempurnakan (penciptaan-Nya) dan yang menentukan kadar (masing-
masing) dan yang memberi petunjuk.” (Q.S. Al-A’la: 1-3).
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Ayat di atas membahas bahwa masing-masing makhluk dan alam telah diberi
takdir, ditentukan, diciptakan ukurannya oleh Allah SWT dengan gadar-Nya dan
seluruhnya diberi petunjuk. Hal tersebut menunjukkan bahwa Allah SWT Maha
Kuasa dan Maha Tinggi yang berlanjut pada firman dalam Q. S. Al-Qamar ayat 50
yakni, “Dan perintah Kami hanyalah (dengan) satu perkataan seperti kejapan
mata.” Artinya hanya dengan mengucapkan “Jadilah!” (Kun) ketika menghendaki
sesuatu, maka terjadilah dan makna tersebut merupakan kutipan firman Allah yang
terdapat pada Surat Yasin ayat 82 (Marwan, 2015). Maka seluruh petunjuk Allah
SWT melalui berbagai ciptaan hanya bisa diketahui bagi orang-orang yang mencari
petunjuk dengan cara memikirkan, mempelajari dan menelaah, salah satunya yaitu
mengenai manfaat dari pembentukan nanopartikel dan kadar optimalnya.

Metode difusi dilakukan untuk mengamati wilayah hambatan pertumbuhan
mikroba yang disebabkan obat yang berdifusi sejak titik permulaan pemberiannya
ke daerah sekitar. Metode ini digunakan untuk menguji potensi antimikroba dari
antibiotik yang kemudian dibandingkan dengan antibiotik standartnya
(Sulistiyowati & Siswati, 2011). Menurut Jawet et al (2007) terdapat tiga metode
untuk menguji aktivitas antimikroba yaitu difusi, dilusi dan bioautografi. Untuk
menentukan hasil secara kualitatif menggunakan metode difusi dan bioautografi,
sedangkan secara kuantitatif menggunakan metode dilusi. Teknik kulitatif sebatas
menunjukkan keberadaan aktivitas antimikroba pada suatu senyawa dan teknik
kuantitatif untuk mengetahui konsentrasi hambat minimum. Diperkuat oleh Susanti
(2017) bahwa uji KHTM dilakukan untuk mengetahui kemampuan menghambat

mikroba dari suatu zat dalam konsetrasi terkecil.
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Metode dilusi cair yaitu metode di mana mikroba yang diuji terdispersi
merata di dalam larutan bahan yang diuji (Sumiati, 2014). Dilusi padat yaitu metode
yang serupa dengan dilusi cair, namun media yang digunakan adalah media agar.
Prinsip metode dilusi cair adalah melakukan pengenceran bertingkat pada bahan
yang diuji sehingga diperoleh beberapa konsentrasi. Selanjutnya masing-masing
konsentrasi bahan uji ditambah suspensi mikroba dalam media (Sulistiyowati &
Siswati, 2011).

Pengamatan dilakukan dengan melihat keberadaan pertumbuhan mikroba,
atau menghitung jumlah koloninya untuk mengetahui tingkat kesuburan
pertumbuhan mikroba. Cara tersebut dilakukan untuk menentukan KHM dan KBM.
Kelebihan metode ini adalah lebih ekonomis, sederhana dan memiliki pemukaan
yang luas sehingga kontak antara mikroba dengan bahan uji lebih tinggi.
Kelemahannya adalah konsentrasi bahan uji dari pengenceran bertingkat menjadi
terbatas, sedangkan konsentrasi lebih rendah bisa jadi juga memiliki daya hambat

(Sulistiyowati & Siswati, 2011).

2.7 Mikroba
2.7.1 Candida albicans
2.7.1.1 Deskripsi dan Morfologi

Jamur Candida albicans termasuk anaerobik fakultatif yang memiliki ciri
morfologi berbentuk bulat hingga oval dan bersel tunggal. C. albicans juga mampu
memperbanyak diri dengan cara membentuk blastopora (sel khamir), dimana
gabungan dari blastopora akan membentuk pseudohifa. Sifat pseudohifa ini lebih
invasif dan virulen dibandingkan dengan spora karena sulit difagosit oleh makrofag.
Selain itu jamur tersebut mampu membentuk klamidospora, yaitu spora aseksual

yang terdapat pada ujung hifa dan membentuk dinding tebal. Hal tersebut
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menyebabkan jamur ini mirip dengan bakteri gram positif karena sulit ditembus
oleh senyawa antimikroba (Irianto, 2013; Pelczar, 2009; Jawetz et al., 2005).

Berikut gambar morfologi C. albicans.

Gambar 7. Morfologi C. albicans (Sardi et al., 2013)

Sudbery et al. (2004) menyatakan bahwa C. albicans dapat tumbuh dengan
tiga morfologi yang berbeda berdasarkan kondisi tertentu, yaitu berbentuk khamir,
hifa dan pseudohifa. Rentang suhu 37°C pada pH 4 atau relatif rendah
menyebabkan C. albicans berbentuk khamir yang bersel tunggal serta berkembang
biak dengan membentuk blastopora. Blastopora merupakan spora yang terbentuk
akibat pembentukan tunas. Tunas yang tumbuh besar kemudian melepaskan diri
melalui proses budding (Winata, 2006). Struktur dinding sel berlapis-lapis dengan
ketebalan berbeda-beda dalam ukuran £ 100-400 nm serta terdiri atas glukan, kitin
dan manoprotein (Chaffin et al., 1998; Odds, 1988).

Morfologi C. albicans berbentuk hifa ketika suhu normal dan pH netral,
sedangkan menjadi pesudohifa dalam kondisi pH 6 dan suhu 35°C. Selama tahap
permulaan infeksi jamur ini berbentuk khamir karena memudahkan dalam
penyebaran. Kemudian ketika terjadi peningkatan suhu dan terdapat keberadaan
serum maka jamur bertransisi menjadi pseudohifa dan hifa yang memiliki

kemampuan menembus jaringan dan menginvasi, tahan terhadap makrofag maupun
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obat antijamur. Perubahan morfologi ini penting untuk virulensi jamur (Sudbery et
al, 2004).

C. albicans merupakan mikroba golongan jamur yang bersifat patogen dan
dapat menyerang manusia. Penyakit yang disebabkan jamur ini mampu menyerang
kepada segala umur, baik pria maupun wanita. Infeksi karena C. albicans disebut
candidiasis dan sifatnya akut maupun sub akut. Bagian yang dapat terinfeksi C.
albicans diantaranya area mulut, vagina, kulit, kuku, paru-paru dan saluran
pencernaan (Jawetz et al., 2005). Suyoso (2013) melakukan penelitian pertama
untuk mengetahui penyebab kandidiasis vaginalis yang menghasilkan persentase
62,3% disebabkan C. albicans, non-albicans 30,4% dan campuran 7,3%. Penelitian
selanjutnya dilakukan pada pasien AIDS yang mengalami kandidiasis vaginalis
menunjukkan 85,7% disebabkan C. albicans dan sisanya C. glabrata. Infeksi

kandidiasis sering menyebabkan kematian pada pasien.

2.7.1.2 Klasifikasi
Berikut klasifikasi C. albicans menurut Lodder & Kreger (1952; Refai, 2015):

Kingdom : Fungi

Phylum : Ascomycota

Class . Saccharomycetes
Ordo : Saccharomycetales
Family : Saccharomycetaeae
Genus : Candida

Spesies : Candida albicans
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2.7.2 Staphylococcus aureus
2.7.2.1 Deskripsi dan Morfologi
Staphylococcus aureus merupakan mikroba golongan bakteri gram positif.

Secara morfologi bakteri ini berbentuk bulat, diameter 0,7-1,2 um, bergerombol
seperti buah anggur, fakultatif anaerob, nonmotil dan tidak membentuk spora.
Bakteri ini mampu tumbuh pada suhu 15-45°C, namun optimum tumbuh pada suhu
37°C. Ciri khas S. aureus sebagai bakteri gram positif yaitu memiliki dinding sel
polisakarida yang berperan dalam virulensi bakteri. Ketebalan dinding
peptidoglikan bakteri ini yang membedakan dengan jenis bakteri gram negatif
(Todar, 2005; Purves dan Sadava, 2003; Jawetz, 1995). Bakteri gram positif
memiliki dinding sel yang tersusun atas peptidoglikan yang tebal, dikelilingi lapisan
asam ketoat serta terdapat pori-pori (Mulyadi dkk., 2017). Berikut gambar

morfologi S. aureus.

Gambar 8. Morfologi mikroskopis S. aureus (Ekawati dkk, 2018)

S. aureus merupakan flora normal yang dapat ditemukan di bagian mulut,
hidung, liang telinga dan kulit (Syahrurachman dkk., 1994). Selain itu juga dapat
ditemukan di udara dan lingkungan sekitar (Kusuma, 2009). Bakteri ini dapat
menyebabkan infeksi kulit, keracunan makanan, hingga infeksi yang mengganggu
suatu sistem organ (Canada, 2008; Salmenlina, 2002). Cara S. aureus menimbulkan
penyakit melalui pembentukan zat ekstraselular yang berperan sebagai faktor

virulensi berupa enzim dan toksin, contoh diantaranya yaitu katalase, koagulase,
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hemolisin, leukosidin, toksin eksfoliatif, sindrom syok toksik, dan enterotoksin.
Enterotoksin ini merupakan enzim yang tahan panas dan pH basa di dalam
pencernaan, serta menjadi penyebab utama terjadinya keracunan makanan yang
mengandung karbohidrat dan protein (Jawetz et al., 2008).

Bakteri S. aureus banyak tumbuh pada organ preputium dan vagina serta
dapat menjadi patogen maupun rentan menginfeksi ketika kondisi imun tubuh
melemah, terjadi perubahan pH, terluka, dan penggunaan antibiotik berlebih. Jalur
utama yang memudahkan mikroba masuk dan menginfeksi organ genitalia yaitu
ascending dan hematogen. Jalur ascending adalah jalur di mana flora normal yang
menempel di permukaan mukosa bertemu dengan kulit saluran kelamin seperti
preputium atau vagina, kemudian menyebar ke organ sekitarnya. Preputium dan
vagina merupakan organ kopulasi yang mudah terjadi penularan, sedangkan vagina
juga sebagai organ untuk melahirkan yang rawan terjadi luka. Pertahanan tubuh
yang lemah dan luka menyebabkan bakteri dari preputium maupun vagina masuk
melalui uretra-prostat-vas deferens-buli-buli-ureter, kemudian berkembang biak di
saluran kemih hingga ke ginjal (Rahmi dkk., 2015).

Selain itu bakteri ini memiliki suatu plasmid yang berada diluar kromosom.
Plasmid tersebut mengandung variasi gen dengan salah satu gen yang dimiliki
berupa suatu resistensi terhadap antibiotik (Rahmi dkk., 2015). Kemampuan
mikroba untuk bertahan dari efek antibiotik disebut resistensi mikroba. Mikroba
mengirimkan informasi genetik ke mikroba yang lain dengan cara pertukaran

plasmid ketika terjadi perubahan gen (Biantoro, 2008).
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2.7.2.2 Klasifikasi
Rosenbach (1884) mengklasifikasikan S. aureus sebagai berikut:

Domain : Bacteria

Kerajaan : Eubacteria

Filum : Firmicutes

Kelas : Bacilli

Ordo : Bacillales

Famili . Staphylococcaceae
Genus . Staphylococcus
Spesies : Staphylococcus aureus

2.7.3 Escherichia coli
2.7.3.1 Deskripsi dan Morfologi
Escherichia coli dinamakan sesuai penemunya yaitu Theodor Escherich pada

tahun 1885. Ciri morfologinya berbentuk batang, diameter 0,5 mikron, panjang
berkisar 2 mikron, volume sel 0,6-0,7 m®. Suhu optimum untuk tumbuh yaitu suhu
37°, namun masih dapat hidup pada rentang suhu 20-40°C. Selain itu bakteri ini
juga dapat hidup di alam terbuka tepatnya di tanah, tidak mudah mati karena suhu
yang sangat dingin, namun dapat dibunuh menggunakan antibiotik seperti
kloramfenikol dan amphicillin (Girard, 2003; Escheric, 1885). Berikut gambar

morfologi bakteri E. coli.

Gambar 9. Morfologi E. coli
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Bakteri E. coli termasuk golongan gram negatif dan flora normal yang dapat
ditemukan pada saluran pencernaan manusia dan hewan. Namun bakteri ini juga
bisa menjadi bakteri patogen yang menyebabkan infeksi saluran urin dan diare,
karena sering mengontaminasi makanan. Perubahan bakteri E. coli sebagai flora
normal menjadi patogen dapat terjadi apabila jumlahnya di dalam tubuh melebihi
batas normal. Selain itu bakteri ini mengontaminasi makanan melalui debu ataupun
feses yang mengenainya. Ciri bakteri gram negatif yaitu memiliki lapisan
peptidoglikan yang tebal, sehingga sulit ditembus oleh antibakteri. Oleh karena itu
antibakteri yang mampu menghambat pertumbuhan jenis bakteri ini dapat
digolongkan sebagai antibakteri kuat (Darsana, 2012; Sarjono dan Mulyani, 2007).

Menurut Salton dan Kim (1996 dalam Mulyadi dkk., 2017) bakteri gram
negatif memiliki pembungkus sel yang terdiri dari tiga lapisan. Lapisan tersebut
yaitu membran bagian luar, bagian tengah yang merupakan dinding sel (murein)
dan membran bagian dalam. Dinding sel bakteri gram negatif lebih tipis
dibandingkan bakteri gram positif. Hal ini disebabkan kandungan dinding sel pada
bakteri gram negatif lebih banyak mengandung lipid dibandingkan peptidoglikan,
sebaliknya bakteri gram positif lebih banyak mengandung peptidoglikan dibanding
lipid. Lapisan tipis peptidoglikan pada dinding sel bakteri gram negatif ini juga
dilapisi oleh lipoprotein, fosfolipid dan beberapa protein.

