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Aktivitas Antimikroba Rimpang Jeringau (Acorus calamus L.) Tersalut
Kitosan Terhadap Pertumbuhan Staphylococcus aureus, Escherichia coli, dan
Candida albicans

Isneini Sholika Rohma, Bayyinatul Muchtaromah dan Mujahidin Ahmad

ABSTRAK

Vaginitis merupakan peradangan di area vagina yang disebabkan oleh infeksi
mikroba. Beberapa mikroba utama penyebab terjadinya peradangan vaginitis tergolong
mikroba flora normal, misalnya bakteri Staphylococcus aureus dan Escherichia coli, serta
kelompok yeast Candida albicans. Peradangan vagina dapat menigkatkan risiko gangguan
kehamilan. Pemanfaatan obat herbal seperti jamu tradisional dipercaya oleh sebagian
masyarakat untuk menangani masalah kesuburan wanita. Salah satu komponen utama pada
jamu subur kandungan adalah rimpang jeringau (Acorus calamus L.). Rimpang A. calamus
banyak mengandung minyak atsiri yang berperan dalam aktivitas antimikroba, sehingga
dapat digunakan untuk mengobati penyakit di saluran vagina dan saluran urinogenital.
Nanopartikel tersalut kitosan memiliki ukuran di bawah 1um. nanopartikel tersalut kitosan
memiliki potensi untuk meningkatkan stabilitas penghantaran obat dan berfungsi pula
sebagai agen antimikroba. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui aktivitas nanopartikel
A. calamus tersalut kitosan sebagai zat antimikroba. Penelitian ini merupakan penelitian
eksperimental laboratorium. Metode sintesis nanopartikel menggunakan metode gelasi
ionik dengan proses croos link antara polimer kation (kitosan) dengan polimer anion
(STPP). Bahan uji yang digunakan yakni nanopartikel A. calamus tersalut kitosan, ekstrak
A. calamus, kitosan dan nanopartikel kitosan, serta kontrol (klindamisin, nistatin dan
DMSO). Uji aktivitas antimikroba dilakukan dengan uji difusi kertas cakram (Kirby-Bauer)
dan uji microdilution tube (KHM dan KBM). Uji difusi cakram menggunakan konsentrasi
2,5%, sedangkan uji KHM dan KBM menggunakan konsentrasi 5%, 2,5%, 1,25%, 0,625%,
dan 0,313% dengan 3 kali ulangan. Analisa uji KHM dilihat dari perubahan kekeruhan
suspensi setelah inkubasi. Lalu dilanjutkan dengan uji KBM sebagai konfirmasi kehadiran
mikroba setelah masa inkubasi melalui metode pour plate. Nilai daya hambat nanopartikel
jeringau tersalut kitosan terhadap S. aureus sebesar 24 + 1 mm (Sangat Kuat), pada E. coli
sebesar 15,27 =+ 1,1 mm (Kuat), dan pada C. albicans sebesar 11,25 + 2,48 mm (Kuat).
Nilai KHM nanopartikel jeringau tersalut kitosan diperoleh pada konsentrasi 2,5% dengan
total koloni sebanyak 17,2x10° CFU/mL pada S. aureus, pada E. coli dengan konsentrasi
2,5%<Nilai KHM<5%, dan pada C. albicans dengan konsentrasi 1,25% diperoleh total
koloni sebanyak 40,4x10® CFU/mL. Nilai KBM nanopartikel jeringau tersalut kitosan
yakni pada S. aureus sebesar 5%, E. coli sebesar 5% dan pada C. albicans tidak diperoleh
nilai KBM.

Kata kunci: Antimikroba, Rimpang A. calamus, Nanopartikel Kitosan, Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, dan Candida albicans



Antimicrobial Activity of Jeringau (Acorus calamus L.) Nanoparticle Coated
with Chitosan Against the Growth of Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
and Candida albicans

Isneini Sholika Rohma, Bayyinatul Muchtaromah dan Mujahidin Ahmad

ABSTRACT

Vaginitis is an inflammation of the vaginal area caused by a microbial infection. Some
of the main microbes that cause inflammation of vaginitis are classified as normal microbial
flora, such as Staphylococcus aureus, Escherichia coli, and the yeast group Candida
albicans. Inflammation of the vagina can increase the risk of pregnancy problems. The use
of herbal medicines such as traditional herbal medicine is believed by some people to treat
female fertility problems. One of the main components of the uterine fertile herbal medicine
is jeringau (Acorus calamus L.) rhizome. The rhizome of A. calamus contains a lot of
essential oils which play a role in antimicrobial activity, so that it can be used to treat
diseases of the vaginal and urinary tract. The chitosan coated nanoparticles were under 1um
in size. The chitosan coated nanoparticles have the potential to improve drug delivery
stability and also function as antimicrobial agents. This study aims to determine the activity
of A. calamus nanoparticles coated with chitosan as an antimicrobial agent. This research
is a laboratory experimental research. The nanoparticle synthesis method uses the ionic
gelation method with the croos link process between the cation polymer (chitosan) and the
anion polymer (STPP). The test materials used were A. calamus coated chitosan
nanoparticles, A. calamus extract, chitosan and chitosan nanoparticles, include controls
(clindamycin, nystatin and DMSO). The antimicrobial activity test was carried out by using
disc paper diffusion test (Kirby-Bauer) and microdilution tube test MIC and MBC The disc
diffusion test used a concentration of 2.5%, while the MIC and MBC tests used a
concentration of 5%, 2.5%, 1.25%, 0.625%, and 0.313% with 3 replications. The MIC test
analysis was seen from the change in the turbidity of the suspension after incubation, then
proceed with the MBC test as confirmation of the presence of microbes after the incubation
period through the pour plate method. The inhibition value of jeringau nanoparticles against
S. aureus was 24 £+ 1 mm (Very Strong), E. coli was 15,27 + 1,1 mm (Strong), and C.
albicans was 11,25 + 2,48 mm (Strong). The MIC value of jeringau nanoparticles was
obtained at a concentration of 2,5% with a total colony of 17,2 x 10 CFU/mL in S. aureus,
in E. coli with a concentration of 2,5%<MIC<5%, and in C. albicans with a concentration
of 1,25%, the total colony was 40,4 x 10® CFU / mL. The value of MBC for jeringau
nanoparticles, namely in S. aureus by 5%, E. coli by 5% and in C. albicans, the value of
MBC was not obtained.

Keywords: Antimicrobial, A. calamus Rhizome, Chitosan Nanoparticles, Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, and Candida albicans
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PENDAHULUAN

1.1 LATAR BELAKANG
Vaginitis merupakan gangguan kesehatan yang sering terjadi pada sebagian

besar wanita, penyakit ini terjadi akibat adanya peradangan di area vagina. Flora
normal pada vagina sebagian besar dihuni oleh kelompok Lactobacilli. Selain
itu, terdapat mikroba lain seperti Staphylococcus aureus, Candida sp.,
Escherichia coli, Neisseria sp., Klebsiella sp., Proteus sp., dan kelompok
Enterococcus dalam skala kecil. Umumnya vaginitis disebabkan oleh infeksi
dari bakteri yang berpotensi patogen seperti bakteri gram positif Staphylococcus
aureus dan bakteri gram negatif Escherichia coli, serta yeast Candida albicans.
Hal ini dikarenakan jumlah Lactobacilli menurun, sedangkan mikroba lain
mengalami peningkatan pertumbuhan di atas batas normal (Lakhsmi, et al.
2013).

Terjadinya vaginitis akibat infeksi S. aurues dan E. coli disebabkan melalui
faktor perilaku seksual dengan melebihi satu pasangan, meningkatnya pH di
area vagina, dan penurunan hormon estrogen atau pasca menopause. Selain itu,
vaginitis yang disebabkan oleh Candida albicans atau yang sering disebut
dengan kandidiasis dapat disebabkan oleh faktor penyakit diabetes, penyakit
HIV, dan beberapa faktor kelainan genetik (Lakhsmi, et al. 2013).

Berdasarkan hasil studi Wang, et al (2016) bakteri aerob penyebab penyakit
vaginitis didominasi oleh S. aureus dan E.coli sebanyak 99,33%. Di sisi lain,
vaginitis yang disebabkan oleh infeksi jamur ditemukan sebanyak 75% kasus
terjadi pada wanita yang sering disebut dengan vulvovaginal candidiasis. Lebih
dari 90% infeksi vulvovaginal candidiasis disebabkan oleh C. albicans
(Marchaim, et al. 2012).

S. aureus dan E. coli merupakan salah satu bakteri flora normal aerobik
penyebab vaginitis. E.coli merupakan flora normal yang dapat ditemukan dalam
jumlah besar di dalam usus, sedangkan S. aureus termasuk bakteri flora normal
yang tumbuh di bagian kulit, membran hidung, dan saluran pencernaan (Radji,
2010). C. albicans melakukan simbiosis komensalisme dengan saluran



genetalia wanita, kulit, dan saluran pencernaan (lrianto, 2013). Peradangan
vagina dapat meningkatkan potensi gangguan kehamilan. Gangguan yang
disebabkan oleh bakteri vaginitis aerob pada ibu hamil dapat menyebabkan
tingkat kelahiran prematur meningkat, timbulnya risiko gangguan pada funisitis
janin dan chorioamnionitis janin (Donders, et al. 2011).

Setiap pasangan yang telah melangsungkan pernikahan pasti menginginkan
hadirnya keturunan. Memiliki keturunan merupakan karunia dari Allah SWT.
Dalam HR. Ahmad dituliskan bahwa Rasulullah SAW telah bersabda:

il 35 oIV 4S5 8 s 3l 34
Artinya: “Nikahilah perempuan yang penyayang dan dapat mempunyai anak
banyak karena sesungguhnya aku akan berbangga dengan sebab banyaknya
kamu dihadapan para Nabi nanti pada hari kiamat” (Shahih Riwayat Ahmad,
Ibnu Hibban dan Sa’id bin Manshur dari jalan Anas bin Malik).

Makna yang terkandung dalam hadits di atas menyatakan tentang
keutamaan orang-orang yang memperbanyak keturunannya, karena Nabi SAW
akan berbangga terhadap banyaknya jumlah umat beliau pada hari kiamat
kepada nabi-nabi yang lain (Al-Jauziyah, 2000). Namun, adanya gangguan
kesehatan vaginitis dapat menyebabkan seseorang sulit memperoleh
keturunan. Untuk itu, perlu adanya obat yang dapat mengatasi penyakit ini.

Semua hal yang terjadi di alam raya merupakan atas kehendak Allah SWT.
Terciptanya suatu penyakit di bumi tentu saja atas izin Allah SWT, serta Allah
SWT telah menyiapkan penawar dari berbagai penyakit yang ada. Hal tersebut
merupakan bentuk kasih sayang Allah SWT terhadap hamba-Nya. Kejadian
tersebut tercantum dalam firman Allah SWT surat Asy-Syu’ara’ ayat 80 yang
berbunyi:

. ?/ _87 s 2 PR
@C}M’ L 90 w2 J’A\J‘g_j

Artinya: “Dan apabila aku sakit, Dialah Yang menyembuhkan aku. ” (QS.
Asy-Syu’ara’ ayat 80)

Ayat di atas menjelaskan bahwa Allah SWT yang telah menyembuhkan
manusia apabila ia sakit. Allah SWT memiliki kekuasaan dalam memberikan



penyakit, serta menyembukan makhluknya. Namun, untuk mendapatkan
kesembuhan itu manusia dianjurkan untuk berikhtiar seperti mengkonsumsi
obat. Disisi lain, Imam Jamaluddin al-Qasimi dalam tafsirnya menguraikan
bahwa ayat ini menggambarkan adab seorang hamba Allah kepada Khaliknya.
Sebab penyakit itu kadang-kadang akibat dari perbuatan manusia sendiri,
misalnya manusia yang melakukan pola hidup tidak sehat (Kemenag, 2020).

