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ABSTRAK

Romadhoni, Nur Rohmah Tria. 2020. Uji Aktivitas Antimikroba Nanopartikel
Kombinasi Allium sativum (Linn.), Curcuma mangga Val. dan
Acorus calamus (L.) Secara In Vitro. Skripsi. Jurusan Biologi Fakultas
Sains dan Teknologi, Universitas Islam Negeri Maulana Malik Ibrahim
Malang. Pembimbing I: Prof. Dr. drh. Hj. Bayyinatul M, M. Si;
Pembimbing Il: Mujahidin Ahmad, M.Sc.

Kata kunci: Nanopartikel gelasi ionik, Kitosan, Kombinasi ekstrak tanaman,
Antimikroba.

Kombinasi umbi bawang putih (Allium sativum Linn.), rimpang temu
mangga (Curcuma mangga Val.) dan rimpang jeringau (Acorus calamus L.)
merupakan komposisi dari jamu subur kandungan Madura yang digunakan oleh
masyarakat untuk menjaga kesuburan (fertilitas). Kandungan senyawa kimia yang
terdapat pada ketiga tanaman tersebut dinilai efektif untuk menghambat
pertumbuhan mikroorganisme penyebab infeksi. Peningkatan jumlah mikroba
Escherichia coli, Staphylococcus aureus dan Candida albicans dalam vagina dapat
menyebabkan vaginitis, infeksi tersebut dapat menyebabkan infertilitas. Sediaan
nanopartikel diketahui mampu meningkatkan efektivitas suatu bahan alam sebagai
antimikroba. Tujuan penelitian ini adalah untuk mengetahui potensi nanopartikel
kombinasi bawang putih, temu mangga dan jeringau sebagai antimikroba.
Penelitian ini menggunakan metode eksperimental laboratorium. Simplisia ketiga
tanaman masing-masing dimaserasi, kemudian dibuat menjadi nanopartikel tersalut
kitosan menggunakan metode gelasi ionik dengan komposisi bahan 36% bawang
putih, 36% temu mangga dan 28% jeringau. Nanopartikel kombinasi konsentrasi
2,5% diuji zona hambat dengan metode difusi cakram. Selanjutnya diuji KHM dan
KBM menggunakan metode mikrodilusi dengan variasi konsentrasi 5%, 2,5%,
1,25%, 0,625% dan 0,313%. Hasil uji zona hambat nanopartikel kombinasi
tertinggi secara berurutan yaitu S. aureus (25,43 £ 1,25 mm), E. coli (10,32 + 1,2
mm) dan C. albicans (13,77 £ 0,68 mm). Nilai KHM nanopartikel kombinasi pada
bakteri S. aureus yakni pada konsentrasi 1,25% dan E. coli pada 2,5% dan belum
menunjukkan nilai KHM pada C. albicans. Sedangkan nilai KBM nanopartikel
kombinasi berada di konsentrasi 2,5% terhadap S.aureus dan 5% terhadap E.coli.
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ABSTRACT

Romadhoni, Nur Rohmah Tria. 2020. The Test of Nanoparticle Antimicrobial
Activity of the Combination of Allium sativum (Linn.), Curcuma
mangga Val. and Acorus calamus (L.) through In Vitro. Thesis.
Department of Biology, Faculty of Science and Technology, Maulana Malik
Ibrahim State Islamic University of Malang. Supervisor I: Prof. Dr. drh. Hj.
Bayyinatul M, M. Si; Advisor Il: Mujahidin Ahmad, M.Sc.

Keywords: lonic gelation nanoparticles, Chitosan, Combination of plant extracts,
Antimicrobial.

The combination of garlic tubers (Allium sativum Linn.), temu mangga
rhizomes (Curcuma mangga Val.) And jeringau rhizomes (Acorus calamus L.) is a
composition of the fertile herbal medicinal of Madura ingredients that used by the
community to maintain fertility. The chemical compounds contained in the three
plants are effective in inhibiting the growth of the microorganisms that cause
infection. An increase in the number of microbes of Escherichia coli,
Staphylococcus aureus and Candida albicans in the vagina can cause vaginitis,
these infections can cause infertility. Nanoparticle preparations are able to increase
the effectiveness of a natural substance as an antimicrobial. The purposes of the
research are to determine the nanoparticle potential of the combination of garlic,
temu mangga and jeringau as an antimicrobial. The research used laboratory
experimental methods. The simplifies of the three plants were macerated
respectively, then made into nanoparticles that were coated with chitosan using the
ionic gelation method with the ingredients composition of 36% garlic, 36% temu
mangga and 28% jeringau. Combined nanoparticles with a concentration of 2.5%
were tested for the inhibition zone by the disc diffusion method. Furthermore, tested
by MIC and MBC using the micro dilution method with various concentrations of
5%, 2.5%, 1.25%, 0.625% and 0.313%. The results of the highest combination
nanoparticle inhibition zone test respectively were S. aureus (25.43 £ 1.25 mm), E.
coli (10.32 £ 1.2 mm) and C. albicans (13.77 £ 0.68 mm). The KHM value of
combined nanoparticles in S.aureus bacteria was at a concentration of 1.25% and
E. coli at 2.5% and there were no MIC value of C. albicans. The MBC value of
combined nanoparticles was at a concentration of 2.5% in S. aureus and 5% in E.
coli.
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PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Indonesia merupakan salah satu negara tropis yang memiliki
keanekaragaman hayati yang cukup besar. Sekitar 30.000 spesies tanaman yang ada
merupakan tanaman obat dan rempah-rempah (Wasito, 2011). Pemanfaatan
tanaman obat oleh masyarakat mencapai kurang lebih 1.000 jenis tanaman
(Mudjijono, 2015).

Secara implisit Al-Qur’an memerintahkan kita untuk menelaah secara
mendalam ayat-ayat kauniyah terkait tumbuh-tumbuhan, sebagaimana firman-Nya
dalam Al-Qur’an Surah Lugman ayat 10 berikut:

. “, . 5} -4 .E > 15 3 g’;e . Cgé, E 2H0 L7 PR e 72 w. (- - & ’../’.
or b S35 5y AR O iy oY1 & (Al DEE LB iy Slslld) Bl

Yo ‘:;Q) qu» Gd Lih 2l sl o u,\j Cm\: Jf

Artinya : ”Dia menciptakan langit tanpa tiang yang kamu melihatnya dan Dia
meletakkan gunung-gunung (di permukaan) bumi supaya bumi itu tidak
menggoyangkan kamu; dan memperkembang biakan padanya segala macam jenis
binatang. Dan kami turunkan hujan dari langit, lalu kami tumbuhkan padanya
segala macam tanaman yang baik” (Q.S Lugman 31:10).

Jika kita amati ayat di atas, khususnya pada frase " #5'¢3 " diartikan dalam

tafsir Al-Misbah yakni tumbuhan yang baik merupakan tumbuhan yang subur dan
memiliki manfaat (Shihab, 2002). Sedangkan berdasarkan tafsir lbnu Katsir
(Muhammad, 2004) menjelaskan bahwa tanaman yang baik yaitu tanaman yang
indah dipandang. Ayat di atas berdasarkan dua definisi mufasir dapat disimpulkan
bahwasanya Allah menciptakan tumbuh-tumbuhan di muka bumi ini dengan
disertai manfaat, yakni selain indah dipandang tumbuhan juga memiliki manfaat
seperti bahan obat. Sebagaimana telah terbukti kebenarannya dengan ditemukannya
berbagai macam tumbuhan yang digunakan sebagai resep pada jamu yang
berkhasiat mengobati berbagai macam penyakit. Hal tersebut menjadi bukti nyata
bahwasanya Firman Allah SWT di dalam Al-Qur’an merupakan sebaik-baiknya
petunjuk kehidupan bagi seluruh umat manusia.



Penduduk Indonesia telah lama memanfaatkan banyak jenis tanaman untuk
memenuhi kebutuhan akan kesehatan, salah satunya ialah dalam bentuk jamu.
Masing-masing etnis memiliki kekhasan lokal pada ramuan jamunya yang meliputi
cara pembuatan dan bahan-bahan yang tersedia pada masing-masing daerah. Salah
satu etnis yang memiliki kekhasan pada ramuan jamunya yakni etnis Madura. Ciri
khas ramuan jamu Madura memiliki rasa pahit segar dan beraroma khas rempah-
rempah (Mudjijono, 2015). Salah satu jamu yang terkenal di Madura yakni jamu
subur kandungan yang berkhasiat untuk perawatan atau pengobatan khususnya
untuk wanita. Jamu subur kandungan Madura memanfaat 3 jenis tanaman yang
mudah ditemui yakni umbi bawang putih, rimpang jeringau dan rimpang temu
mangga. Ketiga tanaman tersebut terbukti mengandung senyawa fitokimia yang
memiliki aktivitas antioksidan dan sifat antimikroba (Ahmad, 2015).

Bawang putih (Alium sativum Linn) terbukti memiliki khasiat sebagai
tanaman obat. Bawang putih diketahui mengandung zat kimia berupa allicin, tanin,
senyawa fenolik dan minyak atsiri (Darmadi et al., 2013), saponin, flavonoid dan
alkaloid (Haryati, 2014). Zat kimia yang terkandung di dalam bawang putih
memiliki peran sebagai antioksidan dalam menangkal radikal bebas, selain itu
menurut Barnes (2002), senyawa allicin dalam bawang putih berperan sebagai
antibakteri. Senyawa yang terkandung di dalam bawang putih bekerja secara
sinergis sebagai antibakteri dengan merusak dinding sel, melisiskan sel bakteri dan
menghambat pembentukan asam amino yang akan mengakibatkan kematian pada
bakteri (Soraya et al., 2018).

Temu mangga (Curcuma mangga Val) memiliki aktivitas antioksidan yang
tinggi, nilai 1Csp pada temu mangga mencapai 32.482ug/mL yang menandakan
temu mangga memiliki aktivitas antioksidan yang cukup tinggi dan mampu
menangkal radikal bebas dalam tubuh (Ahmad, 2015). Sarjono dan Mulyani (2007)
menyatakan, temu mangga memiliki kandungan senyawa kurkuminoid, polifenol,
minyak atsiri dan flavonoid yang berkhasiat sebagai antioksidan dan antimikroba.
Senyawa flavonoid pada temu mangga mampu merusak dinding sel dan
menghambat sintesis protein pada bakteri (Adila et al., 2013). Minyak atsiri yang

terkandung pada temu mangga dapat membunuh bakteri dengan mengganggu



proses terbentuknya membran atau dinding sel, sehingga tekanan osmosis sel
terganggu dan mikroba mengalami kematian (Sitepu et al., 2012).

Jeringau (Acorus calamus L) merupakan tanaman yang menyerupai rumput
dan banyak tumbuh liar di sekitar sungai, sawah atau rawa-rawa. Rimpang jeringau
memiliki aroma sangat kuat yang mengandung minyak atsiri (Anisah, 2014). Uji
fitokimia ekstrak metanol jeringau menunjukkan hasil positif untuk golongan
senyawa alkaloid, flavonoid dan polifenol (Wulandari, 2015). Senyawa aktif pada
rimpang jeringau berperan penting sebagai antimikroba dan antikanker. Ekstrak
rimpang jeringau memiliki nilai KHM sebesar 4,0 % dengan diameter hambat
sebesar 6,67 mm untuk bakteri E. coli, sedangkan untuk bakteri S. aureus memiliki
nilai KHM sebesar 0,4 % dengan diameter hambat sebesar 8,83 mm (Rita, 2017).
Ekstrak etanol rimpang jeringau terbukti memiliki nilai KHM sebesar 0,5% pada
jamur Candida albicans (Rita et al., 2017). Ketiga mikroba tersebut merupakan
mikroba yang terdapat pada vagina, apabila dalam jumlah yang berlebih akan
menyebabkan gangguan fertilitas pada wanita.

Salah satu penyakit yang sering menyerang organ reproduksi wanita adalah
keputihan. Keputihan dapat disebabkan oleh adanya pertumbuhan mikroorganisme
seperti Candida albicans, Staphylococcus aureus dan Escherichia coli yang
jumlahnya melebihi batas normal saat terjadinya peningkatan pH vagina.
Peningkatan pH vagina, akan menyebabkan kematian bakteri-bakteri baik seperti
golongan Lactobacilli dan Corynobacterium yang bertugas memproduksi antibiotik
alami untuk mengurangi bakteri lain dalam vagina. Sehingga dengan berkurangnya
bakteri baik, maka akan memfasilitasi pertumbuhan bakteri Staphylococcus aureus
dan Escherichia coli yang berlebih. Hal tersebut dapat mengakibatkan vaginitis
yang menjadi penyebab keputihan abnormal dan dapat mengakibatkan kemandulan
(Nay et al., 2019).

Sebagian besar tanaman obat menunjukan aktivitas in-vivo yang kurang
karena memiliki kelarutan rendah di dalam lemak. Hal ini menyebabkan kurangnya
bioavailabilitas dan penyerapan fungsi berbagai komponen aktif dalam tanaman
obat, maka perlu konsumsi berulang dan dosis yang besar untuk mendapatkan
fungsi yang optimal (Ardila, 2017). Zhang et al. (2007) menyatakan kelarutan



senyawa tanaman dalam saluran pencernaan yang rendah sehingga menyebabkan
penyerapan dalam plasma darah juga rendah.

Segala macam penyakit yang Allah turunkan merupakan suatu cobaan bagi
hamba-Nya. Akan tetapi dengan segala rahmat-Nya, Allah menurunkan penyakit
sekaligus obat yang mampu menyembuhkannya. Hal tersebut sesuai dengan hadist
shohih dari Ibnu Mas’ud, yakni Rasulullah bersabda :

Mk ba dakeg dgr 1e g 3153 4 U35 Y 05 Ja T

Artinya : “Sesungguhnya Allah tidaklah menurunkan sebuah penyakit melainkan
menurunkan pula obatnya. Obat itu diketahui oleh orang yang bisa mengetahuinya
dan tidak diketahui oleh orang yang tidak bisa mengetahuinya.” (HR. Ahmad, Ibnu
Majah dan Al-Hakim, yang disepakati oleh Adz-Dzahabi atas keshahihanya
(Takhrij Al-Arnauth atas Zadul Ma’ad, 4/12-13)).

Pelajaran yang dapat diambil dari hadist shahih di atas adalah Allah SWT
menurunkan suatu penyakit beserta obat yang mampu menyembuhkannya. Di sisi
lain Allah juga menganugrahkan akal fikiran kepada manusia untuk berpikir dan
terus berusaha mencari obat yang tepat untuk mengobati suatu penyakit. Hadist di
atas dapat menjadi motivasi untuk terus menemukan obat yang tepat dan berkhasiat
dalam menyembuhkan suatu penyakit.

Salah satu solusi dalam pencarian obat yakni dengan melakukan rekayasa
nanoteknologi pada sediaan jamu. Metode nanoteknologi bertujuan mengecilkan
ukuran partikel dan memperluas permukaan obat sehingga memudahkan obat
menyebar dalam darah dan lebih akurat mencapai target (Martien et al., 2012).
Nanopartikel dianggap sebagai agen pembawa obat yang bagus karena memiliki
ukuran yang kecil, sifat fisik dan kimia yang berbeda sehingga berbagai senyawa
kimia dapat dengan mudah melekat (Raj, 2015).

Proses pembuatan nanopartikel memanfaatkan kitosan sebagai pembawa
(carrier) pada sistem penghantaran obat. Penggunaan kitosan sebagai carrier
sangat menjanjikan untuk meningkatkan bioavailabilitas biomolekul, karena
memiliki kemampuan difusi dan penetrasi yang lebih baik ke dalam lapisan mukus.
Selain itu penggunaan kitosan dikarenakan memiliki sifat-sifat istimewa seperti
tidak beracun, mampu mengikat air, tidak larut dalam pelarut organik, larut dalam



asam, serta mampu membentuk penyalut pada sistem penghantaran obat dalam
bentuk nanopartikel (Alasalvar dan Taylor, 2002).

Sampel nanopartikel yang digunakan adalah hasil produksi menggunakan
metode gelasi ionik. Metode gelasi ionik digunakan karena prosesnya yang
sederhana, tidak menggunakan pelarut orgnaik dan mudah dikontrol (Mardliyati et
al., 2012). Metode lainya yang digunakan dalam produksi nanopartikel ialah
ultrasonikasi menggunakan gelombang beramplitudo tinggi dan frekuensi rendah.
Metode sonikasi memanfaatkan gelombang ultrasonik yang sangat efektif dalam
membentuk materi hingga berukuran nano. Berdasarkan penelitian Rahmi (2013),
diperoleh penurunan ukuran partikel sebesar 30 kali dengan menggunakan metode
ultrasonikasi.

Teknologi nano telah lama dimanfaatkan dalam berbagai aspek salah
satunya yakni sebagai antimikroba. Penelitian Rismana et al. (2013) menyebutkan
bahwa aktivitas antimikroba nanopartikel ekstrak manggis-pegagan yang
dipreparasi dengan metode gelasi ionik memiliki luas penghambatan yang lebih
besar dibandingkan bentuk ekstrak manggis—pegagan dalam menghambat bakteri
Propionibacterium acnes. Abirami dan Sudharameshwari (2017) berdasarkan hasil
pengamatannya pada nanopartikel silver kombinasi ekstrak daun Cardiospermum
halicacabum dan Butea monosperma yang diproduksi menggunakan metode
reduksi kimia menunjukkan aktivitas antibakteri dengan membentuk zona hambat
lebih besar pada bakteri Eschericia coli, Streptococcus aureus, Pseudomonas,
Bacillus cereus dan Proteus vulgaris dibandingkan dengan Ampicilin. Penelitian
Mahendiran et al. (2017) menunjukkan aktivitas antibakteri nanopartikel seng
oksida ekstrak Aloe vera dan Hibiscus sabdariffa yang diproduksi dengan metode
presipitasi memiliki aktivitas antimikroba lebih baik terhadap bakteri Escherichia
coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa dan Staphylococcus aureus
dibandingkan dengan antibiotik golongan streptomisin.

Berdasarkan latar belakang di atas maka perlu dilakukan penelitian lebih
lanjut mengenai uji antimikroba nanopartikel kombinasi tanaman bawang putih,
temu mangga dan jeringau dalam menghambat pertumbuhan Candida albicans,

Staphylococcus aureus dan Escherichia coli secara in vitro. Pengujian yang



dilakukan meliputi pengamatan zona hambat, uji Konsentrasi Hambat Minimum
(KHM) dan Konsentrasi Bunuh Minimum (KBM). Pemanfaatan teknologi nano
diharapkan mampu meningkatkan kemampuan suatu senyawa dalam menghambat
pertumbuhan mikroba secara lebih optimal dan dapat meningkatkan dispersi suatu

senyawa bioaktif dalam tubuh secara lebih efektif.

1.2 Rumusan Masalah
Berdasarkan latar belakang masalah tersebut, maka diperoleh rumusan

masalah sebagai berikut:

1. Bagaiman daya hambat nanopartikel kombinasi Allium sativum, Acorus
calamus dan Curcuma mangga terhadap Candida albicans, Escherichia coli
dan Staphylococcus aureus ?

2. Berapa nilai Konsentrasi Hambat Minimum (KHM) dan nilai Konsentrasi
Bunuh Minimum (KBM) nanopartikel kombinasi Allium sativum, Acorus
calamus dan Curcuma mangga terhadap Candida albicans, Escherichia coli

dan Staphylococcus aureus ?

1.3 Tujuan Penelitian
Berdasarkan rumusan masalah di atas, maka tujuan penelitian ini adalah

sebagai berikut:

1. Untuk mengetahui daya hambat nanopartikel kombinasi (Allium sativum,
Acorus calamus dan Curcuma mangga) terhadap Candida albicans,
Escherichia coli dan Staphylococcus aureus.

2. Untuk mengetahui nilai Konsentrasi Hambat Minimum (KHM) dan nilai
Konsentrasi Bunuh Minimum (KBM) nanopartikel kombinasi Allium
sativum, Acorus calamus dan Curcuma mangga terhadap Candida albicans,

Escherichia coli dan Staphylococcus aureus.



1.4 Manfaat Penelitian

Manfaat yang didapatkan setelah penelitian ini adalah sebagai berikut:

1.

Manfaat secara teoritis hasil penelitian dapat digunakan sebagai referensi
bagi penelitian mengenai nanopartikel kombinasi A. sativum, A. calamus
dan C. mangga sebagai antimikroba.

Memberikan informasi mengenai kemampuan ekstrak nanopartkel
kombinasi tanaman bawang putih, temu mangga dan jeringau dalam
menghambat pertumbuhan mikroba penyebab infertilitas.

Menambah pengetahuan masyarakat mengenai pemanfaatan potensi bahan
alam A. sativum, A. calamus dan C. mangga secara lebih baik dengan

teknologi nanopartikel.

1.5 Batasan Masalah

Batasan masalah dalam penelitian ini adalah sebagai berikut:

a.

Simplisia umbi bawang putih (Allium sativum Linn.), rimpang jeringau
(Acorus calamus L.) dan rimpang temu mangga (Curcuma mangga Val.)
diperoleh dari UPT. Materia Medica Batu.

Pembuatan nanopartikel menggunakan metode gelasi ionik dengan
polikation kitosan dan polianion STTP (Sodium Tripoliposfat).
Konsentrasi nanopartikel kombinasi yang digunakan dalam uji kertas
cakram ialah 2,5%.

Konsentrasi nanopartikel kombinasi yang digunakan dalam metode uji
KHM dan KBM adalah 5%; 2,5%; 1,25%; 0,625% dan 0,313%.

Mikroba yang digunakan adalah Candida albicans (CV.1423),
Staphylococcus aureus (1117-SV) dan Escherichia coli (1906-8V) isolat
vagina yang diperoleh dari Laboratorium Sentral llmu Hayati (LSIH)
Universitas Brawijaya.

Parameter yang diamati adalah Zona hambat dengan metode difusi agar
(Kirby Bauer) dan KHM, KBM menggunakann metode dilusi cair.
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TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Tanaman Dalam Al-Qur’an
Allah SWT menyebutkan dan menjelaskan perihal tanaman-tanaman pada
beberapa surah Al-Qur’an salah satunya yakni pada surah Asy-Syu’ara ayat 7 yang
berbunyi :
(V) 65 23 IS o e Wl 5 231 ) 1354 ol
Artinya: “dan Apakah mereka tidak r;zemperhatikan bumi berapakah banyaknya

Kami tumbuhkan di bumi itu berbagai macam tanaman yang baik?” (QS. Asy-
Syuara (:7)).