Beberapa cara bakteri E. coli masuk ke saluran kemih yaitu secara langsung
dari organ yang mengalami infeksi, ascending, hematogen, dan limfogen. Selain itu
terganggunya sistem imun inang menyebabkan kompetitor adhesi patogen menurun
(Israr, 2009). Mekanisme patogenesis koloni E. coli di saluran kemih dan vagina

yaitu pili melekat pada epitel mukosa kemudian melepas senyawa adhesin sehingga
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melekat pada mukosa buli. Selain itu bakteri ini memiliki cytolisin untuk
menghambat fagositosis, kemotoksis serta membunuh sel efektor, dan aerobactin
untuk mencerna zat besi sebagai kebutuhan metabolisme sel sehingga mampu

bereplikasi dan menembus sistem pertahanan inang (Mahon, 2011; Ronald, 2003).

2.6.3.2 Klasifikasi
Berikut Klasifikasi E. coli menurut Eschetich (1885) yaitu:

Domain : Bacteria

Kingdom : Eubacteria

Phylum : Proteobacteria

Class : Gammaproteobacteria
Order : Enterobacteriales
Family : Enterobacteriaceae
Genus : Eschericia

Species : Escherichia coli
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3.1 Rancangan Penelitian

Penelitian aktivitas antimikroba nanopartikel temu mangga (C. mangga)
tersalut kitosan secara in vitro ini merupakan penelitian eksperimental yang
dianalisis secara deskriptif kuantitatif. Mikroba yang diuji adalah E. coli, S. aureus
dan C. albicans. Serbuk rimpang temu mangga diekstrak dengan metode maserasi
dengan 3 kali pengulangan. Kemudian ekstrak yang telah dipekatkan dibentuk
nanopartikel tersalut kitosan. Ekstrak temu mangga dan nanopartikel temu mangga
tersalut Kkitosan masing-masing dibuat beberapa konsentrasi kemudian diuji
aktivitas antimikrobanya.

Pengujian pertama dilakukan untuk mengetahui diameter zona hambat
dengan metode difusi cakram, sedangkan pengujian kedua untuk mengetahui
konsentrasi hambat minimum (KHM) dan konsentrasi bunuh minimum (KBM)
menggunakan metode mikrodilusi. Perlakuan berupa 6 macam konsentrasi
nanopartikel temu mangga (C. mangga) tersalut kitosan, kemudian hasilnya
dibandingkan dengan ekstrak temu mangga (C. mangga). Masing-masing
dilakukan 3 kali pengulangan.

3.2 Waktu dan Tempat

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Agustus 2018 - September 2019 untuk
sintesis dan karakterisasi nanopartikel temu mangga (C. mangga) tersalut kitosan
yang bertempat di Laboratorium Fisiologi Tumbuhan dan Fisiologi Hewan Jurusan
Biologi, Laboratorium Jurusan Kimia Fakultas Sains dan Teknologi, Laboratorium
Teknologi Farmasi Fakultas 1lmu Kedokteran Universitas Islam Negeri Maulana

Malik Ibrahim Malang, serta Laboratorium Biosains Universitas Brawijaya
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Malang. Selanjutnya pada bulan Oktober 2019 - Mei 2020 dilakukan penelitian uji
aktivitas antimikroba di Laboratorium Mikrobiologi Jurusan Biologi Universitas
Islam Negeri Maulana Malik Ibrahim Malang.

3.3 Variabel Penelitian

3.3.1 Variabel Bebas

Variabel bebas dalam penelitian ini adalah konsentrasi nanopartikel temu
mangga (C. mangga) tersalut kitosan dengan persentase 2,5%, 1,25%, 0,625%,
0,313%, 0, 156%, 0,078%.

3.3.2 Variabel Terikat

Variabel terikat dalam penelitian ini adalah aktivitas antimikroba meliputi
diameter zona hambat, tingkat kekeruhan larutan untuk KHM, dan jumlah koloni
bakteri yang tumbuh untuk KBM.

3.3.3 Variabel Terkendali

Variabel terkendali dalam penelitian ini meliputi media, diameter kertas
cakram, pH, suhu inkubasi dan waktu.
3.4 Alat dan Bahan

3.4.1 Alat

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian meliputi beaker glass (Iwaki) 500
mL dan 1000 mL, erlenmeyer (lwaki) 500 mL, gelas ukur (Iwaki) 10 mL dan 250
mL, pipet tetes, timbangan analitik (Sartorius), shaker (H-SR-200), corong gelas,
corong buchner, pengaduk kaca, tube 15 mL, hot plate (Barnstead/Thermolyne),
magnetic stirrer, vacuum rotary evaporator, spatula, sentrifuge (Heraeus Labofuge
200), homogenizer (IKA T-25 Ultra Turrax), oven (Heraeus), ultrasonicator (Cole
Pamer CV188), Particle Size Analyzer (PSA) Malven, kertas saring, kertas label,

kantong plastik, botol plastik, toples, aluminium foil, alu, mortar dan lemari es,
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mikropipet (BIO-RAD), blue tip, yellow tip (nesco), kertas cakram 5 mm
antimicrobial Oxoid, inkubator (Memmert UNB 400), alat tulis, pinset, jarum ose,
tabung reaksi, rak tabung, plastik wrap, bunsen, korek, autoklaf (SS XFS-280 A),
Laminar Air Flow (LAF) ESCO AHC-4AJ, spektofotomer UV-Vis (BIO-RAD),
kuvet, cawan petri (pyrex), kertas, kasa, kapas, colony counter (Stuart SC6
Funkegerber), sendok, vortex (Barnstead/Thermolyne), spatula, cotton swab

(Onemed 6” size S), kantong plastik dan karet gelang.

3.4.2 Bahan
Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian yaitu serbuk simplisia temu

mangga (C. mangga), kitosan, sodium tripolipospat, asam asetat glasial, tween 80,
aquades steril, spiritus, media SDA (Himedia MV063-500 G), SDB (Himedia
MV033-500 G), NA (Merck), NB (Oxad CM0001B), etanol 70%, isolat E. coli
1906 SV, S. aureus 1117 SV, C. albicans CV 1425, nistatin (Nymiko-Sanbe),
klindamisin  (Novell), DMSO, NaCl, barium klorida, asam sulfat, dan
kloramfenikol.

3.5 Prosedur Penelitian

3.5.1 Ekstraksi

Proses ekstraksi menggunakan perbandingan 1:5 sesuai modifikasi metode
dari Wijaya (2014). Serbuk simplisia temu mangga sebanyak 100 g dimasukkan ke
dalam beaker glass 500 mL dan ditambahkan 500 mL etanol 70%, kemudian
ditutup dengan aluminium foil dan direndam selama 24 jam. Perendaman dilakukan
sambil dihomogenkan menggunakan shaker kecepatan 130 rpm. Selanjutnya
sampel disaring menggunakan penyaring Buchner yang dilapisi kertas saring untuk

memisahkan filtrat dengan ampasnya. Ampas dire-maserasi hingga 3 kali
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pengulangan menggunakan pelarut yang sama, kemudian seluruh filtrat dipekatkan
menggunakan vacuum rotary evaporator dengan suhu 50°C dan kecepatan 65 rpm
(Azzahra, 2018; Putri, 2017; Rismana, 2013).
3.5.2 Pembuatan Nanopartikel Temu Mangga

Kitosan 0,5% sebanyak 0,5 gram dilarutkan pada asam asetat glasial 0,5%
(0,5 mL dalam 99,5 mL aquades) dan dihomogenkan. Selanjutnya ditambahkan
sodium tripolipospat 0,5% sebanyak 20 ml dan ekstrak temu mangga sebanyak 0,1
gram. Setiap pelarutan dan penambahan bahan dilakukan pengadukan
menggunakan magnetic stirrer masing-masing selama 10 menit dengan kecepatan
1000 rpm. Dituangkan tween 80 sebanyak 1 mL kemudian dihomogenizer dengan
kecepatan 4000 rpm selama 60 menit. Hasil pencampuran larutan tersebut
dilakukan sonikasi selama 90 menit pada frekuensi 20 kHz (amplitudo 80%).
Larutan hasil sonikasi dimasukkan dalam tube 15 mL dan disentrifugasi dalam 5000
rpm selama 30 menit. Supernatan dibuang dan diambil peletnya, kemudian
disimpan dalam deep freezer semalam dan diliofilisasi untuk mendapatkan bentuk
serbuk nanoparikel (Mardliyati, 2012; Pakki et al., 2016). Selanjutnya dilakukan
karakterisasi ukuran partikel dengan mengambil + 1 mg untuk uji PSA. Hasil dari
pengujian untuk mengonfirmasi bahwa ukuran partikel termasuk dalam rentang
nanopartikel (10-1000 nm berdasarkan Ajazudin, 2010), kemudian sampel

digunakan untuk uji aktivitas antimikroba (Pakki et al., 2016).

3.5.3 Uji Aktivitas Antimikroba
3.5.3.1 Sterilisasi Alat dan Bahan
Sterilisasi dilakukan untuk membunuh mikroba yang menempel pada

peralatan maupun media. Alat gelas disterilisasi dengan cara membungkus kertas
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untuk cawan petri, dan menutup mulut alat gelas dengan kapas serta kasa.
Kemudian mulut alat gelas yang telah ditutup dilapisi plastik wrap dan seluruhnya
dibungkus dengan plastik. Selanjutnya dimasukkan pada autoklaf dengan suhu
121°C selama 15-30 menit dan tekanan 15 psi (per square inchi). Peralatan yang
tidak tahan panas dilakukan penyemprotan alkohol 70%, sedangkan ose dan pinset
dibakar secara langsung di atas api bunsen hingga berwarna merah (Deby et al.,
2012).
3.5.3.2 Pembuatan Media
Berikut beberapa media yang digunakan serta pembuatannya:
1. Media NA
Serbuk media NA sebanyak 14 g dilarutkan dengan aquades hingga mencapai
volume 500 mL di dalam erlenmeyer. Dipanaskan larutan media di atas hot plate
hingga tidak terlihat bubuk di bagian dasar yang menunjukkan bahwa media benar-
benar terlarut. Didiamkan sebentar larutan media di suhu ruang agar suhu panas
sedikit menurun, kemudian dituang 5 mL ke tabung reaksi dan diposisikan miring
+ 45° hingga media memadat (modifikasi dari Silvikasari, 2011 dan Silaban, 2004).
2. Media NB
Serbuk media NB sebanyak 2 g dilarutkan dengan aquades sampai volume
150 mL di dalam erlenmeyer. Dipanaskan larutan media di atas hot plate dan diaduk
dengan magnetic stirrer hingga benar-benar terlarut (Natasya, 2018; Hudaya dkk,
2014).
3. Media SDA
Serbuk media SDA sebanyak 19,5 g dilarutkan dengan aquades mencapai

volume 300 mL di dalam erlenmeyer. Dipanaskan larutan media di atas hot plate



56

dan diaduk magnetic stirrer hingga benar-benar terlarut (modifikasi dari Warsinah,
2011) .
4. Media SDB
Serbuk media SDB sebanyak 30 g dilarutkan dengan aquades mencapai
volume 1000 mL di dalam erlenmeyer. Dipanaskan larutan media di atas hot plate

dan diaduk magnetic stirrer hingga benar-benar terlarut (Warsinah, 2011).

3.5.3.3 Peremajaan Mikroba Uji
Regenerasi mikroba uji dilakukan setiap kali akan melakukan uji antimikroba

yang dilakukan dengan kondisi steril di dalam LAF. Hal ini dilakukan untuk benar-
benar memastikan aktivitas awal dari suatu mikroba yang akan diuji. Media yang
digunakan untuk pertumbuhan bakteri yaitu media NA sedangkan untuk jamur
menggunakan media SDA. Pertama dilakukan pembuatan stok biakan agar miring
dengan cara mengambil 1 koloni masing-masing (bakteri/jamur) biakan murni
kemudian diinokulasikan pada media padat agar miring yang baru. Selanjutnya
diinkubasi selama 24 jam dengan suhu 37°C (Deby et al., 2012; Hasanah, 2017;

Sarjono & Mulyani, 2007).

3.5.3.4 Pembuatan Larutan Standart

Larutan standart McFarland dibuat untuk menstandarisasi perkiraan jumlah
bakteri dalam suspensi cair. Hal ini dilakukan dengan membandingkan kekeruhan
suspensi mikroba uji dengan standar McFarland. Standar McFarland adalah larutan
kimia barium Kklorida dan asam sulfat; reaksi antara kedua bahan kimia ini
menghasilkan produksi endapan halus berupa barium sulfat. Ketika terhomogenasi
dengan baik, kekeruhan standar McFarland secara visual sebanding dengan

suspensi bakteri dengan konsentrasi yang diketahui (Hosea, 2018). Larutan standart
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terdiri dari 9,95 mL larutan Asam Sulfat 1% dan 0,05 mL Barium Klorida 1,175%
kemudian dihomogenkan. Larutan ini setara dengan kepadatan mikroba 108
CFU/mL (Dalynn Biologicals, 2002; Sutton, 2011).
3.5.3.5 Pembuatan Suspensi Mikroba Uji

Ketika akan menguji terlebih dahulu membuat inokulum dengan mengambil
1 ose dari masing-masing stok mikroba uji, lalu dicelupkan pada 10 mL media steril
NB (untuk bakteri)/SDB (untuk jamur). Kemudian diinkubasi pada suhu 37°C
selama 24 jam, dihomogenkan dengan vortex (Natasya, 2018). Selanjutnya
inokulum yang telah diinkubasi diencerkan dengan NaCl steril hingga didapatkan
kekeruhan setara dengan larutan standar Mc Farland 0,5 melalui pengukuran
absorbansi menggunakan spektofotometri UV A 600 nm (Wiegand, 2008).