Klindamisin merupakan antibiotik yang dianjurkan sebagai pengobatan
infeksi bakteri aerobik vaginitis pada ibu hamil (Donders, et al. 2011).
Klindamisin juga dapat digunakan sebagai obat untuk infeksi mikroba anaerob
pada pasien yang alergi terhadap penisilin atau pasien yang resisten ketika
diberi penisilin (Kasten, 1999). Namun, obat ini memiliki masa pengendalian
infeksi bakteri yang pendek dan tidak dapat mencakup keseluruhan spesies
penyebab vaginitis aerob (Donders, et al. 2015).

Pengobatan infeksi kandidiasis dalam jangka pendek umumnya
menggunakan obat dari kelompok azole dan nistatin.  Namun, terapi
kandidiasis menggunakan nistatin dalam jangka panjang masih jarang
digunakan. Hal ini disebabkan oleh ketidaknyamanan pasien pasca terapi, serta
informasi mengenai efektivitas dan keamanan obat masih kurang (Marchaim,
et al. 2012).

Berdasarkan permasalahan penggunaan antibiotik di atas dalam menangani
infeksi mikroba penyebab vaginitis, maka perlu adanya kandidat obat baru
untuk dapat menghambat pertumbuhan mikroba penyebab vaginitis. Indonesia
merupakan negara dengan keanekaragaman hayati dan beragam tradisi, salah
satunya yakni tradisi mengkonsumsi jamu tradisional. Masyarakat Indonesia
memproduksi jamu dari berbagai macam bahan herbal untuk mengatasi
gangguan kesehatan maupun untuk terapi. Berdasarkan data WHQO menyatakan
bahwa lebih dari 80% warga di Afrika menggunakan obat tradisional sebagai
pengobatan. Konsumsi obat tradisional secara turun termurun juga telah
dilakukan oleh penduduk Amerika Latin dan Asia. Selain itu, 40% obat medis
yang digunakan di negara China diperoleh dari obat tradisional (WHO, 2002).



Salah satu ramuan jamu tradisional yang berasal dari madura dikenal
sebagai pengobatan herbal untuk mengatasi masalah fertilitas pada wanita.
Jamu tradisonal yang diproduksi oleh PJ. Ribkah Maryam Jokotole memiliki
komposisi utama yang terdiri dari umbi bawang putih (Allium sativum L.)
sebanyak 15%, rimpang jeringau (Acorus calamus L.) sebanyak 12%, dan 15%
rimpang temu mangga (Curcuma mangga Val.), serta bahan tambahan lainnya
(Muchtaromah, et al. 2017).

Rimpang jeringau (Acorus calamus L.) memiliki potensi sebagai
antimikroba. Kandungan bahan aktif dari rimpang A. calamus yang diekstraksi
dengan etanol antara lain yakni alkaloid, flavonoid, diterpen, triterpen, dan
glikosida (Barua, et al. 2014). Rita, et al. (2017) menjelaskan berdasarkan
analisis GC-MS kandungan minyak atsiri rimpang A. calamus terdiri atas
golongan monoterpen dan sesquiterpen. Kelompok terpenoid dalam minyak
atsiri rimpang jeringau yakni asaron dan euasaron. Kelompok terpenoid ini
memiliki kemampuan melisiskan sel bakteri melalui interaksi senyawa dengan
dinding sel bakteri, sehingga terjadi peningkatan tekanan osmotik (Rita, dkk.
2017). Tidak hanya itu, prinsip senyawa aktif f-asarone dalam minyak atsiri A.
calamus sebagai antifungi dengan cara mengganggu dan mengurangi
kandungan ergosterol dalam membran plasma fungi (Venkatesan, et al. 2017).

Pembuatan nanopartikel diawali dengan ekstraksi rimpang A. calamus
menggunakan metode maserasi dengan pelarut etanol 70%. Puspitasari & Lean
(2017) menyatakan bahwa metode ekstraksi maserasi memiliki kelebihan yang
terletak pada teknik dan alat yang digunakan sederhana, serta senyawa aktif
yang terkandung dalam bahan terekstraksi tidak mudah terurai karena
prosesnya tanpa dipanaskan. Menurut Wang, et al. (2017) penggunaan etanol
70% untuk ekstraksi dapat mengoptimalkan hasil flavonoid yang diperoleh.
Selain itu, berdasarkan penelitian Ahmad (2015) maserasi rimpang A. calamus
menggunakan pelarut etanol 70% menghasilkan senyawa antioksidan yang
memiliki aktivitas penangkap radikal bebas cukup tinggi.

Nanopartikel merupakan benda padat berukuran sekitar 10-1000 nm.

Ukuran nanopartikel rimpang A. calamus tersalut kitosan berdasarkan laporan



penelitian Muchtaromah, et al (2020) berukuran sekitar 913 nm dan 988 nm.
Ukuran nanopartikel kitosan yakni sekitar 405 nm hingga 805 nm. Sintesis
nanopartikel terdiri dari berbagai macam metode, salah satunya melalui metode
gelasi ionik. Pada umumnya metode gelasi ionik digunakan untuk mensintesis
nanopartikel kitosan. Metode ini dipilih karena prosesnya yang mudah dan
lebih sederhana. Selain itu, kitosan merupakan bahan yang mudah didapat
dengan harga yang lebih terjangkau dibandingkan dengan penyalut
nanopartikel dari emas ataupun perak.

Kitosan merupakan poli [B-(1-4)-2-amino-2-deoxy-D-glucopyranose].
Kitosan adalah bentuk derivat dari Kitin yang diperoleh melalui deasetilasi
alkalin dari Kkitin (Roberts, 1992). Nanopartikel kitosan melalui metode gelasi
ionik menggunakan proses ikat silang (cross-linking). Proses tersebut
melibatkan interaksi antara molekul kitosan (polikation) dan tripolifosfat
(polianion) (Koukaras, et al. 2012). Kitosan dan natrium tripolifosfat (STPP)
dimanfaatkan sebagai bahan nano-enkapsulasi untuk meningkatkan
biovailabilitas senyawa aktif (Choiri, et al. 2016).

Nanopartikel kitosan merupakan partikel penghantar obat yang memiliki
kelebihan dalam ukuran dan karakteristik permukaan partikel, sehingga
berperan penting dalam melintasi membran sel. Kitosan dan tripolifosfat (TPP)
digunakan sebagai bahan sintesis nanopartikel dikarenakan proses ikatan silang
(cross link) antara oligomer kitosan dengan polianion tripolifosfat
menghasilkan stabilitas ikatan yang kuat (Koukaras, et al. 2012). Mekanisme
antibakteri kitosan melalui interaksi antara komponen amino dengan ion Ca%*
dan Mg?* yang dapat mencegah pembentukan dinding sel bakteri dan
memproduksi racun, sehingga menyebabkan pertumbuhan bakteri terhambat
(Kravanja, et al. 2019). Kemudian mekanisme antifungi kitosan terhadap C.
albicans yakni menstimulasi terjadinya pengasaman ekstraseluler dan
mengeluarkan ion K*, sehingga terjadi proses hiperpolarisasi membran plasma
dan fungsi metabolisme sebagai fermentasi serta respirasi terganggu (Pena, et
al. 2013).



Pelarut nanopartikel A. calamus tersalut kitosan pada penelitian ini
menggunakan pelarut DMSO (Dimethyl sulfoxide). Berdasarkan penelitian
Mohammadi, et al. (2019) DMSO merupakan pelarut organik (hidrofilik) dan
memiliki stabilitas yang baik. Dalam penelitian tersebut DMSO digunakan
sebagai pelarut nanopartikel kitosan. Selain itu, berdasarkan penelitian Ulfah
(2020) diketahui bahwa penggunaan pelarut DMSO sebagai kontrol negatif
tidak membentuk zona hambat, sehingga bersifat netral.

Aktivitas antibakteri oleh ekstrak rimpang A. calamus menunjukkan hasil
yang kurang maksimal dibandingkan dengan aktivitas antibakteri nanopartikel
rimpang A. calamus. Terbukti pada penelitian Reddy, et al. (2014) bahwa
diameter zona hambat dari ekstrak rimpang A. calamus terhadap bakteri S.
aureus yakni sebesar 1 cm, sedangkan pada nanopartikel perak ekstrak A.
calamus memiliki diameter zona hambat sebesar 1,6 cm.

Ganesan & H. Gurumallesh (2015) menambahkan bahwa aktivitas
antimikroba secara kuantitatif menunjukkan bahwa presentase reduksi bakteri
setelah pemberian nanopartikel emas rimpang A. calamus lebih tinggi
dibandingkan ekstrak murni rimpang A. calamus. Presentase reduksi bakteri E.
coli setelah masa inkubasi 24 jam dengan perlakuan ekstrak rimpang A.
calamus sebesar 9,37%, sedangkan presentase reduksi bakteri E. coli
menggunakan perlakuan nanopartikel emas rimpang A. calamus yakni sebesar
58%. Selain itu dengan perlakuan yang sama, hasil presentase reduksi bakteri
menggunakan ekstrak rimpang A. calamus terhadap S. aureus yakni 5,8%,
sedangkan pada nanopartikel emas rimpang A. calamus yakni 50,5%.

Berdasarkan penelitian Kritchenkov, et al. (2019) dilakukan perbandingan
aktivitas antibakteri antara kitosan, nanopartikel kitosan, dan obat kontrol
terhadap pertumbuhan S. aureus dan E. coli. Hasil dari penelitian tersebut
menyatakan bahwa aktivitas antibakteri nanopartikel kitosan terhadap
pertumbuhan S. aureus dan E. coli lebih tinggi dibandingkan dengan kitosan
tanpa melalui proses sintesis nanopartikel.

Nanopartikel kitosan juga memiliki potensi antifungi. Berdasarkan

penelitian Gondim, et al. (2018) menyatakan bahwa nanopartikel kitosan (30,1



pg/mL) pada uji Konsentrasi Hambat Minimum (KHM) memiliki kekuatan
mereduksi pertumbuhan C. albicans dalam waktu 8 jam. Nanopartikel kitosan
menghambat biofilm C. albicans dan menyebabkan perubahan kecil terhadap
kekasaran dan kekerasan permukaan resin akrilik, sehingga mengurangi
biofilm C. albicans.

Aktivitas antimikroba dapat diuji melalui beberapa macam metode, dua di
antaranya yakni metode difusi kertas cakram (Kirby-Bauer) dan metode dilusi
cair (melalui uji Konsentrasi Hambat Minimum dan Konsentrasi Bunuh
Minimum). Pemanfaatan nanopartikel sebagai agen antimikroba dipengaruhi
oleh faktor bentuk partikel, ukuran partikel, sebaran partikel, tingkat kelarutan
partikel dan luas permukaan partikel (Liu, et al., 2019). Berdasarkan
penjabaran latar belakang tersebut, menyebabkan pentingnya penelitian
nanopartikel rimpang jeringau (Acorus calamus L.) tersalut kitosan sebagai
antimikroba. Hal ini bertujuan untuk mengetahui aktivitas antimikroba
nanopartikel rimpang jeringau (Acorus calamus) tersalut terhadap
pertumbuhan Staphylococcus aureus, Escherichia coli, dan Candida albicans

dari isolat vagina.

1.2 Rumusan Masalah
Rumusan masalah dari penelitian ini adalah:

1. Bagaimana nilai zona hambat nanopartikel jeringau (Acorus calamus
L.) tersalut kitosan terhadap S. aureus, E. coli dan C. albicans?

2. Bagaimana nilai Konsentrasi Hambat Minimum dan Konsentrasi
Bunuh Minimum nanopartikel jeringau (Acorus calamus L.) tersalut

kitosan terhadap S. aureus, E. coli dan C. albicans?

1.3 Tujuan
Tujuan dilakukannya penelitian ini adalah:

1. Untuk mengetahui nilai zona hambat nanopartikel jeringau (Acorus
calamus L.) tersalut kitosan terhadap S. aureus, E. coli dan C. albicans?