Surat Asy-Syu’ara di atas secara implisit menunjukkan akan perintah Allah
SWT kepada manusia sebagai kholifah di muka bumi ini dan sebagai satu-satunya
makhluk yang dikaruniai akal fikiran untuk memikirkan betapa banyaknya Allah
menumbuhkan tanaman dengan adanya kandungan kebaikan untuk manusia.
Shihab (2002) menjelaskan bahwa Allah SWT telah menumbuhkan berbagai
macam tumbuhan yang baik yaitu tumbuhan yang subur dan bermanfaat. Ayat di
atas juga menjelaskan bahwasanya, Allah SWT menciptakan berbagai jenis
tumbuhan di bumi ini dan semua itu tiada yang sia-sia. Manusia yang telah dibekali
akal oleh Allah SWT mempunyai kewajiban untuk memikirkan, mengkaji serta
meneliti segala yang telah Allah SWT berikan. Quthb (2009) dalam bukunya
menjelaskan bahwa tumbuh-tumbuhan itu mulia dengan segala kehidupan yang ada
didalamnya yang bersumber dari Allah SWT.

Allah SWT menumbuhkan bermacam-macam tanaman disertai dengan
manfaat. Salah satu tanaman yang disebutkan Allah dalam Al-Qur’an dan telah
terbukti memiliki manfaat adalah jahe. Sebagaimana firman Allah dalam surat Al

Insan ayat 17 berikut:

(VY)Y 15 08 LK b D305

Artinya: “Di dalam surga itu mereka diberi minum segelas (minuman) yang
campurannya adalah jahe” (QS. Al Insan [76] ayat 17).



Berdasarkan tafsir Ibnu Katsir (Muhammad, 2004) minuman yang diberikan
merupakan khamr surga yang campuranya adalah jahe yang diambil dari mata air
surga Salsabil, yaitu mata air yang airnya mudah ditelan dan terasa enak di
tenggorokan. Berdasarkan Tafsir Nurul Qur’an oleh Sayyid Kalam Fagqih, beliau
mengutip dari perkataan Ibnu Abbas bahwa “ kenimatan-kenikmatan yang Allah
sebutkan dalam Al-Qur’an adalah nama yang kita kenal” sehingga mudah kita
pahami. Penyebutan Zanjabil adalah merujuk pada tanaman akar-akaran yang
memiliki aroma yang disukai oleh orang arab (Fagih, 2006). Riwayat Ibnu Abbas
menyebutkan 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.

Jahe merupakan salah satu jenis tanaman rimpang yang masuk dalam famili
Zingiberaceae yang memiliki umbi akar di bawah tanah. Hal tersebut memiliki
kesamaan dengan temu mangga dan jeringau. Tim TPC (2012) menyatakan
tanaman herba berakar rimpang memiliki akar yang serupa. Selain itu, dalam ayat
yang lain Allah berfirman:

B o ot &8 B D B 80 W 136 oty o6 6 il of (s 0 339
okt O3 34 ol 531 34 ol Bfundl 06 Dy 14ades enshy 385
5 Dl G ok 1phig Kl B gl Sy Sl 6 KT 56
gling 15163 19ab & 5 ag}\ Sh e Sgllag 1 gl 59 156 o5

Artinya: Dan (ingatlah), ketika kamu berkata: "Hai Musa, Kami tidak bisa sabar
(tahan) dengan satu macam makanan saja. Sebab itu mohonkaniah untuk kami
kepada Tuhanmu, agar Dia mengeluarkan bagi kami dari apa yang ditumbuhkan
bumi, yaitu sayur-mayurnya, ketimunnya, bawang putihnya, kacang adasnya dan
bawang merahnya”. Musa berkata: "Maukah kamu mengambil yang rendah
sebagai pengganti yang lebih baik ? Pergilah kamu ke suatu kota, pasti kamu
memperoleh apa yang kamu minta”. Lalu ditimpahkanlah kepada mereka nista dan
kehinaan, serta mereka mendapat kemurkaan dari Allah. Hal itu (terjadi) karena
mereka selalu mengingkari ayat-ayat Allah dan membunuh para Nabi yang
memang tidak dibenarkan. Demikian itu (terjadi) kerena mereka selalu berbuat
durhaka dan melampaui batas” (QS. Al Bagarah [1]: 61).
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Ayat-ayat diatas telah membuktikan bahwasanya Allah menciptakan
tanaman-tanaman yang baik bagi manusia. Tanaman yang baik dapat diartikan
sebagai tumbuhan yang bermanfaat dan dapat digunakan oleh setiap makhluk
hidup, termasuk dalam hal pengobatan. Tumbuhan yang memiliki khasiat obat
termasuk dalam anugerah dan kekuasaan yang telah Allah berikan bagi seluruh
ciptaan-Nya. Karunia Allah tersebut harus selalu dipelajari dan dilestarikan agar
dapat terus mengembangkan potensi di dalamnya (Savitri, 2008). Allah telah
menciptakan segala yang ada di bumi agar dapat dimanfaatkan demi kepentingan
dan kemaslahatan umat manusia sebagai khalifah fil ardh. Seperti halnya tanaman
temu mangga (Curcuma mangga), jeringau (Acorus calamus) dan bawang putih
(Allium sativum) yang juga bermanfaat sebagai pengobatan fertilitas mengacu pada

jamu subur kandungan produksi Madura.

2.2 Bawang Putih (Allium sativum Linn)

Klasifikasi tanaman bawang putih ( Allium sativum L.) adalah sebagai
berikut ( Hutapea, 2000) :

Kingdom : Plantae

Divisi : Magnoliophyta

Class : Monocothylledon
Ordo - Liliales

Famili : Liliaceae

Genus - Allium

Spesies - Allium Sativum Linn.

Bawang putih merupakan salah satu jenis tanaman umbi lapis yang biasa
dimanfaatkan sebagai bumbu masakan di wilayah Asia. Keberadaan bawang putih
selain menjadi bumbu masakan juga sering dimanfaatkan sebagai bahan medis pada
pengobatan tradisional (Bayan et al., 2014). Bangsa Romawi telah memanfaatkan
bawang putih sebagai bahan ramuan obat penambah stamina (Banerjee dan Maulik,
2002; Yarnell, 1999). Masyarakat Indonesia menggunakan bawang putih selain

sebagai bumbu masakan juga memanfaatkannya untuk mengobati berbagai macam
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penyakit seperti hipertensi, luka memar, ambeien, cacingan, gangguan pernafasan
dan penurun kolesterol (Thomas, 2000).

Bawang putih termasuk dalam famili Liliaceae yang tumbuh membentuk
umbi lapis berwarna putih. Bawang putih memiliki helaian daun panjang, pipih
membentuk pita yang terdiri dari 7-10 kelopak daun yang kuat dan tipis. Daun
bawang putih membungkus kelopak daun yang lebih muda hingga membentuk
batang semu (Kuswardani 2015). Batang bawang putih yang sebenarnya berada di
dalam tanah, pada pangkal batang tumbuh akar berbentuk serabut kecil yang
panjangnya tidak lebih dari 10 cm dan berada pada permukaan tanah yang dangkal
seperti pada gambar 2.1. Fungsi dari akar tersebut yaitu sebagai alat penghisap zat-
zat hara dalam tanah (Santoso, 2000).

Umbi bawang putih terdiri atas 8-20 siung yang masing-masing dibungkus
oleh selaput tipis dari pelepah daun dan memiliki bentuk bulat agak lonjong dapat
dilihat pada gambar 2.1 (Kemper, 2005). Siung bawang putih pada bagian dalamnya
terdapat lembaga yang dapat tumbuh menerobos pucuk siung yang menjadi tunas
baru, serta daging pembungkus lembaga yang berfungsi sebagai pelindung
sekaligus tempat persediaan makanan. Bagian dasar umbi pada hakikatnya
merupakan batang pokok yang mengalami rudimentasi (Santoso, 2000).

; ST

Gambar 2.1 Tanaman Bawang Putih

Bawang putih memiliki bunga hemaprodit dan memiliki susunan bunga
majemuk yang berbentuk seperti bola, berukuran kecil dan memiliki tangkai yang
pendek. Keberadaan bunga bawang putih seringkali dibuang oleh petani agar umbi
yang tumbuh memiliki ukuran lebih besar (Hernawan, 2003). Bawang putih

memiliki tiga cara reproduksi yakni melalui umbi lapis (siung), umbi kecil (bulbi)
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yang berasal dari bunga dan dari biji. Reproduksi bawang putih pada pertanian
dilakukan secara aseksual yakni dengan menanam umbi secara langsung karena
dirasa lebih mudah (Meredith dan Drucker, 2012).

Bawang putih dapat tumbuh subur di wilayah dataran tinggi dengan tanah
yang bertekstur lempung berpasir ringan (Kemper, 2000). Arisandi dan Andriani
(2008) menyatakan bawang putih dapat tumbuh dengan subur pada jenis tanah
grumusol yang gembur, memiliki drainase baik, serta memiliki pH tanah 6-6,8.
Suhu optimal untuk pertumbuhan bawang putih yakni pada suhu 20-25° C dengan
curah hujan 1.200 — 2400 mm pertahun dan kondisi lahan tidak sampai tergenang
air (Santoso, 2000).

2.2.1 Kandungan Senyawa Fitokimia Bawang Putih (Allium Sativum).

Bawang putih mengandung senyawa-senyawa yang berpotensi secara
klinis. Kemper (2005) menyatakan bahwasanya bawang putih memiliki 33 senyawa
sulfur, 17 asam amino, beberapa enzim dan mineral. Kandungan senyawa kimia
pada bawang putih meliputi protein, karbohidrat, sterol, flavonoid, saponin,
triterpenoid, minyak atsiri dan senyawa kimia paling dominan pada bawang putih
ialah allicin (Cutler, 2004). Ekstrak etanol bawang putih diketahui memiliki nilai
IC50 sebesar 79 pg/mL yang menandakan bahwa kadar antioksidan yang aktif
dengan adanya kandungan steroids, flavonoid, diterpene, triterpen, glikosida dan
alkaloid (Ahmad, 2015).

Senyawa paling aktif yang terdapat pada umbi bawang putih adalah
senyawa allicin. senyawa tersebut terbentuk karena adanya penghancuran atau
pemotongan yang mengakibatkan aktifnya enzim Allinase yang akan merubah
senyawa allin menjadi allicin (Amagase et al., 2001). Allicin merupakan senyawa
yang menimbulkan bau sulfur atau belerang pada bawang putih. Senyawa tersebut
terbukti memiliki beberapa fungsi fisiologi seperti antimikroba (Bayan et al., 2014).
Senyawa belerang yang terkandung bertanggung jawab atas rasa, aroma dan sifat-

sifat farmakologi dari umbi bawang putih (Hernawan dan Setyawan, 2003).
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2.2.2 Manfaat Bawang Putih (Allium sativum L.)

Bawang putih selain digunakan sebagai bumbu masakan juga banyak
digunakan dalam bidang medis, salah satunya yakni sebagai antimikroba.
Kandungan minyak atsiri dan allicin pada bwang putih telah teruji mampu
membunuh atau menekan pertumbuhan bakteri-bakteri yang menyebabkan
penyakit ( Aniputri et al., 2014). Pada penelitian Wahjuningrum (2010) diketahui
senyawa allicin pada bawang putih bekerja dengan cara bergabung dengan protein
dan memblok enzim bakteri yang memiliki gugus thiol yang pada akhirnya akan
menghambat pertumbuhan bakteri. Lingga dan Rustama (2005) menyatakan
ekstrak bawang putih memiliki sifat antibakteri terhadap bakteri gram positif
maupun gram negatif

Ekstrak bawang putih telah terbukti mampu mengganggu aktivitas berbagai
macam bakteri seperti Streptococcus sobrinus, Clostridium sp, Streptococcus
mutans, Staphylococcus aureus, Actinomyce viscosus, Lactobacillus acidophilus
dan Salmonella typhimurium (Soraya et al., 2010). Ekstrak bawang putih
mengandung asam lemak folatil yang mampu menghambat pertumbuhan jamur
Candida albicans (Muchtaromah et al., 2017). Pada penelitian lainnya diketahui
manfaat lain bawang putih selain sebagai antimikroba juga berkhasiat sebagai
antioksidan, penurun kadar kolesterol, anti-hipertensi, pemacu fibrinolisis, antivirus
dan antikanker (Hernawan, 2003).

Bawang putih telah terbukti secara epidemiologi memiliki potensi
mengurangi resiko penyakit kanker, penyakit kardiovaskular dan memiliki aktivitas
antioksidan yang tinggi (Bayan et al., 2014). Manfaat lain dari bawang putih ialah
seperti antivirus, antijamur dan antiprotozoal (Muchtaromah et al., 2017). Bawang
putih secara tradisional telah lama dipercaya mampu menyembuhkan berbagai
macam penyakit seperti sembelit, gangguan pernafasan, sakit kepala, ambeien, luka

memar, cacingan, insomnia, flu dan gangguan saluran kencing (Thomas, 2000).
2.3 Jeringau (Acorus calamus L.)

Klasifikasi tanaman bawang putih ( Acorus calamus L. ) adalah sebagai
berikut (Cronquist, 1981):
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Kingdom : Plantae
Divisio : Magnoliophyta
Classis : Liliopsida

Sub classis : Arecidae

Ordo : Arales

Familia : Araceae

Genus . Acorus

Spesies : Acorus calamus L.

Jeringau termasuk dalam famili Acoraceae yang merupakan keluarga dari
tanaman talas-talasan yang tidak berkayu (Wulandari, 2015). Jeringau adalah salah
satu jenis tanaman obat yang banyak tumbuh liar di daerah dengan tanah lembab
atau cukup air. Jeringau dapat dengan mudah ditemui pada daerah persawahan,
rawa-rawa, pinggir sungai ataupun tempat-tempat yang tergenang air (Susanti,
2016).

Karakteristik morfologi dari tanaman jeringau yakni memiliki bentuk
mirip rumput dengan tinggi sekitar 75 cm, memiliki daun tunggal berbentuk lanset
dengan ujung runcing, tepi rata, memiliki panjang sekitar 60 cm dan tulang daun
menonjol seperti pada gambar 2.2 (a) (Balakumbahan et al., 2010). Jeringau
memiliki bunga majemuk yang berbentuk bongkol dengan ujung meruncing,
berwarna putih yang tumbuh pada ketiak daun seperti pada gambar 2.2 (b). Batang
jeringau merupakan batang basah yang membentuk rimpang berwarna merah jambu
pada bagian luar dan berwarna putih kusam pada bagian dalam dapat dilihat pada

gambar 2.2 (c).

Gambar 2.2 a. Tanaman jeringau. b. Bunga jeringau. c. Rimpang jeringau
(Saenong, 2016 dan Situs Tanaman Obat Indonesia, 2009).
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Bagian tanaman jeringau yang biasa dimanfaatkan sebagai bahan obat yakni
pada bagian rimpangnya. Rimpang jeringau memiliki daging berwarna putih dan
akan berubah menjadi merah muda apabila dalam kondisi kering, memiliki aroma
sangat kuat menyerupai rempah-rempah dengan rasa pedas dan pahit (Onasis,
2001). Rimpang jeringau dapat dimanfaatkan apabila tanaman sudah mencapai
tinggi 1 meter dengan diameter rimpang 3 cm (Sastrohamidjojo, 2009). Rimpang
jeringau memiliki bentuk bulat panjang beruas dan banyak dikelilingi akar-akar
serabut. Akar jeringau mulai berkembang setelah 10-15 hari ditanam yang dapat
berkembang hingga mencapai panjang 60-70 cm saat usia mencapai 1 tahun (Hasan,
2015).

2.3.1 Kandungan Senyawa Fitokimia Jeringau ( Acorus calamus L.)

Kandugan senyawa fitokimia jeringau yang paling banyak dimanfaatkan
yakni minyak atsiri. Berdasarkan hasil uji fitokimia yang dilakukan Anisah (2014)
pada ekstrak etanol jeringau didapati kandungan flavonoid dan polifenol.
Berdasarkan hasil uji fitokimia ekstrak rimpang jeringau diketahui positif
mengandung alkaloid dan triterpinoid (Muchtaromah et al., 2017). Ahmad (2015)
menyatakan rimpang jeringau positif mengandung steroid, glikosida, diterpen,
triterpen, alkaloid, fenol, tanin, flavonoid. Nandakumar (2013) menyatakan
bahwasanya pada rimpang jeringau mengandung beberapa zat aktif yakni
diantaranya sequesterpenes, [3-asarone, a-asarone, triterpenoid, 3-daucosterol dan
polisakarida larut air.

Sihite (2009) mendapati kandungan daun jeringau yakni adanya minyak
atsiri. Minyak atsiri pada jeringau dapat digunakan sebagai pengusir serangga dan
antimikroba. Menurut Onasis dan Aidil (2001) kandungan senyawa kimia pada
minyak atsiri meliputi asaron, eugenol, kalamediol, kalameon, isokalamediol,
preisokalmendiol, akorenin, akonin, akoragermarkon, akolamonin, isoakolamin,
siobunin, isosiobunin dan episiobunin. Kandungan lain dari jeringau yakni adanya
resin dan amilum (Sihite, 2009).
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2.3.2 Manfaat Rimpang Jeringau (Acorus calamus L.)

Tanaman jeringau secara turun- temurun telah dimanfaatkan oleh
masyarakat Indonesia dalam mengobati berbagai macam penyakit. Bagian dari
tanaman yang paling sering dimanfaatkan adalah rimpangnya. Rimpang jeringau
dipercaya mampu meningkatkan fertilitas pada organ kewanitaan karena memiliki
aktifitas antioksidan dan antimikroba yang cukup tinggi. Pemanfaatan lain dari
rimpang jeringau yakni dengan dijadikan minyak yang dinamakan calamus oil.
Penggunaan minyak calamus sangat luas dan beragam yakni digunakan untuk krim
kecantikan, sabun dan lain-lain (Muchtaromah et al., 2018). Minyak jeringau juga
dipercaya akan khasiatnya untuk mengobati penyakit maag, asma, diare, disentri,
kolik dan cacingan (Sastrohamidjojo, 2009).

Pemanfaatan rimpang jeringau lainya yakni sebagai antijamur dan
antibakteri. Hal tersebut berkaitan dengan melimpahnya kandungan alkaloid dan
triterpenid yang terdapat pada bagian rimpangnya (Muchtaromah et al., 2018).
Pada penelitian Jawetz et al, (2005) senyawa alkaloid yang terdapat pada rimpang
jeringau memiliki kemampuan sebagai antibakteri dengan mengganggu komponen
penyusun peptidoglikan pada sel bakteri, sehingga lapisan dinding sel bakteri tidak
terbentuk secara utuh sehinggga menyebabkan kematian pada sel bakteri. Hasil
penelitian Susanti (2016) menunjukkan ekstrak rimpang jeringau memiliki daya
antifungal terhadap pertumbuhan Candida albicans. Ledoh et al, (2013)
menyatakan kandungan minyak atsiri rimpang jeringau terbukti mampu
menghambat pertumbuhan bakteri Escherichia coli dan Staphylococcus aureus
dengan membentuk diameter zona hambat masing-masing 6,67 mm dan 8,83 mm.
Senyawa minyak atsiri yang berkontribusi dalam menghambat pertumbuhan
mikroba adalah senyawa eusaron dan asaron (Rita et al., 2017).

Rimpang jeringau oleh masyarakat pedalaman biasa digunakan sebagai
pengobatan pada penyakit demam berdarah ( Raina, 2003). Rimpang jeringau telah
terbukti mempunyai khasiat yang sangat melimpah yakni biasa digunakan sebagai
obat anti radang, anti infeksi, anti racun, penurun panas, anti lepra, anti sipilis,
hipertensi, obat sakit perut dan penyakit kulit (Purwanti, 2016). Menurut penelitian
Verma (2015) adanya kandungan senyawa asaron dalam jeringau memiliki manfaat
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sebagai pembunuh serangga-serangga kecil yang menjadi hama pada tanaman.
Serangga lainya yang dapat terbunuh adalah nyamuk, kecoa dan semut.

2.4 Temu Mangga (Curcuma mangga Val.)

Sistematika tanaman Temu mangga (Curcuma mangga Val. ) adalah
sebagai berikut (Hutapea, 1993) :

Kingdom : Plantae

Divisio : Magnoliophyta

Classis : Liliopsida

Ordo : Zingiberales

Familia : zingiberaceae

Genus : Curcuma

Spesies : Curcuma mangga Val.

Temu mangga atau yang biasa disebut dengan temu putih merupakan salah satu
suku Zingiberaceae yang memiliki karakteristik menyerupai tanaman kunyit.
Tanaman ini biasa dimanfaatkan rimpangnya untuk bahan jamu tradisional dan juga
bumbu masakan (Susanti, 2017). Berdasarkan penampilan luar cukup sulit
membedakannya dengan kunyit, namun berdasarkan karakteristik dalamnya
memiliki perbedaan warna yakni pada temu mangga memiliki warna kuning muda
dengan rasa perpaduan mangga dan wortel (Uyo, 2017).

Secara morfologi temu mangga memiliki daun berbentuk lonjong,
berpelepah, tepi rata, ujung dan pangkal daun meruncing, tulang daun menyirip dan
merupakan daun tunggal seperti pada contoh gambar 2.4 (a). Temu mangga
memiliki bunga majemuk yang muncul dari bagian ujung batang, memiliki mahkota
bunga berwarna kuning, dengan adanya benang sari yang menempel pada mahkota,
kepala putik bulat dan kuning. Batang temu mangga tergolong batang semu, tidak
berkayu, tegak dan membentuk rimpang di dalam tanah. Rimpang berbentuk bulat,
dengan kulit berwarna coklat kekuningan dan warna daging bagian dalam berwarna
kuning lebih gelap yang dilingkari warna putih, dapat dilihat pada contoh gambar
2.4 (b). Akar temu mangga merupakan akar serabut yang menempel pada rimpang
induk yang keras (Cheppy, 2004).
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Gambar 2.3 a. Tanaman temu mangga, b. Rimpang Temu Mangga.

Temu mangga secara morfologi merupakan tanaman yang termasuk dalam
golongan tanaman semak yang tingginya hanya berkisar 50-70 cm. Temu mangga
dapat tumbuh dengan subur pada pada ketinggian 250-1000 mdpl. Tanah yang
cocok untuk pertumbuhannya yakni tanah yang gembur dengan bahan organik yang
tinggi dan sinar matahari yang cukup (Sudewo, 2006). Temu mangga banyak
didapati tumbuh secara alami pada lahan berbatu dan berpasir atau tumbuh di bawah
pohon-pohon jati. Pembiakan temu mangga dapat dilakukan dengan mudah

menggunakan anakan rimpang.