Nilai absorbansi sesuai larutan standart Mc Farland 0,5 dalam OD 600 nm
yaitu 0,07 untuk jamur dan 0,132 untuk bakteri (Yuan, 2019; Astutiningsih, 2014).
Menurut Balouiri (2016) suspensi untuk uji antimikroba berdasarkan CLSI
menggunakan ukuran standart kepadatan sel pada inokulum (sesuai 0,5 McFarland)
yaitu 1-2 x 108 CFU/mL (bakteri) (CLSI, 2012) dan 1-5 x 10® CFU/mL (yeast)
(CLSI, 2004). Suspensi mikroba uji yang telah sesuai standart diencerkan lagi pada
media cair steril (NB/SDB) sesuai standart 0,5 Mc Farland, kemudian
dihomogenasi menggunakan vortex. Selanjutnya diinkubasi pada suhu 37°C selama

24 jam. Suspensi mikroba uji siap digunakan (Wiegand, 2008).

3.5.3.6 Pembuatan Larutan Uji Antimikroba
Pembuatan larutan uji antimikroba merujuk pada prosedur ang dilakukan

olen Natasya (2018). Stok larutan uji antimikroba dibuat dengan melarutkan

masing-masing nanopartikel temu mangga dan ekstrak temu mangga sebanyak
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0,025 g pada DMSO hingga mencapai 1 mL, kemudian dihomogenkan dan menjadi
konsentrasi 2,5%. Untuk dipakai pada uji KHM dan KBM dilakukan pengenceran
dengan variasi konsentrasi sesuai perlakuan hingga didapatkan konsentrasi 1,25%,

0,625%, 0,313%, 0, 156%, 0,078%.

3.5.3.7 Uji Daya Hambat
Disiapkan media padat NA/SDA pada cawan petri dan suspensi mikroba uji

yang telah sesuai dengan standart MC Farland 0,5. Diambil 100 pL suspensi
mikroba uji kemudian dituang di atas media, kemudian diratakan menggunakan
cotton swab (spread plate method). Selanjutnya kertas cakram berukuran 5 mm
direndam pada larutan uji antimikroba 2,5% hingga meresap £ 30 — 60 menit agar
larutan uji meresap, lalu ditanam pada media yang telah mengandung mikroba
(Hosea, 2018). Setiap cawan petri diletakkan 3 buah kertas cakram dengan jarak
yang setara sebagai ulangan perlakuan (Gambar 11). Untuk kontrol positif
menggunakan antimikroba (klindamisin untuk bakteri, nistatin untuk jamur) yang
diteteskan pada kertas cakram, sedangkan kontrol negatif ditetesi DMSO. Cawan
petri ditutup dan bagian tepi dilapisi plastik wrap dan diinkubasi selama 18-24 jam
dalam suhu 37°C. Selanjutnya dilakukan pengamatan dengan mengukur diameter
wilayah bening yang terbentuk di sekitar kertas cakram menggunakan jangka
sorong atau penggaris (Rabima dkk., 2019; Hasanah, 2017). Nilai daya hambat

dibandingkan dengan tabei 1.

Gambar 10. Pola peletakan kertas cakram untuk 3 ulangan (Balouiri, 2016)
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3.5.3.8 Uji KHM dan KBM
Prosedur uji KHM dan KBM dimulai dengan menyiapkan well-96 steril,

serta larutan uji ekstrak dan nanopartikel temu mangga konsentrasi 2,5%.
Kemudian diisi kolom well ke-1 dengan larutan uji konsentrasi 2,5% sebanyak 100
puL. Kolom 2 (1,25%) sampai kolom ke-6 (0,078%) masing-masing diisi 50 pL
media cair steril. Selanjutnya diambil 50 pL larutan uji dari kolom 1 dimasukkan
ke kolom 2 (1,25%) dan dihomogenkan. Diambil 50 pL dari kolom 2 dan
dimasukkan pada kolom 3 (0,625%) lalu dihomogenkan. Demikian seterusnya
dilakukan berlanjut dan berurutan hingga kolom ke 6 (Wiegand, 2008;
Muchtaromah, 2016). Tahapan pengenceran dapat dilihat seperti gambar 11.

Well yang terisi larutan masing-masing diisi 50 pL suspensi mikroba uji di
setiap kolom well atau konsentrasi perlakuan. Kontrol positif dan kontrol negatif
dilakukan di well yang berbeda dengan well larutan uji seperti pada lampiran
(L.2.7). Cara pengenceran kontrol positif (klindamisin untuk bakteri dan nistatin
untuk jamur) dan kontrol negatif (DMSO) dilakukan sama seperti larutan uji,
kemudian ditambah suspensi mikroba uji sebanyak 50 pL. Permukaan well-96
dilapisi plastik wrap dan ditutup dengan penutup well. Selanjutnya divortex dan
diinkubasi selama 24 jam dengan suhu 37°C (Muchtaromah, 2016; Sumiati, 2014;

Sulistiyowati dan Siswati, 2011).
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in sterile MIHB
2) Make SO L of broth medium in each well
(from 2 to 12)

‘ Sterile Mueller Hinton broth (MHB) medium
1) Dilution of 1/10

Preparation of drug solution

at a desired concentration 3) Transfer 100 ul

n sterile distilled water,
ethanol or DMSO

Gambar 11. Proses mikrodilusi cair untuk uji antimikroba sesuai pedoman CLSI
(Baloruili, 2016)

Nilai KHM dilihat dari kejernihan larutan dalam konsentrasi terendah yang
menunjukkan terjadinya penghambatan. Selanjutnya untuk melakukan uji KBM
diambil 100 pL dari hasil KHM kemudian dituang dan diratakan di permukaan
media steril SDA/NA (spread plate). Diinkubasi pada suhu 37°C hingga 24 jam
(Sumiati, 2014; Sulistiyowati dan Siswati, 2011). Standart pertumbuhan koloni
adalah 30-300 per cawan. Sehingga koloni yang tumbuh dihitung sesuai acuan
Khunaifi (2010) sebagai berikut:

a. Terhitung 1 koloni apabila terdapat satu koloni; dua koloni namun
bertumpuk; beberapa koloni yang bersinggungan atau membentuk deretan,
atau rantai, dan terlihat sebagai satu garis tebal; sekumpulan koloni yang
besar namun jumlah koloninya meragukan

b. Terhitung 2 atau berbeda koloni apabila berhimpitan dan dapat dibedakan

c. Hasil perhitungan dimasukkan pada rumus perhitungan jumlah koloni per
mL yaitu:

Jumlah koloni = Jumlah koloni per cawan x 1/Faktor pengencer

Faktor Pengencer (FP) = Pengenceran x Jumlah yang diencerkan
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3.5.4 Analisis Data

Data aktivitas antimikroba dilihat dari luasan zona bening yang diukur
diameternya menggunakan jangka sorong. Ukuran diameter zona bening dikurangi
diameter kertas cakram sebagai intepretasi zona hambat (Berlian, 2016). Nilai
KHM dilihat secara langsung tanpa alat bantuan yang ditentukan berdasarkan
kejernihan larutan uji dalam konsentrasi minimum (CLSI, 2012). Nilai KBM
ditentukan dengan melihat konsentrasi terendah yang tidak terjadi pertumbuhan
mikroba (Krishnan, 2015). Pertumbuhan koloni mikroba yang terjadi dihitung
menggunakan APD colony counter (Sumiati, 2014). Total koloni pada perlakuan
larutan uji yang memilliki nilai lebih rendah dikatakan memiliki nilai MIC/KHM
(Wiegand, 2008). Jika total koloni mikroba 0,1% dari jumlah koloni kontrol negatif
(mikroba 99,9% mati), maka disebut memiliki nilai KBM (Balouiri, 2016). Data
disajikan dalam bentuk gambar, tabel dan grafik yang dibandingkan dengan

berbagai literatur.
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BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Daya Hambat Nanopartikel Temu Mangga (Curcuma mangga)

Uji difusi cakram dilakukan untuk mengetahui kemampuan daya hambat
nanopartikel temu mangoa (C. mangga) tersalut kitosan pada konsentrasi 2,5% dari
diameter zona yang tidak ditumbuhi mikroba. Hermawan (2007) menyatakan
bahwa adanya diameter zona bening merupakan bentuk respon penghambatan
mikroba terhadap senyawa dalam larutan uji. Hasil yang diperoleh dapat dilihat

pada Tabel 2 berikut:

Tabel 2. Rerata Diameter Daya Hambat Larutan Uji

Diameter Zona Hambat (mm) + SD
LSt Ui E. coli S. aureus C. albicans
arutan Uji : : :
Rata- Kategori Rata- Kategori Rata- Kategori
rata %" rata g - rata gove
Hambat Hambat Hambat
Ekstrak Temu 8,57 £ Sedan 21,47 + Sangat | 8,41+ Sedan
Mangga 1,48 g 5,02 Kuat 1,03 g
Nanopartikel 11,46 + 6,40 + 11,04
Temu Mangga 1,07 gt 174 Satli +1,26 Kuat
Kontrol Positif
(Klindamisin/ 28,49 + | Sangat 37,83+ Sangat 16,64 Kuat
. X 1,20 Kuat 3,79 Kuat +0,96
Nistatin)
K I Tidak Tidak .
ontr(_) 0 \da 0 it 0 Tidak ada
Negatif ada ada

Keterangan: Klindamisin untuk bakteri, Nistatin untuk jamur

Berdasarkan tabel di atas diketahui bahwa ekstrak temu mangga dan
nanopartikel temu mangga memiliki daya hambat terhadap pertumbuhan E. coli, S.

aureus dan C. albicans, namun memiliki kekuatan daya hambat yang berbeda. Nilai
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zona hambat ekstrak temu mangga yaitu 8,57 mm terhadap E. coli, 23,41 mm
terhadap S. aureus dan 8,41 mm terhadap C. albicans. Nilai zona hambat
nanopartikel temu mangga terhadap E. coli yaitu 11,46 mm, terhadap S. aureus
yaitu 6,40 mm dan terhadap C. albicans yaitu 11,04 mm. Semakin luas diameter
zona bening yang dihasilkan, menunjukkan semakin besar kemampuan larutan uji
untuk menghambat pertumbuhan mikroba (Rahmawati, 2014). Sehingga
kemampuan daya hambat nanopartikel temu mangga termasuk lebih kuat dibanding
ekstrak dalam menghambat E. coli dan C. albicans, namun masih memiliki daya
hambat sedang terhadap S. aureus.

Kontrol positif digunakan sebagai tolak ukur dalam menentukan
kemampuan ekstrak atau larutan uji dalam menghambat bakteri (Haerazi, 2016
dalam Novaryatiin, 2018). Nilai zona hambat perlakuan kontrol positif yaitu 28,49
mm terhadap E. coli, 37,83 mm terhadap S. aureus, dan 16,64 mm terhadap C.
albicans. Nilai kontrol positif menunjukkan zona hambat yang paling kuat
dibanding sampel uji secara keseluruhan karena menggunakan obat antimikroba
yang telah terstandar secara klinis. Klindamisin adalah terapi yang paling umum
dalam pengobatan bacterial vaginosis, sedangkan nistatin adalah antibiotik jenis
tetraene diene polyene yang menunjukkan spektrum luas dalam aktivitas antijamur
(Menard, 2011; Ali, 2014).

DMSO vyang dipakai pada perlakuan kontrol negatif tidak memiliki daya
hambat terhadap ketiga jenis mikroba. Hal ini diketahui dari tidak terbentuknya
zona bening di sekitar kertas cakram (0 mm). Sesuai dengan penelitian Djuardi dan
Nugraha (2017) yaitu menggunakan DMSO pada perlakuan kontrol negatif dan

tidak menghasilkan zona hambat terhadap E. coli dan S. aureus. DMSO digunakan
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sebagai kontrol negatif untuk memastikan bahwa aktivitas antibakteri murni berasal
dari larutan uji. DMSO dapat melarutkan ekstrak, membantu larutan berdifusi
dengan cepat pada media tanpa mempengaruhi aktivitas antibakteri sampel (Valgas,
2007; Muhamad, 2014).

Menurut Nurliana (2010) uji aktivitas antimikroba dengan difusi cakram
dapat dipengaruhi oleh polaritas dan konsentrasi senyawa antimikroba yang
terserap pada kertas cakram, jenis mikroba yang dipakai serta ukuran kertas cakram.
Prescott (2005) menyatakan bahwa faktor yang mempengaruhi perbedaan zona
hambat diantaranya yaitu jarak dan waktu pemasangan kertas cakram serta suhu
inkubasi.

Temu mangga mengandung berbagai senyawa aktif yang memiliki aktivitas
antimikrba. Skrining fitokimia secara kualitatif yang dilakukan Muchtaromabh et al.
(2019) terhadap nanopartikel kitosan temu mangga memiliki senyawa alkoloid,
tanin dan saponin. Berdasarkan hasil LCMS terdeteksi 34 macam senyawa dengan
berbeda konsentrasi, beberapa diantaranya yaitu bisdemethoxycurcumin, curcumin,
curcumanggoside, demethoxycurcumin, quercetin, kaempferol, dan lain-lain.
Seluruh kandungan tersebut memiliki aktivitas antimikroba dengan mekanisme
yang berbeda-beda. Menurut Azzahra (2015) senyawa-senyawa pada temu mangga
tergolong antimikroba berspektrum luas karena mengandung flavonoid dan
triterpenoid yang berpotensi sebagai antibakteri dan antijamur.