2. Untuk mengetahui nilai Konsentrasi Hambat Minimum dan
Konsentrasi Bunuh Minimum nanopartikel jeringau (Acorus calamus

L.) tersalut kitosan terhadap mikroba S. aureus, E. coli dan C. albicans?

1.4 Manfaat Penelitian
Manfaat dari adanya penelitian ini adalah:

1. Sumber informasi bagi mahasiswa, peneliti, dan masyarakat bahwa
tanaman jeringau (Acorus calamus) bagian rimpangnya bermafaat
sebagai obat herbal antibakteri dan antijamur.

2. Referensi bagi penelitian selanjutnya bahwa penggunaan teknologi
nanopartikel sebagai agen penghantar obat dapat meningkatkan

efektivitas kerja obat.

1.5 Batasan Masalah
Batasan masalah dalam penelitian ini adalah:

1. Sampel tanaman yang digunakan yakni rimpang jeringau
(Acorus calamus L.) dari UPT Materia Medika, Batu-Malang.

2. lIsolat mikroba yang digunakan yakni Candida albicans
(CV.1423), Staphylococcus aureus (1117-SV), dan Escherichia
coli (1906-8V) diperoleh dari Laboratorium Mikrobiologi
Kedokteran Universitas Brawijaya.

3. Sintesis nanopartikel tersalut kitosan menggunakan metode
gelasi ionik dengan polimer polianion (TPP) dan polimer
polikation (kitosan).

4. Parameter yang digunakan untuk mengetahui aktivitas
antimikroba dilakukan dengan 2 metode yakni metode difusi
kertas cakram (diameter zona hambat) dan metode
Microdilution Test dengan 2 tahap uji (uji KHM dan uji KBM).
Uji KHM dengan melihat tingkat kekeruhan dari setiap

perlakuan dilusi cair, sedangkan uji KBM sebagai konfirmasi



jumlah koloni mikroba yang tumbuh pada cawan petri(Total
Plate Count).

5. Sampel rimpang Acorus calamus mengacu pada salah satu
bahan utama pada komposisi jamu PT Ribkah Maryam

Jokotole.
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KAJIAN TEORI

2.1 Tanaman Jeringau (Acorus calamus L.)

2.1.1 Kajian Islam Tanaman Obat A. calamus
Sejak beberapa tahun yang lalu, tanaman telah dipercaya memiliki sifat

terapeutik. Penggunaan beberapa jenis tanaman sebagai bahan obat herbal, telah
digunakan sebagian besar penduduk di berbagai belahan dunia selama berabad-
abad. Adanya berbagai macam manfaat tanaman menyebabkan perkembangan ilmu
dan industri farmasi semakin berkembang (Li & Jing-Ke, 2017). Anjuran untuk
mempelajari hikmah dibalik penciptaan tanaman telah dijelaskan dalam surat Al-

An’am ayat 99, yang berbunyi:

wt;j;b;@wfé\;i¢m\$§;;\3’£’g’“f&3 J5:0 @3l 535
L;,uo- \SQ wuﬁd;&\ij /’.Jg-\;gz;

/}ﬁ’

| & V\&z/’“‘_;\\p\@i}%w ’ujs\) )\jut:c\

@ O e n p3a) w\!r_&d‘;g&gz e

Artinya: “Dan Dialah yang menurunkan air hujan dari langit, lalu Kami
tumbuhkan dengan air itu segala macam tumbuh-tumbuhan maka Kami
keluarkan dari tumbuh-tumbuhan itu tanaman yang menghijau. Kami
keluarkan dari tanaman yang menghijau itu butir yang banyak; dan dari
mayang korma mengurai tangkai-tangkai yang menjulai, dan kebun-kebun
anggur, dan (Kami keluarkan pula) zaitun dan delima yang serupa dan
yang tidak serupa. Perhatikanlah buahnya di waktu pohonnya berbuah dan
(perhatikan pulalah) kematangannya. Sesungguhnya pada yang demikian
itu ada tanda-tanda (kekuasaan Allah) bagi orang-orang yang beriman. ”
(QS. Al-An’am ayat 99)

Ayat di atas menunjukkan bukti-bukti kemahakuasaan Allah SWT. Ayat-
ayat yang lalu mengarahkan manusia agar memandang sekelillingnya, supaya dia

dapat sampai pada kesimpulan bahwa Allah SWT Maha Esa dan kehadiran hari
Kiamat adalah keniscayaan. “Dan Dia” juga bukan selain-Nya “yang telah
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menurunkan air” yakni dalam bentuk hujan yang deras dan banyak “dari langit,
lalu Kami” yakni Allah “mengeluarkan” yakni menumbuhkan “disebabkan
olehnya” yakni akibat turunnya air itu “segala macam-tumbuh-tumbuhan, maka
Kami keluarkan darinya” yakni dari tumbuh-tumbuhan itu “zanaman yang
menghijau ”. Untuk lebih mejelaskan kekuasaan-Nya ditegaskan lebih jauh bahwa
“Kami keluarkan darinya” yakni dari tanaman yang menghijau itu “butir yang
saling tumpuk” yakni banyak, padahal sebelumnya ia hanya satu biji atau benih. Di
bagian akhir ayat ini disebutkan “unzhuru ila tsamarihi idza atsmara wa yan’ib.
Perhatikan buahnya di waktu (pohonnya) berbuah, dan kematangannya . Perintah
ini mendorong perkembangan lImu Tumbuh-tumbuhan (Botanik) yang sampai saat
ini mengandalkan metode pengamatan bentuk luar seluruh organnya salam semua
fase perkembangannya (diambil dari komentar singkat dari penulis tafsir al-
Muntakhab). Ayat tersebut ditutup dengan “ligaumin yu’minun/ bagi kaum yang
beriman’ maka ia ditutup demikian sebagai isyarat bahwa ayat-ayat ini atau tanda-
tanda itu hanya bermanfaat untuk yang beriman (Shihab, 2002).

Alam memiliki berbagai macam tanaman yang seharusnya dapat
dimanfaatkan secara optimal. Tanaman diciptakan beragam bentuk dan
karakteristik, serta peranan dan manfaat yang terkandung di dalamnya pun juga
beragam. Sebagaimana Allah SWT berfirman dalam QS. Asy-Syu’ara’ ayat 7-9,
yang berbunyi:

-

PR . > L. w2 . /,/.E’/ ‘>E’,a
W335 pef 35 & o e Wil rm 8T )

rd

S
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Artinya: “Dan apakah mereka tidak memperhatikan bumi, berapakah banyaknya
Kami tumbuhkan di bumi itu berbagai macam tumbuh-tumbuhan yang baik?
Sesungguhnya pada yang demikian itu benar-benar- terdapat suatu tanda
kekuasaan Allah. Dan kebanyakan mereka tidak beriman. Dan sesungguhnya
Tuhanmu benar-benar Dialah yang Maha Perkasa lagi Maha Penyayang.” (QS.
Asy-Syu’araa’:7-9).

—\

—o0

Kata “ila’ke” pada firman-nya di awal ayat ini “awalam yara ila al-
ardh/apakah mereka tidak melihat ke bumi” merupakan kata yang mengandung
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makna “batas akhir . la berfungsi memperluas arah pandangan hingga batas akhir,
dengan demikian ayat ini mengundang manusia untuk mengarahkan pandangan
hingga batas kemampuannya memandang sampai mencakup seantero bumi, dengan
aneka tanah dan tumbuhannya dan aneka keajaiban yang terhampar pada tumbuh-
tumbuhannya (Shihab, 2002).

Kata “zauj ” berarti “pasangan . Pasangan yang dimaksud ayat ini adalah
pasangan tumbuh-tumbuhan, karena tumbuhan muncul di celah-celah tanah yang
terhampar di bumi, dengan demikian ayat ini mengisyaratkan bahwa tumbuh-
tumbuhan pun memiliki pasangan-pasangan guna pertumbuhan dan
perkembangannya. Kata “karim” antara lain digunakan untuk menggambarkan
segala sesuatu yang baik bagi setiap objek yang disifatinya. Tumbuhan yang baik,
paling tidak adalah tumbuhan yang subur dan bermanfaat (Shihab, 2002).

A. calamus merupakan tanaman yang sering digunakan sebagai bahan obat
herbal. Bagian rimpang jeringau sering digunakan sebagai antimikroba (baik
bakteri maupun jamur (Devi & Deepak, 2009)). Kandungan minyak atsirinya
mampu menghambat pertumbuhan mikroba hingga membuat mikroba mengalami
kematian sel (Khare, 2004).

Pertumbuhan mikroba yang tidak normal dalam tubuh manusia dapat
menimbulkan penyakit. Salah satu penyakit yang disebabkan oleh mikroba yakni
penyakit vaginitis (Bitew, et al. 2017). Penanganan penyakit vaginitis terus diteliti
dan dikembangkan. Hal ini dilakukan agar dapat mengobati infeksi mikroba dalam
tubuh secara maksimal. Setiap penyakit yang diturukan oleh Allah SWT akan
bersamaan dengan penawarnya (obat). Dalam HR. Ahmad dijelaskan bahwa
Rasulullah SAW bersabda:

Lt o g il a s s DG 03 i d A gy

Artinya: “Sesungguhnya Allah tidaklah menurunkan penyakit kecuali
Dia turunkan pula obatnya bersama. (Hanya saja) tidak mengetahui orang
yang tidak mengetahuinya dan mengetahui orang yang mengetahuinya.”
(HR. Ahmad 1/377, 413, dan 453. Dan hadits ini dishahihkan dalam Ash-
Shahihah no 451).
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Perkembangan industri farmasi semakin lama, semakin berkembang pesat.
Peningkatan mutu obat untuk mencapai target spesifik pengendalian penyakit, terus
dikembangkan. Untuk memperoleh hasil yang optimal dalam mengatasi berbagai
penyakit yang terus berkembang, industri farmasi modern membuat teknologi nano
sebagai penghantar obat menuju target. Nanopartikel merupakan partikel berukuran
nano yang berperan dalam menghantarkan obat menuju target yang lebih spesifik,

serta mengurangi efek samping obat (Mohanraj & Y. Chen, 2006).

2.1.2 Persebaran dan Klasifikasi A. calamus
Tanaman A. calamus memiliki berbagai jenis nama di setiap belahan dunia,

antara lain yakni flag root, sweet sedge, myrtle sedge, sweet myrtle, cinnamon
sedge, gladdon, sweet cane, sweet rush, myrtle grass, sweet rooot dan myrtle flag
(Balakumbahan, et al. 2010). Sedangkan di Indonesia sendiri, tanaman ini dikenal
juga dengan sebutan dringo (Rustini, 2010) atau lebih sering dikenal dengan
jeringau (Anisah, dkk. 2014). Tanaman ini diduga berasal dari India. Tanaman ini
juga dapat ditemukan di Eropa, Rusia Selatan, Asia Kecil Utara, Cina, Jepang,
Burma, Sri Lanka, dan AS Utara (Balakumbahan, et al. 2010).

Klasifikasi tanaman Acorus calamus L. sebagai berikut (Rajput, et al. 2014):
Kingdom : Plantae
Subkingdom : Tracheobionta (Vascular plant)
Superdivision : Spermatophyta (Seed plants)

Division : Magnoliophyta (Flowering Plants)

Class : Liliopsida (Monocotyledons)

Subclass : Arecidae

Order : Arales

Family : Acoraceae

Genus : Acorus L.

Species : Acorus calamus

Synonyms : Acorus asiaticus Nakai: Acorus terrestris Spreng (Seidemann,

2005).
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2.1.3 Morfologi
A. calamus atau yang sering disebut dengan tanaman “Sweet flag”

merupakan tanaman monokotil tahunan yang hidup di lahan basah. Tanaman herba
ini memiliki batang berupa stolon yang bercabang. A. calamus memiliki ciri khas
rimpang aromatik berbentuk silindris dengan ketebalan lebih dari 2,5 cm. Bagian
permukaan luar rimpang berwarna coklat keunguan hingga coklat terang,
sedangkan bagian dalam rimpang berwarna putih (Gambar 1) (Balakumbahan, et
al. 2010).