2.4.1 Kandungan Fitokimia Temu Mangga (Curcuma mangga Val. )

Temu mangga memiliki kandungan fitokimia yang baik untuk kesehatan
sehingga sering digunakan sebagai bahan ramuan jamu tradisional. Temu mangga
kaya akan kandungan kimia yang meliputi kurkuminoid, flavonid, tanin, saponin,
minyak atsiri, amilum, gula, polifenol dan proteintoksis (Djojoseputro, 2012). Hasil
penelitian oleh Mulyani (2007) menunjukkan beberapa senyawa pada temu mangga
berperan sebagai antioksidan. Malar, (2011) menyatakan bahwa pada minyak temu
mangga memiliki kandungan bioaktif yang menonjol yakni caryophyllene oxide
dan caryophyllene. Ahmad (2015) hasil uji antioksidan ekstrak temu mangga
menggunakan DPPH memiliki nilai IC50 sebesar 32,482 ug/mL yang berarti bahwa
aktivitas antioksidan temu mangga kuat.
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2.4.2 Manfaat Rimpang Temu Mangga (Curcuma mangga Val.)

Temu mangga telah lama dimanfaatkan secara tradisional sebagai bahan
obat herbal. Tanaman ini diyakini mampu menyembuhkan berbagai penyakit
diantaranya hepatitis, TBC, asma, menurunkan kadar kolesterol dan trigliserida
darah, sinusitis dan dapat pula sebagai antikanker (Cheppy,2004). Kandungan
kurkumin pada temu mangga bermanfaat sebagai antiinflamasi dan juga memiliki
sifat toksik terhadap berbagai jenis mikroba (Hartati dan Balittro, 2013).

Kandungan senyawa flavonoid temu mangga mampu menghambat
pertumbuhan S. aureus dan E. coli dengan cukup tinggi (Chen et al, 2008). Pada
konsentrasi 20% b/v ekstrak temu mangga mampu membentuk zona bening seluas
13,6 mm pada bakteri Staphylococcus aureus. Sedangkan pada bakteri Escherichia
coli rata-rata pembentukan zona bening ekstrak temu mangga dengan konsentrasi
20% b/v yakni seluas 5 mm (Wijayanto, 2014).

Temu mangga sering dimanfaatkan sebagai bahan jamu untuk orang setelah
melahirkan karena diyakini mampu mengecilkan rahim setelah proses melahirkan.
Selain itu tanaman ini memiliki khasiat sebagai obat sakit perut, mengurangi lemak
pada perut, gatal-gatal pada area vagina, demam, peambah nafsu makan, masuk
agin, gatal-gatal kulit, menguatkan syahwat dan radang saluran pernafasan
(Sarjono, 2007). Minyak atsiri dalam temu mangga memiliki khasiat sebagai
cholagogum, yakni senyawa perangsang pengeluaran cairan empedu Yyang
berfungsi sebagai penambah nafsu makan, sebagai penenang serta dapat

mengembalikan kekejangan otot (Darwi et al., 1991).

2.5 Kandungan Fitokimia Ekstrak Kombinasi Umbi Bawang Putih, Rimpang
Jeringau dan Temu Mangga.

Senyawa fitokimia yang terkandung dalam ekstrak etanol kombinasi umbi
bawang putih, rimpang jeringau dan temu mangga meliputi alkaloid, triterpenoid
dan flavonoid (Muchtaromah et al., 2018). Senyawa pada tanaman tersebut telah
terbukti dapat menghambat pertumbuhan mikroba dan menangkal radikal bebas
karena adanya reaksi senyawa kimia. Alkaloid dalam ekstrak etanol kombinasi
memiliki aktivitas antioksidan dan anti jamur. Alkaloid memiliki aktivitas

antibakteri yang cukup baik, yakni bekerja dengan mengganggu penyusunan
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peptidoglikan sehingga lapisan dinding sel bakteri tidak terbentuk sempurna
(Effendi et al., 2014).

Senyawa triterpenoid pada kombinasi ekstrak etanol bawang putih, rimpang
jeringau dan temu mangga memiliki aktivitas antibakteri yakni dengan bereaksi
merusak porin yang merupakan pintu masuknya senyawa sehingga bakteri
kekurangan nutrisi dan mati. Muchtaromah et al, (2018) menyatakan senyawa
triterpenoid memiliki sifat anti jamur, antibakteri, antivirus dan insektisida.
Senyawa flavonoid memiliki aktivitas antioksidan dan antibakteri. sedapat
menghambat pertumbuhan bakteri dengan merusak membran sitoplasma sel bakteri
(Retnowati et al., 2011). Kombinasi ekstrak A. sativum Linn, C. mangga Val dan
A. calamus L terbukti mampu menghambat dan membunuh mikroba E. coli, S.
aureus dan C. albicans yang ditandai dengan terbentuknya zona hambat di sekitar
kertas cakram (Muchtaromah, 2017).

2.6 Kitosan

Kitosan merupakan biomaterial yang sangat menjanjikan untuk dijadikan
sebagai pembawa (carrier) pada sistem penghantaran obat. Sebagai carrier obat,
Kitosan telah dikembangkan dalam berbagai bentuk sediaan farmasi, seperti tablet,
bead, microspher dan nanopartikel. Dari semua bentuk ini, nanopartikel dipandang
sebagai carrier yang sangat menjanjikan untuk meningkatkan bioavailabilitas dan
biomolekul karena memiliki kemampuan difusi dan penetrasi yang lebih baik ke
dalam lapisan mukus.

Kitosan merupakan salah satu polimer yang sangat cocok untuk digunakan
sebagai penghantar obat karena bersifat biodegradable dan biokompatibel. Kitosan
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merupakan hasil ekstraksi limbah kulit hewan golongan crustaceae yang melalui
proses deasetilasi dari kitin dengan menghilangkan gugus asetil sehingga molekul
dapat larut dalam larutan asam (Mardliyanti, 2012). Kitosan memiliki bobot
molekul besar, tidak bersifat racun, larut dalam asam pada suhu kamar, mampu
mengikat aair dan mampu membentuk penyalut (Alasalvar & Taylor, 2002).

Kitosan mulai banyak digunkan dalam bidang pertanian, industri pangan,
kosmetik, farmasi dan kedokteran (Alasalvar & Taylor, 2002). Pada bidang
kesehatan dan farmasi, kitosan juga dapat digunakan sebagai diet serat dan penurun
kandungan kolesterol dalam darah. Selain itu keberadaan kitosan telah banyak
digunakan dalam teknologi penghantar obat. Penggunaan Kkitosan sebagai
penghantar obat dapat meningkatkan efisiensi obat tanpa menimbulkan efek
samping pada tubuh (Senel, 2004).

Kitosan telah terbukti mampu bekerja sebagai antimikroba terhadap
berbagai organisme target seperti alga, bakteri, ragi dan jamur (Rejane, 2009).
Kitosan terbukti mampu bertindak sebagai bakteriosidal dan bakteriostatik.
Sedangkan menurut (Takahashi, 2007) aktivitas kitosan terhadap jamur bertindak
sebagai fungistatik daripada fungisida. Secara umum Kkitosan telah dilaporkan
sangat efektif dalam menghambat pembentukan spora, perpanjangan tabung kuman
dan pertumbuhan radial. Pada penelitian Toan et al, (2013) terbukti kitosan mampu
menghambat pertumbuhan dan perkembangan A. niger, S. aureus, P. aeruginosa

dan Salmonella paratyphi.

2.7 Nanopartikel

Nanoteknologi merupakan salah satu upaya rekayasa teknologi dengan cara
menciptakan dan memodifikasi suatu material, struktur fungsional hingga didapati
ukuran nanometer dengan adanya peningkatan daya guna dan tingkat efektivitas
pada suatu material (Talu’mu, 2011). Dalam bidang farmasi nanopartikel
digunakan sebagai agen pembawa obat dengan sistem yang efisien. Nanopartikel
dapat dibuat dengan berbagai macam bentuk dan ukuran yang berbeda, namun
harus berada dalam rentang dimensi 1-1000 nanometer. Penggunaan nanoteknologi
secara luas dapat diaplikasikan pada bidang kesehatan, industri, farmasi, pertanian,
energi, teknologi informasi, transportasi dan lain sebagainya (Khan et al., 2017).
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Allah subhanahu wa ta’ala berfirman dalam penggalan Surah Saba’ ayat 3
berikut:
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Artinya:.....Tidak ada tersembunyi daripada-Nya sebesar zarrahpun yang ada di
langit dan yang ada di bumi dan tidak ada (pula) yang lebih kecil dari itu dan yang
lebih besar, melainkan tersebut dalam Kitab yang nyata (Lauh Mahfuzh)".

Ayat diatas secara tidak langsung menjelaskan mengenai keberadaan

partikel sebesar zarrah. Penggalan ayat "5 55 Jut && i ¥ " yang artinya “Tidak ada

yang tersembunyi daripada-Nya sebesar zarrahpun” menurut Imam Fahkrudin
Muhammad dalam tafsir al-Kabir (1990) kata “Zarrah” bukan merupakan batasan,
melainkan sesuatu yang lebih kecil dari Zarrah pun tidak luput dari pengetahuan
Allah. M. Quraish Shihab dalam tafsir al-Mishbah (2002) menyatakan lafal Zarrah
dipahami dalam berbagai arti, antara lain semut yang sangat kecil, kepala semut dan
debu yang berterbangan yang hanya terlihat di celah matahari. Seiring perkembagan
teknologi kata zarrah ini digunakan untuk menunjukkan kata atom, walau pada
masa turunnya al-Qur“an atom belum dikenal. Dahulu, pengguna bahasa
menggunkan kata tersebut untuk menunjuk sesuatu yang terkecil, hal tersebut dapat

diartikan pula sebagai partikel yang berukuran nano.

Tujuan penggunaan nanopartikel adalah untuk mengatasi kelarutan zat aktif
yang sukar larut, memperbaiki bioavaibilitas senyawa yang buruk, meningkatkan
stabilitas zat aktif dari degradasi lingkungan, memodifikasi sistem penghantaran
obat sehingga obat dapat bereaksi pada daerah spesifik (Mohanraj dan Chen, 2006).
Abdassah (2014) menyatakan nanopartikel mampu memperbaiki absorbsi suatu
senyawa makromolekul dan dapat mengurangi iritasi zat aktif pada saluran cerna.
Selain itu pemanfaatan nanopartikel terus meningkat karena memiliki toksisitas
rendah, proses sintesis yang lebih mudah, bersifat magnetik, serta memiliki luas
permukaan partikel yang besar sehingga memiliki kapasitas yang besar untuk
mengabsorbsi (Riyanto, 2012).
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Nanoteknologi telah banyak diterapkan pada berbagai bidang. Seringkali
penerapan nanoteknologi meggunakan bahan kimia berbahaya yang dapat merusak
lingkungan. Oleh sebab itu pengembangan nanoteknologi dengan proses yang
ramah lingkungan sangat dibutuhkan. Yufakkumar (2015) penelitian dalam bidang
biosintesis nanopartikel telah banyak dilakukan dengan menggunakan ekstrak
tanaman sebagai metode alternatif ramah lingkungan. Sintesis nanopartikel dengan
menggunakan bahan alam memiliki keunggulan diantaranya ialah bahan cukup
mudah didapatkan, ramah lingkungan, cepat, ekonomis dan memiliki metode yang
sederhana. Selain itu dengan pemanfaatan ekstrak tanaman dalam nanoteknologi,
akan meningkatkan aktivitas senyawa yang terkandung dan dapat mengurangi dosis
yang diperlukan dalam pengobatan yang menggunakan tanaman tersebut (Yulizar,
2017).

Penerapan teknologi nano telah banyak diujikan dalam berbagai aspek,
salah satunya yakni pengujian efektivitas antimikroba. Penelitian Stan et al, (2016)
pada nanopartikel ekstrak bawang putih dengan partikel berdiameter 200 nm
diketahui memiliki luas zona hambat yang sama dengan antibiotik Gentamicin
terhadap bakteri S. aureus yakni seluas 22 + 1,3 mm, selain itu nanopartikel ekstrak
bawang putih juga memiliki luas zona hambat yang lebih besar terhadap bakteri E.
coli, S. aureus, S. typhimurium, L. monocytogenes B. subtilis dan P. aeruginosa
dibandingkan dengan nanopartikel ekstrak kemangi dan rosemary dengan ukuran
partikel yang sama. Vimala et al, (2011) juga melakukan pembuatan nanopartikel
curcumin tersalut kitosan sebagai antimikroba yang mana diperoleh hasil rata-rata
ukuran partikel 16.5 nm dan terbukti memiliki aktivitas antimikroba terhadap

Pseudomonas aeruginosa, E. coli, C. albicans dan Staphylococcus.

2.8 Sintesis Nanopartikel Menggunakan Metode Gelasi lonik

Sintesis nanopartikel dalam penelitian ini menggunakan tiga ekstrak yakni
bawang putih, temu mangga dan jeringau yang diekstrak menggunakan metode
maserasi. Penggunaan metode maserasi dilakukan karenakan metode maserasi
merupakan metode ekstraksi yang sederhana, yakni dengan cara perendaman
simplisia pada pelarut yang bertujuan agar pelarut dapat menembus dinding sel dan
memasuki rongga sel yang mengandung senyawa aktif, senyawa aktif tersebut akan



24

larut pada pelarut. Metode maserasi dilakukan dengan adanya pengadukan,
penyaringan dan pengepresan tanpa adanya pemanasan (Astuti, 2012). Proses
maserasi harus dilakukan pada tempat yang terhindar dari sinar matahari langsung
untuk menghindari proses hidrolisis dan perubahan warna oleh cahaya matahari
(Khopkar, 2003).

Proses ekstraksi dilakukan dengan menggunakan pelarut etanol 96 %.
Etanol dikenal sebagai larutan universal yang dapat mengekstraksi senyawa bersifat
polar maupun non-polar secara maksimal (Poedjiadi et al., 2006). Etanol terbukti
mampu menarik senyawa aktif yang lebih banyak dibandingkan jenis pelarut
organik lainya. Selain itu etanol merupakan larutan yang memiliki titik didih yang
rendah yakni 79°C sehingga pada proses pemekatan tidak akan merusak senyawa
aktif yang terkandung (Sudarmadji, 2003).

Ekstrak yang didapatkan pada hasil ekstraksi kemudian disintesis menjadi
berukuran nano dengan penambahan kitosan sebagai delivery system. Salah satu
metode yang paling sering digunakan dalam produksi nanopartikel ekstrak tanaman
ialah gelasi ionik. Metode gelasi ionik banyak digunakan karena memiliki proses
yang sederhana, tidak membutuhkan pelarut organik dan dapat dikontrol dengan
mudah. Proses pembentukan nanopartikel dengan metode gelasi ionik diawali
dengan pelarutan kitosan menggunakan asam asetat dengan tujuan untuk mengubah
gugus amina (-NH2) menjadi terionisasi positif (-NH3+) yang akan membantu
membentuk reaksi ionik dengan senyawa obat yang bermuatan negatif (Bhumkar
dan Varsha, 2006).

Langkah selanjutnya dilakukan pengadukan dengan menggunakan
magnetic stirrer pada suhu ruang, kemudian dicampurkan dengan tripolifosfat yang
telah dilarutkan dalam aquades. Tripolifosfat merupakan zat yang berfungsi sebagai
pengikat silang (Crosslink) yang baik untuk meningkatkan kekuatan mekanik gel
kitosan (Sreekumar et al., 2018). Sodium tripolifosfat (STPP) paling banyak
digunakan dalam proses croslinker polianion karena memiliki multivalen dan tidak
bersifat toksik (Mardliyanti et al., 2012). Proses croslinking bertujuan untuk
menghindari penggunaan pelarut organik dan untuk mencegah rusaknya bahan aktif

yang akan dienkapsulasi ke dalam nanopartikel kitosan (Fan et al., 2012). Proses
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crosslinker dalam metode gelasi ionik dapat terjadi melalui proses pengadukan
menggunakan magnetic stirrer dengan kecepatan 1000 rpm.

Proses pengecilan partikel selain menggunakan magnetic stirrer juga dapat
dibantu dengan homogenisasi atau pengadukan pada kecepatan dan durasi yang
lebih besar. Nadia (2014) menyatakan pada umumnya proses homogenisasi
dilakukan pada kecepatan 1200 rpm dengan durasi 1 jam. Wijayadi (2018) pada
penelitiannya menyatakan, optimasi kecepatan pengadukan menunjukkan bahwa
seiring dengan meningkatnya kecepatan pengadukan akan menghasilkan ukuran
partikel yang semakin Kkecil. Peningkatan kecepatan pengadukan, akan
meningkatkan intensitas molekul pelarut untuk bersentuhan dengan kitosan
sehingga menghasilkan ukuran partikel yang semakin kecil.

Tahap lanjutan pemecahan partikel yakni menggunakan ultrasonikasi yang
memanfaatkan iradiasi gelombang suara transversal dengan frekuensi melebihi
batas pendengaran manusia. Salah satu penerapan sonikasi ialah digunakan untuk
mempercepat proses pelarutan zat dengan prinsip kerja pemecahan reaksi
intermolekuler yang akan membentuk suatu partikel hingga berukuran nano
(Wahyono, 2010). Prinsip dalam pembentukan partikel nano ialah memanfaatkan
efek fisika dari ultrasonik intensitas tinggi yakni emulsifikasi (Mason, 2002).

Berdasarkan penelitian Rahmi (2013), diperoleh penurunan ukuran partikel
sebesar 30 kali dengan menggunakan metode ultrasonikasi. Kurniawan et al (2012)
menyatakan, semakin lama waktu sonikasi, maka akan menghasilkan ukuran
partikel yang lebih kecil. Muchtaromah et al (2018) menambahkan, bahwa lama
sonikasi terbukti mampu membuat ukuran partikel lebih kecil, namun hal itu
berlaku pada lama sonikasi dibawah 90 menit. Berdasarkan hasil karakterisasi
nanopartikel menggunakan PSA diperoleh hasil yakni waktu sonikasi 90 menit
menghasilkan ukuran partikel yang lebih kecil dibandingkan dengan 60 menit.
Namun, waktu sonikasi di atas 90 menit menghasilkan ukuran partikel yang relatif
sama bahkan dalam beberapa sampel menghasilkan ukuran partikel yang lebih
besar.
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2.9 Karakteristik Nanopartikel Kombinasi Allium sativum, Acorus calamus
dan Curcuma mangga

Sampel nanopartikel yang digunakan untuk uji antimikroba adalah
nanopartikel kombinasi bawang putih, temu mangga dan jeringau, dengan lama
sonikasi 90 menit. Analisis yang dilakukan pada sampel nanopartikel meliputi
analisis PSA (Particle Siza Analyzer), SEM (Scanning Electron Microscopy), XRD
(X-Ray Difraction) dan FTIR (Fourier-transform infrared spectroscopy).

Analisis PSA dilakukan untuk menentukan ukuran dan sebaran partikel di
setiap sampel. Hasil karakterisasi PSA Muchtaromah et al, (2020) ialah diperoleh
hasil sebagian besar sampel memiliki distribusi ukuran partikel di kisaran 300-1000
nm (Gambar 2.5). Pada Analisis FTIR pada sampel nanopartikel kombinasi
menunjukkan adanya gugus Kitosan pada berbagai bilangan gelombang, hal ini

menunjukkan adanya peran kitosan sebagai penyalut senyawa ekstrak kombinasi.

Gambar 2.5 Distribusi ukuran nanopartikel kombinasi terlapis kitosan dengan
menggunakan PSA, dengan lama sonikasi 90 menit (Muchtaromah et
al, 2020).

Analisis SEM nanopartikel kombinasi menunjukkan partikel yang berbentuk
bulat seperti bola dan mempunyai berbagai ukuran yakni berkisar antara 400-500
nm (Gambar 2.6). Analisis XRD yang dilakukan menunjukkan karakter
nanopartikel yang terbentuk adalah amorf. Karakter tersebut menunjukkan bahwa
nanopartikel yang terbentuk dengan susunan yang tidak teratur dan kurang padat.
Bentuk tersebut akan mengakibatkan mudahnya nanopartikel untuk dimasukkan
molekul lain, seperti senyawa antibakteri yang terdapat dalam ekstrak kombinasi

yang turut serta disintesis dalam pembuatan nanopartikel.
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Gambar 2.6 Hasil SEM nanopartikel kombinasi dengan perbesaran 4000x.
a.Tampak keseluruhan. b.Ukuran nanopartikel. c. Bentuk partikel.
(Muchtaromah et al., 2020).

2.10 Mikroba

Allah  SWT telah menciptakan segala sesuatu dipermukaan bumi
beranekaragam jenis dengan sifatnya masing-masing, baik yang dapat dilihat secara
kasat mata atau tidak. Sesuai dengan firman Allah SWT dalam QS. Al-Furgon (25):
2 yang berbunyi :

B § 80805 dads B iy s Gl 4§ gl
(V) e 35385 soch 35" 3l

Artinya: yang kepunyaan-Nya-lah kerajaan langit dan bumi dan Dia tidak
mempunyai anak dan tidak ada sekutu bagi-Nya dalam kekuasaan(Nya), dan dia
telah menciptakan segala sesuatu dan Dia menetapkan ukuran-ukurannya dengan
serapi-rapinya.

Menurut Shihab (2002) dalam tafsir Al-Mishbah bahwa Allah SWT telah
menciptakan segala sesuatu yang ada di alam semesta ini dan Allah juga membuat
variasi atas ciptaan-Nya. Sedangkan menurut tafsir jalalayn, Allah telah
menciptakan kesemuanya itu (dan Allah tetapkan ukuran-ukurannya dengan serapi-
rapinya) secara tepat dan sempurna. Secara implisit 2 tafsir tersebut menjelaskan
bahwasanya Allah SWT menciptakan segala sesuatu yang ada di muka bumi ini
dengan sebaik-baiknya ciptaan dengan ukuran dan karakter yang berbeda-beda.
Seperti pada penciptaan mikroba Staphylococcus aureus, Escherichia coli dan
Candida albicans yang memiliki karakteristik serta ukuran yang berbeda.