Kurkumin merupakan senyawa utama pada temu mangga yang termasuk
golongan fenolik (Amalraj, 2017). Cara kerja fenolik sebagai antimikroba yaitu
dengan mendenaturasi protein dan merusak membran sel sehingga sel lisis dan

metabolisme terganggu (Rini, 2018; Demarwaty, 2015). Quercetin merupakan
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turunan flavonoid yang bersifat polar, sehingga mudah menembus lapisan
peptidoglikan bakteri yang juga bersifat polar (Sudarwati dan Sumarni, 2016).
Menurut Suteja, dkk. (2016) quercetin memiliki mekanisme penghambatan pada
DNA gyrase bakteri. Sedangkan aktivitas saponin sebagai antimikroba yaitu
dengan mengganggu stabilitas membran sel sehingga terjadi lisis dan kerusakan
membran sel bakteri (Darsana, 2012). Saponin sebagai antijamur bekerja dengan
menyebabkan kerusakan protein dan enzim, menurunkan tegangan permukaan
dinding sel C. albicans sehingga jamur menjadi mati (Ngazizah, dkk., 2016).

Temu mangga juga mengandung fitosterol seperti stigmasterol dan a-
sitosterol yang memiliki kelarutan sangat rendah di air (Muchtaromah, et al., 2019).
Fitosterol tidak dapat larut dalam air namun dapat terlarut menggunakan pelarut
organik dan sebagian besar pelarut yang memiliki satu gugus fungsi alkohol
(Kanimozhi, et al., 2012; Jannah, 2013). Kandungan senyawa kompleks seperti ini
bisa menjadi faktor yang memungkinkan kelarutan temu mangga pada pelarut
seperti DMSO kurang optimal. Menurut Mahmud (2013), komponen senyawa aktif
pada suatu sediaan yang berasal dari tanaman, dapat saling memperkuat maupun
memperlemah fungsi zatnya. Hal ini dapat menyebabkan terjadinya peningkatan
atau penurunan kemampuan hambat pada mikroba.

Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa S. aureus lebih sensitif terhadap
ekstrak temu mangga dibanding nanopartikel temu mangga, namun keduanya
termasuk memiliki aktivitas antibakteri. Ukuran partikel mempengaruhi terhadap
efektivitas nanopartikel temu mangga dalam menghambat mikroba (Tyagi &
Farooqi, 2017). Gopal (2016) menambahkan bahwa semakin kecil ukuran partikel

maka semakin kuat aktivitas antimikrobanya. Menurut Rizvi & Saleh (2018),
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semakin kecil ukuran partikel, maka rasio luas permukaan partikel terhadap
volumenya semakin besar. Hal ini menyiratkan bahwa akan lebih banyak
kandungan bahan obat yang mendekati permukaan partikel dibandingkan partikel
berukuran besar. Zat yang berada di dekat permukaan partikel akan memudahkan
proses pelepasan, sehingga lebih mudah menunjukkan kemampuan zat aktifnya.

Dewi (2010) menyebutkan bahwa sifat kelarutan zat aktif pada larutan uji dan
perbedaan kecepatan proses difusinya pada media agar mempengaruhi nilai zona
hambat yang dihasilkan. Selain itu, konsentrasi kandungan zat aktif, karakter fisik
seperti ukuran dan bentuk nanopartikel mempengaruhi kemampuan aktivitasnya
sebagai antimikroba (Sondi, 2004; Febiani, dkk., 2019). Menurut Thomas et al
dalam Lanimarta (2012), semakin kecil ukuran maka energi permukaan yang
dimiliki semakin tinggi sehingga dapat menurunkan energi bebas pada sistem dan
memudahkan terjadi aggregasi (pengelompokan partikel). Hal tersebut menjadi
kelemahan pada penggunaan nanopartikel sebagai antimikroba. Selain itu
kelemahan metode gelsi ionik untuk sintesis nanopartikel yaitu stabilitasnya rendah
dan cenderung memiliki distribusi partikel luas (tidak seragam).

Berdasarkan uji pendahuluan menunjukkan bahwa nanopartikel temu mangga
tersalut kitosan memiliki distribusi partikel cenderung mengelompok pada ukuran
500-4000 nm, tergolong tidak seragam dengan morfologi partikel beragam. Ada
yang sferis (bulat), kurang sferis dan banyak terlihat bentukan stalagmit. Bentuk
stalagmit merupakan indikasi terjadinya proses aglomerasi. Sesuai pernyataan
Saputra (2016) bahwa semakin banyak partikel yang tidak sferis, maka semakin
banyak terdapat sudut pada partikel. Keberadaan sudut pada partikel-partikel

mempermudah terjadinya kontak antar sudut, sehingga terjadi aglomerasi. Partikel
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yang mengalami aglomerasi tidak sepenuhnya dapat berdifusi pada kertas cakram,
kandungan zat antimikroba tidak dapat meluas pada permukaan media dan mikroba
dapat tumbuh di sekitar kertas cakram (Mahmud, 2013).

Berdasarkan Irianto (2011) bentukan bulat pada suatu partikel menunjukkan
keberhasilan proses penyalutan kitosan terhadap ekstrak temu mangga akibat
kompleksasi ikatan mekanik yang dihasilkan oleh kitosan dan STPP. Menurut
Mardliyati (2012) konsentrasi kitosan harus di bawah 0,3%, sehingga dalam
penelitiannya menggunakan kitosan 0,2% dan TPP 0,1% (rasio volume 5:1).
Namun hasil penelitian Kurniasari (2017) menunjukkan konsentrasi optimum
kitosan-NaTPP dalam pembentukan nanopartikel temu kunci yaitu 8:1 (kitosan
0,8% : NaTPP 0,1%).

Menurut penelitian Muchtaromah et al (2020), ekstrak etanol rimpang C.
mangga memiliki daya hambat kuat terhadap E. coli (8,06 mm) dan S. aureus
(10,11 mm). Luas zona hambat nanopartikel kitosan C. xanthorriza 500 pg/mL
dalam penelitian Kumala et al (2018) adalah 6,81 mm terhadap E. coli dan 6,22
mm terhadap S. aureus. Nanopartikel silver-curcumin sebanyak 50 pL memiliki
luas zona hambat terhadap C. albicans sebesar 20,1 mm (Paul et al, 2018).

Metode difusi cakram termasuk uji antimikroba secara kualitatif dan belum
mampu menunjukkan konsentrasi terendah dari suatu bahan yang mampu
memberikan efek bakteriostatik dan bakterisidal (Liu, 2016). Menurut Baloruili
(2016), metode difusi cakram masih memiliki kolerasi dengan metode dilusi untuk
memperoleh data kuantitatif yang lebih baik. Oleh karena itu dilakukan uji KHM
(Konsentrasi Hambat Minimum) dan KBM (Konsentrasi Bunuh Minimum) pada

penelitian ini.
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4.2 Konsentrasi Hambat Minimum Nanopartikel Temu Mangga (Curcuma
mangga)

Penentuan konsentrasi hambat minimum (KHM) pada nanopartikel temu
mangga dilakukan untuk mengetahui konsentrasi terendah dari nanopartikel temu
mangga yang mampu menghambat mikroba. Nilai KHM dengan metode dilusi
ditentukan dengan mengamati tingkat turbiditas setiap sumuran well-96
berdasarkan konsentrasi perlakuan yang menunjukkan warna bening (CLSI, 2012).
Larutan yang ditumbuhi mikroba memiliki warna yang lebih keruh dibandingkan
yang tidak ditumbuhi mikroba. Tingkat kekeruhan tersebut akan menentukan
potensi nanopartikel temu mangga sebagai antimikroba terhadap E. coli, S. aureus

dan C. albicans. Hasil pengamatan KHM secara visual dapat dilihat pada tabel 3.

Tabel 3. Hasil Pengamatan Uji KHM Secara Visual

K (%) Ekstrak Nanopartikel K+ K-
EC |SA|CA|EC|SA|CA|EC|SA|CA|EC|SA |CA

2,5 - - 8 n = - - - = + + +

1,25 - - - - - - - - - ++ ++ ++
0,625 - - - - - - - - - +++ |+ |+
0,3]_3 - - - - - - - - - TrArAF Chat-+ +++
0,156 chtts AP Ty aghr - +a gt - - TrArAF g+ +++
0’078 St AP e e+ 15 Rt e+ o - - TrArAF +++ +++

Keterangan : EC: E. coli; SA: S. aureus; CA: C. albicans

- (++4) : sangat keruh  (mikroba yang tumbuh sangat banyak)
- (+4) : keruh (mikroba yang tumbuh banyak)
- (+) :agak keruh  (mikroba yang tumbuh sedikit)
- () : bening (mikroba yang tumbuh tidak ada)
- : Positif KHM
-K : Konsentrasi Larutan Uji
- K+ : Kontrol Positif (Klindamisin untuk bakteri, Nistatin untuk Jamur)
- K- : Kontrol Negatif (DMSO)

Pengamatan secara visual ini menghasilkan larutan uji nanopartikel dan
ekstrak temu mangga terlihat bening yaitu di konsentrasi yang sama (0,313%) pada
mikroba uji E. coli dan C. albicans. Sedangkan larutan uji yang terlihat bening pada

S. aureus dengan konsentrasi lebih rendah terdapat pada nanopartikel temu mangga
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(0,156%). Hal tersebut menunjukkan bahwa nanopartikel memiliki kemampuan
hambat yang lebih baik dalam menghambat S. aureus, dan masih kurang unggul
dalam menghambat E. coli dan C. albicans. Kontrol positif yang menunjukkan
larutan tampak bening terdapat pada konsentrasi 0,313% (E.coli), 0,078% (S.
aureus dan C. albicans).

Kontrol negatif di semua konsentrasi perlakuan dan mikroba uji terjadi
pertumbuhan mikroba yang ditandai dengan adanya kekeruhan. Semakin tinggi
konsentrasi menunjukkan semakin banyak volume larutan DMSO dan semakin
sedikit volume media cair di dalam sumuran. Pada konsentrasi 2,5% dan 1,25%
hanya terdapat sedikit media cair yang menyebabkan pertumbuhan mikroba sedikit
akibat kekurangan nutrisi untuk tumbuh. Menurut Muchtaromah (2019), DMSO
dipilih sebagai bahan untuk melarutkan ekstrak nanopartikel karena dapat
melarutkan senyawa polar maupun non polar. Selain itu DMSO tidak
mempengaruhi terhadap aktivitas antimikroba larutan uji.

Adanya kekeruhan pada konsentrasi 2,5% mungkin merupakan bentuk proses
penurunan viabilitas mikroba yang berusaha untuk bertahan hidup dalam kondisi
tercekam atau merupakan residu. Viabilitas adalah kemungkinan untuk hidup yang
ditunjukkan dengan suatu pertumbuhan. Faktor-faktor yang mempengaruhi
pertumbuhan mikroba yaitu nutrisi, waktu, suhu, air, pH dan oksigen (Winarti,
2006; Juariah & Sari, 2018). Mikroba pada kontrol negatif 2,5% hanya dipenuhi
secara optimal pada suhu pertumbuhannya. Selain itu keberadaan cairan dapat
membantu mengalirkan zat nutrisi ke dalam maupun keluar sel (Aini, 2015).
Menurut Murniasih (2018), apabila mikroba kekurangan nutrisi, maka tingkat

viabilitasnya akan rendah.
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Pengamatan secara visual ini memberikan hasil kekeruhan yang sulit
dibedakan antara kekeruhan yang dipengaruhi oleh warna serbuk nanopartikel temu
mangga dengan kekeruhan yang dihasilkan oleh warna mikroba yang tumbuh, serta
memungkinkan penilaian yang kurang akurat. Hasil tingkat kekeruhan dapat dilihat
pada gambar lampiran (L.5.5). Selanjutnya dilakukan uji lanjut menggunakan
angka lempeng total (total plate count) dengan cara penanaman hasil uji KHM
(dilusi padat) dengan metode spread plate ke media agar. Hal tersebut dilakukan
untuk mengkonfirmasi hasil perlakuan. Menurut Wiegand (2008), pada uji dilusi
cair agar lebih valid dapat dilakukan penanaman pada media agar untuk
memverifikasi terjadinya pertumbuhan mikroba berdasarkan koloninya. Koloni
yang tumbuh dihitung menggunakan colony counter. Hasil perhitungan koloni
berdasarkan Dewi (2016) dapat dilihat pada tabel 4.

Tabel 4. Angka Lempeng Total Koloni (CFU/mL)

Mikroba Uji K Ekstrak TM Nano TM Kontrol + Kontrol -
2,5% 0 0 1,15x10?
1,25% o
2wl 0,625% 2x10° 3,2x10% 2x10* o0
' 0,313% o0 2,8x10° 2,5x10* )
0,156% o0 o0 o0 o
0,078% o0 o o o0
2,5% 0 0 1x10?
1,25% 3,7x10° 0 o0
S 0,625% 00 3,6x10* )
- Ureus 75 313% % 14x10° | 1x10° P
0,156% o0 o0 1x10° o
0,078% o0 S o o0
2,5% 0 0 0 1,5x10
1,25% )
C. albi 0,625% 5x10? 2,35x10* o0
-albIcans "5 31306 | 2,6x10° 3,4x10° oo %
0,156% 8x10° 0 00 o)
0,078% 00 ) o0 o0
Keterangan:
K : Konsentrasi Larutan Uji : KHM
™ : Temu Mangga mm KBM
0 : Mikroba yang tumbuh tak terhingga Nano : Nanopartikel

Kontrol + : Klindamisin untuk bakteri, Kontrol -;: DMSO

Nistatin untuk jamur
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Penentuan nilai KHM dari TPC pada tabel 4 sesuai Wiegand (2008), dengan
melihat total koloni pada konsentrasi larutan uji yang memilliki nilai lebih rendah
dikatakan positif KHM. Semakin rendah konsentrasi yang menunjukkan adanya
aktivitas hambatan (nilai KHM), maka semakin tinggi kemampuan daya
hambatnya. Nilai yang tidak terhingga menunjukkan koloni yang tumbuh terlalu
banyak atau melebihi standart 300 koloni (Khunaifi, 2010).