Daun A. calamus memiliki midvein tunggal yang menonjol. Karakter
tersebut menjadi ciri pembeda dari A. americanus. Lebar daunnya berkisar 0,7 cm
hingga 1,7 cm dengan rata-rata lebarnya sekitar 1 cm. Daun simpodial lebih pendek
daripada daun vegetatif. Tanaman ini sangat jarang berbunga maupun berbuah.
Panjang bunga jeringau berkisar 3 sampai 8 cm, berbentuk silinder berwarna coklat
kehijauan dan ditutupi banyak duri bundar. Spadix memiliki panjang antara 4,9 cm
dan 8,9 cm saat masa ekspansi (Gambar 1) (Balakumbahan, et al. 2010).

Buah berukuran kecil seperti buah beri mengandung beberapa biji.
Perbungaan dari awal hingga akhir musim panas tergantung pada garis lintang
daerah. Tumbuh liar di daerah berawa, dapat tumbuh hingga ketinggian 2000 m di
Himalaya, Manipur, Bukit Naga dan di beberapa daerah di India Selatan
(Balakumbahan, et al. 2010).

Gambar 1 a.) Tanaman Acorus calamus (kiri), b.) rimpang Acorus calamus

(kanan) (Khare, 2004), c.) spadix Acorus calamus (Seidemann, 2005)

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG
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2.1.4 Senyawa Aktif dari Rimpang Jeringau (Acorus calamus L.)
A. calamus mengandung senyawa antioksidan dan zat antimikroba yang

terkenal digunakan sebagai obat herbal di India. A. calamus mengandung minyak
atsiri yang tinggi. Analisa GC-MS Ekstrak etanol rimpang A. calamus memiliki
mengandung minyak atsiri dengan komponen yang terdiri atas golongan
monoterpene dan sequiterpene. Komponen tersebut terdiri dari (Tabel 1) (Rita, et
al. 2017):

Tabel 1. Presentase Komponen Senyawa Aktif Rimpang A. calamus

Komponen Senyawa Presentase Kandungan (%)
Euasarone 26,84
[-asarone 18,62
a-asarone 18,29
Shyobunone 15,74
Trans-methyl-iso-eugenol 7,68
(E)-3,7dimethyl-1,3,3-Octatriene 3,73
(trans-B-Ocimene)
a-calacorene 3,34
Dehydroxy-iso-calamendiol 2,61
[B-elemene 1,15
Linalool 1,07
Bicyclo-germakrene 0,93

Bahan aktif yang terdapat dalam minyak A. calamus yakni mengandung
asarone (lebih dari 82%) yang merupakan golongan 3-isomer. Bahan aktif lain yang
terkandung di dalamnya yakni 5% calamenol, 0.4 % calamene, 1% calamenone,
0.3% eugenol, 1% methyl-eugenol, 0.2% alpha-pinene dan camphene. Tidak hanya
itu saja, masih terdapat komponen lain, namun dengan kuantitas komponen yang
rendah (Khare, 2004).

Pelarut yang digunakan dalam ekstrak rimpang A. calamus adalah pelarut
etanol. Hastuti, dkk (2013) menyatakan bahwa etanol merupakan pelarut dari
kelompok alkohol yang mampu mendegradasi dinding sel nonpolar lebih efektif
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dibandingkan dengan pelarut lain. Berdasarkan data hasil pengamatan Barua, et al.
(2014) dapat diketahui bahwa senyawa aktif ekstrak etanol A. calamus positif
mengandung alkaloid, flavonoid, diterpen, triterpen, dan glikosida.

Devi & Deepak (2009) menyatakan bahwa minyak atsiri A. calamus
mengandung banyak bahan senyawa kimia aktif. Kandungan senyawa utama dalam
minyak atsiri yang berperan dalam aktivitas antimikroba yakni a-asarone dan [-
asarone. Minyak atsiri diyakini memiliki aktivitas biologi dalam antifungi, anti-
yeast, dan antibakteri. Hasil pengamatan zona hambat rimpang A. calamus terhadap
pertumbuhan E. coli sebesar 20 mm dan 25 mm dibandingkan dengan obat kontrol
streptomycin dengan diameter zona hambat sebesar 21 mm, sedangkan diameter
zona hambat pada C. albicans sebesar 23 mm dan 25 mm dibandingkan dengan

obat kontrol Amphotericin B sebesar 21 mm dan 22 mm.

2.1.5 Manfaat Rimpang Jeringau (Acorus calamus L.)
Penduduk kuno Tiongkok menggunakan A. calamus untuk mengurangi

pembengkakan dan mengobati sembelit. Dalam pengobatan Ayurveda, A. calamus
merupakan bahan penting dalam ramuan herbal. Pengobatan Ayurveda India
memanfaatkan rimpang A. calamus untuk mengatasi demam, asma, bronkitis dan
sebagai obat penenang. Tak hanya itu saja, rimpang A. calamus juga digunakan
untuk mengatasi sakit batuk (Balakumbahan, et al. 2010).

Pengobatan herbal Barat memanfaatkan A. calamus untuk mengobati
masalah pencernaan seperti perut kembung, disfungsi pencernaan, dan kram perut.
A. calamus dinilai berpotensi mengurangi gangguan asam lambung. A. calamus
juga baik digunakan sebagai obat penenang, sehingga dapat digunakan untuk
mengatasi epilepsi dan gangguan kejiwaan. Tanaman obat A. calamus ternyata juga
dimanfaatkan oleh sebagian orang untuk bahan tambahan dalam pengolahan
makanan. Rimpang kering dan bubuk memiliki rasa pedas, sehingga dapat
digunakan sebagai pengganti jahe, kayu manis dan pala karena aromanya yang khas
(Balakumbahan, et al. 2010).

Senyawa aktif dalam minyak atsiri A. calamus bekerja secara sinergis

sebagai bahan karminatif, antispasmodik, dan antibakteri.rimpang jeringau
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umumnya digunakan dalam pengobatan selesma usus, indigestion, sakit perut,
disentri, penyakit pada saluran vagina, penyakit pada saluran urinogenital dan juga
dapat digunakan untuk memurnikan ASI. Minyak atsiri pada kandungan rimpang
jeringau dapat digunakan sebagai obat penenang dan analgesik. Kandungan asarone
juga berpotensi dalam menghambat pertumbuhan mikobakterium penyebab
penyakit TBC dan menunjukkan aktivitas antibakteri. Aktivitas [-asarone

menunjukkan kemampuan mutagenik dalam bakteri (Khare, 2004).

2.2 Ekstraksi Melalui Metode Maserasi
Ekstraksi adalah proses penyarian senyawa aktif yang terkandung dalam

tanaman obat. Tujuan dilakukan ekstraksi yakni untuk memperoleh komponen
kimia yang terkandung dalam simplisia. Tahapan yang dilakukan dalam ekstraksi
antara lain yakni penyediaan serbuk simplisia, perendaman, penyarian, dan
penguapan pelarut (Dirjen POM, 2000). Macam-macam metode ekstraksi secara
sederhana antara lain maserasi, evalokasi, dialokasi, perkolasi, dan reperkolasi
(Harborne, 1996).

Maserasi adalah metode ekstraksi padat cair yang paling umum digunakan.
Tahapan ekstraksi diawali dengan perendaman sampel menggunakan pelarut yang
sesuai pada suhu kamar. Sampel tersebut umumnya direndam selama 3-5 hari, di
mana sesekali sampel diaduk agar analit larut lebih cepat. Proses ekstraksi
dilakukan berulang-ulang (remaserasi) agar penyarian analit terjadi secara
sempurna (Leba, 2017).

Kelebihan dalam menggunakan ekstraksi metode maserasi adalah tahapan
dan alat yang digunakan sangat sederhana. Selain itu, metode ini baik digunakan
untuk analit yang tahan terhadap panas maupun tidak. Namun, metode ini
membutuhkan banyak pelarut (Leba, 2017). Etanol dan aseton merupakan pelarut
yang sering digunakan dalam proses ekstraksi maserasi (Ginting, 2013).

Pelarut etanol bersifat polar, mudah dijangkau, banyak digunakan dalam
proses ekstraksi, dan memiliki dua gugus dengan sifat kepolaran yang berbeda

yakni gugus hidroksil (polar) dan gugus alkil (non polar). Berdasarkan sifat kedua
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gugus tersebut menyebabkan beberapa senyawa dalam bahan yang ekstraksi dapat
ditarik oleh etanol (Poeloengan, dkk., 2007).

2.3 Nanopartikel
Nanopartikel adalah partikel padat berukuran nanometer atau memiliki skala

per 1000 mikron (Martien, dkk. 2012). Ukuran nanopartikel yang sangat kecil
diharapkan memberikan efek yang besar pada sistem pengobatan. Allah SWT
berfirman dalam QS. Yunus ayat 61 , yang berbunyi:

5’/‘ g PR - },9: /, Py > Y }71 - .if .28 “\--
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Artinya: “Kamu tidak berada dalam suatu keadaan dan tidak membaca suatu
ayat dari Al Quran dan kamu tidak mengerjakan suatu pekerjaan, melainkan
Kami menjadi saksi atasmu di waktu kamu melakukannya. Tidak luput dari
pengetahuan Tuhanmu biarpun sebesar zarrah (atom) di bumi ataupun di
langit. Tidak ada yang lebih kecil dan tidak (pula) yang lebih besar dari itu,
melainkan (semua tercatat) dalam kitab yang nyata (Lauh Mahfuzh).”(QS.
Yunus: 61)

Avyat di atas berisi peringatan bahwa pengetahuan Allah SWT terhadap urusan
manusia telah diatur secara sempurna dan detail yang telah tercatat dalam Lauh
Mahfuzh. Tidak hanya perkara yang besar, melainkan juga “Dari yang seberat
dzarrah pun”. Makna kata “dzarrah” menurut al-Jauhar al-Fard merupakan suatu
benda atau partikel yang tidak dapat dibagi kembali karena ukurannya yang sangat
kecil (halus) (Hamka, 1999). Ukuran partikel “dzarrah” yang sangat kecil atau
halus ini mengimplisitkan seperti nanopartikel yang berukuran sangat kecil dan
halus, bahkan membutuhkan alat bantu SEM untuk melihat dan mengukur
morfologinya.

Umumnya nanopartikel berukuran 10-1000 nm. Keuntungan menggunakan

nanopartikel sebagai sistem penghantar obat yakni memudahkan pencapaian obat
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pada target yang dituju, mengontrol distribusi pelepasan obat untuk meningkatkan
efektivitas obat dan mengurangi efek samping, serta enkapsulasi obat relatif tinggi
sehingga proses terebut tanpa melalui reaksi kimia. Selain itu, sistem penghantar
obat menggunakan nanopartikel dapat diaplikasikan melalui pengobatan secara
parenteral, nasal, intraokuler, oral, dan lain sebagainya (Mohanraj & Y. Chen,
2006).

Nanocarrier merupakan suatu teknologi berukuran nano (+1lum) yang
memiliki potensi dalam menghantarkan obat. Nanocarrier dibedakan menjadi
beberapa jenis antara lain nanokristal dan nanosuspensi, nanotube dan nanowire,
nanopartikel keramik, liposom, nanopartikel lipid padat, nanopartikel polimerik,
nanopartikel hidrogel, copolymerized peptide nanoparticles (CPP), misel
polimerik, dan dendrimer (Gambar 2) (Rawat, et al. 2006) :

1. Nanokristal dan nanosuspensi

Nanokristal adalah kumpulan partikel dalam jumlah besar yang
membentuk kristal. Terdiri dari kandidat obat yang dilapisi oleh
surfaktan atau kombinasi surfaktan. Teknik produksi nanokristal
dikenal sebagai nanoionisasi. Untuk menghasilkan nanosuspensi,
serbuk obat didispersikan dalam larutan surfaktan serta diaduk dengan
kecepatan tinggi. Makrosuspensi yang diperoleh kemudian
dihomogenisasi menjadi nanosize dengan penggilingan basah,
homogenisasi dengan tekanan tinggi, nanokristalisasi dari larutan
jenuh, dan spray drying. Ukuran nanokristal memungkinkan
penghantaran obat dengan aman dan efektif saat melalui kapiler.