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG
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2.10.1 Bakteri Staphylococcus aureus
Sistematika bakteri Staphylococcus aureus menurut (Hill, 1981) adalah
sebagai berikut:

Kingdom : Bacteria

Filum : Firmicutes

Kelas : Bacilli

Ordo : Bacillales

Famili . Staphylococcaceae
Genus : Staphylococcus
Spesies  : Staphylococcus aureus

Bakteri Staphylococcus aureus merupakan salah satu jenis bakteri gram
positif yang mana keberadaanya merupakan flora normal pada tubuh manusia.
Bakteri Staphylococcus aureus diperkirakan mencapai 20-75% ditemukan pada
saluran pernapasan atas, kulit, selaput mukosa, muka, tangan, rambut dan vagina
(Razzak et al., 2013). Keberadaan bakteri Staphylococcus aureus sangat melimpah
dimana mana, seperti pada udara, debu, air dan pada makanan (Pratiwi, 2008).
Bakteri ini mampu tumbuh dengan mudah pada berbagai media, selain itu bakteri
ini tahan terhadap pengeringan dan bersifat toleran terhadap garam konsentrasi
tinggi. Keberadaannya merupakan patogen yang potensial pada tubuh manusia
(Tatang et al., 2011).

Staphylococcus aureus merupakan salah satu bakteri gram-positif yang
masuk dalam golongan bakteri prokariotik dengan memiliki sel tunggal dan struktur
selnya terdiri atas dinding sel, membran sel, ribosom dan bahan genetik (Yuwono,
2005). Bakteri gram positif hanya memiliki membran plasma tunggal dan memiliki
dinding sel yang hanya tersusun satu lapis yang tebal berupa peptidoglikan. Selain
peptidoglikan dinding sel bakteri gram positif juga mengandung asam tekoat dan
kandungan lipid yang sangat rendah (Pelczar, 1988). Saat pewarnaan gram, bakteri
ini menunjukkan warna ungu seperti pada Gambar (2.8.b), hal tersebut disebabkan
oleh kompleks zat warna kristal violet-yodium yang tetap dipertahankan meskipun
diberi larutan pemucat (ljong, 2015). Struktur dinding sel bakteri gram positi dapat
dilihat pada Gambar 2.7.
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BAKTERI GRAM POSITIF
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Gambar 2.7 Struktur dinding sel bakteri gram negatif ( Kayser, 2005).

Staphylococcus aureus memiliki karakter morfologi berbentuk bulat, pada
media biakan berbentuk bulat tunggal, dapat berkoloni atau membentuk seperti
rantai dan bergerombol seperti buah anggur (Gambar 2.8). Bakteri Staphylococcus
aureus tidak membentuk spora, berdiameter sekitar 0,5-1,5 um, tidak berkapsul,
bersifat anaerob fakultatif, tidak dapat bergerak, dinding selnya mengandung
peptidoglikan dan asam teikoat (Adila, 2013). Bakteri ini mampu tumbuh pada pada
suhu 37 °C dan dapat membentuk pigmen kuning berkilauan pada suhu kamar 20-
25 °C ( Brooks et al., 2007).

Gambar 2.8 Bakteri Staphylococcus aureus. a. Biakan S. aureus pada media MSA
(Pillai, 2012). b. Bakteri S. aureus pewarnaan gram (perbesaran
1000x) (Wistreich, 2003).

Keberadaan S. aureus pada vagina dapat menginfeksi saluran reproduksi
dengan tingkat prevalensi 29,8% (Muchtaromah et al., 2018). Divya, ( 2015)
menambahkan bahwa keberadaan bakteri S. aureus yang berlebih mampu
menyebabkan vaginitis. Anas et al. (2016) melaporkan bahwa ditemukan
mikroorganisme yang mendominasi saluran reproduksi wanita dari pasangan

infertil di Mojokerto, Jawa Timur, Indonesia, adalah S.aureus (27%) dan E. coli
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(27%). Selain itu berdasarkan penelitian Sylvia dan Julius (2010) bakteri
Staphylococcus aureus merupakan jenis bakteri berbahaya yang paling umum
menyebabkan infeksi untuk bayi baru lahir (neonatus). Pada pemeriksaan
kolonisasi mikroflora vagina ibu hamil, golongan bakteri gram positif yang paling

banyak ditemukan adalah S. Aureus yakni sebanyak 12.2%.

2.10.2 Bakteri Eschericia colli

Secara taksonomi, klasifikasi bakteri Eschericia colli menurut (Theodor,
1885) adalah sebagai berikut:

Domain : Bacteria

Kingdom : Eubacteria

Phylum : Proteobacteria

Class : Gammaproteobacteria
Order : Enterobacteriales
Family . Enterobacteriaceae
Genus : Escherichia

Species : Escherichia coli

Bakteri Escherichia coli merupakan salah satu jenis bakteri gram negatif
yang menunjukkan warna merah muda saat dilakukan proses pewarnaan (Gambar
2.9). Hal tersebut disebabkan oleh larutnya zat lipid pada saat pencucian dengan
alkohol, pori-pori dinding sel melebar yang mengakibatkan permeabilitas dinding
sel juga menjadi besar, sehingga zat warna akan hilang saat dilakukan pencucian
kembali dan warna yang tersisa adalah zat warna terakhir yang diberikan
(Ganiswarna, 1995). Secara morfologi bakteri Escherichia coli dicirikan dengan
bentuk basil pendek dengan panjang sekitar 2 um, tidak memiliki kapsul dan spora,

dapat bergerak dengan flagela peritik, bersifat aerob atau anaerob fakultatif.
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Gambar 2.9 Bakteri Escherichia coli pada pewarnaan gram (Rosalind, 2013).

Bakteri Escherichia coli tumbuh dengan membentuk koloni yang bulat,
cembung dan halus (Brooks et al, 2008). Dapat tumbuh dengan mudah pada media
nutrient sederhana pada suhu 37 °C (Pelczar dan Chan, 1988). Bakteri ini memiliki
dua lapisan dinding sel yakni membran luar yang tersusun atas fosfolipid,
lipopolisakarida dan protein, sedangkan lapisan dalam berupa peptidoglikan yang
tipis (Gambar 2.10) (Yanti et al., 2014). Struktur dinding sel bakteri gram negatif
tipis antara 10-15 nm, mengandung lemak sekitar 11-22% (Iskandar, 2010).

lar

C
polysaccharide Proteins

apsu

Gambar 2.10 Struktur dinding sel bakteri gram negatif (Iskandar, 2010).

Bakteri Escherichia coli termasuk mikroorganisme flora normal pada tubuh
manusia. Keberadaanya memiliki peran penting terutama pada saluran pencernaan
yakni membantu dalam sintesis vitamin K, penyerapan zat makanan dalam usus,
mengkonversi pigmen-pigmen empedu dan asam-asam empedu. Bakteri E.coli
dalam usus besar dapat menghasilkan kolisin yang sangat penting untuk melindungi
saluran pencernaan dari bakteri patogenik (Melliawati, 2009). Escherichia coli
tumbuh secara heterotrof dengan mendapat sumber makanan dari lingkungannya

yang berupa zat-zat organik dari sisa organisme lain. Zat organik tersebut akan
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diurai menjadi zat anorganik yakni H20, CO2, mineral dan energi. Selain itu
bakteri ini berperan dalam pembusukan dan penguraian yang dapat menyediakan
nutrisi bagi tanaman (Ganiswarna, 1995 dalam Mulyadi et al., 2017).

Keberadaan bakteri Escherichia coli memberikan peranan yang baik apabila
jumlahnya tidak melebihi batas wajar dalam tubuh dan masih ada di dalam usus
(Jawetz, 1995). Bakteri Escherichia coli akan bersifat patogen apabila berpindah
dari habitat normalnya. Bakteri ini mudah menyebar, yakni melalui kontak fisik
seperti jabat tangan, bersentuhan, melalui tangan atau dapat menyebar pada
makanan dan minuman. Dalam jumlah yang berlebih bakteri ini mampu menjadi
parasit dalam saluran pencernaan makanan, dapat menyebabkan berbagai penyakit
seperti enteritis, peritonitis, cistitis, peradangan pada saluran kandung kemih dan
lain sebagainya (Melliawati, 2009) keberadaan bakteri ini juga banyak ditemui pada
saluran kelamin wanita yang dapat mengakibatkan vaginitis (Ravel et al., 2011).

Escherichia coli adalah bakteri flora normal pada saluran pencernaan
dan bisa menjadi patogen ketika mencapai jaringan di luar saluran pencernaan.
Selain itu E. coli dapat ditemukan di vagina dan menjadi salah satu penyebab
infeksi saluran reproduksi dengan tingkat prevalensi 13,1% (Kamazeri et al.,
2012). Keberadaan Escherichia coli pada skret vagina menunjukkan adanya
kontaminasi oleh mikroorganisme rektum. Bakteri ini dapat menyebabkan infeksi
vaginitis, infeksi ini dapat terjadi akibat pertumbuhan flora normal yang berlebih
dengan ditandai kurangnya produksi hidrogen peroksida oleh Lactobacillus sp
(Razzak et al., 2013).

2.10.3 Candida albicans
Klasifikasi jamur Candida albicans menurut Tortora (2002) adalah sebagai
berikut :

Kingdom : Fungi

Phylum : Ascomycota
Subphylum : Saccharomycota
Class : Saccharomyces
Ordo : Saccharomycetales

Family : Saccharomycetaceae
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Genus : Candida
Nama Binomial : Candida Albicans

Candida Albicans merupakan jenis jamur yang menjadi flora normal pada
tubuh manusia. Secara spesifik jamur ini tumbuh pada saluran pencernaan, saluran
genitalia perempuan, selaput mukosa saluran pernafasan, kulit dan dibawah jari-
jari kuku tangan dan kaki (Siddik et al., 2016). Candida Albicans memiliki
karakteristik morfologi seperti bentuknya yang oval bertunas, memiliki diameter 3-
6 pum, hidup berkoloni, memiliki warna putih kekuningan dan memiliki aroma
seperti ragi (Brooks, 2005). Pada media agar jamur ini tampak berbentuk bulat
dengan permukaan cembung, halus dan licin. Pada pewarnaan gram diketahui
jamur ini masuk ke dalam gram positif dengan ditandai sel berwarna ungu,
berbentuk oval dengan diameter kurang lebih 5 pm (Mutiawati, 2016). Candida
Albicans memiliki ciri khusus yang tidak ditemui pada spesies Candida lainya yakni
adanya spora yang terbentuk karena hifa atau biasa disebut clamydospora.
Clamydospora terdapat pada tempat-tempat tertentu, yang membesar, membulat
dan dinding menebal, letaknya berada di terminal, lateral (Jawetz, 2004).

Candida albicans berkembang biak dengan membentuk tunas yang akan
terus memanjang membentuk hifa semu. Hifa semu akan terbentuk dengan banyak
koloni blastospora yang berbentuk bulat atau lonjong di sekitar septum. Candida
albicans memiliki dinding sel yang terdiri dari lima lapisan yang terdiri atas fibrillar
layer, mannoprotein, 3 glucan,  glucan-chitin, mannoprotein dan membran plasma
(Gambar 2.11 a) (Segal dan Bavin, 1994). Dinding sel tersebut memiliki fungsi
sebagai pelindung dan juga sebagai target dari beberapa antimikotik (Tjampakasari,
2006). Dinding sel jamur memiliki fungsi utama yakni memberi bentuk pada sel,
berperan dalam proses penempelan, kolonisasi dan melindungi sel ragi dari
lingkungannya.
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Gambar 2.11 a. Struktur dinding sel Candida albicans b. Bentuk mikroskopis
Candida albicans.

Candida albicans dapat menimbulkan infeksi akut dan subakut pada seluruh
tubuh manusia atau biasa disebut kandidiasis. Penyakit ini mampu menyerang
manusia usia balita hingga usia lanjut (Mutiawati, 2016). Penyakit kandidiasis
merupakan penyakit yang memiliki gejala bervariasi tergantung pada bagian tubuh
yang terinfeksi. Bagian tubuh yang dapat terinfeksi ialah pada bagian lipatan kulit,
bagian vagina, bagian dalam rongga mulut dan bagian kuku. Selain itu Candida
albicans merupakan jamur penyebab vulvovaginalis pada perempuan yang sering
terjadi pada wanita hamil, atau penderita diabetes militus (Cassone et al., 2014).

2.11 Tinjauan Antimikroba

Antimikroba merupakan bahan atau senyawa yang dapat membunuh
mikroba terutama mikroba yang bersifat patogen. Kriteria antimikroba harus
mempunyai sifat toksisitas selektif, yang mana bersifat toksik pada mikroba atau
parasit dan tidak berbahaya bagi inang (Waluyo, 2004). Senyawa antimikroba yang
biasa digunakan untuk membasmi mikroba yang merugikan manusia adalah
antibiotik, antiseptik dan desinfektan (Djide et al., 2008).

Antimikroba memiliki dua jenis cara kerja yang berbeda dalam membasmi
mikroba yakni bersifat bakterisidal dan bakteriostatik. Bakterisidal merupakan cara
kerja antimikroba dengan cara membunuh sel bakteri namun tidak menyebabkan
sel mengalami lisis atau pecah. Djide et al. (2008) menyatakan bakterioststik
merupakan cara kerja antimikroba dengan menghambat pertumbuhan mikroba
tanpa membunuhnya, antimikroba jenis ini bekerja dengan menghambat sintesis

protein atau mengikat ribosom.
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Antimikrobai terbagi menjadi dua berdasarkan kisaran kerja atau spektrum
yakni spektrum luas dan sempit. Pada spektrum luas, senyawa antimikroba tersebut
mampu menghambat atau membunuh berbagai macam mikroba yakni mikroba
gram positif maupun mikroba gram negatif. Sedangakn antimikroba yang memiliki
spektrum sempit yakni golongan senyawa antimikroba yang hanya membunuh atau
menghambat pertumbuhan satu jenis mikroba saja, misalnya hanya bisa
menghambat mikroba gram positif saja atau negatif saja (Pratiwi, 2008).

Antimikroba memiliki mekanisme kerja yang berbeda-beda, diantaranya
ialah (Waluyo, 2010) :

1. Penghambatan sintesis dinding sel yang menyebabkan terbentuknya sel-sel
yang peka akan tekanan osmosis.

2. Denaturasi protein oleh senyaw-senyawa yang terkandung dalam antibiotik
yang dapat menghambat sintesis protein dan berakibat menghambat
perlekatan tRNA dan mRNA ke ribosom, sehingga hal ini akan
menghambat pembentukan protein sebagai sumber energi untuk aktivitas
mikroba.

3. Pengubahan fungsi membran plasma yang akan berpengaruh terhadap
pertumbuhan sel mikroba sehingga pertumbuhan akan terhambat dan mati.

4. Penghambatan sintesis asam nukleat yang berakibat kerusakan total pada

sel.

2.12 Klindamisin

Klindamisin merupakan salah satu obat antibakteri semisintetik yang cukup
sering digunakan dalam menghambat pertumbuhan atau reproduksi bakteri dengan
cara menghambat proses sintesis protein pada sel bakteri. Klindamisin meiliki
rumus molekul C18H33CIN205S dan berat molekul 424.98302. Proses
penghambatan oleh klindamisin meliputi pemotongan elongasi rantai peptida,
kesalahan dalam membaca kode genetik atau mencegah penempelan rantai
oligosakarida pada glikoprotein dan memblok site A pada ribosom (Compound,

2014). Menurut Gilman (2007) cara penekanan sintesis protein pada bakteri oleh
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klindamisin yakni dengan cara berikatan secara eksklusif pada subunit 50S

ribosom bakteri.

aa

OH

Gambar 2.12 Struktur kimia klindamisin (Frank, 2002).

Klindamisin merupakan antibakteri turunan asam amino trans-L-4-n-
proilhigrinat yang berikatan dengan turunan oktosa dan mengandung sulfur.
Klindamisin memiliki manfaat sebagai antibiotik oral untuk berbagai penyakit kulit
seperti jerawat (Zulfitrah, 2012). Selain itu menurut Buhimschi (2009) klindamisin
dapat digunakan dalam mengobati penyakit akibat infeksi dari bakteri aerob gram
positif, negatif maupun bakteri anaerob gram positf seperti Staphylococcus
epidermidis, Staphylococcus aureus, Streptococci, Pneumococci, Bacteroides
fragilis, Fusobacteriumnspecies, Propionibacterium, Eubacterium, Actinomyces
species, Peptostreptococci, Peptococcus, Streptococcus grup B dan Clostridia..

Klindamisin merupakan salah satu jenis antibiotik yang digunakan dalam
mengobati infeksi serius yang disebabkan oleh bakteri. Klindamisin biasa
digunakan dalam mengobati infeksi pada saluran pencernaan, saluran pernafasan,
infeksi tulang persendian, infeksi ginekologis, infeksi mulut, infeksi kulit dan
jaringan lunak (Erick et al., 2000). Klindamisin dapat bersifat bakteriostatik atau
bisa juga bersifat bakterisidal yang mana bergantung pada konsentrasi obat, lokasi
infeksi dan bakteri yang menginfeksi (Ebadi, 2006). Penggunaan klindamisin
memiliki efek samping diantaranya adalah mual, muntah, trombositopenia,
esofagitis, anafilaksis, ruam-ruam, gangguan fungsi hati, diare berat,
pseudomembran colitis. Oleh sebab itu klindamisin tidak boleh dikonsumsi oleh

pasien yang memiliki riwayat gangguan hepar, ginjal dan colitis (Salvi et al., 2002).



2.13 Nistatin

HO

HoNa__~
0
HO

H Oxh,«-J\N a fv'”‘x{:f‘w;f"v;ﬁﬂﬁr’o
OH
-~ OH N
i | D
0 N /I'*--L A
Y Y
O OH OH OH OH 0 gH OH

37

Gambar 2.13. Struktur Nistatin

Sumber: https://www.chemicalbook.com/CAS/GIF/1400-61-9.gif. Diakses pada 7
Desember2019

Nistatin merupakan salah satu jenis antifungi yang sering digunakan dalam
menyembuhkan berbagai macam infeksi yang disebabkan oleh jamur. Nistatin
memiliki rumus molekul CigH2802 dengan bentuk serbuk berwarna kuning
kecoklatan, memiliki aroma menyerupai sereal, tidak larut dalam air dan alkohol
dan akan stabil pada suspensi dengan pH 6.0-8 (Sweetman, 2009). Nistatin
dikatagorikan ke dalam antibiotik makrolida karena strukturnya memiliki cincin
karbon tak jenuh ganda yang ditutup oleh ester, yang mana gugus hidroksil terikat
pada gula.

Mekanisme kerja nistatin dalam menghambat atau membunuh jamur ialah
dengan cara mengadakan ikatan yang kompleks dengan ergosterol di membran
sitoplasma jamur. lIkatan kompleks tersebut akan menyebabkan perubahan
permeabilitas membran sehingga akan terbentuk pori-pori intramembran dan
mengakibatkan keluarnya bagian-bagian inti dalam sel jamur seperti ion K, asam
karboksilat, asam amino, fosfat, ester fosfa dan mengakibatkan matinya sel jamur
(Brescansin et al., 2013).

Nistatin paling efektif digunakan dalam melawan jamur jenis Candida
albicans karena senyawa ini hanya sensitif terhadap kandidiasis yang digunakan
pada kulit, vagina dan bagian oral. Nistatin secara sistematik dapat digunakan
sebagai terapi kandidiasis esofagus (Sheppard dan Lampiris, 2015). Penggunaan

nistatin secara oral memiliki bebrapa efek samping yakni mual, muntah dan diare
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dan jarang sekali terjadi infeksi akibat menggunakan obat ini (Sweetman, 2009).
Pada penggunaan nistatin dalam dosis yang besar akan menimbulkan masalah pada
saluran pencernaan dan sangat jarang timbul ruam-ruam pada tubuh (Soetomo,
2014).

Nistatin terbukti memiliki tingkat toksisitas yang rendah, hal ini
dikarenakan nistatin memiliki tingkat absorpsi yang cukup rendah pada saluran
pencernaan. Oleh sebab itu nistatin tidak banyak digunakan sebagai antifungi
sitemik terkecuali pada kandidiasis esofagus. Selain itu nistatinn tidak diinginkan
terabsopsi di saluran cerna, sehingga senyawa akan berada pada mukosa isofagus.
Nistatin tidak diabsorpsi secara signifikan terhadap membran mukosa. Efektivitas
kerja nistatin terhadap kandidiasis bergantung pada lamanya kontak antara suspensi
dan mukosa yang terkena. Oleh sebab itu penggunaan obat ini dianjurkan untuk
tidak makan atau minum selama kurang lebih 20 menit. (Sheppard dan Lampiris,
2015).

2.14 Metode Uji Aktivitas Antimikroba
Pengujian aktivitas antimikroba dapat dilakukan dengan dua metode yakni

bisa dilakukan dengan metode difusi ataupun dilusi (Jawetz et al., 1995)

a. Metode Difusi

Metode difusi merupakan salah satu metode yang paling sering digunakan
dalam pengujian aktivitas antimikroba. Metode difusi ini biasa disebut dengan
metode Kirby-Bauere yang mana menggunakan media agar. Metode difusi terdiri
dari tiga cara yakni metode silinder, sumuran dan kertas cakram. Metode difusi
memiliki prinsip kerja yakni mengukur zona hambat pertumbuhan bakteri yang
terjadi akibat difusinya suatu zat yang bersifat sebagai antimikroba didalam media
padat melalui pencadang. Pada metode difusi ini akan terbentuk zona bening atau
daerah hambatan yang menunjukkan adanya aktivitas antimikroba dari suatu
larutan uji. Luas daerah hambatan yang terbentuk berbanding lurus dengan
aktivitas antibateri, yang mana semakin kuat daya aktivitas antibakteri maka

semakin luas daerah hambatnya (Pratiwi, 2008).
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Metode difusi yang paling banyak digunakan ialah metode difusi cakram.
Metode ini menggunakan kertas cakram yang telah direndam hingga benar-benar
basah secara merata pada larutan uji, kemudian kertas diletakkan pada media agar
yang telah diinokulasikan mikroba uji secara aseptis menggunakan pinset steril dan
sedikit ditekan pada media. Media yang telah diberi perlakuan kertas cakram
kemudian diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam. Pengamatan dilakukan dengan
mengukur zona bening yang terbentuk di sekitar kertas cakram menggunakan
jangka sorong (Kusmiyati, 2007). Kriteria kekuatan zona hambat zat antimikroba

pada metode difusi kertas cakram dapat dilihat pada tabel 2.1 dibawah ini.