Hasil TPC menunjukkan bahwa nanopartikel temu mangga memiliki
sensitivitas lebih tinggi daripada ektrak temu mangga dalam menghambat S. aureus
dan C. albicans, karena mampu menghambat mikroba dalam konsentrasi yang lebih
rendah. Nilai KHM nanopartikel temu mangga terhadap S. aureus yaitu 0,625%
dengan total koloni 3,6x10* CFU/mL, dan terhadap C. albicans konsentrasi 0,313%
dengan total koloni 3,4x10° CFU/mL. Sedangkan ekstrak temu mangga memiliki
nilai KHM terhadap S. aureus pada konsentrasi 1,25% dengan total koloni 3,7x10°
CFU/mL dan terhadap C. albicans pada konsentrasi 0,625% dengan total koloni
5x10% CFU/mL.

Menurut penelitian Romulo (2018) ekstrak rimpang C. mangga menunjukkan
aktivitas antimikroba sedang terhadap S. aureus dengan nilai KHM 256 pg/mL,
namun dalam konsentrasi tersebut belum mampu menghambat C. albicans dan
bakteri gram negatif seperti E. coli. Sedangkan dalam penelitian Muchtaromah et
al (2020) menyatakan bahwa ekstrak etanol rimpang temu mangga memiliki nilai
KHM 3, 13% terhadap S. aureus dan 6,25% terhadap E. coli. Penelitian Kumala et
al (2018) menyatakan bahwa nanopartikel kitosan C. xanthorriza memiliki nilai

KHM sebesar 300 pg/mL terhadap S. aureus dan 500 pg/mL terhadap E. coli.
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Nanopartikel silver curcumin memiliki nilai KHM 62,5 pg/mL terhadap C. albicans
(Paul et al, 2018).

Kemampuan hambat minimum yang dimiliki nanopartikel temu mangga
menunjukkan bahwa ukuran nanopartikel meningkatkan aktivitas antimikroba yang
dimiliki ekstrak. Selain itu, senyawa-senyawa aktif dalam nanopartikel temu
mangga dan penyalut kitosan kemungkinan bekerja sama secara efektif untuk
menghambat mikroba. Hafdani (2011) dan Killay (2013) menyatakan bahwa
kitosan memiliki aktivitas bakteriostatik yang mampu menekan pertumbuhan
bakteri patogen. Salah satu sifat kitosan yaitu mampu mengikat muatan negatif dari
senyawa lain dan dapat menghambat pertumbuhan bakteri dengan muatan positif
yang dimiliki (Suherman et al, 2018). Menurut Komala (2012) dan Muchtaromah
(2014), C. mangga mengandung alkaloid, flavonoid, saponin, kuinon, dan steroid.

Alkoloid melakukan aktivitas antimikroba berupa penghambatan proses
pertumbuhan dan perkembangan spora jamur melalui membran sitoplasma
(Lutfiyani, 2012). Tanin memiliki mekanisme penghambatan berupa denaturasi
protein membran pada bakteri (Rizki et al, 2010). Sedangkan saponin dapat
menurunkan tegangan permukaan dinding sel bakteri dan dapat menyebabkan
kebocoran protein dan enzim, sehingga metabolisme sel bakteri terganggu
(Madduluri, 2013).

Penelitian sebelumnya yang dilakukan Shlar (2015) diketahui bahwa
nanopartikel curcumin memiliki aktivitas antibakteri pada E. coli dalam konsentrasi
500 uM. Adahoun (2017) menambahkan bahwa nanocurcumin memiliki efektivitas
yang lebih baik terhadap gram positif (S. aureus) dibanding gram negatif (E. coli).

Hal ini sesuai dengan Wangchuk & Loukas (2018), bahwa tingkat aktivitas
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antimikroba dan nilai KHM suatu senyawa selain dipengaruhi oleh konsentrasi
senyawa, jenis media, suhu dan ketersediaaan oksigen, jenis mikroba yang
digunakan juga sangat berpengaruh. Menurut Mulyadi (2017) mekanisme
antimikroba terhadap bakteri jenis gram negatif lebih sulit dibanding gram positif,
karena bahan antimikroba yang bersifat polar tidak dapat langsung mengikat
peptidoglikan, melainkan terlebih dahulu merusak membran luar. Lapisan
membran pada bakteri gram negatif lebih banyak dibanding bakteri gram positif.

Nanopartikel temu mangga membutuhkan konsentrasi yang lebih tinggi
untuk menghambat E. coli dibanding S. aureus. Antibakteri sulit menembus dinding
sel bakteri gram negatif seperti E. coli karena memiliki peptidoglikan yang banyak
dilapisi lipid (Darsana, 2012; Mulyadi, dkk., 2017). Oleh karena itu antibakteri
yang mampu menghambat pertumbuhan jenis bakteri ini dapat digolongkan sebagai
antibakteri kuat (Darsana, 2012; Sarjono dan Mulyani, 2007).

Temu mangga mengandung cathecin yang memiliki aktivitas antimikroba
(Muchtaromah, et al., 2019). Cathecin merupakan salah satu turunan dari senyawa
flavonoid yang memiliki mekanisme antimikroba dengan mengganggu lapisan
lemak mikroba. Lapisan lemak ini ditembus secara langsung, mengganggu fungsi
lapisan membran, terjadi fusi dan mengakibatkan kebocoran intramembran (Ji,
dkk., 2012). Hal ini yang memungkinkan temu mangga tetap mampu menghambat
E. coli meskipun dengan konsentrasi yang lebih tinggi dibanding pada S. aureus.

S. aureus merupakan bakteri gram positif yang memiliki struktur dinding sel
lebih tipis dibandingkan E. coli. Dinding sel S. aureus tersusun atas peptidoglikan
dan asam teikoat. Asam teikoat merupakan polimer yang mudah larut di dalam air

untuk transporatsi ion positif. Sifat mudah larut pada air ini menunjukkan bahwa
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dinding sel gram positif lebih polar dibanding gram negatif, sehingga lapisan
dinding sel yang lebih tipis dan bersifat polar ini akan lebih mudah dirusak oleh
senyawa aktif pada temu mangga yang bersifat polar (Dewi, 2010).

Nanopartikel temu mangga meski tergolong mampu menghambat E. coli,
namun ekstrak memiliki nilai KHM yang lebih rendah. Menurut Wangchuk &
Loukas (2018), stabilitas dan kelarutan senyawa pada larutan uji mempengaruhi
terhadap nilai MIC yang dihasilkan. Partikel dalam ukuran nano memiliki
permukaan yang luas, hal ini memiliki kelemahan yaitu mudah mengagregasi (Bali
et al, 2019). Pernyataan tersebut sesuai dengan karakter nanopartikel temu mangga
dalam penelitian ini, yaitu memiliki ukuran partikel di bawah 1000 nm namun
polidispersitasnya tinggi. Menurut Mardliyati (2012) nanopartikel yang memiliki
polidispersitas tinggi maka tingkat keseragamannya rendah yang salah satu
penyebabnya adalah terjadinya agregasi partikel.

Agregasi partikel dapat menyebabkan ukuran partikel meningkat bahkan
menjadi berukuran mikro (Nugraheni, 2015). Perubahan tersebut berpengaruh
terhadap laju disolusi atau tingkat kelarutan sediaan (Binarjo, 2015). Menurut
Kumar (2011) obat yang memiliki tingkat kelarutan rendah maka efektivitas akan
berkurang dan menyebabkan kebutuhkan dosis meningkat. Oleh karena itu aktivitas
nanopartikel temu mangga menjadi kurang efektif untuk menghambat E. coli
dengan lebih baik dari kemampuan ekstrak temu mangga. Sedangkan sediaan
ekstrak temu mangga berupa cairan akan lebih mudah larut dibandingkan partikel
berbentuk padat seperti nanopartikel.

Aktivitas nanopartikel temu mangga termasuk paling tinggi dalam

menghambat jamur C. albicans, salah satu penyebabnya karena memiliki senyawa
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triterpenoid. Kurniawan (2015) menyatakan senyawa triterpenoid yang terkandung
dalam temu mangga dapat melisiskan membran sel jamur dengan cara mengganggu
permeabilitasnya. Selain itu nanopartikel temu mangga mengandung kitosan yang
digunakan sebagai penyalut. Sudjarwo (2019) menyatakan bahwa kitosan memiliki
aktivitas antijamur karena memiliki enzim kitinase yang mampu menghambat
pertumbuhan jamur. Oleh karena itu daya antijamur pada nanopartikel temu
mangga lebih baik dibanding ekstrak karena sumber antijamur pada nanopartikel
berasal dari senyawa pada ekstrak temu mangga dan kitosan.

Kontrol positif memiliki nilai daya hambat yang tinggi terhadap ketiga jenis
mikroba. Lubis (2008) menyatakan bahwa nistatin yang dipakai sebagai kontrol
positif ini termasuk obat antijamur golongan poliene yang membunuh jamur dengan
cara merusak ergosterol pada membran sel jamur secara irreversible. Ergosterol
merupakan bagian dari membran plasma yang berperan membentuk Kitin.
Sedangkan kitin adalah bagian penyusun dinding sel jamur dan penting untuk
pembentukan tunas jamur. Selain itu penggunaan obat antimikroba yang digunakan
sebagai kontrol positif jika digunakan secara terus menerus dapat menimbulkan
resistensi (Nychas &Tassou, 2000). Bahkan menurut Nurmala (2015) klindamisin
100% menyebabkan resistensi mikroba C. freundii.

Menurut penelitian Silalahi (2018), ukuran nanopartikel dapat meningkatkan
aktivitas sitotoksik dari senyawa-senyawa yang terkandung di dalam ekstrak. Nilai
hambat minimum nanopartikel temu mangga mendekati nilai hambat minimum
antimikroba standart (kontrol positif). Sehingga nanopartikel temu mangga
memiliki potensi yang bagus untuk dijadikan agen penghambat pertumbuhan jamur

dan bakteri gram positif. Namun salah satu syarat agen antimikroba selain mampu
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menghambat juga memiliki efek bakterisidal (kemampuan membunuh mikroba).
Oleh karena itu nanopartikel temu mangga perlu diuji lebih lanjut, misalnya dengan
uji KBM untuk mengetahui kemampuan membunuh mikroba dalam konsentrasi

rendah.

4.3 Konsentrasi Bunuh Minimum Nanopartikel Temu Mangga (Curcuma
mangga)

Konsentrasi Bunuh Minimum (KBM) ditentukan untuk mengetahui daya
bunuh suatu antimikroba dalam konsentrasi terendah (Balouiri, 2016). Penilaian
KBM secara kualitatif menurut Krishnan (2015) ditentukan dengan melihat tidak
terjadinya pertumbuhan mikroba dalam konsentrasi terendah yang ditandai plate
bening tanpa ada suatu koloni yang tumbuh. Hasil uji kualitatif KBM pada tabel 6.
Jika nilai sampel uji bernilai positif maka artinya mikroba tumbuh, sehingga larutan
uji disebut negatif KBM. Jika sampel uji bernilai negatif berarti media bening tanpa

ditumbuhi mikroba, maka larutan uji dianggap positif KBM.

Tabel 5. Hasil Uji Kualitatif KBM Berdasarkan Krishnan (2015)
Ekstrak Nanopartikel K+ K-

A% CA EC[SA[CA|EC[SA|CA
2,5 = = - - + + +
1,25 + + + + +

0,625 + + + + + + + + + +

0,313 + + + + + + + + + + + +

0,156 + + + + + + + + + + + +

0,078 + + + + + + + + + + + +

Keterangan : EC: E. coli; SA: S. aureus; CA: C. albicans

+ - mikroba tumbuh

- : mikroba mati

K : Konsentrasi Larutan Uji

Kontrol - : DMSO

Kontrol + : Klindamisin untuk bakteri, Nistatin untuk jamur

. : Positif KBM
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Tabel 5 menunjukkan bahwa perlakuan nanopartikel temu mangga tidak
ditumbuhi mikroba di konsentrasi 2,5% pada E. coli, 1,25% pada S. aureus dan
0,625% pada C. albicans. Sedangkan ekstrak temu mangga tidak terjadi
pertumbuhan mikroba di konsentrasi 1,25% pada E. coli dan C. albicans,
konsentrasi 2,5% pada C. albicans. Uji KBM secara kualitatif ini memberikan hasil
nanopartikel temu mangga memiliki kemampuan bunuh yang lebih baik dibanding
ekstrak terhadap S. aureus dan C. albicans, karena konsentrasi lebih rendah.
Berbeda dengan hasil pada E. coli yang menunjukkan KBM lebih rendah adalah
ekstrak temu mangga.

Wang (2017) menyatakan bahwa struktur sel mempengaruhi kuatnya
aktivitas antimikroba. Aktivitas antimikroba pada nanopartikel berinteraksi dengan
lapisan pelindung sel dengan cara mendekstruksi. Gram negatif memiliki lapisan
pelindung yang lebih tebal dibanding gram positif, yaitu fosfolipid dan
lipopolisakarida (lapisan terluar), dinding sel peptidoglikan (lapisan kedua),
fosfolipid bilayer (lapisan ketiga). Lapisan lipid yang lebih tebal ini lebih sulit
ditembus oleh antimikroba (Brejiyehi, 2020).