2. Nanotube dan nanowire

Nanotube adalah kumpulan partikel berbentuk tabung yang disusun
oleh lembaran atom. Strukturnya seperti benang dalam ukuran nano.
Memiliki karbon berdinding tunggal. Nanocarrier jenis ini memiliki
kelebihan dalam menghantarkan gen atau asam nukleat melalui
pelapisan nanotube dengan polimer asam ribonukleat atau serum
albumin sapi untuk mengurangi hidrofobisitasnya.
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3. Nanopartikel keramik
Nanopartikel keramik terbuat dari senyawa anorganik seperti silika,
titania, dan alumina. Ukuran nanopartikel jenis ini < 50 nm, ukuran
partikel tersebut memudahkan partikel dalam menghindari sistem
retikuloendotelial (RES) tubuh. Nanopartikel ini memberikan
perlindungan yang baik bagi protein, enzim, dan obat-obatan terhadap
denaturasi pH eksternal dan suhu karena proses pelepasannya tidak
melalui swelling dan perubahan porositas dengan perubahan pH.
Kegunaan nanopartikel silika memiliki potensi dalam tranfeksi DNA.
Selain itu, nanopartikel jenis ini juga efektif dalam penghantaran
protein dan gen.
4. Liposom
Liposom merupakan partikel penghantar dengan model pengkelatan
dari fosfolipid alami maupun sintetis bilayer. Liposom memiliki
keunggulan dalam karakter amfifilik, biokompatibilitas, dan
kemudahan dalam modifikasi permukaan yang dapat disesuaikan
dengan karakter obat. Dalam pemanfaatannya, liposom banyak
digunakan di bidang biologi, biokimia, dan farmasi. Liposom dapat
menghantarkan obat dan gen menuju target yang spesifik.
5. Nanopartikel lipid padat
Nanopartikel lipid padat merupakan partikel berukuran 50-1000 nm
yang terbuat dari lipid padat. Pertikel ini dapat terdistribusi dengan baik
dalam air maupun larutan surfaktan. Partikel ini terdiri dari inti
hidrofobik padat yang memiliki lapisan monolayer fosfolipid. Inti
tersebut mengandung obat yang dilarutkan dalam lipid padat yang
dilelehkan. Rantai hidrofobik fosfolipid tertanam dalam matriks lemak.
Nanopartikel ini tidak beracun dibandingkan dengan nanopartikel
polimer dan dapat digunakan sebagai agen transfeksi antivirus yang
efektif. Pemberian nanopartikel ini dapat melalui parenteral, pulmonal,

dan topikal.
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6. Nanopartikel polimerik

Nanopartikel polimerik terbuat dari polimer sintesis maupun semi
sintesis berukuran 10-1000 nm. Bahan polimer memiliki sifat yang
biokompatibilitas, bidegradabilitas, bioavailabilitas, mudah dilakukan
modifikasi permukaan, dan fungsionalisasi polimer yang mudah. Selain
itu, nanopartikel polimerik bersifat stabil sehingga memudahkan
pengendalian penghantaran obat. Nanopartikel polimer dapat
terdegradasi secara biologis dan berperan dalam pengiriman antigen ke
sel dendritik.

7. Nanopartikel hidrogel

Nanopartikel hidrogel merupakan sistem polimer yang dibuat
melalui penyusunan polimer alami dengan proses cross link.
Nanopartikel hidrogel telah digunakan dalam pengiriman antigen,
DNA, dan oligonukleotida antisense yang efektif. Hidrogel rensponsif
terhadap perubahan pH dan suhu. Bersifat kompatibel.

8. Copolymerized peptide nanoparticles (CPP)

Modifikasi lain dari sistem berbasis polimer adalah copolimerisasi
partikel nano peptida. Sistem penghantaran untuk pengiriman peptida
terapeutik sebagai konjugat obat-polimer di mana bagian obat terikat
secara kovalen pada penghantar obat (terperangkap). Sistem ini perlu
dieksplorasi lebih lanjut untuk pengiriman molekul (peptida dan
protein) secara efektif.

9. Misel polimerik

Misel polimerik merupakan co-polimer blok ampifilik seperti
Pluronik (copolimer block polyoxyethylene polyoxypropylene) yang
berasosiasi dengan larutan membentuk misel. Konjugasi dengan ligan
seperti antibodi dapat meningkatkan potensi penargetan misel.
Immunomicelles merupakan suatu pendekatan antibodi terkonjugasi
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misel polimer yang mengandung obat anti tumor, sehingga efektif
dalam pengiriman menuju area tumor.
10. Dendrimer

Dendrimer merupakan serangkaian percabangan senyawa
makromolekul yang berada disekitar inti di bagian dalam.
Makromolekul ini dapat dikendalikan bentuk dan ukurannya sesuai
kebutuhan. Dendrimer dibuat dari monomer tipe Abn. Dendrimer
terdiri dari berbagai jenis polimer seperti poliamidoamin (PAMAM),
poli (asam L-glutamat), polietilenaimin, polipropilenaimin, dan
polietilen glikol. Keuntungan menggunakan dendrimer sebagai sistem
penghantar obat yakni kemudahan dalam memodifikasi bentuk dan
proses pembuatan yang mudah. Nanocarrier jenis ini dapat digunakan
untuk penargetan sel kanker spesifik dan mampu melakukan transfeksi
gen, serta menunjukkan efisiensinya dalam tranportasi melalui

transepitel.

Gambar 2. Tipe- tipe Nanocarrier atau Nanopartikel sebagai Sistem
Penghantar Obat (Rawat, et al. 2006).

2.3.1 Nanopartikel Kitosan
Kitosan merupakan poli[B-(2»4)-2-amino-2-deoxy-D-glucopyranose] hasil

dari proses deasetilasi alkalin dari kitin (Gambar 3). Kitin merupakan bahan organik
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yang melimpah dengan jumlah terbanyak kedua setelah selulosa. Kitin diperoleh
dari eksoskeleton hewan krustasea, moluska, dan serangga. Selain itu, kitin juga
merupakan polimer fibrilar utama pada dinding sel jamur (Roberts, 1992).
Ketersediaan kitosan di alam sangat melimpah. Polime ini banyak dimanfaatkan di
bidang farmasetika karena mudah terurai (biodegradable), tidak beracun dan dapat
diterima oleh tubuh atau biokompatibel (Kaban, dkk. 2006).
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Gambar 3. Deasetilasi Kitin Menjadi Kitosan (Mohammed, et al. 2017).

Kitosan merupakan kelompok polisakarida alami. Kitosan mempunyai gugus
hidroksi dan amino, sehingga dapat dimanfaatkan untuk modifikasi kitosan secara
kimia. Dalam proses modifikasi kitosan dengan agen crosslink umumnya
dipadukan dengan Tripolifosfat (TPP) agar dapat meningkatkan daya adsorpsinya,
serta TPP bersifat non toksik (Kurniasih, dkk. 2018). Natrium tripolifosfat (NaTPP)
adalah senyawa yang bersifat higroskopis, berbentuk granul berwarna putih. TPP
mudah larut dalam air, namun tidak larut dalam etanol. TPP berperan sebagai anion
multivalen. Penambahan TPP dalam bahan pembuatan nanopartikel akan
menghasilkan nanopartikel yang stabil (Lin, et al. 2008).

Nanopartikel kitosan disintesis melalui metode gelasi ionik dengan sodium
tripholysphate (STPP) sebagai polianion (De Paz, et al. 2011). Kitosan banyak
dipilih sebagai bahan pengkelat nanopartikel dikarenakan mengandung nitrogen
tinggi (6,89%) (Rabea, et al. 2003). Nanopartikel kitosan melalui metode gelasi
ionik menggunakan proses ikat silang (cross-linking). Proses tersebut melibatkan
interaksi antara molekul kitosan (polikation) dan tripolifosfat (polianion)
(Koukaras, et al. 2012). Proses terjadinya nanopartikel melalui metode gelasi ionik
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terdapat 2 jenis yakni sistem 1 biopolimer dan 2 biopolimer. Sistem 1 biopolimer
memiliki muatan yang berbeda dengan obat yang terjerap, sedangkan sistem 2
bipolimer memiliki gugus dengan sifat yang berbeda sehingga obat dapat terjerap
dalam polimer (Gambar 4) (Martien, dkk. 2012). Nanopartikel kitosan sebagai
sistem penghantar obat memiliki kelebihan dalam ukuran dan karakteristik

permukaan partikel yang berperan penting dalam melintasi membran sel.

1 Biopolimer

Ve

Gambar 4. Sistem Biopolimer Metode Gelasi lonik dalam Menjerap Obat
(Martien, dkk. 2012).

Keuntungan menggunakan nanopartikel Kitosan yakni tergolong polimer
mukoadesif alami bersifat biokompatibel, toksisitas rendah dan biodegradable.
Partikel ini dapat menghantarkan bahan terapeutik seperti peptida, protein, vaksin,
DNA, dan obat-obatan menuju target pengobatan baik melalui parenteral maupun
nonparenteral. Selain itu, nanopartikel kitosan bersifat lebih stabil, permeabel, dan
bioaktif (Ahmed & Bader, 2016). Hal ini dikarenakan proses ikatan silang (cross
link) antara oligomer kitosan dengan polianion tripolifosfat menghasilkan stabilitas
ikatan yang kuat (Koukaras, et al. 2012) (Gambar 5).



24

PN picephaa (TT)
o

Gambar 5. Formasi Kitosan-Tripolifosfat Kompleks Melalui Metode Gelasi
lonotropik (a.) Skema dari Kompleks Kitosan-TPP Membentuk lkatan yang kuat
dan (b.) Gambar AEM, ukuran 200 nm (De Paz, et al. 2011).

Ultrasonikasi atau homogenitas kecepatan tinggi merupakan metode yang
memanfaatkan gelombang mekanik longitudinal dengan frekuensi 20kHz untuk
memecah ion-ion metal dalam molekul, sehingga diperoleh kristal dalam waktu
singkat dan menghindari adanya oksidasi ion-ion metal yang mengakibatkan
terbentuknya partikel amorf. Pemanfaatan gelombang ultrasonikasi untuk sintesis
nanopartikel dinilai sangat efektif karena pemanfaatannya pada efek kavitasi
akustik. Efek kavitasi menyebabkan terdispersinya fase minyak yang mengandung
nanosfer dalam fase air, sehingga nanosfer dapat terdispersi stabil. Hal-hal yang
mempengaruhi kemampuan ultrasonik yakni karakteristik ultrasonik seperti
karakteristik produk (seperti viskositas dan tegangan permukaan), frekuensi, daya,
amplitudo, intensitas, dan kondisi sekitar seperti suhu dan tekanan (Williams,
1983).

Karakterisasi nanopartikel dalam penelitian ini melalui analisis PSA (Particle
Siza Analyzer) dan SEM (Scanning Electron Microscopy). Ukuran nanopartikel dan
zeta potensial dianalisa menggunakan alat Particle Size Analyzer (PSA) dengan
prinsip dinamic light scattering (Choiri, et al., 2016). SEM digunakan untuk
melihat ukuran dan morfologi dari nanopartikel (Pal, et al. 2011).