Tabel 2.1 Kriteria kekuatan zona hambat pada metode difusi kertas cakram

Diameter Kekuatan Zona Hambat

<5mm Lemah

5-10 mm Sedang
10-20 mm Kuat

>20 mm Sangat Kuat
Sumber : Tang & Zao (2009)

b. Metode Dilusi

Metode untuk pengujian aktivitas antimikroba selain metode difusi juga
terdapat metode dilusi. Metode dilusi yakni dengan memasukkan sejumlah zat
antimikroba ke dalam media cair atau padat serta dilakukan pengenceran larutan uji
hingga diperoleh beberapa konsentrasi. Pada masing-masing konsentrasi larutan uji
ditambahkan suspensi mikroba dalam media dan diinkubasi (Hugo & Russel,
1987). Metode dilusi digunakan untuk mengetahui seberapa konsentrasi zat
antimikroba yang diperlukan untuk menghambat pertumbuhan dan membunuh
mikroba uji. keuntungan dari metode ini adalah diperolehnya hasil kuantitatif yang
menunjukkan jumlah konsentrasi zat antimikroba yang diperlukan untuk
menghambat atau membunuh mikroba (Jawetz et al., 2007).

Metode dilusi merupakan metode yang digunakan untuk menentukan
Kadar Hambat Minimal (KHM) dan Kadar Bunuh Minimal (KBM). Metode dilusi

ini memiliki prinsip kerja yakni senyawa antibakteri dilakuan seri pengenceran
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hingga diperolen beberapa macam konsentrasi, kemudian masing-masing
konsentrasi ditambahkan suspensi bakteri uji dalam media cair. Perlakuan tersebut
akan di inkubasi dan diamati ada atau tidaknya pertumbuhan bakteri, hal tersebut
ditandai dengan terjadinya kekeruhan

Larutan uji senyawa antibakteri pada kadar terkecil yang terlihat jernih
tanpa adanya pertumbuhan bakteri uji, ditetapkan sebagai Kadar Hambat Minimal
(KHM). Larutan yang ditetapkan sebagai KHM tersebut selanjutnya dikultur ulang
pada media cair tanpa dilakukan penambahan bakteri uji ataupun senyawa
antibakteri dan diinkubasi selama 18-24 jam. Media cair yang tetap terlihat jernih
setelah inkubasi ditetapkan sebagai Kadar Bunuh Minimal (KBM) (Pratiwi, 2008).



BAB Il
METODOLOGI PENELITIAN

3.1 Rancangan Penelitian

Penelitian ini merupakan jenis penelitian eksperimental laboratorium.
Bahan utama yang digunakan dalam penelitian yakni serbuk simplisia umbi bawang
putih, rimpang temu mangga dan rimpang jeringau yang diperoleh dari UPT.
Materia Medica Batu. Sebanyak 100g masing-masing simplisia (umbi bawang
putih, temu mangga dan jeringau) dimaserasi dengan 500mL etanol 70% dan
direndam selama 24 jam. Selanjutnya, larutan disaring menggunakan kertas saring
Whatman dan ampas yang diperoleh dimaserasi kembali dengan pelarut yang sama
hingga tiga kali pengulangan. Maserat kemudian dipekatkan dengan rotary
evaporator untuk memisahkan ekstrak dengan pelarutnya. Tahap selanjutnya
dilakukan pembuatan nanopartikel kombinasi ekstrak tiga jenis tanaman dengan
perbandingan (Bawang putih 36%, Temu mangga 36% dan Jeringau 28%) dengan
metode gelasi ionik.

Ekstrak dan Nanopartikel yang dihasilkan kemudian dilakukan uji aktivitas
antimikroba terhadap Candida albicans, Staphylococcus aureus dan Escherichia
coli. Selain itu juga dilakukan uji pada kitosan, nanopartikel kitosan, kontrol positif
(Klindamisin dan Nistatin) dan kontrol negatif (DMSQO). Metode difusi kertas
cakram (Kirby-Bauer) dilakukan dengan desain penelitian Rancangan Acak
Lengkap (RAL) dengan 6 perlakuan dan 3 ulangan. Penelitian ini dilakukan untuk
mengetahui luas zona hambat yang dihasilkan oleh sampel uji dengan konsentrasi
2,5%. Sedangkan metode mikrodilusi dilakukan untuk mengetahui konsentrasi
hambat minimum (KHM) dan konsentrasi Bunuh Minimum (KBM) pada variasi
konsentrasi 5%; 2,5%; 1,25%; 0,625% dan 0,313%. Nilai KHM dan KBM
dipertegas dengan metode pour plate dengan masing-masing perlakuan 3 ulangan
dan dianalisis secara deskriptif kuantitatif.

3.2 Waktu dan Tempat Penelitian
Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Agustus 2018 — Maret 2019 untuk
sintesis dan karakterisasi Nanopartikel. Penelitian bertempat di Laboratorium

41
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Fisiologi Hewan, Laboratorium Genetika Jurusan Biologi fakultas Sains dan
Teknologi, Laboratorium Teknologi Farmasi Fakultas Kedokteran dan IImu
Kesehatan Universitas Islam Negeri Maulana Malik Ibrahim Malang, Laboratorium
Biosains Universitas Brawijaya Malang dan Laboratorium Kimia Farmasi
Universitas Ma Chung Malang. Selanjutnya dilakukan uji aktivitas antimikroba
pada bulan Oktober 2019 — Juli 2020 di Laboratorium Mikrobiologi Jurusan Biologi

Universitas Islam Negeri Maulana Malik Ibrahim Malang.

3.3 Variabel Penelitian

Variabel penelitian dalam penelitian ini meliputi:
3.3.1 Variabel Bebas

Variabel bebas yang digunakan dalam penelitian ini adalah variasi
konsentrasi bahan uji yang digunakan, untuk difusi kertas cakram menggunakan
konsentrasi 2,5%, sedangkan uji KHM dan KBM menggunakan konsentrasi 5%;
2,5%; 12,5%; 6,25% dan 3,13%, serta K+ dan K- dengan konsentrasi 2,5%.

3.3.2 Variabel Terikat

Variabel terikat pada penelitian ini meliputi diameter zona hambat pada difusi
kertas cakram (paper disc), tingkat kekeruhan pada larutan sebagai hasil dari uji
KHM dan jumlah koloni mikroba yang tumbuh pada media agar sebagai hasil dari
KBM.

3.3.3 Variabel Terkendali

Variabel terkendali pada penelitian adalah variabel yang diperlakukan
dalam keadaan yang sama yang meliputi jenis media, suhu, waktu inkubasi dan
diameter kertas cakram.
3.4 Alat dan Bahan
3.4.1 Alat

Alat-alat yang digunakan dalam memproduksi nanopartikel kombinasi
ekstrak tanaman meliputi: gelas beker 100 mL (IWAKI), kertas saring (Whatman),
corong gelas, oven (Heraeus), pengaduk kaca, hot plate (Thermolyne), rotary
evaporator (IKA RV 3 V-C), magnetic stirrer, alumunium foil, homogenizer (IKA
T.25 Ultra Turrax), gelas ukur (IWAKI) kapasitas 10 mL dan 100 mL, pipet tetes 5
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mL dan 25 mL, ultrasonikator (Cole Pamer CV188), inkubator (Memmert), botol
falcon 15 mL, timbangan analitik (Sartorivis), sentrifus (Thermo Scientific), mortar
dan alu.

Alat-alat yang digunakan untuk uji aktivitas antimikroba meliputi: Autoklaf
(ALP KT-30 L), Laminar Air Flow (ESCO AHC-4A1), inkubator (Memmert),
vortex (Thermolyne), coloni counter (Stuart SCG Funke Gerber), stirrer, cawan
petri (Anumbra), tabung reaksi, microtube, api bunsen, paper disk 6 mm (Oxoid),
mikropipet (Bio Rad), jarum ose, rak tabung reaksi, pinset, pipet tetes, kapas, kasa,
alumunium foil, kertas label, kantong plastik, karet gelang, penggaris dan jangka

sorong.

3.4.2 Bahan

Bahan-bahan yang digunakan pada penelitian ini meliputi: serbuk simplisia
umbi bawang putih, rimpang jeringau dan temu mangga, etanol 70%, kitosan,
SodiumTripolifosfat (STTP), asam asetat glasial, aquades, tween 80, media
Saboraund Dextrose Agar (HIMEDIA MV 033-500 G), Saboraund Dextrose Broth
(HIMEDIA MO 63-500 G), Nutrient Agar (MERCK), Nutrient Broth (Oxoid CM
0001 B), aquades steril, spirtus, Barium Klorida 1,175%, larutan NaCl 0,09%,
DMSO, Nystatin, Clindamycin, isolat mikroba vagina C. Albicans (CV.1423), S.
aureus (1117-SV) dan E. coli (1906-8V).

3.5 Prosedur Penelitian
3.5.1 Preparasi Sampel Tanaman

Sampel tanaman yang digunakan meliputi serbuk simplisia umbi bawang
putih, rimpang jeringau dan rimpang temu mangga yang didapatkan dari UPT.
Materia Medica Batu.

3.5.2 Ekstraksi Dengan Metode Maserasi

Ekstraksi dilakukan dengan beberapa tahapan yakni, pertama ditimbang
serbuk simplisia masing-masing tanaman sebanyak 100 gram, kemudian
dimasukkan ke dalam beaker glass yang berbeda, ditambahkan pelarut etanol 70%
sebanyak 500 mL pada masing-masing tabung, ditutup dengan menggunakan

alumunium foil selama 24 jam sambil di shaker pada kecepatan 130 rpm. Hasil
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rendaman sampel disaring menggunakan penyaring Buchner, ampas yang tertinggal

kemudian dimaserasi kembali menggunakan pelarut yang sama sebanyak 3 kali

pengulangan hingga filtratnya berwarna bening. Filtrat yang diperoleh dari hasil

maserasi kemudian dipekatkan menggunakan rotary eveporator pada suhu 50°C

hingga didapatkan ekstrak pekat (Yudhistira, 2013).

3.5.3 Pembuatan Nanopartikel Kombinasi Ekstrak Bawang putih, Rimpang
Temu mangga Dan Rimpang Jeringau.

Langkah pembuatan nanopartikel kombinasi ekstrak umbi bawang putih,
rimpang jeringau dan rimpang temu mangga yakni pertama disiapkan 0,5 ml asam
asetat glasial dalam 100 ml aquades, ditambahkan 0,5 gram serbuk Kkitosan
kemudian dihomogenkan menggunakan magnetic stirrer. Langkah selanjutnya
dilarutkan 0,1 gram STPP dalam 20 mL aquades, dicampurkan dengan larutan
kitosan-AAG kemudian dihomogeneizer dengan kecepatan 1000 rpm selama 10
menit. Langkah selanjutnya ditambahkan ekstrak kombinasi tanaman sebanyak 0,1
gram yang terdiri atas ekstrak bawang putih sebanyak 36 mg, ekstrak jeringau
sebanyak 28 mg dan ekstrak temu mangga sebanyak 36 mg, kemudian
dihomogenizer dengan kecepatan 1000 rpm selama 30 menit (Mardliyati, 2012;
Pakki et al., 2016).

Proses selanjutnya, ditambahkan Tween 80 sebanyak 1 mL dan
dihomogenaizer dengan kecepatan 10.000 rpm selama 90 menit. Hasil
pencampuran larutan kemudian disonikasi dengan frekuensi 20 kHz dan amplitudo
80% selama 90 menit. Hasil sonikasi dimasukkan kedalam tabung falkon 15 mL
untuk disentrifugasi selama 30 menit dengan kecepatan 5000 rpm. Supernatan yang
berupa cairan dibuang dan pellet hasil sentrifugasi dimasukkan ke dalam deep
freezer hingga membeku, pellet dikeluarkan dari tabung falkon dan diinkubasi
hingga mengering, kemudian dihaluskan dengan mortar dan alu hingga benar-benar
halus (Pakki, et al., 2016 modifikasi).
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3.6 Uji Aktivitas Antimikroba
3.6.1 Sterilisasi Alat

Sterilisasi alat wajib dilakukan sebelum alat digunakan saat penelitian.
Sterilisasi dilakukan dengan cara membungkus semua alat-alat gelas dengan kertas,
kapas, kasa dan plastik. Selanjutnya alat yang telah dibungkus, dimasukkan ke
dalam autoklaf dengan suhu 121° C dan tekanan 5 Psi (Per Square Inci) selama 15
menit. Setelah suhu menurun alat diambil dan dikeringan pada oven. Alat-alat yang
tidak tahan dengan suhu tinggi dapat disterilkan dengan menggunakan alkohol 70%
(Mulyadi, 2013).

3.6.2 Pembuatan Media
1. Media Nutrient Agar (NA)

Serbuk NA sebanyak 14 gram dilarutkan dalam aquades sebanyak 500 mL.
Larutan media dipanaskan di atas hot plate dan diaduk menggunakan magnetic
stirrer hingga serbuk NA benar-benar larut yang ditandai dengan tidak adanya
serbuk di bagian dasar. Selanjutnya media disterilkan dalam autoklaf (Dewi,
2010).

2. Media Nurtient Borth (NB)

Serbuk NB sebanyak 2 gram dilarutkan dalam 150 mL aquades. Langkah
selanjutnya, larutan media dipanaskan dan diaduk menggunakan magnetic
stirrer hingga benar-benar larut. Media ditutup dengan kapas, kasa dan
alumunium foil kemudian disterilkan dalam autoklaf (Hudaya, 2014).

3. Media Saboraund Dextrose Agar (SDA)

Pembuatan media SDA dilakukan dengan cara, sebuk SDA sebanyak 19,5
gram dilarutkan dalam 300 mL aquades, dipanaskan dan diaduk menggunakan
magnetic stirrer hingga serbuk media benar-benar larut. Ditambahkan cairan
kloramfenikol sebayak 120 mg dan Nacl 0,9 % sebanyak 4,8 mL yang bertujuan
untuk mencegah tumbuhnya bakteri yang tidak diinginkan (Warsinah,2011).

4. Media Saboraund Dextrose Broth (SDB)

Serbuk SDB sebanyak 30 gram dilarutkan dalam 1000 mL aquades.

Langkah selanjutnya larutan media dipanaskan dan diaduk menggunakan
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magnetic stirrer hingga serbuk benar-benar larut. Media disterilkan dalam

autoklaf (Warsinah, 2011).
3.6.3 Peremajaan Mikroba Uji

Peremajaan mikroba uji dilakukan dengan langkah pertama diambil 1 ose

mikroba (jamur/bakteri) dari media isolat murni, kemudian diinokulasikan pada
media agar miring NA untuk bakteri dan media agar miring SDA untuk jamur.
Tabung yang telah berisi mikroba kemudian ditutup kapas steril dan diinkubasi
pada suhu 37°C selama 24 jam untuk bakteri dan 48 jam untuk jamur. Hasil
peremajaan mikroba diambil 1 ose dan ditanam pada 10 mL media cair NB untuk
bakteri dan SDB untuk jamur, kemudian diinkubasi pada suhu 37 °C selama 24 jam
dan 48 jam (Nurullaili, 2013; Warsinah, 2011).

3.6.4 Pembuatan Suspensi Mikroba

Suspensi mikroba yang akan digunakan, terlebih dahulu disetarakan
kekeruhanya dengan standart 0,5 McFarland yang setara dengan kepadatan bakteri
108 CFU/mL). Pembuatan standar McFarland yakni sebanyak 9,95 ml H2SO4 1%
ditambahkan 0,05 ml larutan BaCl 1.175% (Sutton,2011). Pembuatan suspensi
jamur yang akan digunakan untuk uji ialah sebanyak 5 koloni dari kultur murni
dilarutkan ke dalam 5 mL larutan NaCl 0,9 % steril (Pfaller, 1988) dan untuk
suspensi bakteri uji, yakni sebanyak 1 ose bakteri dilarutan dalam 2 mL larutan
NaCl 0,9% (Makagansa, 2015). Masing-masing larutan di vortex hingga homogen,
kemudian disetarakan jumlah kepadatan selnya dengan larutan standar 0,5
McFarland menggunakan spektroftometer dengan panjang gelombang 600 nm.

Standart inokulum jamur yang digunakan dalam uji difusi cakram yakni 1-
5x10° CFU/mL dengan nilai absorbansi (OD600=0,07) (Pfaller, 1998). Sedangkan
standart inokulum bakteri yakni 1-2 x 10® CFU/mL dengan nilai absorbansi
(OD600=0,132) (Berlian, 2016). Pembuatan suspensi jamur yang digunakan untuk
uji mikrodilusi cair yakni yeast yang telah disetarakan dengan standart Mcfarland
kemudian diencerkan menggunakan NaCl 0,9% steril dengan perbandingan 1:100.
Hasil pengenceran kemudian diencerkan kembali menggunakan media cair dengan
perbandingan 1:20 yang akan menghasilkan 0,5-2,5 x 10 sel/mL (Espinel, 2002).
Sedangkan pembuatan suspensi bakteri yakni bakteri yang telah setara dengan
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standart McFarland kemudian diencerkan menggunakan media cair steril dengan
perbandingan 1:150 yang setara dengan 5x10° CFU/mL (CLSI, 2012).

3.6.5 Pembuatan Larutan Uji

Pembuatan larutan uji yakni pertama dibuat larutan dengan konsentrasi 5%
dengan komposisi sebanyak 50 mg ekstrak kombinasi yang dilarutkan pada 1 mL
DMSO (dimetil sulfoksida). Dibuat pula larutan uji 300 mg serbuk nanopartikel
kombinasi ekstrak yang dilarutkan dengan 1 mL DMSO (Mustika, 2018). Variasi
konsentrasi ekstrak dan nanopartikel yang akan digunakan pada uji KHM dan KBM
didapatkan dari pengenceran bertingkat menggunakan pelarut DMSO dari larutan
berkonsentrasi 5% menjadi 2,5%; 1,25%; 0,625% dan 0,313% (Manik et al., 2015).

3.6.6 Uji Antimikroba dengan Metode Difusi Cakram

Pengujian aktivitas antimikroba difusi cakram menggunakan teknik swab
dalam penanaman mikroba. Pertama di siapkan cawan petri steril kemudian dituang
media agar yang masih cair kurang lebih sebanyak 10 mL dengan ketentuan media
SDA untuk jamur C. albicans sedangkan media NA untuk bakteri S. aureus dan E.
coli kemudian ditunggu hingga memadat. Di tambahkan 100 pL suspensi mikroba
uji (C. albicans, S. aureus dan E. coli) yang telah disesuaikan dengan standar
turbiditas 0,5 McFarland pada masing-masing cawan petri, kemudian diratakan
menggunakan cotton swab steril pada permukaan media.

Kertas cakram dengan diameter 6 mm direndam ke dalam ekstrak
nanopartikel kombinasi dan ekstrak kombinasi tanaman dengan konsentrasi 2,5%
selama kurang lebih 30 menit (H). Sebagai kontrol positif kertas cakram juga
direndam pada antibiotik jenis nistatin dan klindamisin, sedangkan pada kontrol
negatif kertas cakram direndam pada pelarut DMSO (Sulistyorini, 2015). Kertas
cakram yang telah terendam kemudian diambil menggunakan pinset steril dan
diletakkan diatas permukaan media yang telah ditambahkan mikroba dengan sedikit
ditekan untuk memastikan kertas cakram menempel pada medium.

Jarak peletakkan kertas cakram harus diatur yakni dengan membagi media
menjadi 3 wilayah. Kultur diinkubasi pada suhu 37 °C selama 16 - 20 jam untuk
bakteri dan suhu 37°C, selama 24 - 48 jam untuk jamur. Selanjutnya diamati dan
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diukur luas zona bening yang terbentuk pada setiap perlakuan (CLSI, 2016).
Pengukuran zona bening yang terbentuk dapat dilakuakn dengan mengukur
diameter vertical (DV) dan diameter horizontal (DH) dalam satuan milimeter (mm)
dengan menggunakan jangka sorong kemudian dibagi dua dan dikurangi luas
diameter kertas cakram (DS) (Gambar 3.1) (Pormes et al., 2016).

Gambar 3.1: Pengukuran diameter zona hambat (Pormes et al., 2016).

Keterangan :

- Zona hambat

DV = Diameter vertikal
DH = Diameter horizontal
DS = Diameter kertas cakram

3.6.7 Uji KHM dan KBM

Uji konsentrasi hambat minimum dilakukan menggunakan metode micro
dilution. Uji ini menggunakan variasi konsentrasi sampel uji 5%; 2,5%; 1,25%;
0,625% dan 0,313%. Pengujian terdiri atas 6 perlakuan dan 3 ulangan yakni ekstrak
kombinasi, nanopartikel kombinasi, kitosan, nanopartikel kitosan, kontrol positif
(klindamisin & Nistatin) dan kontrol negatif (DMSO).

Langkah uji KHM dimulai dengan menyiapkan well-96 steril, serta masing-
masing larutan uji konsentrasi 5%. Kemudian diisi kolom well ke-1 dengan larutan
uji konsentrasi 5% sebanyak 100 uL. Kolom ke-2 (2,5%) sampai kolom ke-5
(0,313%) 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.
Diulangi langkah tersebut hingga kolom konsentrasi terakhir (0,313%). Kolom well
yang telah terisi larutan kemudian masing-masing ditambah 50 pL kultur mikroba
dari media SDB dan NB (Devi, 2009). Tahapan uji dapat dilihat pada gambar 3.2.
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e
% Sterile Mueller Hinton broth (MHB) medium
1) Dilution of 1/10

in sterile MHB -
© 2) Make 50 pL of broth medium in each well
(from 2 to 12)

3) Transfer 100 pL

7) Incubation at 35°C for 18 h !

6) Inoculation : transfer 50
uL of inoculum in each well

Microbial inoculum
containing 10° CFU/mL

Gambar 3.2. Metode Broth Microdilution untuk Uji Antimikroba berdasarkan
Ketentuan CLSI (Balouiri, 2016).

Well yang telah diberi perlakuan kemudian di tutup dengan penutup well
dan dilapisi plastik wrap. Selanjutnya well dinkubasi dengan ketentuan S. aureus
dan E. coli pada suhu 35°C selama 16-20 jam, sedangkan masa inkubasi well
dengan mikroba uji C. albicans yakni 35°C selama 24-48 jam (CLSI, 2013).
Inkubasi dilakukan pada Shaker dengan kecepatan 300 rpm dengan penambahan
suhu. Nilai KHM dilihat dari kejernihan larutan dalam konsentrasi terendah yang
menunjukkan terjadinya penghambatan (Himratul et al., 2011).