Perhitungan TPC juga dapat menunjukkan nilai KBM secara kuantitatif.
Penilaian yang dilakukan sesuai Balouiri (2016), yaitu KBM dikatakan positif jika
kematian mikroba mencapai 99,9% dengan jumlah koloni yang tumbuh adalah
0,1% dari jumlah koloni kontrol negatif. Tabel 6 merupakan hasil KBM

berdasarkan nilai TPC.
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Tabel 6. Nilai KBM Berdasarkan Nilai TPC

No | Mikroba Uji Bahan Uji Nilai KHM
Ekstrak Temu Mangga 1,25%

1 E. coli Nanopartikel Temu Mangga 2,5%
Kontrol Positif (Klindamisin) 1,25%
Ekstrak Temu Mangga 2,5%

2 S. aureus Nanopartikel Temu Mangga 1,25%
Kontrol Positif (Klindamisin) 0,625%
Ekstrak Temu Mangga 1,25%

3 C. albicans | Nanopartikel Temu Mangga 0,625%
Kontrol Positif (Nistatin) 1,25%

Hasil uji kuantitatif KBM menunjukkan hasil yang serupa dengan
pengamatan secara kualitatif. Diketahui bahwa nanopartikel temu mangga tidak
terjadi pertumbuhan mikroba (0 koloni) yaitu pada konsentrasi 2,5% (E.coli),
1,25% (S. aureus) dan 0,625% (C. albicans). Ekstrak temu mangga mampu
membunuh mikroba uji pada konsentrasi 1,25% (E. coli), 2,5% (S. aureus) dan
1,25% (C. albicans). Hal tersebut menunjukkan bahwa nanopartikel temu mangga
lebih baik dalam membunuh S. aureus dan C. albicans, sedangkan terhadap E. coli
efek bakterisidal lebih baik pada ekstrak temu mangga. Suresh (2012) menyatakan
bahwa zat antimikroba yang baik adalah yang mampu menghambat
mikroorganisme dalam konsentrasi rendah.

Berdasarkan hasil penelitian Muchtaromah et al (2020), ekstrak etanol
rimpang temu mangga memiliki nilai KBM sebesar 6,25% terhadap S. aureus dan
12,5% terhadap E. coli. Menurut Adahoun (2017), nanopartikel curcumin memiliki
potensi antimikroba terhadap E. coli, S. aureus, M. Luteus, dan P. aeruginosa
dibanding curcumin induk. Hal tersebut karena nanocurcumin lebih mudah larut
dibandingkan curcumin induk. Di antara mikroba tersebut S. aureus merupakan

bakteri yang paling sensitif ketika dibunuh dengan nanocurcumin (KBM
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608,5ug/mL) dibanding dengan nilai KBM yang dihasilkan curcumin induk yaitu
764,14 pg/mL. Sensitivitas terendah yaitu mikroba E. coli yang mampu dibunuh
nanocurcumin pada konsentrasi 901,93 pug/mL, sedangkan curcumin induk dengan
KBM 988,78 pg/mL.

Kedua larutan uji (ekstrak dan nanopartiel temu mangga) ini masih tergolong
mampu membunuh mikroba, namun kelemahan dari metode mikrodilusi yaitu
konsentrasi bahan uji yang digunakan untuk pengenceran bertingkat adalah
terbatas. Sedangkan konsentrasi lebih rendah kemungkinan juga memiliki potensi
menghambat mikroba (Sulistiyowati & Siswati, 2011).

Hasil penelitian Adahoun (2017) menunjukkan toksisitas nanocurcumin lebih
tinggi daripada curcumin. Menurut Basniwal (2011), kemampuan nanocurcumin
dapat dipengaruhi oleh ukuran partikel yang menyebabkan kemampuan penetrasi
senyawa yang menjadi lebih baik, penyerapan lebih tinggi oleh sel sehingga
menyebabkan lebih banyak kerusakan pada membran sel bakteri.

Menurut Sumarny (2012) temu mangga memiliki senyawa aktif flavonoid,
kurkumin, saponin, terpenoid dan minyak atsiri. Kandungan kurkumin pada ekstrak
etanol temu mangga yaitu 0,19%. Menurut Adila (2013) mekanisme flavonoid dan
minyak atsiri memiliki kemiripan dalam membunuh mikroba, yaitu dengan
merusak dinding sel. Flavonoid dengan sifat lipofilik mampu menghambat
pembentukan protein bakteri, sehingga metabolisme mikroba terganggu dan
menyebabkan kematian. Minyak atsiri mengganggu pembentukan membran

maupun dinding sel sehingga tekanan osmosis sel tidak stabil (Razak dkk., 2013).
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4.4 Potensi Nanopartikel Temu Mangga (Curcuma mangga) Sebagai
Antimikroba

Menurut Agustiningsih (2010) bahan yang digunakan untuk obat antimikroba
harus memiliki sifat bakteriostatik/fungistatik dan bakterisida/fungisida. Sifat statik
yaitu kemampuan suatu obat untuk menghambat pertumbuhan mikroba dalam
kadar tertentu. Sedangkan sifat sida merupakan kemampuan suatu obat dalam
membunuh mikroba dalam kadar tertentu. Jika suatu obat memenuhi kemampuan
tersebut, maka seseorang yang terkena penyakit yang disebabkan oleh mikroba
memungkinkan untuk sembuh dengan terapi obat. Menurut Jawetz (2005)
antimikroba terstandart harus memenuhi beberapa syarat berikut:

a. Memiliki kemampuan untuk menghambat ataupun mematikan pertumbuhan
mikroorganisme dengan spektrum luas (broad spectrum antibiotic)

b. Tidak menimbulkan resistensi dari mikroba patogen

c. Tidak menimbulkan efek samping (side effect) yang memperburuk kondisi
tubuh, seperti iritasi lambung, kerusakan syaraf, reaksi alergi, dan lain-lain

d. Tidak mengganggu keseimbangan flora normal pada tubuh seperti flora
usus atau flora kulit yang telah ada pada tubuh

Berdasarkan hasil uji dan pengamatan dapat diketahui bahwa nanopartikel
temu mangga tersalut kitosan memiliki potensi sebagai agen antimikroba untuk
melawan jamur (C. albicans), bakteri gram positif (S. aureus), dan bakteri gram
negatif (E. coli). Namun nanopartikel temu mangga belum bisa dikategorikan
sebagai antimikroba berspektrum luas, karena hanya memiliki sifat bakteriostatik
dan bakterisidal yang lebih efektif dibanding ekstrak terhadap bakteri gram positif
(S. aureus). Nanopartikel temu mangga memiliki potensi yang meyakinkan sebagai

agen antijamur, karena memiliki sifat fungistatik dan fungisidal yanng lebih baik
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dibanding ekstrak serta cukup mendekati konsentrasi minimum obat antijamur
terstandar.

Agustiningsih (2010) menyatakan bahwa aktivitas bakteriostatik dapat
ditingkatkan menjadi bakterisida apabila kadar antibakteri yang dipakai melebihi
nilai aktivitas KHM. Nanopartikel temu mangga tersalut kitosan memiliki aktivitas
bakteriostatik dan bakterisidal dalam konsentrasi yang rendah dibanding hasil
penelitian sebelumnya, sehingga dapat memungkinkan penggunaan dosis untuk
agen antimikroba nanopartikel temu mangga tersalut kitosan akan lebih sedikit
dibandingkan jamu dari ekstrak temu mangga. Namun Allah SWT telah berfirman,
bahwa segala sesuatu la ciptakan telah bersesuaian dengan ukuran dalam surat Al-

Hijr ayat 19 berikut:
£V AP 053 50 8 e s G Gy s Wil 3 YTy

Artinya: Dan Kami telah menghamparkan bumi dan menjadikan padanya gunung-
gunung dan Kami tumbuhkan padanya segala sesuatu menurut ukuran.

Menurut tafsir Al-Muyassar ayat 19-21 pada surat Al-Hijr menjelaskan
bahwa Allah telah menciptakan bumi yang terhampar luas, dan di dalamnya berdiri
gunung-gunung yang kokoh, kemudian ditumbuhkan berbagai jenis tumbuhan
secara detail, terukur dan teratur. Darinya terdapat segala macam yang manusia
butuhkan untuk hidup baik berupa makanan, minuman dan berbagai makhluk yang
rizkinya telah ditanggung oleh Allah. Dan segalanya diturunkan sesuai kebutuhan
dan kemaslahatan yang telah terukur (Shalih, 2013).

Begitu juga pada pengobatan, butuh ukuran yang tepat untuk memberikan
manfaat yang dibutuhkan. Selain kadar dan ukuran obat yang dikonsumsi atau

digunakan, banyak faktor yang berkaitan dan mempengaruhi Kkinerja suatu zat
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antimikroba. Beberapa faktor yang mempengaruhi kinerja dan efektivitas zat
antimikroba yaitu bahan dan senyawa yang terkandung dalam zat antimikroba, jenis
mikroba, umur mikroba dan ketahanan zat antimikroba. Menurut Geofrey dalam
Kusmiyati (2011), temu mangga (C. mangga) terbukti memiliki aktivitas antijamur
dari senyawa aktif puncak nomor 15 berupa senyawa Labda-8(17), 12-dien-15, 16-
dial, sehingga mampu menghambat C. albicans. Temu mangga juga mengandung
flavonoid, tanin, saponin, alkaloid, terpenoid, minyak atsiri yang berperan sebagai
zat antimikroba (Rukmana, 2004; Yuandani et. al. 2019).

Mekanisme aktivitas antimikroba pada beberapa senyawa dalam temu
mangga berbeda-beda. Beberapa kandungan diantaranya yaitu alkaloid dan
triterpenoid yang dapat menghambat dan membunuh C. albicans dengan
mekanisme berupa penghambatan respirasi sel jamur (Aniszewki, 2007), sisntesis
asam nukleat, membran fosfolipid dan protein (Adegoke, 2009), serta mengganggu
pertumbuhan dan perkembangan spora jamur melalui membran sitoplasma
(Lutfiyani, 2012). Kandungan lain pada temu mangga seperti flavonoid memiliki
mekanisme kerja pada bakteri berupa pengikatan protein pada mikrotubulus sel dan
mengganggu proses pembelahan mitosis sel. Akibatnya pertumbuhan bakteri
menjadi terhambat (Novaryatiin, 2018).

Penelitian sebelumnya menyebutkan bahwa sistem antibiotik tradisional
seperti temu mangga dapat ditunjang menjadi lebih baik oleh sistem nanomaterial
dengan menjadi sistem penghantar yang baik (Beyth et al, 2015; Zhang et al, 2010).
Menurut Haniah (2008) semakin tinggi konsentrasi zat antimikroba, maka semakin
tinggi pula kemampuan menghambat atau membunuh mikroba uji. Namun pada

nanopartikel temu mangga ternyata membutuhkan kadar yang lebih tinggi
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dibanding ekstrak untuk aktivitas antibakteri terhadap gram negatif (E. coli). Hal
tersebut menunjukkan bahwa metode nanoteknologi yang digunakan kemungkinan
belum efektif untuk menunjang aktivitas antibakteri dari ekstrak temu mangga
terhadap E. coli.

Basniwal (2011) melakukan penelitian terhadap nanocurcumin dengan
metode wet-milling dan menguji aktivitas antimikrobanya. Hasilnya menunjukkan
bahwa nanocurcumin melakukan aktivitas antibakteri dengan cara berlabuh ke
dinding sel bakteri, melakukan pemecahan kemudian menembus ke dalam sel untuk
mengganggu struktur dan fungsi organel sel. Hasil penelitian sebelumnya juga
menyebutkan bahwa nanopartikel kurkumin memiliki potensi sebagai antikanker
(Adahoun, 2017). Kandungan utama nanopartikel temu mangga yaitu kurkumin
yang termasuk senyawa fitofarmaka yang mempunyai beberapa efek biologis,
diantaranya yaitu antijamur, antiinflamasi, antivirus, antioksidan (Syamsudin,
2019).

Menurut Rahmawati (2014), kurkumin melakukan penghambatan dengan
cara menghambat enzim thiolase (enzim sulfidril) pada bakteri sehingga tidak
terbentuk ikatan disulfida. Hal tersebut menyebabkan denaturasi struktur sekunder
protein. Sedangkan minyak atsiri melakukan aktivitas penghambatan dengan cara
mendestruksi membran sel bakteri.

Hasil penelitian memiliki perbedaan kesimpulan antara KHM dan KBM
dengan difusi cakram. Hasil KHM dan KBM menunjukkan bahwa nanopartikel
temu mangga tersalut kitosan memiliki potensi yang baik untuk dijadikan agen
antimikroba terhadap jamur dan bakteri gram positif, namun membutuhkan dosis

yang lebih tinggi dibandingkan ekstrak untuk aktivitas antibakteri terhadap gram
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negatif (E. coli). Hasil difusi cakram menunjukkan bahwa nanopartikel masih
kurang kuat untuk menghambat S. aureus dibandingkan hasil zona hambat ekstrak
temu mangga yang tergolong sangat kuat. Hal ini dapat dipengaruhi oleh
kemampuan penetrasi nanopartikel yang lemah akibat kelarutan serbuk
nanopartikel pada pelarut yang juga rendah. Sehingga mempengaruhi banyaknya
zat aktif pada partikel di kertas cakram untuk berdifusi pada media padat yang telah
mengandung mikroba.

Berbeda dengan aktivitas antimikroba pada KHM dan KBM yang
menggunakan media cair, memungkinkan kontak antar larutan uji dengan mikroba
secara langsung lebih mudah. Selain itu E. coli lebih resistan terhadap suatu
antibakteri karena memiliki lapisan pelindung yang lebih tebal dibanding S. aureus.
Sehingga kelarutan nanopartikel temu mangga yang rendah menyebabkan aktivitas
antibakteri kurang bekerja secara optimal untuk merusak lapisan-lapisan pelindung
gram negatif.

Dijelaskan dalam literatur bahwa faktor yang mempengaruhi keberhasilan
penetrasi dan aktivitas antimikroba diantaranya yaitu kelarutan zat aktif
nanopartikel pada pelarut, daya sebar, kestabilan dan viskositas partikel. \VViskositas
dan kelarutan ekstrak temu mangga dalam bentuk cair lebih mudah homogen
dengan pelarut dibanding serbuk nanopartikel yang padat dan banyak mengalami
aglomerasi. Sesuai dengan pernyataan Gang et al (2010 dalam Jannah, 2019) bahwa
viskositas larutan merupakan salah satu faktor yang mempengaruhi kemampuan
daya sebar suatu sediaan. Kemampuan daya sebar berpengaruh terhadap
keefektifan dalam pelepasan zat aktif. Viskositas larutan yang lebih rendah akan

menghasilkan luas penyebaran yang lebih besar, karena lebih mudah mengalir
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(Fulviana, 2013). Sehingga kemampuan zat aktif yang terkandung dalam
nanopartikel temu mangga tidak dapat menjangkau dan melakukan penentrasi
secara optimal terhadap mikroba.