Pelarut DMSO dalam penelitian ini digunakan sebagai pelarut nanopartikel

rimpang A. calamus tersalut kitosan dan ekstrak rimpang A. calamus. Dimethyl
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sulfoxide (DMSO) merupakan suatu produk dari industri kayu. Pelarut ini secara
luas digunakan sebagai pelarut dalam sintesis organik dan dimanfaatkan dalam
industri farmasi karena harga yang terjangkau, stabilitas yang baik, dan toksisitas
rendah. DMSO diproduksi oleh sebuah industri melalui oksidasi Dimethyl sulfide
(DMS) dengan nitrogen dioksida atau oksigen. Pelarut ini termasuk pelarut polar
dan cairan tampak bening. Pelarut polar ini memiliki kemampuan menstabilkan zat
antara dan titik didihnya tinggi 189°C (327°F), serta titik beku 18,5°C (65,3°F)
(Wu, 2018).

2.4 Mikroba Uji
Mikroba merupakan makhluk hidup berukuran mikroskopis dan sebagian besar

tidak dapat terlihat secara kasat mata. Adanya mikroba di muka bumi ini memiliki
keterkaitan dengan kehidupan manusia. Sebagian mikroba memiliki manfaat bagi
kehidupan manusia, sebaliknya mikroba juga dapat merugikan bagi manusia
(Irianto, 2013). Penciptaan makhluk di muka bumi ini telah Allah SWT hadirkan
dalam bentuk dan ukuran yang sesuai. Sesuai dengan firman Allah SWT dalam QS.

Al-Furgon ayat 2 yang berbunyi:
ERUg A =g 35 185 dads Jads 35 )W op 0 A LA el
>, @27 g _i <. > 5.0
@\f&;é})ﬂ;@“ﬁ&jw/ J

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. ” (QS. Al-Furqon ayat 2)

Menurut Shihab (2002) dalam tafsir Al-Mishbah bahwa Allah SWT telah
menciptakan segala sesuatu yang ada di alam semesta ini dan Allah SWT juga
membuat variasi atas penciptaan-Nya. Sehingga terciptanya makhluk dengan
karakter dan ukuran yang berbeda. Seperti halnya pada penciptaan mikroba
Staphylococcus aureus, Escherichia coli dan Candida albicans yang memiliki

bentuk, ukuran, dan fungsi yang beranekaragam.
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2.4.1 Staphylococcus aureus
Staphylococcus termasuk jenis bakteri Gram positif dengan bentuk sel bulat

(coccus). Umumnya koloni Stapylococcus berbentuk seperti buah anggur (Gambar
6). Diameter sel S. aureus sekitar 0,7-1,2 um, tidak menghasilkan spora, dan
tergolong fakultatif anaerobik (Steven, et al., 2015). Terdapat pula Staphylococcus
yang tergolong bakteri aerobik atau mikroaerofilik. Staphylococus mudah
ditumbuhkan diberbagai media. Bakteri jenis ini mencerna makanan melalui
fermentasi karbohidrat, serta mampu menghasilkan pigmen berwarna putih hingga
kuning tua. Organisme dapat tumbuh optimal pada suhu 37°C, sedangkan suhu yang
tepat untuk menghasilkan pigmen yakni pada suhu 20°C-25°C. Koloni yang
terbentuk pada permukaan media agar padat berbentuk bulat, permukaan halus, dan
berkilau (Brooks, et al., 2007).

Bakteri kelompok Staphylococcus termasuk mikroba flora normal dalam
tubuh manusia. Umumnya dapat ditemukan di area kulit dan membran mukosa.
Dalam kondisi abnormal, bakteri ini dapat merugikan dalam tubuh seperti infeksi
patogenik, terjadinya supurasi, terbentuk abses dan septikemia. Spesies utama yang
sering menyebabkan penyakit yakni S. aureus, S. saprophyticus, dan S. epidermidis.
Kelompok Staphyloccus yang tergolong patogen dan sering menjadi penyebab
timbulnya penyakit adalah S. aureus (Brooks, et al., 2007).

Klasifikasi dari bakteri Staphylococcus aureus adalah (Rosenbach, 1884):

Kingdom : Bacteria

Phylum : Firmucutes

Class : Bacilli

Order : Bacillales

Family . Staphylococcaceae
Genus . Staphylococcus
Species : Staphylococcus aureus

Keberadaan S. aureus pada kondisi tertentu menjadi patogen pada manusia.
Sebanyak 23% perempuan yang terkena infeksi mukosa vagina terjadi karena S.

aureus. Vaginitis merupakan peradangan di area vagina yang menjadi penyebab
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terjadinya keputihan abnormal pada wanita (Steven, et al., 2015). Vaginitis terjadi
akibat berkurangnya jumlah Lactobacilli. Jika jumlah Lactobacilli berkurang, maka
pH lingkungan vagina akan meningkat sehingga mendukung pertumbuhan bakteri
anaerobik dan anaerobik fakultatif seperti E. coli, S. aureus dan Grup B
Streptococcus secara berlebih. Kondisi inilah yang memicu peradangan di area
vagina (Carolina, et al., 2016).

S. aureus adalah bakteri yang mudah didapatkan melalui isolasi endometritis
wanita. Dalam tubuh orang normal, terdapat 40% S. aureus yang tersebar di
beberapa area tubuh. S. aureus memiliki karakteristik yang berbeda dari mikroba
lain, yakni adanya reseptor yang memudahkan untuk melintasi membran sel inang
serta protein matriks (misalnya fibronektin dan kolagen) untuk memudahkannya
melekat pada tubuh inang. Memiliki kemampuan untuk memproduksi enzim lipase
untk memecah jaringan inang dan memudahkan proses invasi (Irianto, 2013).
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Gambar 6. Morfologi S. aureus Perbesaran Total 10x (Jumaah, et al., 2014)
{kiri} dan Struktur Dinding Sel Bakteri Gram Positif (Liu, et al., 2019) {kanan}

2.4.2 Escherichia coli
E. coli memiliki 3 lapisan envelop yakni membran sitoplasma, peptidoglikan,

dan membran luar. Memiliki peptidoglikan kaku yang membentuk tubuh bakteri
(Reshes, et al. 2008). Susunan dinding sel bakteri Gram negatif lebih kompleks
dibandingkan dengan bakteri Gram positif karena tersusun atas 3 lapisan. Lapisan
penyusun dinding sel bakteri Gram negatif yakni lapisan luar lipoprotein, lapisan
tengah lipopolisakarida yang berperan menghalangi masuknya bahan bioaktif
antibakteri, dan lapisan dalam berupa peptidoglikan dengan kandungan lipid tinggi
(11-12%) (Jawetz, et al., 2005).
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E. coli termasuk bakteri Gram negatif tergolong fakultatif anaerob atau aerob.
Bentuk sel E. coli yakni silindris pendek (Purwanti & Ressi, 2016) (Gambar 7).
Permukaan koloni E. coli berbentuk cembung dan halus (Brooks, et al. 2007). E.
coli mudah diperoleh melalui isolasi endometritis wanita (Irianto, 2013). E. coli
termasuk flora normal yang mudah ditemukan di area usus besar, serviks, dan
vagina (Pelczar & E.C.S. Chan, 2009).

Klasifikasi dari bakteri Escherichia coli yakni (Faner, et al. 2017):

Kingdom : Bacteria

Phylum : Proteobacteria

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

Species : Escherichia coli

Bakteri E. coli mudah ditemukan berkoloni di usus besar, namun
pertumbuhan bakteri yang meningkat pada saluran pencernaan atau pertumbuhan
bakteri di luar area flora normal E. coli dapat bersifat patogen. E. coli dapat
menghasilkan racun enterotoksin. Hal tersebut yang menjadi salah satu penyebab
terjadinya diare (Purwanti & Ressi, 2016). Bakteri E. coli termasuk salah satu
penyebab infeksi saluran kemih. Gejala dari infeksi saluran kemih antara lain
keluhan sering berkemih, piuria, disuria, dan hematuria. Selain itu, infeksi pada

saluran kemih bagian atas menyebabkan nyeri pinggang. (Brooks, et al. 2007).
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Gambar 7. Morfologi E. coli Perbesaran Total 1000x
(https://www.microbiologyinpictures.com/) {kiri} dan Struktur Dinding Sel
Bakteri Negatif (Liu, et al., 2019) {kanan}

2.4.3 Candida albicans
Candida albicans pada umumnya tergolong kelompok yeast dan memiliki

filamen. Sel C. albicans berbentuk oval dan memiliki ukuran diameter sel yang
beragam. Hifa berfilamen pada fungi ini berdiameter sekitar 2 pum, memiliki
dinding sel dengan sisi paralel, memiliki pseudohifa berfilamen, dan terjadi
penyempitan di persimpangan septa yang sering disebut dengan leher ibu tunas
(Gambar 8). Memiliki formasi septa cincin yang menunjukkan terjadinya proses
pembelahan sel antara leher ibu tunas dari pseudohifa dengan tunas hifa. C.
albicans juga memiliki zona transisi fenotipik dari berwarna putih menjadi
berwarna putih kusam. Sel putih tumbuh dengan koloni berwarna putih mengkilap,
sedangkan pada sel berwarna putih kusam memiliki koloni yang tumbuh dengan
permukaan datar, kasar, dan berwarna lebih gelap. Sel C. albicans berwarna putih
kusam lebih memiliki kemampuan dalam berkonjugasi (Prasad, 2017).

Klasifikasi dari yeast Candida albicans yakni sebagai berikut (Guarro, et al.

1999):
Kingdom : Fungi
Phylum : Ascomycota
Class : Saccharomycetes
Order : Saccharomycetales
Family : Saccharomytaceae
Genus : Candida

Species : Candida albicans

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG
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Candida merupakan spesies yeast dengan spektrum luas di lingkungan
sekitar. Organisme ini melakukan simbiosis komensalisme dengan saluran
genetalia wanita, kulit, dan saluran pencernaan. Spesies utama yang sering
menimbulkan penyakit dalam tubuh yakni C. albicans. Meskipun kemampuan
invasi organisme ini rendah, namun resistensi flora normal C. albicans dalam tubuh
terhadap antibiotik atau penurunan fungsi imun secara drastis dapat menimbulkan
infeksi. (Irianto, 2013). Infeksi kandidiasis vulvovaginal 75% terjadi pada wanita.
Lebih dari 90% infeksi kandidiasis vulvovaginal disebabkan oleh C. albicans
(Marchaim, et al. 2012).

Sebagian besar penyebab terjadinya vulvovaginitis dikarenakan adanya
infeksi Candida albicans pada area vagina secara berlebihan. Hal ini dapat terjadi
ketika pH lingkungan meningkat (basa). Selain itu, dapat terjadi akibat faktor
diabetes, kadar progesteron, pengaruh antibiotik dan kehamilan. Pada pasien
Diabetes Melitus memiliki kadar gula dalam darah dan urin di atas normal, sehingga
dapat meningkatkan jumlah glikogen dalam epitel vagina (Cassone, et al., 2014).
Umumnya yeast penyebab kandidiasis menghasilkan blastospora (blastokonidia)
untuk melakukan transmisi dan kolonisasi di area vagina, kemudian membentuk
miselia (hifa) (Sobel, 2007).

ol

Gambar 8. Morfologi Sel C. albicans (kiri) dan pseudohifa (kanan) bars=2
pm (Prasad, 1991)

2.5 Antimikroba
Antimikroba adalah suatu zat yang memiliki kemampuan dalam menghambat

pertumbuhan mikroba, mempengaruhi aktivitas biologis dan perkembangbiakan

mikroba, bahkan dapat menyebabkan kematian sel mikroba. Mekanisme
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antimikroba terbagi menjadi 2 macam, antara lain bakterisidal dan bakteriostatik.
Mekanisme antimikroba secara bakterisidal merupakan kemampuan antimikroba
dalam membunuh sel mikroba dengan cara merusak dinding sel mikroba.
Mekanisme antimikroba secara bakterisidal yakni kemampuan antimikroba dalam
menghambat pertumbuhan mikroba, sehingga sistem imun tubuh inang memiliki
waktu lebih lama untuk melakukan perlawanan terhadap infeksi (Irianto, 2013).
Terdapat berbagai macam mekanisme antimikroba sebagai agen antimikroba,
antara lain yakni menghambat penyusunan dinding sel mikroba, merusak atau
mengganggu integritas membran sel, menghambat biosintesis sintesis protein, dan
menghambat kerja enzim.