Uji KBM dilakukan dengan teknik TPC (Total Plate Count). Langkah yang
dilakukan yakni dengan mengambil 100 pl suspense dari hasil KHM kemudian
dimasukkan ke dalam cawan petri dan ditambahkan 10 mL media agar cair dan
dihomogenkan dengan cara digoyang-goyangkan. Diinkubasi pada suhu 37°C
selama 24 jam yang bertujuan untuk mengetahui konsentrasi bunuh minimum pada
bahan uji. Jumlah koloni yang tumbuh kemudian dihitung menggunakan colony
counter. Nilai KBM ditentukan oleh nilai konsentrasi terkecil yang tidak
menunjukkan adanya pertumbuhan mikroba pada cawan petri (Dwijayanti, 2012).
Biakan yang dihitung adalah koloni yang tumbuh sesuai dengan standart plat
count yaitu 30-300 koloni per cawan (Khunaifi, 2010).
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3.6.8 Analisis Data

Data yang diperoleh dari uji aktivitas antimikroba nanopartikel kombinasi
ekstrak umbi bawang putih, rimpang temu mangga dan jeringau meliputi luas zona
hambat, nilai KHM dan KBM. Analisis data uji zona hambat ditentukan dengan
pengukuran luas zona bening yang terbentuk di sekitar kertas cakram kemudian
diuji normalitas dan homogenitas data. Hasil pengukuran diameter tersebut diuji
dengan statistika menggunakan SPSS v16. Pengujian ini harus melalui 2 pengujian
terlebih dahulu yaitu uji normalitas dan uji homogenitas. Uji normalitas yang
digunakan adalah uji One Sample Kolmogorov Smirnov kemudian dilakukan uji
homogenitas Homogenity of variance test. Data dapat dikatakan normal dan
homogen apabila data memiliki nilai p-value >0,05. Jika data yang diperoleh
normal dan homogen maka dilakukan uji parametrik One-way ANOVA. Uji
parametrik dilakukan untuk mengetahui signifikansi perbedaan antar sampel uji
dengan nilai p-value <0,05. Kamudian analisis data dilanjutkan dengan uji (BNT
(Beda Nyata Terkecil) atau Tukey untuk melihat perbedaan yang bermakna antar
sampel uji dengan diameter zona hambat.

Analisis data pada uji KHM ditentukan dengan melihat konsentrasi terendah
yang mampu menghambat pertumbuhan mikroba yang diamati dengan melihat
tingkat kekeruhan pada setiap konsentrasi. Kemudian dipertegas dengan cara
menginokulasi hasil KHM pada media agar dan dilihat konsentrasi terendah yang
mampu menghambat pertumbuhan mikroba. Sedangkan nilai KBM ditentukan
dengan konsentrasi terkecil yang mampu membunuh mikroba yang dapat diketahui
melalui tidak tumbuhnya mikroba yang dikulturkan pada media agar. Data yang
diperoleh pada uji KHM dan KBM dianalisis secara deskriptif kualitatif dan
kuantitatif.



BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN
4.1 Uji Aktivitas Zona Hambat (Kirby Bauer) Nanopartikel Ekstrak

Kombinasi (Allium sativum, Curcuma mangga dan Acorus calamus)

Uji difusi cakram dilakukan untuk mengetahui kemampuan daya hambat
nanopartikel kombinasi tersalut kitosan pada konsentrasi 2,5%. Pengujian
dilakukan dengan beberapa sampel pembanding yaitu, ekstrak kombinasi, kitosan,
nanopartikel kitosan, kontrol positif (klindamisin & nistatin) dan kontrol negatif
(DMSO). Berdasarkan percobaan tersebut, diperoleh hasil berupa diameter zona
hambat pertumbuhan mikroba melalui pengukuran pada bagian bening yang
muncul di sekitar kertas cakram. Ariyani (2018) menyatakan zona bening
merupakan suatu daerah di sekitar paper disk yang tidak ditumbuhi mikroba. Hasil
uji masing-masing sampel sebagai antimikroba menunjukkan besaran zona hambat

yang berbeda-beda, dapat dilihat pada tabel 2 berikut:

Tabel 4.1. Hasil rata-rata diameter zona hambat beberapa sampel uji

Diameter zona hambat (mm) = SD & Notasi Uji Lanjut BNT
Sampel S.aureus E. coli C. albicans
Uji Rata-rata Kategori Rata-rata Kategori | Rata-rata Kategori
(mm) (mm) (mm)
EK 811+040° | Sedang | 505+0,70° | Sedang | 890+0,75" | Sedang
NEK | 2543+125¢ | Sangat | 13,77+0,68¢ Kuat | 10,32+1,20% | Kuat
Kuat
KT 10,32 £1,20° Kuat 596 +0,95° | Sedang | 563+170° | Sedang
NKT 2531+1,70 ° Sangat 10,81+1°¢ Kuat 6,82+ 1,04 ° | Sedang
Kuat
K+ 35,86 + 2,30 Sangat 27,21+1,87¢ Sangat | 30,71+2,90° | Sangat
kuat kuat kuat
K- I Tidak ada 0@ Tidak ada 0@ Tidak
ada
Keterangan - EK = Ekstrak Kombinasi - NEK  Nanopartikel Ekstrak Kombinasi
- KT  =Kitosan - NKT  Nanopartikel Kitosan
- K- Kontrol Negatif (DMSO) - K+ Kontrol  Positif  (Klindasin  untuk
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bakteri, Nistatin untuk jamur)
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Berdasarkan tabel di atas, diketahui bahwa sampel kombinasi (A.sativum,
C. mangga dan A.calamus) dalam bentuk ekstrak maupun nanopartikel dengan
konsentrasi 2,5% mempunyai aktivitas antimikroba terhadap S. aureus, E. coli dan
C. albicans. Aktivitas tersebut ditandai dengan munculnya zona bening di sekitar
kertas cakram yang telah direndam pada sampel uji. Luas zona bening ekstrak
kombinasi terhadap S. aureus ialah 8,11 mm, terhadap E.coli 5,05 mm dan terhadap
C. albicans sebesar 8,9 mm. Sedangkan pada nanopartikel kombinasi yakni 25,43
mm terhadap S.aureus, 13,77 mm terhadap E.coli dan 10,32 mm terhadap
C.albicans. Tampak bahwa sampel uji dalam bentuk nanopartikel memiliki luas
zona bening yang lebih besar pada ketiga jenis mikroba jika dibandingkan dengan
sampel uji dalam bentuk ekstrak. Rahmawati (2014) menyatakan bahwa semakin
luas diameter zona bening yang terbentuk, menunjukkan semakin besar
kemampuan larutan uji untuk menghambat pertumbuhan mikroba.

Kitosan digunakan sebagai penyalut pada pembuatan nanopartikel
kombinasi, oleh sebab itu dilakukan pula uji daya hambat pada kitosan dan
nanopartikel kitosan. Nilai zona hambat yang dihasilkan pada sampel kitosan yakni
10,32 mm terhadap S. aureus, 5,96 mm terhadap E.coli dan 5,63 mm terhadap
C.albicans. Nanopartikel kitosan memiliki nilai zona hambat yang lebih besar yakni
25,31 mm pada S.aureus, 10,81 mm pada E.coli dan 6,8 mm pada C.albican. Hal
tersebut sesuai dengan penelitian Magani et al. (2019) yang menyebutkan bahwa
kitosan memiliki daya hambat terhadap S.aureus sebesar 9,17 mm dan terhadap
E.coli sebesar 11,67 mm, sedangkan pada nanopartikel kitosan memiliki daya
hambat yang lebih besar yakni sebesar 20,46 mm terhadap bakteri S.aureus dan
20,45 mm terhadap bakteri E.coli. Sudjarwo (2019) menambahkan bahwasanya
kitosan juga memiliki daya hambat sebesar 12,5 mm terhadap C. albican.

Kitosan memiliki sifat antimikroba, karena dapat menghambat bakteri
patogen dan mikroorganisme pembusuk, termasuk jamur, bakteri gram-positif dan
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bakteri gram negatif (Hafdani, 2011). Kitosan memiliki sifat antimikroba karena
adanya muatan positif pada gugus amino yang dapat berikatan dengan muatan
negatif membran sel bakteri, sehingga pertumbuhan koloni bakteri akan terganggu
(Danggi, 2008). Henriette et al. (2010) menyatakan kitosan merupakan salah satu
bahan pengawet alami yang biasa digunakan sebagai pelapis pada bahan pangan
karena dapat menghalangi oksigen masuk dengan baik sekaligus mempunyai
kemampuan menghambat pertumbuhan bakteri. Takahashi (2007) menambahkan
bahwasanya kitosan memiliki aktivitas antibakteri kategori bakteriostatik
(menghambat) pada Escherichia coli, Staphylococcus aureus dan Salmonella
enteritidis.

Klindamisin sebagai kontrol positif pada bakteri terbukti memiliki aktivitas
daya hambat yang tergolong sangat kuat yakni sebesar 35,86 mm pada S.aureus dan
27,21 mm pada E.coli. BPOM RI (2015) menyatakan bahwa klindamisin
merupakan antibiotik yang telah terstandar secara klinis dan biasa digunakan untuk
mengobati penyakit yang disebabkan oleh bakteri aerob maupun anaerob. Sehingga
klindamisin dapat digunakan sebagai tolak ukur dalam menentukan kemampuan
bahan uji sebagai antibakteri pada penelitian ini. Sedangkan kontrol positif untuk
golongan jamur (C. albicans) menggunakan antibiotik jenis nistatin. Berdasarkan
hasil pengamatan diketahui aktivitas penghambatan nistatin tergolong sangat kuat
yakni dengan konsentrasi 2,5% mampu membentuk zona bening seluas 30,70 mm.
Pemilihan nistatin sebagai kontrol positif, karena nistatin merupakan golongan obat
utama dalam melawan Candida sp (Kurniawati et al., 2016).

DMSO (Dimethyl sulfoxid) sebagai kontrol negatif tidak menunjukkan
respon hambatan terhadap mikroba uji. Hal ini diketahui dari tidak terbentuknya
zona bening di sekitar kertas cakram (0 mm). Sesuai dengan penelitian Niswah
(2014) DMSO sebagai kontrol negatif tidak menghasilkan zona hambat terhadap S.
aureus dan E. coli. Utomo et al. (2018) menyatakan bahwa zat yang digunakan
sebagai kontrol negatif adalah pelarut yang digunakan sebagai pengencer dari
senyawa yang akan diuji. Tujuannya adalah sebagai pembanding bahwa pelarut
yang digunakan tidak mempengaruhi hasil uji antimikroba dari senyawa yang akan
diuji. DMSO merupakan salah satu pelarut organik yang dapat melarutkan berbagai
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bahan organik dan polimer secara efektif dan banyak digunakan sebagai pelarut
ekstrak pada berbagai penelitian terkait uji antimikrobia ekstrak tanaman
(Onyegbule et al,. 2011).

Hasil pengukuran diameter tersebut diuji dengan statistika menggunakan
SPSS v16. Pengujian ini melalui 2 pengujian terlebih dahulu yaitu uji normalitas
dan uji homogenitas. Data rerata nilai diameter uji zona hambat yang diperoleh pada
sampel dengan tiga mikroba uji menurut nilai signifikan pada Kolmogorof-Smirnov
test diperoleh data berdistribusi normal. Sedangkan menurut Homogenity of
variance test juga diperoleh rata-rata nilai zona hambat pada masing-masing
perlakuan berbeda secara signifikan (Lampiran 4.2). Berdasarkan nilai uji
normalitas dan homogenitas yang sudah terpenuhi, maka dilanjutkan dengan
analisis One Way Anova.

Analisis One Way Anova dilakukan untuk mengetahui adanya perbedaan
diameter zona hambat antar sampel uji. Setelah dianalisis, diameter zona hambat
masing-masing sampel uji menunjukan hasil diameter zona hambat masing-masing
sampel terhadap mikroba uji menunjukan hasil > F tabel yang berarti nilai tersebut
<3,11 sehingga H1 diterima yaitu adanya perbedaan diameter zona hambat antar
sampel uji. Langkah selanjutnya untuk mengetahui ada tidaknya perbedaan pada
masing-masing perlakuan, maka perlu dilakukan uji lanjut dengan menggunakan
uji BNT (Beda Nyata Terkecil) atau Tukey (hasil uji lanjut BNT pada taraf
signifikan 0.05 tercantum di lampiran 4.2).

Berdasarkan hasil uji lanjut BNT atau Tukey, dapat dilihat pada tabel 4.1
bahwa terdapat persamaan pengaruh pembentukan zona hambat pada sampel uji
ekstrak kombinasi dan kitosan terhadap mikroba S. aureus, E.coli dan C.albicans
karena memiliki nilai notasi yang sama. Namun jika dilihat berdasarkan rerata zona
hambat maka diketahui kitosan memiliki nilai rata-rata yang lebih tinggi
dibandingkan ekstrak kombinasi pada perlakuan S.aureus dan C.albicans.
Sedangkan pada sampel nanopartikel kitosan dan nanopartikel kombinasi terbukti
memiliki notasi yang sama pada mikroba uji S. aureus dan C.albicans dan secara
keseluruhan memiliki rerata yang lebih tinggi pada nanopartikel kombinasi. Hal

tersebut dikarenakan pada nanopartikel kombinasi terdapat kandungan ekstrak dan
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kitosan, sehingga memiliki pengaruh pembentukan zona hambat yang lebih tinggi.
Berdasarkan hal tersebut dapat disimpulkan bahwasanya nanopartikel kombinasi
berpengaruh dalam pembentukan zona hambat paling tinggi karena adanya
kandungan kitosan dan ekstrak.

Pembentukan diameter zona hambat dapat dipengaruhi oleh beberapa faktor
yakni jenis mikroba uji (strain dan fisiologi bakteri), kecepatan difusi senyawa
antimikroba pada medium tumbuh serta ukuran kertas cakram (Prescott, 2005).
Candrasari et al. (2012) menambahkan bahwa ukuran zona hambat juga
dipengaruhi oleh jenis medium kultur, toksisitas bahan uji, interaksi antar
kompomen medium dan kondisi lingkungan mikro in vitro. Dewi (2010)
menambahkan pembentukan zona bening pada uji difusi cakram bergantung pada
besarnya jumlah senyawa yang tersari pada kertas cakram, sehingga dapat
mempengaruhi besar kecilnya diameter hambat yang terbentuk.

Nanopartikel kombinasi antara bawang putih, temu mangga dan jeringau
mengandung senyawa aktif yang memiliki aktivitas antimikroba. Berdasarkan hasil
studi LCMS Muchtaromah et al. (2019) menyebutkan bahwa nanopartikel ekstrak
kombinasi memiliki 123 jenis senyawa aktif yang diklasifikasikan ke dalam tujuh
golongan senyawa yaitu fenolik, flavonoid, sulphur, terpenoid, saponin, curcumin
dan steroid. Kandungan tersebut diketahui memiliki aktivitas antimikroba dengan
mekanisme yang berbeda-beda.

Salah satu senyawa fenolik yang memiliki aktivitas antimikroba yakni tanin.
Senyawa tanin bekerja dengan cara menginaktifkan enzim dan fungsi materi
genetik sehingga sel mikroba tidak dapat terbentuk dan pembentukan dinding sel
menjadi kurang sempurna yang berakibat sel menjadi lisis dan mati (Nuria et al.,
2009). Senyawa saponin dapat mengakibatkan kebocoran protein dan enzim dari
dalam sel yang mengakibatkan kematian sel (Madduluri et al., 2013). Ngazizah et
al. (2016) menambahkan bahwasanya saponin sebagai antijamur bekerja dengan
merusak protein dan enzim, menurunkan tegangan permukaan dinding sel C.
albicans sehingga jamur menjadi mati. Alkaloid berperan sebagai antimikroba
yakni dengan cara mengganggu komponen penyusun peptidoglikan, sehingga
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lapisan dinding sel mikroba tidak terbentuk secara utuh dan mengakibatkan
kematian (Darsana et al., 2012).

Aktivitas antimikroba nanopartikel kombinasi terhadap S.aureus, E.coli dan
C. albicans lebih kecil jika dibandingkan dengan kontrol positif antibiotik
klindamisin dan nistatin. Namun aktivitas antimikroba sudah tergolong kategori
kuat dan sangat kuat, sehingga layak digunakan sebagai obat antimikroba. Besarnya
zona hambat yang dihasilkan antibiotik dikarenakan kandungan bahan aktif
antibiotik yang murni untuk menghambat atau membunuh mikroba (Setiabudy,
2007). Sedangkan pada nanopartikel kombinasi bawang putih, temu manga dan
jeringau masih banyak campuran senyawa-senyawa lain sehingga penghambatan
terhadap mikroba masih belum bisa seperti antibiotik.

Hasil uji diameter zona hambat pada sampel dalam bentuk nanopartikel
menghasilkan zona hambat yang lebih besar dibandingkan dalam bentuk ekstrak.
Berdasarkan penelitian Rahmat (2016) menunjukkan bahwa ekstrak bonggol nanas
dalam ukuran nanopartikel menghasilkan zona hambat yang lebih besar terhadap
bakteri S. aureus yakni sebesar 22,75 mm, sedangkan dalam bentuk ekstrak
memiliki daya hambat sebesar 18 mm. Sivakami et al. (2013) menyatakan sampel
uji dalam bentuk nanopartikel dapat meningkatkan adsorpsi dan efektivitas obat
karena memiliki ukuran yang lebih kecil, sehingga senyawa antibakteri dapat
langsung terserap ke dalam sel bakteri.

Aktivitas antimikroba ini dipengaruhi oleh berbagai hal salah satunya yakni
karakteristik fisik dari nanopartikel. Berdasarkan hasil uji pendahuluan
menunjukkan bahwa nanopartikel kombinasi memiliki distribusi partikel 300-1000
nm. Ukuran nanopartikel pada penelitian ini masih tergolong besar. Gopal (2016)
menambahkan bahwa semakin kecil ukuran partikel, maka akan menunjukkan
aktivitas antimikroba yang lebih kuat. Seperti pada penelitian Prasetiowati et al.
(2018) yakni nanopartikel perak ekstrak daun belimbing dengan ukuran partikel
112 nm memiliki diameter zona hambat sebesar 7,0 mm terhadap bakteri E. coli
dan B.subtilis, sedangkan dengan ukuran partikel 169 nm menghasilkan diameter

zona hambat sebesar 5,8 mm.
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Hasil pengukuran diameter zona hambat yang terbentuk menunjukkan
bahwa ekstrak kombinasi maupun nanopartikel kombinasi memiliki aktivitas
antimikroba terhadap bakteri uji serta jamur uji. Berdasarkan hasil rata-rata
diameter zona hambat diketahui bahwa pada ekstrak kombinasi menunjukkan hasil
kategori penghambatan sangat kuat pada bakteri Gram positif (S.aureus), kategori
kuat bakteri Gram negatif (E.coli) dan menunjukkan hasil kategori sedang pada
jamur Candida albican. Sedangkan pada sampel nanopartikel kombinasi terjadi
peningkatan aktivitas antimikroba terhadap semua mikroba uji terutama terhadap
E.coli. Hal tersebut dapat dipengaruhi oleh adanya kandungan kitosan pada
nanopartikel kombinasi, dibuktikan dengan pengujian pada nanopartikel kitosan
terhadap E. coli memiliki aktivitas antimikroba kategori kuat (10,81 mm).

Perbedaan zona hambat tersebut dikarenakan adanya perbedaan struktur
dinding sel antara kedua bakteri yang mempengaruhi kerja ekstrak kombinasi dan
nanopartikel kombinasi sebagai senyawa antibakteri. Struktur dinding sel bakteri
gram positif lebih sederhana, yaitu berlapis dengan kandungan lipid yang rendah
(1-4 %) sehingga memudahkan bahan bioaktif masuk ke dalam sel (Candrasari et
al., 2012). Struktur dinding sel bakteri gram negatif lebih kompleks, berlapis tiga,
yaitu lapisan luar lipoprotein, lapisan tengah lipopolisakarida yang berperan
sebagai penghalang masuknya bahan bioaktif antibakteri dan lapisan dalam berupa
peptidoglikan dengan kandungan lipid tinggi (Hawley, 2003). Sedangkan Candida
albicans memiliki struktur dinding sel yang lebih kuat dan lebih kompleks sehingga
sulit untuk diuraikan dimana memiliki tingkat ketebalan 100 sampai 400 nm
(Waluyo, 2004).

4.2 Uji KHM dan KBM Nanopartikel Kombinasi

Metode KHM dan KBM dilakukan bertujuan untuk mengetahui konsentrasi
terkecil nanopartikel yang dapat menghambat pertumbuhan dan membunuh
mikroba. Penentuan KHM dilakukan dengan metode dilusi cair dengan cara
mengamati tingkat kekeruhan pada masing-masing media perlakuan (Elfita, 2001).
Media perlakuan yang menunjukkan warna bening dianggap sebagai zona hambat,
sedangkan media yang tampak keruh menunjukkan masih adanya pertumbuhan
mikroba. Tingkat kekeruhan tersebut akan menentukan potensi nanopartikel
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kombinasi sebagai antimikroba terhadap S. aureus, E. coli dan C. albicans.
Berdasarkan pengamatan yang dilakukan, didapati hasil pengukuran KHM secara
kualitatif sebagai berikut:

Tabel 4.2 Hasil uji konsentrasi hambat minimum secara kualitatif

Perlakuan Mikroba Konsentrasi (%)

Uji 5 2,5 1,25 0,625 0,313
Ekstrak S. aureus - - - +4++ +++
Kombinasi | E. coli - - +++ +++ F++
C. albicans - - ++ +4++ 4+
Nanopartikel | S. aureus ++ ++ ++ +4++ 4+
ekstrak E. coli ++ ++ +++ +++ +++
kombinasi C. albicans ++ ++ +++ +++ F++
Kitosan S. aureus + + ++ +++ 4+
E. coli + ++ +++ +++ 4+
C. albicans + ++ ++ T T+
Nanopartikel | S. aureus ++ ++ ++ +4+ 4+
kitosan E. coli ++ +++ +++ +++ +++
C. albicans + - ++ +++ T+

K+ S. aureus - - . - ]

E. coli - - = - Ly

C. albicans - - z - B
K- S. aureus ++ ++ ++ +++ +++
E. coli +++ +++ +++ +++ +++
C. albicans ot ++ +++ +++ JF

Keterangan: - :jernih K+ : Klindamisin (Anti bakteri),
+ :agak keruh Nistatin (Anti jamur)
++ : keruh K- : DMSO

+++: sangat keruh
Berdasarkan Tabel di atas, hasil uji KHM dapat dilihat dari tingkat
kekeruhan pada masing-masing konsentrasi yang dibandingkan dengan kekeruhan
kontrol negatif. Pengamatan secara kualitatif dapat dilihat dari batas antara
konsentrasi yang sudah tidak ditumbuhi bakteri (jernih) dan konsentrasi yang masih
ditumbuhi bakteri (keruh) (Lampiran 5.5). Berdasarkan tabel, konsentrasi terendah
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yang menunjukkan kejernihan larutan uji adalah 2,5% pada sampel ektrak
kombinasi terhadap semua jenis mikroba uji. Sedangkan pada larutan uji lainya
yakni, nanopartikel kombinasi, nanopartikel kitosan, serta kitosan secara visual
menunjukkan hasil yang keruh pada semua konsentrasi terhadap ketiga mikroba uji.