Saputra (2016) menyatakan bahwa partikel yang baik sebagai sistem
penghantaran obat untuk sediaan oral adalah berukuran kurang dari 300 nm. Suatu
partikel dinyatakan stabil apabila memiliki nilai potensial zeta di luar rentang + 30
mV. Menurut Biswas et al (2014), pemakaian nanopartikel untuk aplikasi medis
sebaiknya berukuran kurang dari 200 nm. Semakin kecil ukuran partikel berbanding
lurus dengan semakin luas permukaan partikel, sehingga akan lebih baik dalam
aplikasi zat aktifnya. Sykes et al (2016) menyatakan, ukuran partikel harus cukup
besar untuk menghindari eliminasi di kapiler darah, tapi jika partikel terlalu besar
akaan rentan dikenali sebagai zat asing dan dieliminasi oleh makrofag. Sehingga
ukuran 100 nm untuk aplikasi nanopartikel pada aktivitas antimikroba
memungkinkan sebagai ukuran yang optimal.

Keberhasilan sistem nanopartikel sebagai penghantaran dipengaruhi oleh
kapasitas penjerapan obat dengan mengurangi jumlah bahan matriks yang
digunakan. Efisiensi penjerapan dipengaruhi oleh kelarutan obat dalam bahan
matriks, komposisi matriks yang digunakan, berat molekul, interaksi obat, dan
keberadaan gugus fungsional pada bahan obat maupun matriks. Partikel yang lebih
besar memiliki rongga yang lebih besar yang memungkinkan obat terenkapsulasi
dan berdifusi perlahan (Lanimarta, 2012). Debnath et al (2011) kelemahan dari
metode gelasi ionik adalah kekuatan mekanik yang buruk. Jika kekuatan mekanik
rendah maka berpengaruh terhadap jumlah senyawa aktif yang dapat dijerap oleh

penyalut lebih sedikit.
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Kemungkinan lain yang berpotensi menyebabkan kelarutan partikel rendah,
terjadi aglomerasi, dan lain-lain yaitu metode yang digunakan untuk formulasi
nanopartikel kurang cocok atau kurang stabil untuk ekstrak temu mangga. Metode
gelasi ionik dengan sonikasi 90 menit dan penambahan tween sebagai stabilizer
berhasil mensintesis ekstrak temu mangga menjadi nanopartikel, namun belum
mampu menghasilkan nanopartikel yang lebih seragam, stabil dan tidak
menggumpal. Sedangkan partikel yang kecil memiliki resiko lebih besar terjadinya
agregasi selama penyimpanan. Nanopartikel memiliki kesulitan dalam proses
penyimpanan dan penangananya karena dapat memungkinkan terjadinya agregasi.
Penjerapan obat dipengaruhi oleh kelarutan obat dalam matriks, komposisi polimer,
berat molekul polimer, dan interaksi obat dengan polimer (Lanimarta, 2012).

Muchtaromah (2018) menyatakan nanopartikel temu mangga tersalut kitosan
selama 120 menit relatif lebih seragam pada ukuran 331-2000 nm dibandingkan
perlakuan sonikasi seama 90 menit. Hal tersebut dapat diketahui bahwa lama
sonikasi berpengaruh terhadap pengecilan dan keseragaman ukuran partikel. Selain
itu kitosan dan kandungan seperti kurkumin merupakan bahan organik yang
tersusun atas polimer kompleks, sehingga membutuhkan metode dan komposisi
yang tepat untuk memformulasi nanopartikel yang lebih baik untuk aplikasi sebagai
agen antimikroba.

Penelitian ini  memiliki kelemahan lain dalam melakukan proses
penyimpanan yang baik, karena kemungkinan masa simpan ekstrak dan
nanopartikel mempengaruhi sensitivitasnya. Semakin lama disimpan biasanya
kemampuan dan sensitivitasnya menjadi menurun. Untuk penggunaan dalam

aplikasi klinis memerlukan standarisasi baik dalam pemrosesan dan pemilihan
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bahan temu mangga. Sesuai Rizvi & Saleh (2017) yang menyatakan bahwa terdapat
beberapa obat yang diketahui sangat efektif dalam aplikasi in vitro, namun secara
in vivo tidak dapat digunakan.

Untuk mengoptimalkan manfaat nanopartikel temu mangga sebagai bahan
obat antimikroba dibutuhkan kombinasi dengan zat antimikroba dari bahan yang
lain. Menurut Yuan (2019), kombinasi antijamur dapat meningkatkan laju dan
tingkat pembunuhan mikroba, memperluas spektrum dan potensi aktivitas
antimikroba, mencapai efek antijamur yang lebih cepat dan juga mengurangi dosis
obat perindividu. Dalam beberapa kasus, peneliti juga dapat meminimalkan
perkembangan resistensi antijamur atau mengurangi toksisitasnya. Saat ini,
flukonazol atau obat azol sebagai obat antijamur yang paling banyak digunakan
telah dipelajari dalam kombinasi dengan antibiotik maupun dengan beberapa
senyawa alami terhadap C. albicans. Hu & Kwon (2011) menambahkan bahwa
kombinasi nanopartikel juga dapat menghasilkan efisiensi yang lebih tinggi karena
aktivitas dapat dilakukan bersama dengan mekanisme yang berbeda.

Berkaitan dengan penyediaan bahan antimikroba, Allah SWT akan
menyembuhkan penyakit pada seseorang apabila mereka berusaha dan bertawakkal
untuk sembuh. Usaha yang dapat dilakukan salah satunya dengan berobat, baik
kepada tabib atau mengonsumsi obat. Allah telah berfirman dalam surat Ar-Ra’du

ayat 11 sebagai berikut:

;w’} V& / 2w R

f.ar g gt oF . 31 4e i o o e oo tuo oW L {
MS}.C}‘U MY&‘dl&f\»‘jA‘d’i}M i\.;LLP-Jf &“W(‘/&w,ﬂ

Artinya: Bagi manusia ada malaikat-malaikat yang selalu mengikutinya bergiliran, di
muka dan di belakanganya, mereka menjaganya atas perintah Allah.
Sesungguhnya Allah tidak merubah keadaan suatu kaum seingga mereka
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merubah keadaan yang ada pada diri mereka sendiri. Dan apabila Allah
menghendaki keburukan terhadap suatu kaum, maka tak ada yang dapat
menolaknya, dan sekali-kali tak ada pelindung bagi mereka selain Dia.
(Q.S. Ar-Ra’du: 11).

Ayat di atas tersirat makna bahwa setiap amal perbuatan manusia
sesungguhnya selalu diawasi oleh malaikat yang berjaga dengan bergantian siang-
malam untuk mencatat amal dan menuruti perintah Allah. Dan Allah tidak serta-
merta merubah keadaan seseorang atau kaum melainkan mereka yang mau
berupaya untuk kebaikan diri mereka sendiri. Baik hal tersebut mengenai kesehatan
maupun pengetahuan. Namun apabila Allah menghendaki suatu keburukan, dan
manusia yang berputus asa, tak mau berusaha, maka tidak dapat menghindari
keburukan yang akan menimpanya.

Hal tersebut sesuai dengan Saifudin, dkk. (2010) bahwa munasabah ayat
tersebut yaitu Allah SWT memberi penjelasan bahwa nasib suatu kaum bergantung
pada amal perbuatan mereka sendiri. Dijelaskan dalam tafsir Al-Muyassar bahwa
setiap manusia memiliki malaikat-malaikat yang diperintankan Allah untuk
menjaganya dengan silih berganti, kemudian menghitung dan mencatat segala amal
perbuatannya. Dan Allah tidak akan mengubahkan kenikmatan yang diberikan
kepada mereka, kecuali mereka melanggar perintah Allah. Mereka tidak memiliki
penolong selain Allah SWT dalam menjauhi keburukan dan mencari kebaikan
(Shalih, 2013).

Berhubungan dengan ayat selanjutnya Ar-Ra’du ayat 13 bahwa Allah telah
mengemukakan beberapa tanda kekuasaan-Nya (nikmat dan azab) sebagai ujian
atas keimanan mereka. Barangsiapa yang kafir terhadap kekuasaan Allah, akan

berada dalam kesesatan dan tidak akan memperoleh kemanfaatan apapun (Saifudin,
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dkk., 2010). Oleh karena itu penelitian ini selain sebagai pengetahuan diharapkan
menjadi usaha untuk pengembangan bahan obat antimikroba untuk mendukung
kesehatan manusia. Selain itu hendaknya manusia tidaklah berputus asa, terus
berusaha dan belajar sebagai bentuk syukur sekaligus usaha agar jauh dari

kebodohan.
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5.3 Kesimpulan

Berdasarkan penelitian dan pembahasan yang telah dilakukan, dapat
disimpulkan sebagai berikut:

1. Daya hambat nanopartikel temu mangga (C. mangga) sebagai antimikroba
terhadap E. coli adalah kuat (11,46 + 1,07 mm), terhadap S. aureus adalah
sedang (6,40 £ 1,77 mm) dan pada C. albicans adalah kuat (11,04 + 1,26
mm). Luas zona hambat tertinggi secara berurutan berdasarkan mikroba
yang paling sensitif terhadap nanopartikel temu mangga yaitu E. coli, C.
albicans, kemudian S. aureus.

2. Nilai konsentrasi hambat minimum nanopartikel temu mangga (C. mangga)
terhadap E. coli yaitu 1,25%, terhadap S. aureus yaitu 0,625% dan terhadap
C. albicans yaitu 0,313%. Berdasarkan nilai KHM, nanopartikel temu
mangga lebih baik dalam menghambat S. aureus dan C. albicans, namun
ekstrak temu mangga lebih baik dalam menghambat E. coli.

3. Nilai konsentrasi bunuh minimum dari nanopartikel temu mangga (C.
mangga) terhadap E. coli yaitu 2,5%, S. aureus yaitu 1,25% dan C. albicans
yaitu 0,625%. Berdasarkan nilai KBM nanopartikel temu mangga memiliki
daya bunuh lebih baik terhadap gram positif (S. aureus) dan jamur (C.
albicans), namun membutuhkan konsentrasi yang lebih tinggi dibanding

ekstrak untuk membunuh E. coli.
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5.2 Saran

Saran berdasarkan penelitian ini antara lain:

1. Penelitian selanjutnya dibutuhkan uji aktivitas antimikroba dengan
formulasi nanopartikel temu mangga yang lebih beragam dan dibandingkan
agar mengetahui kemampuan terbaik dari nanopartikel temu mangga
sebagai antimikroba.

2. Dibutuhkan studi dan penelitian lanjut mengenai penyimpanan yang baik
untuk nanopartikel.

3. Diperlukan uji lanjut difusi cakram nanopartikel temu mangga dengan
variasi konsentrasi.

4. Dilakukan uji aktivitas antimikroba nanopartikel temu mangga terhadap
spesies mikroba lebih beragam.

5. Dilakukan lebih banyak karakterisasi nanopartikel temu mangga dengan uji
daya sebar, viskositas, penjerapan, dll.

6. Dilakukan penelitian lebih lanjut nanopartikel temu mangga dari tahap awal

in vitro ke penelitian secara in vivo.
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Lampiran 1. Alur Penelitian

Rimpang Temu Mangga (Curcuma mangga)

Pelarut Ftanol

Ekstrak Temu Mangga (Curcuma mangga)
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Nanopartikel Kitosan

Uji Aktivitas Antimikroba

=

Uji Difusi Cakram

Pengukuran luas zona
hambat

Penanaman

Total Plate Count

Data

Mikrodilusi
KHM dan KBM

Analisa
Turbiditas
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Lampiran 2. Langkah Kerja Uji Aktivitas Antimikroba
L.2.1 Sterilisasi Alat

Alat

- Ditutup mulut alat gelas dengan aluminium foil atau kasa dan kapas,
kemudian dilapisi wrap.

- Dibungkus cawan petri dengan kertas, kemudian dimasukkan ke
plastik.

- Dimasukkan ke dalam autoklaf dengan tekanan 15 psi pada suhu
121°C.

- Disterilkan selama 15-30 menit

Hasil

L.2.2. Pembuatan Media
Natrium Agar (NA)
- Ditimbang serbuk media NA sebanyak 5 gram.

- Dimasukkan ke dalam gelas beker 250 mL steril.

- Ditambahkan aquades steril sebanyak 250 mL (NA racikan 20 g/L).
- Dihomogenkan dengan magnetic stirrer di atas hot plate.

- Dipanaskan hingga mendidih.

- Dituang ke erlenmeyer steril 250 mL.

- Ditutup dengan aluminium foil dan dilapisi plastik wrap.

- Dimasukkan plastik dan disterilisasi.

Hasil

Saboround Dextrose Agar (SDA)

- Ditimbang serbuk media SDA sebanyak 16,25 gram.
- Dimasukkan ke dalam gelas beker 250 mL steril.

- Ditambahkan aquades steril sebanyak 250 mL.

O




Hasil

Dihomogenkan dengan magnetic stirrer di atas hot plate.
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Ditambahkan NaCl 0,9% steril sebanyak 4,8 mL dan kloramfenikol

120 mg.

Dipanaskan hingga mendidih.

Dituang ke erlenmeyer steril 250 mL.

Ditutup dengan aluminium foil dan dilapisi plastik wrap.

Dimasukkan plastik dan disterilisasi.

Natrium Broth (NB)

Hasil

Ditimbang serbuk media NB sebanyak 2 gram.
Dimasukkan ke dalam gelas beker 250 mL steril.
Ditambahkan aquades steril sebanyak 250 mL.
Dihomogenkan dengan magnetic stirrer di atas hot plate.
Dipanaskan hingga mendidih.