Pertama, mekanisme antimikroba dengan cara menghambat penyusunan
dinding sel. Struktur tubuh mikroba terbentuk dan terlindungi matriks selnya karena
adanya dinding sel. Pelisisan dinding sel dapat mengakibatkan keluarnya matriks
sel, sehingga dapat menyebabkan kematian sel. Beberapa jenis antibiotik yang
memiliki mekanisme antimikroba melalui lisis dinding sel adalah penisilin,
basitrasin, vankomisin, fosfomisin, dan sikloserin (Radji, 2010). Sefalosporin dan
penisilin dapat menghambat aktivitas ezim transpeptidase. Selain itu, basitrasin dan
novobison melakukan penghambatan sintesis peptidoglikan pada tahap awal
pembentukan dinding sel, sehingga memicu terjadinya pelisisan dinding sel
mikroba (Harti, 2012).

Kedua, mekanisme antimikroba dengan merusak integritas dari membran sel
mikroba. Fungsi membran sel mikroba adalah mengatur jalur penyaluran molekul
yang keluar dan masuk sel mikroba. Selain itu, membran sel juga berperan sebagai
tempat terjadinya aktivitas biologis sel, seperti biosintesis dan respirasi sel (Radiji,
2010). Dengan adanya zat antimikroba dapat menyebabkan terhambatnya
pertumbuhan sel, bahkan dapat mengakibatkan terjadinya kematian sel (Pelczar &
E.C.S. Chan, 2009). Berikut merupakan kelompok antibiotik yang memiliki
mekanisme dalam mengganggu integritas membran yaitu poliena (contohnya
amphotericin B), makrolida, polimiksin, dan nistatin (Radji, 2010). Nistatin,
amphotericin B, ketoconazole, dan miconazole menyebabkan kerusakan membran

plasma pada jamur dengan cara mengikat sterol membran plasma, sehingga terjadi
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pelisisan membran plasma dan pelepasan matriks sel. Selain itu, polimyxin B juga
dapat menyebabkan kerusakan pada membran plasma dengan cara melekat pada
fosfolipid membran (Harti, 2012).

Ketiga, mekanisme antimikroba dengan cara menghambat proses sintesis
protein. Proses replikasi DNA dan sintesis protein (transkripsi DNA dan translasi
MRNA) berperan penting dalam siklus hidup suatu makhluk hidup (Radji, 2010).
Aktinomisin dapat membentuk suatu kompleks dengan DNA dan menyebabkan
aktivitas RNA polimerase terhambat (Harti, 2012). Beberapa contoh antibiotik yang
dapat menghambat sintesis protein adalah gentamisin, streptomisin, kloramfenikol,
klindamisin, tetrasiklin, rifampisin, dan eritomisin (Radji, 2010). Golongan amino-
glikosida dapat menyebabkan kesalahan dalam penerjemahan kode genetik (Harti,
2012).

Keempat, mekanisme antibiotik dalam menghambat aktivitas enzim. Kerja
enzim dapat dihambat oleh beberapa jenis zat kimia, sehingga dapat menyebabkan
kematian sel. Hal ini disebabkan oleh terhambatnya kerja enzim menyebabkan
metabolisme mikroba terganggu (Pelczar & E.C.S. Chan, 2009). Jika kerja enzim
terhambat, maka sintesis metabolit esensial dalam sel juga akan terhambat.
Penghambatan aktivitas enzimatik dapat dilakukan dengan adanya substansi
(antimetabolit) yang memiliki bentuk mirip dengan substansi enzim. Contonya
yakni pada penghambatan secara kompetitif antara antimetabolit sulfanilamide dan
PABA (para-aminobenzoic acid) pada mikroba. Sulfanilamide berperan
menganggu proses pembentukan asam folat oleh PABA sehingga pertumbuhan sel
terhenti. Terganggunya pembentukan asam folat menyebabkan sintesis basa purin
dan pirimidin terhambat (Harti, 2012).

2.6 Metode Pengujian Secara In Vitro

2.6.1 Metode Difusi Kertas Cakram (Kirby-Bauer)
Metode difusi kertas cakram atau disk-diffusion method (Kirby-Bauer Test).

Prinsip dari metode difusi kertas cakram ialah difusi antimikroba terhadap media
yang telah diberi kultur mikroba. Aktivitas antibiotik memiliki 3 kategori yaitu
rentan, intermediet, dan resisten (Harti, 2012).
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Metode difusi kertas cakram dilakukan dengan cara menempatkan kertas
cakram di permukaan agar padat, lalu diukur besar zona hambat yang terbentuk.
Namun, kekurangan dari metode ini adalah tidak dapat diketahui aktivitas
bakterisidal antimikroba (Harti, 2012). Potensi suatu zat antimikroba dalam
menghasilkan zona hambat terdapat empat kategori, antara lain yakni kategori
lemah, sedang, kuat dan sangat kuat. Penentuan kategori potensi zona hambat dapat
dilihat dari luas diameter zona hambat yang dihasilkan (Tabel 2).

Tabel 2. Kategori Zona Hambat Mikroba

Diameter Kategori
> 20 mm Sangat kuat
10-20 mm Kuat
5-10 mm Sedang
<5 mm Lemah

Sumber : A’lana (2017)

2.6.2 Metode Dilusi
Prinsip metode dilusi cair merupakan metode pengenceran beringkat dari

konsentrasi antibiotik (serial dilution). Uji antimikroba menggunakan metode
dilusi cair memiliki 2 tahap pengujian yaitu Minimal Inhibition Concentration
(MIC) atau Konsentrasi Hambat Minimum (KHM) dan dilanjut dengan uji
konfirmasi melalui Minimal Killing Concentration (MKC) atau Konsentrasi Bunuh
Minimum (KBM). Metode uji KHM adalah metode pengenceran bertingkat
konsentrasi antibiotik dan diinokulasikan mikroba uji. Kemudian, dilakukan
inkubasi dan diamati pertumbuhan mikroba setelah inkubasi berdasarkan
kekeruhan media cair. Dari uji KHM diamati konsentrasi antibiotik terendah yang
menghambat pertumbuhan mikroba (suspensi terlihat jernih). Setelah positif uji
KHM, kemudian dilakukan konfirmasi jumlah mikroba melalui kultur suspensi dari
tabung positif KHM pada media agar padat. Dikatakan KBM positif bila diperoleh
cawan tanpa adanya pertumbuhan mikroba (Harti, 2012).
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2.7 Standar Uji Aktivitas Antimikroba berdasarkan CLSI
Nilai breakpoints adalah nilai range yang digunakan dalam penentuan

konsentrasi antibiotik pada uji kepekaan apakah bakteri yang diuji masuk dalam
kategori resisten, intermediate atau sensitif. Nilai breakpoints ini untuk metode
difusi agar dan dilusi agar berbeda. Tiap-tiap spesies bakteri juga mempunyai atau
bahkan juga sama nilai breakpoints-nya. Nilai breakpoints dapat dilihat pada
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) dulunya bernama National
Commite For Clinical Laboratory Standards (NCCLS) (Sariadji & Masri, 2019).
Standar kepadatan bakteri S. aureus dan E. coli mengacu pada CLSI (2012) M02-
All. Uji difusi cakram yang dilakukan mengacu pada CLSI (2016) supplement
M100S. Uji kadar hambat minimum S. aureus dan E. coli mengacu pada pada CLSI
(2016) supplement M100S, sedangkan uji kadar hambat minimum C. albicans
mengacu pada NCCLS (2002) document M27-A2.

2.8 Mekanisme Aktivitas Antimikroba

2.8.1 Aktivitas Antimikroba Nanopartikel Kitosan
Pencegahan dan penyembuhan infeksi yang disebabkan oleh bakteri pada

umumnya secara medis ditangani dengan cara pemberian antibiotik. Namun,
pemberian antibiotik berpotensi menyebabkan akuisisi mutasi bakteri sehingga
bakteri resisten terhadap beberapa antibiotik. Untuk membuat antibiotik yang baru
membutuhkan biaya yang lebih tinggi dan pengujian regulasi antibiotik dalam
tubuh, sehingga memerlukan waktu yang lama dan bakteri telah memiliki waktu
untuk beradaptasi terhadap antibiotik (resisten). Bakteri membentuk biofilm
sebagai bentuk pertahanan terhadap antibakteri yang masuk dalam tubuh inang
(Liu, et al. 2019).

Seiring berkembangnya zaman dan teknologi, muncul suatu metode
nanoteknologi yang dinilai memiliki potensi besar dalam menciptakan antimikroba
baru dengan sistem pengiriman molekul yang mampu menembus biofil. Selain itu,
melalui metode ini juga dapat membunuh strain bakteri yang resisten terhadap obat.
Ukuran nanopartikel sangat penting untuk penetrasi dalam biofilm bakteri dan tidak
boleh melebihi ukuran saluran air dalam biofilm tersebut. Pori-pori dan saluran

pada biofilm umumnya berkisar 10 nm hingga mikrometer. Namun, pada ukuran
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nano diperkirakan lebih akurat dalam agregat bakteri dalam biofilm. Diameter
nanopartikel yang ideal untuk mengendalikan infeksi pada biofilm yakni berkisar
antara 5, 100 hingga 200 nm, tetapi tidak melebihi 500 nm (Liu, et al. 2019).

Nanopartikel yang mengandung zat antimikroba kompatibel dengan darah,
tanpa menyerap protein darah yang melimpah dan mengubah sifat permukannya
atau mengaktifkan kaskade pembekuan darah. Nanopartikel sebagai media
penghantar obat berpotensi untuk menembus ke dalam biofilm. Nanopartikel
menargetkan dan menstimulasi menuju biofilm dengan memanfaatkan pH asam di
dalam biofilm. Terjadi proses pembalikan muatan permukaan nanopartikel dari
muatan negatif ke positif untuk menciptakan tarikan lapisan ganda elektrostatik
dengan permukaan sel bakteri yang bermuatan negatif (teori koloidal).
Nanopartikel sebagai molekul bermuatan positif, seperti senyawa amonium
kuartener yang berperan dalam infeksi biofilm yang dapat dicapai secara eksternal.
Kuat daya tarik ganda elektrostatik terlokalisasi pada saat permukaan nanopartikel
dengan bakteri dapat menghasilkan kerusakan membran yang parah dan kematian
sel selanjutnya (contact-killing) (Liu, et al. 2019).

Bentuk nanopartikel memiliki kemampuan membunuh kontak karena
bentuknya dapat meningkatkan gaya adhesi lokal yang dapat menghasilkan
perubahan dalam tegangan permukaan membran dan kerusakan membran
selanjutnya. Disebut pisau nano karena adanya tepi tajam graphene oxide yang
dapat menusuk membran sel bakteri, sehingga terjadi kebocoran matriks
intraseluler dan kematian sel. Nanopartikel dapat menghasilkan panas karena
adanya resonansi plasmon. Ketika nanopartikel terlokalisasi di dalam biofilm,
terjadi peningkatan suhu sehingga membunuh bakteri di dalam biofilm.
Nanopartikel juga dikenal karena pelepasan ionnya yang luas dapat menghasilkan
kematian sel bakteri. Selanjutnya, bentuk nanopartikel menentukan sirkulasi darah,
adsorpsi protein, kerusakan sel jaringan dan penyerapan oleh sel imun.
Nanopartikel berbentuk dengan memiliki daya serapan seluler tertinggi, namun
menyebabkan sedikit kerusakan pada membran. Lain halnya pada nanopartikel
berbentuk batang atau lainnya memiliki area kontak yang lebih besar dengan
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reseptor membran sel, sehingga menyebabkan kerusakan membran yang lebih besar
dan memungkinkan terjadinya peradangan kronis (Liu, et al. 2019).