Kontrol positif diketahui menunjukkan hasil yang jernih pada konsentrasi
paling kecil, yakni 0,313% terhadap S. aureus dan C. albicans. Sedangkan pada E.
coli terlihat pada konsentrasi 0,625%. Sedangkan pada kontrol negatif (DMSO)
menunjukkan hasil yang keruh pada keseluruhan konsentrasinya. Hal tersebut
menandakan bahwa kontrol negatif tidak memiliki aktivitas antibakteri. Rialita et
al. (2015) dalam penelitiannya menyatakan DMSO 100% sebagai pelarut minyak
esensial (kontrol negatif) tidak menunjukkan aktivitas antibakteri.

Hasil pengamatan secara visual yang dilakukan menunjukkan tingkat
kekeruhan yang agak sulit dibedakan antar tingkat kekeruhannya, kondisi ini
dikarenakan adanya serbuk nanopartikel yang tidak benar-benar larut pada media,
selain itu juga dapat diakibatkan oleh adanya pertumbuhan mikroba. Oleh sebab itu,
penilaian terhadap tingkat kekeruhan yang dilakukan secara visual kurang akurat
sehingga perlu dilakukan uji lanjut dengan melakukan perhitungan jumlah koloni
atau total plate count (TPC) dengan teknik pour plate. Hasil perhitungan akan
diperoleh nilai KHM dan KBM. Dewi (2016) menyatakan TPC merupakan suatu
metode yang digunakan untuk mengkonfirmasi daya hambat senyawa aktif
terhadap pertumbuhan mikroba berdasarkan banyaknya jumlah koloni yang mampu
bertahan untuk tetap tumbuh pada media perlakuan. Semakin rendah konsentrasi
sampel uji yang menunjukkan aktivitas hambatan, maka semakin tinggi
kemampuan daya hambatnya (Wiegand, 2008). Hasil perhitungan TPC dapat dilihat
pada tabel 4.3 berikut:



Tabel 4.3. Hasil perhitungan TPC uji KHM dan KBM (CFU/ml).
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Sampel Mikroba Konsentrasi (%0)
uji Uji 5 2,5 1,25 0,625 0,313
EK S.aureus 1,4x10? 6,1x102 7x10° 0
E.coli 5,3x10% | 1,4x10° 0 © 0
C.albicans 1,9x10% | 1,7x10% 2,9x10° o 00
NEK S.aureus 0 2,7x10? 8,7 x 10° ©
E.coli 2,5x10? 3,3x10° o0 0
C.albicans | 6,04x10% | 1,4x10° 2,4x10° 4,1x10° 0
KT S.aureus 5x10* 00 © 0 ©
E.coli 9,5x10% | 2,3x10° o0 0 0
C.albicans | 2,4x10% | 6,7x10° 16,6x10° 0 0
NKT S.aureus 1,5x10% | 2,46x10° 6,9x10* 0 0
E.coli 0 7,1x102 o0 00
C.albicans | 6,3x10® | 20,5x10% | 52,3x10° 0 0
K+ S.aureus 0 0 0
E.coli 0 0 0
C.albicans 0 0 0
K- S.aureus 0 o0 0 00 0
E.coli ) o0 00 o0 0
C.albicans o 0 e 00 0
Keterangan : - = Positif KBM (Kadar Bunuh Minimum)
I:| = Positif KHM (Kadar Hambat Minimum)
o0 = Mikroba yang tumbuh tak terhingga

Dari hasil penghitungan TPC (Total Plate Count) dapat ditentukan
Konsentrasi Hambat Minimum (KHM) maupun Konsentrasi Bunuh Minimum
(KBM) dari semua sampel uji. KHM adalah konsentrasi terkecil yang dapat
menghambat mikroba, ditandai dengan mikroba masih dapat tumbuh dalam jumlah
yang kecil pada hasil pour plate. Sedangkan KBM adalah konsentrasi terkecil yang

dapat membunuh mikroba, ditandai dengan mikroba sudah tidak dapat tumbuh pada
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hasil pour plate yang menandakan mikroba uji mati karena larutan uji pada
konsentrasi tersebut (Krishnan, 2015).

Hasil perhitungan TPC menunjukkan bahwa nilai KHM pada ekstrak
kombinasi berada di konsentrasi 2,5% dengan total koloni 1,4x10% CFU/ml terhadap
S. aureus sedangkan terhadap E. coli dan C. Albicans sampai konsentrasi 5% belum
menunjukkan nilai KHM. Pada nanopartikel kombinasi diperoleh nilai KHM pada
konsentrasi 1,25% dengan total koloni sebanyak 2,7x10% CFU/mI terhadap bakteri
S.aureus, 2,5% terhadap E. coli dengan total koloni 2,5x10> CFU/mI dan belum
menunjukkan nilai penghambatan pada C. albicans. Pada sampel kitosan sampai
konsentrasi 5% juga belum menunjukkan nilai penghambatan terhadap semua
mikroba uji, sedangkan pada nanopartikel Kkitosan menunjukkan nilai
penghambatan pada konsentrasi 1,25% hanya terhadap bakteri E. coli dengan total
koloni 7,1x102 CFU/ml. Pratiwi (2008) menyatakan bahwa KHM dapat ditetapkan
berdasarkan larutan uji yang tampak jernih pada konsentrasi terendah dan tidak
terdapat pertumbuhan mikroba. Artinya pada konsentrasi terendah larutan uiji
mampu menghambat pertumbuhan mikroba, bukan membunuh mikroba. Sehingga
dalam hal ini nilai KHM terletak satu tingkat sebelum konsentrasi yang
menunjukkan tidak terdapatnya pertumbuhan bakteri.

Hasil KBM diperoleh dengan melihat cawan petri yang tidak menunjukkan
adanya pertumbuhan mikroba. Berdasarkan hasil uji diketahui bahwa sampel uji
dalam bentuk ekstrak memiliki nilai KBM pada konsentrasi 5% terhadap bakteri S.
aureus saja dan pada sampel nanopartikel kombinasi terjadi peningkatan aktivitas
antimikroba yakni memiliki nilai KBM pada konsentrasi 2,5% terhadap S.aureus
dan terhadap E. coli pada konsentrasi 5%. Adanya penghambatan pada E. coli dapat
diakibatkan karena adanya peran kitosan, yang mana pada hasil uji diketahui bahwa
nanopartikel kitosan memiliki nilai KBM pada konsentrasi 5% terhadap bakteri
E.coli. Seperti halnya pada penelitian Aurely et al. (2020) bahwasanya terjadi
peningkatan aktivitas antibakteri terhadap bakteri E. coli pada ekstrak temu kunci
setelah penambahan nanokitosan sebanyak 1%.

Berdasarkan hasil di atas menunjukkan bahwa nanopartikel kombinasi

mempunyai efektifitas penghambatan yang lebih baik dibandingkan dengan
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ekstrak. Adapun pada penelitian ini diketahui bahwa nanopartikel mempunyai
ukuran yang sangat kecil sehingga mampu mendispersikan senyawa aktif menuju
sel mikroba dengan lebih cepat, begitupula dengan efektifitas senyawanya. Selain
itu kondisi ini juga dapat disebabkan karena adanya kandungan kitosan yang
memiliki aktivitas antimikroba. Kandungan senyawa aktif dalam nanopartikel
kombinasi dan adanya penyalut kitosan kemungkinan bekerja sama secara efektif
untuk menghambat pertumbuhan mikroba. Killay (2013) menyatakan bahwa
kitosan memiliki aktivitas bakteriostatik yang mampu menekan pertumbuhan
bakteri patogen.

Kombinasi antara temu mangga, bawang putih dan jeringau diketahui
mempunyai kandungan senyawa alkaloid, steroid dan saponin yang tinggi.
Senyawa inilah yang diketahui bertindak sebagai antimikroba dalam penelitian ini.
Ketiga golongan senyawa tersebut bertindak sebagai antimikroba melalui berbagai
mekanisme yang berbeda. Alkaloid menurut Rijayanti (2014) mampu mengganggu
susunan peptidoglikan pada sel bakteri yang mengakibatkan lapisan dinding sel
tidak terbentuk secara utuh sehingga menyebabkan kematian pada bakteri.
Kemudian saponin menurut Sapara (2016) dapat menyebabkan kebocoran protein
dan enzim dari dalam sel bakteri dengan cara meningkatkan permeabilitas membran
sehingga terjadi hemolisis pada sel. Adapun steroid menurut Rijayanti (2014) akan
berinteraksi dengan membran fosfolipid sel yang menyebabkan integritas lipofilik
pada dinding sel menurun sehingga menyebabkan sel menjadi rapuh dan lisis.

Komposisi nanopartikel kombinasi terdiri atas tiga tanaman dan juga
kitosan yang masing-masing memiliki aktivitas antimikroba. Pada bawang putih
terdapat senyawa Allicin yang merupakan komponen sulfur bioaktif utama yang
digunakan oleh bawang putih sebagai perlindungan diri dari serangan bakteri
dengan memutus ikatan dinding sel bakteri (Hu et al., 2019). Temu mangga
mengandung senyawa kurkumin yang memiliki kemampuan mendenaturasi protein
dan merusak membrane sel sehingga sel akan lisis dan metabolisme terganggu
(Amalraj, 2017). Sedangkan rimpang jeringau menunjukkan adanya kandungan
minyak atsiri pada rimpang dengan asaron sebagai penyusun utamanya. Mekanisme
penghambatannya yakni asaron bereaksi dengan dinding sel bakteri yang tersusun
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dari lapisan peptidoglikan yang akan menyebabkan meningkatnya tekanan osmotik
dalam sel bakteri sehingga menyebabkan terjadinya lisis pada sel bakteri (Rita et
al., 2017).

Berdasarkan hasil TPC tampak bahwa nanopartikel kombinasi memiliki
aktivitas antimikroba yang lebih baik terhadap bakteri S. aureus. Kondisi ini sesuai
dengan pernyataan Dewi (2010) yang menyatakan bahwa S. aureus merupakan
salah satu bakteri gram positif yang mempunyai struktrur dinding sel yang terdiri
atas peptidoglikan dan asam teikoat yang merupakan jenis polimer larut air. Sifat
hidrofilik inilah yang menunjukkan bahwa dinding sel lebih mudah dirusak oleh
aktifitas senyawa aktif. Allison & Gilbert (2004) menambahkan bahwasanya S.
aureus mempunyai struktur dinding sel yang sederhana (kandungan lipid rendah)
sedangkan pada bakteri gram negatif memiliki struktur dinding sel yang lebih rumit
(kandungan lipid tinggi dan kompleks) sehingga dinding sel bakteri gram negatif
lebih sulit ditembus oleh senyawa aktif yang memiliki aktivitas antibakteri.

Sedangkan pada sampel uji nanopartikel kitosan diperoleh hasil lebih baik
pada bakteri E.coli. Hal itu juga telah dibuktikan pada penelitian Tallei (2020),
bahwa nanopartikel kitosan bekerja lebih efektif dalam menghambat perumbuhan
bakteri E.coli dibandingkan dengan S.aureus. 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). Yusman
(2006) menambahkan bahwa E. coli lebih bermuatan negatif daripada S. aureus.
Hal tersebut dapat terjadi karena adanya lipopolisakarida dan peptidoglikan yang
mengandung gugus COO" pada E.coli, sehingga E. coli memiliki muatan yang lebih
negatif.

Pengukuran antimikroba dalam penelitian ini diketahui mempunyai
aktivitas yang lebih kecil dibandingkan dengan aktivitas antimikroba yang beredar
luas di pasaran seperti klindamisin, ketokonazole, chloramphenicol dan nistatin.
Savitri (2015) menyatakan bahwa antimikroba yang diperdagangkan dan beredar
secara komersial mempunyai batasan standar tersendiri yang direkomendasikan
oleh para ahli, yaitu sebesar 30 mg/ml. Jika dibandingkan dengan penelitian ini,

kemampuan antimikroba dari nanopartikel kombinasi terletak pada konsentrasi
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2,5% atau setara dengan 25 mg/ml. Kondisi ini menunjukkan bahwa sampel
tersebut telah memenuhi syarat dalam penggunaannya sebagai antimikroba, karena
pada konsentrasi dibawah batasan standar sampel tersebut sudah mampu
menghambat pertumbuhan mikroba. Antimikroba yang baik adalah antimikroba
yang mampu menghambat pertumbuhan mikroorganisme walaupun dalam
konsentrasi yang rendah (Pelzcar, 1988; Octaviani et al., 2019).

Berdasarkan hasil tersebut dapat disimpulkan bahwa nanopartikel
kombinasi mempunyai potensi sebagai antimikroba yang dibuktikan dengan adanya
efek penghambatan dan daya bunuh nanopartikel tersebut terhadap S.aureus pada
konsentrasi 2,5% dan 1,25%. Sedangkan pada E. coli pada konsentrasi 5% dan
2,5% dan pada C. albicans perlu dicari konsentrasi nanopartikel kombinasi yang
tepat untuk memperoleh hasil penghambatan yang baik. Begitu pula pada hasil uji
dengan menggunakan difusi cakram, yang mana pada konsentrasi 2,5%
nanopartikel kombinasi menghasikan zona hambat sangat kuat (25,43 mm)
terhadap S. aureus, kuat (13,77 mm) terhadap E. coli dan sedang (8,9 mm) terhadap
C. albicans. Berdasarkan hasil tersebut maka dapaat disimpulkan bahwasanya
pengujian dengan metode difusi cakram dan mikrodilusi menunjukkan hasil yang
berkesinambungan.

Sebagai hamba yang diberi anugerah akal, maka sudah sepatutnya
digunakan untuk berfikir dan berusaha untuk mendapatkan hasil yang terbaik. Salah
satunya yakni obat atas segala penyakit harus terus dicari karena meskipun Allah
SWT adalah asy-Syaafi (Yang Maha Penyembuh), namun tidak ada kesembuhan
kecuali kesembuhan dari-Nya serta usaha hambanya dalam mencari obat yang

paling tepat. Sebagaimana firman-Nya dalam QS. Ar-Ra’d ayat 11:
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Artinya: “.... Sesungguhnya Allah tidak merubah keadaan sesuatu kaum sehingga
mereka merubah keadaan yang ada pada diri mereka sendiri.... ”(0S. Ar-Ra’d: 11).

Avyat di atas bermakna bahwa Allah SWT tidak akan merubah keadaan suatu
kaum, selama mereka tidak merubah sebab-sebab nasib dari kaum itu sendiri.
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Sehingga sebagai manusia yang beriman harus berusaha dengan penuh keyakinan,
karena apa yang Allah SWT berikan sudah lengkap sebagai bukti dan tanda-tanda
kekuasaanNya. 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 selalu yakin akan adanya kuasa Alah SWT. Sebagaimana
firman Allah SWT dalam QS. Adz-Dzariyaat ayat 20:

(Vo) Gedasll ST 291 5
Artinya: “Dan di bumi itu terdapat tanda-tanda (kekuasaan Allah) bagi orang-
orang yang yakin”.

Berdasarkan penjelasan ayat tersebut, selain berusaha mencari kesembuhan
terhadap suatu penyakit, selayaknya diikuti pula dengan do’a memohon kepada
Allah agar segera didatangkan kesembuhan. Karena kesembuhan itu tidak ada
seorangpun yang mampu menyegerakan kedatanganya dan tidak ada yang
mengetahui waktu kedatanganya. Allah memiliki kuasa yang nyata atas kehidupan
bumi maupun langit. Oleh sebab itu kita harus yakin akan kuasa Allah, agar
mendapatkan kesembuhan dari segala penyakit.



BAB V
PENUTUP

5.1 Kesimpulan
Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan dapat disimpulkan bahwa:

1. Daya hambat nanopartikel kombinasi (A. sativum, C. mangga dan A. calamus)
sebagai antimikroba terhadap S. aureus adalah sangat kuat (25.43 + 1.25),
terhadap E. coli adalah kuat (11,2+0,7 mm) dan terhadap C. albicans adalah kuat
(12,4+1,2 mm). Luas zona hambat tertinggi pada bakteri S. aureus.

2. Nilai KHM nanopartikel kombinasi pada bakteri S.aureus yakni pada konsentrasi
1,25% dengan total koloni yaitu: 2,7x102 CFU/mI dan E.coli pada 2,5% dengan
total koloni 2,5x10> CFU/ml dan belum menunjukkan nilai KHM pada
C.albicans. Sedangkan nilai KBM nanopartikel kombinasi berada pada
konsentrasi 2,5% terhadap bakteri S.aureus dan 5% pada bakteri E.coli.

5.2 Saran
Saran yang dapat disampaikan berdasarkan penelitian ini adalah:

1. Diperlukan uji lanjut yaitu konsentrasi uji KHM-KBM diperbesar lagi di atas
konsentrasi 5%.

2. Penelitian selanjutnya dibutuhkan uji aktivitas antimikroba dengan formulasi
nanopartikel kombinasi yang lebih beragam dan dibandingkan agar mengetahui
kemampuan terbaik dari nanopartikel kombinasi sebagai antimikroba.
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LAMPIRAN

Lampiran 1. Rancangan Penelitian

Serbuk Simplisia (bawang putih,
temu mangga dan jeringau

Maserasi

Ekstrak
I

Sintesis Nanopartikel

Uji Aktivitas Antimikroba
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Uji Kertas
Cakram (Kirby
Bauer)

Uji Konfirmasi

Uji Konsentrasi
Hambat Minimum
(KHM)

A\ 4

Total Plate Count

Uji Konsentrasi
Bunuh Minimum
(KBM)

Hasil
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Lampiran 2. Langkah Kerja Uji Aktivitas Antimikroba
L2.1 Sterilisasi Alat

Alat

- Ditutup mulut alat-alat gelas menggunakan kapas dan kasa kemudian
dilapisi wrap

- Dibungkus cawan petri dengan kertas dan dibungkus dengan plastik
- Dimasukkan ke dalam autoklaf dengan tekanan 15 psi pada suhu

121°¢"

Hasil

L2.2 Pembuatan Media

Nutrien Agar (NA)
- Ditimbang 5 gram serbuk NA.

- Dilarutkan dalam 250 mL aquades dalam gelas beker.
- Ditutup dengan aluminium foil.

- Dipanaskan di atas hot plate dan dihomogenkan menggunakan
magnetic stirrer.

- Dimasukkan kedalam tabung Erlenmeyer secara aseptis.
- Ditutup dengan aluminium foil dan dilapisi plastik wrap.

- Disterilkan dalam autoklaf.

Hasil

Saboraund Dextrose Agar (SDA)

- Ditimbang 16.25 gram serbuk SDA
- Dilarutkan dalam 250 mL aquades dalam gelas beker

- Ditutup dengan aluminium foil
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- Dipanaskan di atas hot plate dan dihomogenkan menggunakan
magnetic stirrer hingga serbuk benar-benar larut.

-Dipindahkan pada tabung Erlenmeyer secara aseptis.
- Ditutup dengan aluminium foil dan dilapisi plastik wrap.

- Disterilkan dalam autoklaf

Hasil

Nutrien Broth(NB)

- Ditimbang serbuk NB sebanyak 2 gram.
- Dilarutkan dalam 250 mL aquades dalam gelas beker.
- Ditutup dengan aluminium foil.

- Dipanaskan di atas hot plate dan dihomogenkan menggunakan magnetic
stirrer.

- Dipindahkan pada tabung Erlenmeyer secara aseptis.

- Ditutup dengan kapas dan dilapisi plastik wrap.

- Disterilkan dalam autoklaf.

Hasil

Saboraund Dextrose Broth (SDB)

- Ditimbang serbuk SDB sebanyak 7.5 gram.
- Dilarutkan dalam 250 mL aquades dalam gelas beker.
- Ditutup dengan aluminium foil.

- Dipanaskan di atas hot plate dan dihomogenkan menggunakan magnetic
stirrer.

- Dioindahkan pada tabung Erlenmeyer secara aseptis.
- Ditutup dengan kapas dan dilapisi plastik wrap.

- Disterilkan dalam autoklaf.

Hasil




L.2.3 Peremajaan Mikroba S. aureus, E. coli dan C.albican

Biakan Murni S. aureus, E. coli dan C.albican
- Diambil 1 ose.

- Digoreskan pada media NA/SDA miring secara aseptik
- Ditutup tabung dengan kapas dan dilapisi plastik wrap

- Diinkubasi pada suhu pertumbuhan masing-masing mikroba

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 2,5%

Nanopartikel dan Ekstrak Kombinasi

Ditimbang 150 mg nanopartikel kombinasi dan 25 mg ekstrak

kombinasi.

Dimasukkan pada botol falcon yang berbeda.

Ditambahkan masing-masing 1 mL DMSO.

Dihomogenkan menggunakan vortex.

Hasil

L.2.6 Uji Uji Difusi Cakram (Kirby Bauer)

Stok larutan uji antimikroba 2,5%
- 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
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L.2.7 Penentuan Konsentrasi Hambat Minimum (KHM)

Stok larutan uji antimikroba 25%

- Ditentukan kode perlakuan untuk setiap sumuran pada well-96 steril
(huruf A-H (Lihat Skema).

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

- 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°C.

- Diamati secara langsung dan dicatat pada sumuran ke berapa yang
tampak bening.