Dituang ke erlenmeyer steril 250 mL.

Ditutup dengan aluminium foil dan dilapisi plastik wrap.

Dimasukkan plastik dan disterilisasi.

Saboround Dextrose Broth (SDB)

Ditimbang serbuk media SDB sebanyak 7,5 gram.
Dimasukkan ke dalam gelas beker 250 mL steril.
Ditambahkan aquades steril sebanyak 250 mL.
Dihomogenkan dengan magnetic stirrer di atas hot plate.
Dipanaskan hingga mendidih.

Dituang ke erlenmeyer steril 250 mL.

Ditutup dengan aluminium foil dan dilapisi plastik wrap.

Dimasukkan plastik dan disterilisasi.

Hasil
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L.2.3 Regenerasi Mikroba

Isolat Murni E. coli, S. aureus, C. albicans

- Dicairkan media NA dan SDA yang disimpan di dalam kulkas.

- Dituang secukupnya ke dalam tabung reaksi steril dan ditunggu
hingga memadat dalam posisi 45°.

- Diambil masing-masing 1 ose mikroba dan di streak di atas media
(NA untuk bakteri dan SDA untuk jamur).

- Diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam.

Hasil

L.2.4 Pembuatan Suspensi Mikroba Uji

Stok mikroba uji yang telah diremajakan

- Diambil masing-masing 1 ose mikroba uji.

- Dicelupkan pada masing-masing media cair steril (NB untuk bakteri
dan SDB untuk jamur).

- Diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37°C.

- Dihomogenkan dengan vortex.

- Dibuat suspensi mikroba uji dari inokulum media cair dengan
perbandingan 1:9 untuk bakteri dan 1:11 untuk jamur dalam NaCl
steril 0,9% (mL).

- Divortex kemudian diinkubasi pada 37°C selama 24 jam.

- Disetarakan dengan McFarland 0,5.

- Ditambahkan media cair hingga sesuai standart.

Hasil
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L.2.5 Pembuatan Stok Larutan Uji 100%

Nanopartikel dan Ekstrak Temu Mangga

- Ditimbang 150 mg nanopartikel temu mangga dan 25 mg ekstrak
temu mangga.
- Dimasukkan pada tabung reaksi yang berbeda.

- Ditambahkan masing-masing 1 mL DMSO.

- Dihomogenkan menggunakan vortex.

Hasil

L.2.6 Uji Daya Hambat

Stok larutan uji antimikroba 100%

- Dicairkan media padat kemudian dituang pada cawan petri steril.

- Ditunggu hingga memadat.

- Direndam kertas cakram steril pada larutan uji antimikroba selama
30 menit-1 jam.

- Diambil 100 mikrolit suspensi mikroba uji dan dituang ke media
padat pada cawan petri.

- Diratakan menggunakan cotton swab.

- Diletakkan 3 buah kertas cakram dengan jarak yang setara dalam 1
cawan petri.

- Diinkubasi pada 37°C selama 24 jam.

- Diukur zona bening menggunakan jangka sorong.

- Dianalisis.

Hasil

L.2.7 Penentuan Konsentrasi Hambat Minimum (KHM)

Stok larutan uji antimikroba 100%

- Ditentukan kode perlakuan untuk setiap sumuran pada well-96 steril

(huruf A-H = menunjukkan perlakuan larutan uji dan kontrol, angka
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1-6 = konsentrasi perlakuan ulangan 1, angka 7-12 = konsentrasi
perlakuan ulangan 2).

- Dimasukkan media cair steril pada sumuran 2-6 sebanyak 50 LLL.

- Dimasukkan larutan uji 100% pada sumuran 1 sebanyak 100 pL

- Dilakukan pengenceran dengan mengambil 50 pL larutan dari
sumuran 1 dan dimasukkan ke sumuran 2.

- Dihomogenkan.

- Diambil 50 pL dari sumuran 2 dan dimasukkna ke sumuran 3, begitu
seterusnya hingga sumuran ke-6.

- Diisi setiap sumuran dengan suspensi mikroba uji sebanyak 50 pL.

- Dilakukan hal yang sama pada sumuran 7-12.

- Ditutup permukaan well dan diinkubasi selama 18-24 jam pada suhu
37 ° G

- Diamati secara langsung dan dicatat pada sumuran ke berapa yang

tampak bening.

Hasil
Skema perlakuan uji berdasarkan konsentrasi pada well-96
a. Well1l b. Well 2
23 4 w56 a8 9RO 1 12 1B e o OBT0 11 12
A A
B B
C C
D D
E E
F F
G G
H H
Keterangan:
Well 1 Well 2
— A : Ekstrak temu mangga + E. coli — A : Kontrol + E. coli

- B : Nanopartikel temu mangga + E. coli - B : Kontrol - E. coli
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- C : Ekstrak temu mangga + S. aureus - C : Kontrol + S. aureus

- D : Nanopartikel temu mangga + S. aureus - D : Kontrol - S. aureus

- E : Ekstrak temu mangga + C. albicans - E : Kontrol + C. albicans

- F : Nanopartikel temu mangga + C. albicans - F : Kontrol - C. albicans

1 : Konsentrasi 100% (Ulangan 1) - 7 : Konsentrasi 100% (Ulangan 2)
2 : Konsentrasi 50% (Ulangan 1) -8 : Konsentrasi 50%  (Ulangan 2)
3 : Konsentrasi 25% (Ulangan 1) -9 : Konsentrasi 25%  (Ulangan 2)
4 : Konsentrasi 12,5% (Ulangan 1) - 10 : Konsentrasi 12,5% (Ulangan 2)
5 : Konsentrasi 6,25% (Ulangan 1) - 11 : Konsentrasi 6,25% (Ulangan 2)
6 : Konsentrasi 3,13% (Ulangan 1) - 12 : Konsentrasi 3,13% (Ulangan 2)

L.2.8 Penentuan Konsentrasi Bunuh Minimum (KBM)

Hasil KHM

- Dibuat garis pembatas pada cawan petri untuk memberikan ruang

penanaman 2 ulangan dalam 1 cawan petri seperti skema berikut.

Daerah Daerah
penanaman penanaman
ulangan 1 ulangan 2

Garis pembatas

- Dicairkan media padat dari kulkas lalu dituang pada cawan petri.

- Ditunggu media hingga memadat.

- Diambil larutan dari masing-masing sumuran sebanyak 50 pL dan ditanam
pada media (cotton swab).

- Dilapisi plastik wrap pad tepi cawan petri lalu diinkubasi selama 18-
24 jam pada suhu 37°C.

- Dihitung jumlah koloni menggunakan colony counter dan dicatat.

- Dianalisis data yang didapat.

Hasil
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Lampiran 3. Rumus Perhitungan

L.3.1 Rumus Diameter Zona Hambat

Diameter zona hambat = Diameter zona bening — Diameter kertas cakram

L.3.2 Rumus Standart Deviasi
Rumus Varian
. ) - 5
Si = e Z(xi —X )k

i=1

Rumus Standar Deviasi

e —
S = XK= X)
RS N

Keterangan :

s2 : ragam atau varian sampel
S : standar deviasi

N : jumlah data

i : nomor data (i : 1,2,3..N)
Xi : data ke-i (i: 1,2,3..N)

X : rata-rata sampel

L.3.3 Rumus Total Plate Count

Jumlah koloni = Jumlah koloni per cawan x 1/Faktor pengencer

Faktor Pengencer (FP) = Pengenceran x Jumlah yang diencerkan

_ jumlah koloni

TPC = > x pengenceran ke berapa

L.3.4 Rumus Persentase Pertumbuhan Koloni Mikroba

total koloni yang tumbuh dalam perlakuan uji

% Tumbuh = 1009
%o Tumbu total koloni kontrol negatif x %
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Lampiran 4. Data Hasil Uji Aktivitas Antimikroba

L.4.1 Tabel Diameter Zona Hambat

Escherichia coli SEDANG

EKSTRAK TEMU
MANGGA

Escherichia coli 12,61 11,30 10,48 11,46 KUAT
NANOPARTIKEL 1 : N
TEMU MANGGA | aure 4

| VD AR | SANGAT
Escherichia coli 29,85 | 28,06 | 27,57 28,49
0 ) n R B 2
3 | KONTROL + ..;N i //! Y !v :‘

T -— B —
s |xonRoL- |8 § " J l‘
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L.4.2 Tabel Perhitungan Hasil Penanaman Mikrodilusi Menggunakan Colony

Counter
N BAHAN UJI MIKROBA U KONSENTRASI (%)
(0] UJl 2,5 1,25 | 0,625 | 0,313 | 0,156 | 0,078
EKSTRAK . 1 0 0 4 0 © 0
E. coli
TEMU MANGGA 2 0 0 0 o) 0 0
I 0 74 0 0 0 0
1 S. aureus
2 0 0 0 0 0 0
1 0 0 0 15 10 0
C. albicans
2 0 0 1 37 6 0
NANOPARTIKEL £ coli 1 0 3 20 20 0 ©
TEMU MANGGA el 2 0 1 44 36 o ©
1 0 0 28 24 0 0
p) S. aureus
2 0 0 44 4 © )
_ 1] 0 0 0 49 o o
C. albicans
2 0 0 0 19 0 0
KONTROL 1 1 0 0 24 o o ©
E. coli
POSITIF 2 0 0 16 5 o ©
1 0 2 2
3 S. aureus 0 = *
2 0 0 0 0 © 1)
1 0 0 © o o0 0
C. albicans
2 0 0 47 © © )
KONTROL , 1| 13| o o o 0 0
E. coli
NEGATIF ) 10 © 0 © o 0
1 14 00 0 o0 o0 o0
4 S. aureus
2 6 o0 o o o0 0
1 0 o 0 0 o0 0
C. albicans
2 3 o0 © o o0 0
L.4.3 Tabel Penentuan Hasil Uji KHM dan KBM
Konsentrasi (%)
Bahan Uji Mikroba KHM KHM KBM KBM
Kualitatif Kuantitatif | Kualitatif | Kuantitatif
EC 0,313 0,625 1,25 1,25
EKSTRAK TEMU
I ANGGA sA 0,313 1,25 2,5 2,5
CA 0,313 0,625 1,25 1,25
NANOPARTIKEL = UEle o9 2> 2>
O ANGea | oA 0,156 0,625 1,25 1,25
CA 0,078 0,313 0,625 0,625
EC 0,313 0,625 1,25 1,25
K+ SA 0,313 0,313 0,625 0,625
CA 0,078 0,625 1,25 1,25




Lampiran 5. Gambar Dokumentasi Penelitian

L.5.1 Proses Ekstraksi

Penimbangan serbuk
simplisia rimpang temu
mangga

Pemisahan ampas dan
persiapan remaserasi

Maserasi dengan pelarut
etanol dan dishaker

Dipekatkan menggunakan
vacuum rotary evaporator
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Pemindahan ekstrak dari
labu evaporator ke botol

Penyimpanan stok ekstrak
di botol
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L.5.2 Proses Pembuatan Nanopartikel Temu Mangga

-—

Homogenasi larutan
kitosan-TPP

Y

Penimbangan TPP

Pencampuran ekstrak
dengan larutan kitosan-

cawan

Peletakan pelet pada

Penumbukan pelet

L8
Sonikasi

F

Pemisahan pelet dengan
supernatan

k-
<

Homogenasi menggunakan
homogenizer ultra turrax

Serbuk nanopatikel
temu mangga

Penyimpanan nanopartikel
temu mangga
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L.5.3 Uji Antimikroba

Penibangan bahan
larutan uji
%

Perendaman kertas

a larutan uji

Pengukuran OD preparasi
McFarland

Penanaman kertas cakram
pada media

Kertas cakram steril

Pembungkusa’n“ cawan
petri
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cakram pad

Penghitungan koloni

Pengamatan dan
dokumentasi

Pengukuran diameter zona
hambat
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L.5.4 Hasil Uji Difusi Cakram

130

Ekstrak Temu
Mangga

Nanopartikel
Temu Mangga

Kontrol Positif

Kontrol
Negatif

S. aureus

C. albicans
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L.5.5 Hasil Mikrodilusi

m Before Incubation After Incubation

C. mangga
(extract and
nanoparticles)

Control

Keterangan:
Well 1 Well 2
— A : Ekstrak temu mangga + E. coli — A : Kontrol + E. coli
- B : Nanopartikel temu mangga + E. coli - B : Kontrol - E. coli
- C : Ekstrak temu mangga + S. aureus - C : Kontrol + S. aureus
- D : Nanopartikel temu mangga + S. aureus - D : Kontrol - S. aureus
- E : Ekstrak temu mangga + C. albicans - E : Kontrol + C. albicans
- F : Nanopartikel temu mangga + C. albicans - F : Kontrol - C. albicans
1 : Konsentrasi 2,5% (Ulangan 1) - 7 : Konsentrasi 2,5% (Ulangan 2)
2 : Konsentrasi 1,25% (Ulangan 1) - 8 : Konsentrasi 1,25% (Ulangan 2)
3 : Konsentrasi 0,625% (Ulangan 1) -9 : Konsentrasi 0,625% (Ulangan 2)
4 : Konsentrasi 0,313% (Ulangan 1) - 10 : Konsentrasi 0,313%(Ulangan 2)
5 : Konsentrasi 0,156% (Ulangan 1) - 11 : Konsentrasi 0,156%(Ulangan 2)
6 : Konsentrasi 0,078% (Ulangan 1) - 12 : Konsentrasi 0,078%(Ulangan 2)
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L.5.6 Hasil Penanaman Uji Mikrodilusi KHM dan KBM

Ekstrak Temu Mangga

Konsentrasi S. aureus C. albicans E. coli

2,5%

1,25%

0,625%

0,313%

0,156%

0,078%
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Nanopartikel Temu Mangga

Konsentrasi

2,5%

1,25%

0,625%

0,313%

0,156%

0,078%

S. aureus

C. albicans

E. coli
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