Hasil
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Skema perlakuan uji berdasarkan konsentrasi pada well-96

Well 1 Well 2

12345678910118 123 456 7 8 9101112

A (N.K) U 1-3 O (N.K)U 1-3 ‘ A (N.K)U 1-3 . K+ :

B | S.aureus E.coli B : ‘ C.albican

C.albican

c O € ' 8

Dl (k.u13 (K). U 1-3 8 Dl ).u13 : p

E| saureus E.coli E'| c.albican cabican | @

F F

00000 00000 00000 00000
00000 00000 00608 o900

Keterangan Well 1
1. [ = Nanopartikel kombinasi terhadap S.aureus (ulangan 1-3).
Konsentrasi (No.1 = 5%; 2 = 2.5%; 3 = 1.25%; 4 = 0.625%; 5 = 0.313%).
2. ™= Ekstrak kombinasi terhadap S.aureus (ulangan 1-3).
Konsentrasi (No.1 = 5%; 2 = 2.5%; 3 = 1.25%; 4 = 0.625%; 5 = 0.313%).
3. 1= Nanopartikel kombinasi terhadap E.coli (ulangan 1-3).
Konsentrasi (No.7 = 5%; 8 = 2.5%; 9 = 1.25%; 10 = 0.625%; 11 = 0.313%)).
4. [ = Ekstrak kombinasi terhadap E.coli (ulangan 1-3).
Konsentrasi (No.7 = 5%; 8 = 2.5%; 9 = 1.25%; 10 = 0.625%; 11 = 0.313%)).
5. O = Nanopartikel kitosan terhadap S.aureus (G:ul; H:u2; 6:u3).
Konsentrasi (No.1 = 5%; 2 = 2.5%; 3 = 1.25%; 4 = 0.625%; 5 = 0.313%).
6. @ = Nanopartikel kitosan terhadap E.coli ((G:ul; H:u2; 12:u3).
Konsentrasi (No.7 = 5%; 8 = 2.5%; 9 = 1.25%; 10 = 0.625%; 11 = 0.313%).

Keterangan Well 2
1. 1= Nanopartikel kombinasi terhadap C.albican (ulangan 1-3).

Konsentrasi (No.1 = 5%; 2 = 2.5%; 3 = 1.25%; 4 = 0.625%; 5 = 0.313%).
2. [ = Ekstrak kombinasi terhadap C.albican (ulangan 1-3).

Konsentrasi (No.1 =5%; 2 = 2.5%; 3 = 1.25%; 4 = 0.625%; 5 = 0.313%).
3. [ = K+ Nistatin terhadap C. albican (ulangan 1-3).

Konsentrasi (No.1 = 5%; 2 = 2.5%; 3 = 1.25%; 4 = 0.625%; 5 = 0.313%).
4. = K- Nistatin terhadap C. albican (ulangan 1-3).

Konsentrasi (No.1 = 5%; 2 = 2.5%; 3 = 1.25%; 4 = 0.625%; 5 = 0.313%).
5. @ = Nanopartikel kitosan terhadap C.albican (G:ul; H:u2; 6:u3).

Konsentrasi (No.1 = 5%; 2 = 2.5%; 3 = 1.25%; 4 = 0.625%; 5 = 0.313%).
6. @ = Kitosan terhadap C.albican (G:ul; H:u2; 12:u3).

Konsentrasi (No.7 = 5%; 8 = 2.5%; 9 = 1.25%; 10 = 0.625%; 11 = 0.313%)



Well 3
12 3 456 7 8 9101112
A K+ S.aureus K+ E.coli
Bl ) (U1-3)
(@
D
E
) :
G| K-Saureus K- E.coli
. (U1-3) (U1-3)

Keterangan Well 3
1.1 = K+ Klindamisin terhadap S.aureus (ulangan 1-3).

Konsentrasi (No.1 = 5%; 2 = 2.5%; 3 = 1.25%; 4 = 0.625%; 5 = 0.313%).

2. = K- Klindamisin terhadap S.aureus (ulangan 1-3).

Konsentrasi (No.1 = 5%; 2 = 2.5%; 3 = 1.25%; 4 = 0.625%; 5 = 0.313%).

3.1 = K+ Klindamisin terhadap E.coli (ulangan 1-3).

Konsentrasi (No.1 = 5%; 2 = 2.5%; 3 = 1.25%; 4 = 0.625%; 5 = 0.313%).

4.1 = K- Klindamisin terhadap E.coli (ulangan 1-3).

Konsentrasi (No.1 = 5%; 2 = 2.5%; 3 = 1.25%; 4 = 0.625%; 5 = 0.313%).
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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 Standar Deviasi

Rumus Varian
1 >
S; - (:\'_i _"\‘)—
N -1 2. (x

i=1

Rumus Standar Deviasi

1 X -0
S = s, e e 8 I
'\/N—l_;( e

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
C= ; x pengenceran ke berapa




Lampiran 4. Data Hasil Uji Aktivitas Antimikroba

L.4.1 Tabel Diameter Zona Hambat
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Bahan Uji Mikroba uji Diameter Zona Hambat Rata-rata Kategori Daya
(mm) (mm) Hambat
Ul u2 u3
1. Nanopartikel S. aureus 25,36 24,22 26,72 25,43 Sangat kuat
Kombinasi E. coli 1454 | 1356 | 13,21 13,77 Kuat
C. albican 11,25 8,92 10,8 10,32 Kuat
2. Ekstrak Kombinasi S. aureus 7,78 8,0 8,57 8,11 Sedang
E. coli 5,58 5,38 4,2 5,05 Sedang
C.albican 9,42 8,11 9,4 8,97 Sedang
3. Nanopartikel S. aureus 27,54 24,35 24,64 25,31 Sangat Kuat
Kitosan E. coli 11,38 9,65 11,40 10,81 Kuat
C. albican 8,0 6,3 6,1 6,8 Sedang
4, Kitosan S. aureus 11,25 8,92 10,8 10,32 Kuat
E. coli 6,98 5,10 5779 5,96 Sedang
C. albican 4,94 6,22 SWS 5,63 Sedang
58 Kontrol Positif S. aureus 30,0 31,0 33,0 31,3 Sangat kuat
(K:\il’?dta;'?ism’ E. coli 2837 | 2505 | 28,21 2721 Sangat kuat
s 4 C. albican 29,77 28,29 34,06 30,70 Sangat kuat
6. Kontrol Negatif S. aureus 0 0 0 0 Tidak ada
(B E. coli 0 0 0 0 Tidak ada
C. albican 0 0 0 0 Tidak ada

L.4.2 Analisis Data Pengukuran Diameter Zona Hambat Aktivitas Antibakteri

1. Uji Normalitas (S.aureus)

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test

Diameter Zona

Hambat
N 18
Normal Parameters? Mean 16.7861
Std. Deviation 11.63418
Most Extreme Differences  Absolute .239
Positive .183
Negative -.239
Kolmogorov-Smirnov Z 1.012
Asymp. Sig. (2-tailed) .257

a. Test distribution is Normal.




2. Uji Homogenitas

Descriptives
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Diameter Zona Hambat
95% Confidence Interval for
Mean
Mean | Std. Deviation | Std. Error | Lower Bound |Upper Bound| Minimum | Maximum
Nanopartikel Kombinasi 3| 25.4333 1.25161 .72262 22.3242 28.5425 24.22 2642
Ekstrak Kombinasi 3| 8.1167 40772 .23540 7.1038 9.1295 7.78 8.57
Nanopartikel Kitosan 3| 25.3100 1.76400 1.01845 21.1280 29.8920 24.35 27°54
Kitosan 3| 10.3233 1.23597 .71359 7.2530 13.3937 8.92 11.25
3[SE3333 1.52753 .88192 27.5388 35.1279 30.00 33:00
3 .0000 .00000 .00000 .0000 .0000 .00 :00
18| 16.7861 11.63418 2.74220 11.0006 22.5717 .00 33:00
Test of Homogeneity of Variances
Diameter Zona Hambat
Levene Statistic dfl df2 Sig.
3.021 5 12 .054
3. Uji One Way
ANOVA
Diameter Zona Hambat
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 2283.608 5 456.722 314.784 .000
Within Groups 17.411 12 1.451
Total 2301.019 17




4. Uji Lanjut Tukey

Diameter Zona Hambat

Tukey HSD

Bahan Uji

Subset for alpha = 0.05

2 3

K-

Ekstrak Kombinasi
Kitosan

Nanopartikel Kombinasi
Nanopartikel Kitosan
K+

Sig.

.0000

1.000

8.1167

10.3233

25.4333

25.3100

.287 1.000

31, 3583

1.000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

1. Uji Normalitas (E.coli)

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test

Diameter Zona
Hambat

N 18
Normal Parameters? Mean 10.4667

Std. Deviation 8.95937
Most Extreme Differences  Absolute .158

Positive .158

Negative -121
Kolmogorov-Smirnov Z .670
Asymp. Sig. (2-tailed) .760
a. Test distribution is Normal.
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2. Uji Homogenitas
Descriptives
Diameter Zona Hambat
95% Confidence Interval for Mean
N Mean Std. Deviation | Std. Error | Lower Bound Upper Bound Minimum | Maximum
Nanopartikel Kombinasi 3 13.7700 .68942 .39804 12.0574 15.4826 13.21 14.54
Ekstrak Kombinasi 3 5.0533 74574 43056 3.2008 6.9059 4.20 5.58
Nanopartikel Kitosan 3 10.8100 1.00464 .58003 8.3143 13.3057 9.65 11.40
Kitosan 3 5.9567 .95102 .54907 3.5942 8.3191 5.10 6.98
K+ 3 27.2100 1.87232 1.08099 22.5589 31.8611 25.05 28.37
K- 3 .0000 .00000 .00000 .0000 .0000 .00 .00
Total 18 10.4667 8.95937 2.11174 6.0113 14.9221 .00 28.37
Test of Homogeneity of Variances
Diameter Zona Hambat
Levene Statistic dfl df2 Sig.
4.527 5 12 .015
3. Uji One Way
ANOVA
Diameter Zona Hambat
Sum of Squares df Mean Square F Sig.

Between Groups 1351.693 5 270.339 251.448 .000

Within Groups 12.902 12 1.075

Total 1364.595 17




4. Uji Lanjut Tukey

Tukey HSD

Diameter Zona Hambat
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Bahan Uji

Subset for alpha = 0.05

3

4

K-
Ekstrak Kombinasi
Kitosan

Nanopartikel Kitosan
Nanopartikel Kombinasi
K+

Sig.

3 .0000
3 5.0533
3 5.9567

1.000 .885

10.8100

1.000

13.7700

1.000

27.2100
1.000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

1. Uji Normalitas (C.albicans)

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test

Diameter Zona
Hambat

N 18
Normal Parameters? Mean 10.4061

Std. Deviation 9.99987
Most Extreme Differences  Absolute .300

Positive .300

Negative -.149]
Kolmogorov-Smirnov Z 1.272
Asymp. Sig. (2-tailed) .079
a. Test distribution is Normal.




2. Uji Homogenitas

Descriptives
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Diameter Zona Hambat
95% Confidence Interval for
Std. Mean
N Mean |[Deviation| Std. Error | Lower Bound |Upper Bound| Minimum Maximum
Nanopartikel Kombinasi 3| 10.3233| 1.23597 .71359 7.2530 13.3937 8.92 11.25
Ekstrak Kombinasi 3| 8.9767 .75062 43337 7.1120 10.8413 8.11 9.42
Nanopartikel Kitosan 3| 6.8000f 1.04403 .60277 4.2065 9.3935 6.10 8.00
Kitosan S[REs16300 .64583 .37287 4.0257 7.2343 4.94 6.22
K+ 3| 30.7067| 2.99687 1.73024 23.2620 38.1513 28.29 34.06
K- 3 .0000( .00000 .00000 .0000 .0000 .00 .00
Total 18| 10.4061| 9.99987 2.35699 5.4333 15.3789 .00 34.06
Test of Homogeneity of Variances
Diameter Zona Hambat
Levene Statistic dfl df2 Sig.
5.200 5 12 .009
3. Uji One Way
ANOVA
Diameter Zona Hambat
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 1674.795 5 334.959 159.766 .000
Within Groups 25.159 12 2.097
Total 1699.954 17




4. Uji Lanjut Tukey

Diameter Zona Hambat
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Tukey HSD
Subset for alpha = 0.05
Bahan Uji N 1 2 3 4
K- 3 .0000
Kitosan 3 5.6300
Nanopartikel Kitosan 3 6.8000 6.8000
Ekstrak Kombinasi 3 8.9767 8.9767
Nanopartikel Kombinasi 3 10.3233
K+ 3 30.7067
Sig. 1.000 119 .094 1.000
Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
L.4.3 Tabel Konsentrasi Hambat Minimum (KHM)
Perlakuan Mikroba Ulangan Konsentrasi (%)
i 5 25 125 | 0625 | 0313
Ekstrak S.aureus 1 = = + chatgt +++
Kombinasi 2 B 5 + +++ +++
3 - - + +++ +++
E.coli L - - +++ +++ +++
2 - - +++ +++ +++
3 - - +++ +++ +++
C.albican 1 = s ++ +++ +++
S 2 - - ++ +++ +++
3 - - ++ +++ +++
Nanopartikel S.aureus q ++ ++ ++ +++ +++
Kombinasi 2 ++ ++ +++ +++ +++
3 ++ ++ +++ +++ +++
E.coli 1 ++ ++ +++ +++ +++
2 ++ ++ ++ +++ +++
3 ++ ++ +++ +++ +++
C.albican 1 ++ ++ + ++ +++
S 2 ++ ++ ++ +++ +++
3 ++ ++ ++ ++ +++
Kitosan S.aureus 1 + + ++ T+ +++
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2 + ++ +++ +++
3 + ++ +++ +++
E.coli 1 + ++ ++ +H+ e+
2 + ++ +++ +++ +++
3 + ++ ++ +++ +++
C.albican 1 + ++ ++ ++ o+
S 2 + ++ ++ +++ +++
3 + ++ ++ +++ +++
Nanopartikel S.aureus 1 ++ T+ Tt
Kitosan 2 o+ e v
3 ++ ++ ++ +++ +++
E.coli il ++ +++ +++ +++ +++
2 ++ et +++ +++ +++
3 ++ +++ +++ +++ +++
C.albican 1 ++ ++ +4++ 4+
S 2 ++ ++ +++ +++
3 + + ++ +++
S.aureus 1 - - - - -
K+ 2 - - - - -
) L L B B -
E.coli 1 - 3 = B T
2 i ] B B -
3 _ . B B -
C.albicans 1 - = - - -
2 B _ B B -
3 z - B i -
S.aureus 1 ++ ++ ++ +++ +++
K- 2 ++ it ++ +++ +++
3 ++ ++ ++ +++ +++
E.coli 1 +++ +++ +++ +++ +++
2 e +++ +++ +++ +++
3 +++ +++ +++ +++ +++
C.albicans 1 ++ ++ ++ F++
2 ++ s ++ e+
3 ++ ++ ++ F++
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L.4.3 Tabel Hasil TPC

Escherichia coli

0 244 TBUD | TBUD
5 164 TBUD | TBUD
10 253 TBUD | TBUD
96 TBUD | TBUD | TBUD
133 | TBUD | TBUD | TBUD
51 TBUD | TBUD | TBUD
0 216 TBUD | TBUD
0 341 TBUD | TBUD
0 860 TBUD | TBUD

0 0 0 2

0 0 0 3

0 0 0 2
TBUD | TBUD | TBUD | TBUD
TBUD | TBUD | TBUD | TBUD
TBUD | TBUD | TBUD | TBUD
2 TBUD | TBUD | TBUD
0 68 TBUD | TBUD
0 105 TBUD | TBUD
6 22 212 TBUD
14 59 514 TBUD
8 41 684 TBUD
4 560 TBUD | TBUD
10 812 TBUD | TBUD
35 TBUD | TBUD | TBUD

0 0 0 1

0 0 0 2

0 0 0 1
TBUD | TBUD | TBUD | TBUD
TBUD | TBUD | TBUD | TBUD
TBUD | TBUD | TBUD | TBUD
36 54 87 TBUD
18 61 TBUD | TBUD
14 284 TBUD | TBUD
68 304 TBUD | TBUD
46 105 TBUD | TBUD
29 TBUD | TBUD | TBUD
113 | TBUD | TBUD | TBUD
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30 129 | TBUD | TBUD | TBUD

51 98 TBUD | TBUD | TBUD

0 0 0 0 2

0 0 0 0 1

0 0 0 0 1
TBUD | TBUD | TBUD | TBUD | TBUD
TBUD | TBUD | TBUD | TBUD | TBUD
TBUD | TBUD | TBUD | TBUD | TBUD
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Lampiran 5. Gambar Pengamatan

L.5.1 Proses Ekstraksi

Penimbangan serbuk
simplisia

Pemisahan ampas dan
persiapan remaserasi

Maserasi dengan
pelarut etanol dan
dishaker

Dipekatkan menggunakan
acuum rotary evaporator

105

‘Ekstrak hasil rotaf di
simpan dalam botol selai

tertutup

L.5.2 Proses Pembuatan Nanopartikel

Penimbangan Ekstrak

Penimbangan Kitosan

Penimbangan STPP
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Homogenasi larutan kitosan-
TPP

Sentrifugasi

Peletakan pelet pada cawan

Penumbukan pelt

el T |
o
2 i £
A
.

~ Pemisahan pel4et dengan

supernatan

S—

Pencampuran ekstrak
dengan larutan kitosan-

Serbuk nanartikel
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Homogenasi menggunakan
homogenizer ultra turrax

tube

Pembekuan pelet

Penyimpanan nanopartikel
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Penimbangan bahan
larutan uji

Ff %
} §

Perendaman kertas
cakram pada larutan uji

- .,
Mikrodilusi KHM dan
KBM

:/ "7 ev’ - ' =58

e

o

Pengukura
preparasi McFarland

i

Penanaman kertas
cakram pada media
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oD Kertas cakram steril

Pembungkusér'{ S
cawan petri

Pengamatan dan
dokumentasi

Penghitungan koloni Pengukuran diameter zona

hambat
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L.5.4 Hasil Difusi Cakram

108

Sampel
Uji

Gambar Hasil Difusi Cakram

Ekstrak
Kombinasi

Nanoparti
kel
Kombinasi

Kitosan

Nanoparti
kel
Kitosan

S.aureus E. coli

Kontrol
Positif
(Klindami
sin/
Nistatin

C. albicans
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Kontrol
Negatif
(DMSO)
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L.5.5 Hasil Mikrodilusi

Sampel

S.aureus dan
E.coli

C. albicans

Kontrol

Sebelum Inkubasi

Setelah Inkubasi
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Well 1 Well 2

12 1 2 3 4 S 6 7 8 9 1011

g ’ : g [Ngx)! !!U!li-: e s
< s can

C O (= :
D O O'R X).U1l3 8 K-
E 2 o E C.albican C albican
cOO000 0P 00000 00000

e

olooleenay I 1 I

Well 3

HO 0009 00000

14572 534S N6/ 89 0T 12

A K~ S.aureus K= E coli
b ©1-3) W1-3)
C

D

E

F K- S_awreus K- E.coli
S (U1-3) U1-3)

Keterangan Well 1
1. [ = Nanopartikel kombinasi terhadap S.aureus (ulangan 1-3).
Konsentrasi (No.1 = 5%; 2 = 2.5%; 3 = 1.25%; 4 = 0.625%; 5 = 0.313%).
2. ™= Ekstrak kombinasi terhadap S.aureus (ulangan 1-3).
Konsentrasi (No.1 = 5%; 2 = 2.5%; 3 = 1.25%; 4 = 0.625%; 5 = 0.313%).
3. 1= Nanopartikel kombinasi terhadap E.coli (ulangan 1-3).
Konsentrasi (No.7 = 5%; 8 = 2.5%; 9 = 1.25%; 10 = 0.625%; 11 = 0.313%).
4. [ = Ekstrak kombinasi terhadap E.coli (ulangan 1-3).
Konsentrasi (No.7 = 5%; 8 = 2.5%; 9 = 1.25%; 10 = 0.625%; 11 = 0.313%)).
5. (O = Nanopartikel kitosan terhadap S.aureus (G:ul; H:u2; 6:u3).
Konsentrasi (No.1 = 5%; 2 = 2.5%; 3 = 1.25%; 4 = 0.625%); 5 = 0.313%).
6. @ = Nanopartikel kitosan terhadap E.coli ((G:ul; H:u2; 12:u3).
Konsentrasi (No.7 = 5%; 8 = 2.5%; 9 = 1.25%; 10 = 0.625%; 11 = 0.313%).

Keterangan Well 2
1. = Nanopartikel kombinasi terhadap C.albican (ulangan 1-3).
Konsentrasi (No.1 = 5%; 2 = 2.5%; 3 = 1.25%; 4 = 0.625%; 5 = 0.313%).
2. 1= Ekstrak kombinasi terhadap C.albican (ulangan 1-3).
Konsentrasi (No.1 = 5%; 2 = 2.5%; 3 = 1.25%; 4 = 0.625%); 5 = 0.313%).
3. I = K+ Nistatin terhadap C. albican (ulangan 1-3).
Konsentrasi (No.1 = 5%; 2 = 2.5%; 3 = 1.25%; 4 = 0.625%; 5 = 0.313%).

12
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4. = K- Nistatin terhadap C. albican (ulangan 1-3).

Konsentrasi (No.1 = 5%; 2 = 2.5%; 3 = 1.25%; 4 = 0.625%); 5 = 0.313%).
5. @ = Nanopartikel kitosan terhadap C.albican (G:ul; H:u2; 6:u3).

Konsentrasi (No.1 = 5%; 2 = 2.5%; 3 = 1.25%; 4 = 0.625%); 5 = 0.313%).
6. @ = Kitosan terhadap C.albican (G:ul; H:u2; 12:u3).

Konsentrasi (No.7 = 5%; 8 = 2.5%; 9 = 1.25%; 10 = 0.625%; 11 = 0.313%)).

Keterangan Well 3
1.1 = K+ Klindamisin terhadap S.aureus (ulangan 1-3).

Konsentrasi (No.1 = 5%; 2 = 2.5%; 3 = 1.25%; 4 = 0.625%; 5 = 0.313%).
2.1 = K- Klindamisin terhadap S.aureus (ulangan 1-3).

Konsentrasi (No.1 = 5%; 2 = 2.5%; 3 = 1.25%; 4 = 0.625%; 5 = 0.313%).
3.1 = K+ Klindamisin terhadap E.coli (ulangan 1-3).

Konsentrasi (No.1 = 5%; 2 = 2.5%; 3 = 1.25%; 4 = 0.625%; 5 = 0.313%).
4. = K- Klindamisin terhadap E.coli (ulangan 1-3).

Konsentrasi (No.1 = 5%; 2 = 2.5%; 3 = 1.25%; 4 = 0.625%; 5 = 0.313%).

L.5.6 Hasil TPC

1. Ekstrak Kombinasi S.aureus
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3. Ekstrak Kombinasi E.coli




7. Kitosan S.aureus

9. Kitosan C.albicans
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11. Nanopartikel Kitosan E.coli
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18. K- C. Albican

17. K- E. coli

16. K- S.aureus
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