Salah satu contoh partikelnano polimer alami adalah kitosan atau e-
polylysine. Umumnya nanopartikel ini digunakan untuk antimikroba bermuatan
positif dan tidak terstruktur. Nanopartikel kitosan merupakan nanopartikel yang
aman digunakan dibandingkan dengan nanopartikel jenis lainnya. Kitosan adalah
polimer alami yang terdiri dari residu N-asetil-glukosamin dan residu glukosamin
yang disusun secara acak. Sebagian besar besar gugus amino pada glukosamin
bebas akan terprotonasi dan bermuatan positif pada pH 6,5 seperti pada proses
infeksi biofilm (Liu, et al. 2019).

Rantai kitosan memiliki muatan positif dan dapat berinteraksi dengan muatan
negatif pada permukaan sel bakteri. Hal ini mengakibatkan kerusakan membran,
kebocoran komponen intraseluler, penghambatan sintesis protein dan transkripsi
mRNA dengan mengikat DNA. Khasiat antimikroba kitosan umumnya lebih efektif
menghambat pertumbuhan bakteri Gram positif dibandingkan dengan bakteri Gram
negatif. Nanopartikel kitosan dapat dibuat dengan menggeser rasio domain
hidrofobik atau hidrofilik dalam komponen kitosan, sehingga memiliki kelarutan
air yang lebih baik, luas permukaan atau rasio volume, muatan kerapatan
permukaan kitosan molekuler dan memiliki potensi antimikroba yang lebih baik.
Nanopartikel berperan dalam melawan bakteri, jamur, dan virus (Liu, et al.2019).

Aktivitas antibakteri oleh oligomer kitosan disebabkan oleh penghambatan
transkripsi DNA (Liu, et al. 2001). Sifat polikationik kitosan menyebabkan
pelepasan komponen antar sel, mengikat DNA bakteri (penghambatan mRNA),
menghalangi aliran nutrisi dan mengkelat logam esensial. Interaksi antara
komponen amino dengan ion Ca®* dan Mg?* dapat mencegah pembentukan dinding
sel bakteri dan memproduksi racun yang dapat menyebabkan pertumbuhan bakteri
terhambat (Kravanja, et al. 2019) (Gambar 9).
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Gambar 9. Mekanisme Antibakteri Kitosan Terhadap Bakteri Gram Negatif dan
Gram Positif (Kravanja, et al. 2009)

Kitosan termasuk salah satu polimer yang menyusun dinding sel jamur,
namun polimer kitosan juga berpotensi sebagai anti jamur. Dampak antijamur yang
ditimbulkan oleh kitosan terhadap pertumbuhan C. albicans yakni menstimulasi
terjadinya pengasaman ekstraseluler dan mengeluarkan ion positif terutama ion K*.
Kitosan menyebabkan penurunan fosfat dalam jumlah besar, meningkatkan beda
potensial sel transmembran, dan meningkatkan penyerapan Ca®*. Mekanisme
antifungi kitosan terhadap membran plasma diawali dengan gugus amino
bermuatan positif dari kitosan yang berikatan dengan permukaan sel. Kemudian,
dari hasil interaksi tersebut menyebabkan perpindahan ion K* dan terjadinya
gangguan keseimbangan akibat perbedaan konsentrasi kation internal dan
eksternal. Hal ini mengakibatkan hilangnya ion K*, sehingga terjadi proses
hiperpolarisasi membran plasma. Hiperpolarisasi membran plasma menyebabkan
penyerapan ion Ca?* meningkat, hilangnya molekul bermuatan negatif pada
permukaan sel, serta fungsi metabolisme sebagai fermentasi dan respirasi terganggu
(Gambar 10) (Pena, et al. 2013).
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(1) Chitosan “binds” to the membrane

(2) Displaces K* from the surface and/or
alters meml brane ory ganization

(3) This results in the efflux of K*

Gambar 10. Mekanisme kerja chitosan konsentrasi dalam menghambat
pertumbuhan C. albicans (Pena, et al. 2013).

2.8.2 Aktivitas Antimikroba Ekstrak Rimpang Jeringau
Aktivitas antibakteri rimpang jeringau diperoleh dari kandungan minyak

atsiri yang mengeluarkan senyawa aromatik. Kelompok terpenoid yang terkandung
dalam minyak atsiri rimpang jeringau yakni asaron dan euasaron. Kelompok
terpenoid ini memiliki kemampuan melisiskan sel bakteri melalui interaksi senyawa
dengan dinding sel bakteri, sehingga terjadi peningkatan tekanan osmotik (Rita,
dkk. 2017).

Sterol merupakan kelompok lipid esensial yang terdapat di sebagian besar
organisme eukariotik, serta memiliki peranan penting dalam stuktural sel dan proses
pensinyalan sel. Sterol pada jamur disebut dengan ergosterol (Dupont, et al. 2012).
Aktivitas antijamur pada spesies Candida sp. dari senyawa asarone (alpha asarone
dan beta asarone) yang terkandung dalam rimpang jeringau, memiliki peranan
penting dalam proses pembentukan ergosterol serta dampaknya secara tidak
langsung terhadap proliferasi, pensinyalan sel dan diferensiasi sel (Kumar, 2015).
Prinsip senyawa aktif f-asarone dalam minyak atsiri Acorus calamus terhadap
mekanisme antifungi yakni dengan cara mengganggu dan mengurangi kandungan
ergosterol dalam membran plasma fungi. Dari mekanisme tersebut akan berdampak
pada kematian sel (Gambar 11) (Venkatesan, et al. 2017).
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Depletion of ergosterol leads to loss
of membrane integrity leading to cell
death

Gambar 11. Aktivitas Antifungi Senyawa [3-asarone dalam Mengurangi

Komponen Ergosterol dan Menyebabkan Kematian Sel (Venkatesan, et al. 2017)
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METODOLOGI PENELITIAN

3.1 Jenis dan Rancangan Penelitian
Jenis  penelitian ini  merupakan penelitian eksperimental

laboratorium dan dianalisa secara deskriptif kuantitatif. Penelitian ini
menguji kemampuan antimikroba nanopartikel rimpang jeringau (Acorus
calamus L.) tersalut kitosan secara in vitro terhadap Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, dan Candida albicans dengan bahan uji
pembanding antara lain ekstrak rimpang jeringau, kitosan dan nanopartikel
kitosan. Sintesis nanopartikel diawali dengan ekstraksi maserasi simplisia
dengan 2 kali remaserasi. Dilanjut dengan metode gelasi ionik dan
ultrasonikasi untuk memperoleh nanopartikel.

Uji aktivitas antimikroba melalui 2 metode uji yakni metode difusi
kertas cakram (paper disc difussion) dan metode dilusi cair (broth
microdilution/ tube dilution method). Dilakukan 3 kali ulangan dalam uiji
aktivitas antimikroba. Dalam metode dilusi cair dilakukan 2 uji aktivitas
antimikroba yakni uji Konsentrasi Hambat Minimum (KHM) dan
Konsentrasi Bunuh Minimum (KBM). Data hasil metode difusi kertas
cakram berupa zona hambat atau zona hambat yang terbentuk. Data hasil
uji KHM berupa tingkat turbiditas (kejernihan) suspensi setelah inkubasi,
serta data hasil uji KBM berupa jumlah koloni yang tumbuh pada media
agar dari suspensi hasil uji KHM.

3.2 Waktu dan Tempat Penelitian
Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Agustus 2019 — Juli 2020

untuk sintesis nanopartikel jeringau tersalut kitosan dan nanopartikel
kitosan. Lalu, dilakukan uji aktivitas antimikroba bahan uji pada bulan
Oktober 2019 - Juli 2020. Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium
Fisiologi Hewan, Laboratorium Genetika dan Molekuler, Laboratorium

Mikrobiologi Jurusan Biologi, Laboratorium Kimia Organik Jurusan Kimia
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Fakultas Sains dan Teknologi Universitas Islam Negeri Maulana Malik
Ibrahim Malang dan Laboratorium Farmasetika Universitas Ma Chung

Malang.

3.3 Variabel Penelitian
Berikut variabel yang terdapat dalam penelitian ini:

3.3.1 Variabel Bebas
Variabel bebas dalam penelitian ini adalah bahan uji (nanopartikel

rimpang Acorus calamus tersalut kitosan, ekstrak rimpang Acorus calamus,
nanopartikel kitosan, dan kitosan). Selain itu, kontrol positif (K+) yakni
nistatin sebagai antijamur dan klindamisin sebagai antibakteri, serta kontrol
negatif (K-) yakni DMSO sebagai pelarut bahan organik.

Konsentrasi bahan uji yang digunakan dalam uji difusi kertas
cakram (paper disc difussion) menggunakan konsentrasi 2,5%, sedangkan
uji dilusi cair (uji KHM dan uji KBM) bahan uji menggunakan (konsentrasi
5%; 2,5%; 1,25%; 0,625%; dan 0,313%), serta K+ (konsentrasi 5% dan
2,5%) dan K- (konsentrasi 5%) (Hasan, 2015).

3.3.2 Variabel Terikat
Variabel terikat dalam penelitian ini yakni pada metode difusi kertas

cakram adalah besar diameter zona hambat yang terbentuk pada difusi
kertas cakram (paper disc difussion). Kemudian pada metode dilusi cair
yakni tingkat kekeruhan yang terlihat pada media NB (Nutrient Broth) dan
SDB (Sabaround Dextrose Broth), sumuran dengan suspensi media cair
yang jernih setelah diinkubasi {uji KHM}. Lalu, jumlah koloni bakteri dan
jamur yang muncul pada media agar padat untuk uji Konsentrasi Bunuh
Minimum {uji KBM}.

3.3.3 Variabel Terkendali
Variabel terkendali dalam penelitian ini adalah variabel yang

diperlakukan dalam keadaan yang sama antara lain lokasi, waktu, pH,
media, kertas cakram, cotton swab, inkubasi, suhu dan kelembapan.
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3.4 Alat Dan Bahan

3.4.1 Alat
Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini untuk ekstraksi dan sintesis

nanopartikel meliputi inkubator (Memmert, Beschickung-Loading Modell 100-
800, D91107 Schwabach), oven (Thermo Scientific, Heraeus, 63505
Langenselbold, Germany), Sentrifuge (Thermo Scientific [HeRaeus Labokuge
200]), timbangan analitik (Sartorius 37070 Goettingen, Germany), Hotplate
(Barnstead/thermolyne), vortex (Barnstead, Thermolyne Maxi Mix Il, Type
37600 Mixer), beaker glass 500 mL (IWAKI), gelas ukur 100 mL (IWAKI),
ultrasonic processor (Cole Pamer CV188), homogenizer (Ika T-25 ultra Turtax),
rotary vacum evaporator, deep freezer (Thermo), lemari pendingin, spatula,
corong kaca, botol flakol, eppendorf 15 mL, kertas label, tisu, alat tulis, kamera
digital.

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini untuk uji antimikroba
meliputi colony counter (Stuart SC6), autoklaf (ALP KT-30L/-30LDP, seri
802533), LAF (ESCO, AHC-4A1, 2007-26329), oven (Thermo Scientific
Heraeus, 63505 Langenselbold, Germany), spektrofotometer (BIO-RAD
SmartSpec™ Plus Spectrophotometer, 273 BR 0 4 0 49, U.S.A), vortex
(Barnstead Thermolyne Maxi Mix I, Type 37600 Mixer), autoklaf destruksi, hot
plate (Thermo Scienctific CIMAREC™), microplate 96-well (Biologix Europe,
07-6096 Cell Culture Plate), kertas cakram 6 mm (OXOID,
CT0998B,Basingstoke, UK), tabung reaksi, cawan petri, erlenmeyer 500 mL dan
250 mL, beaker glass 500 mL (IWAKI), gelas ukur 250 mL (IWAKI), triangle
glass, ose, pipet tetes, mikropipet (BIO-RAD, U.S.A), tip, kapas, kasa,
aluminium foil, plastik wrap, kertas label, plastik antileleh 3 kg, plastik 1 kg,
pinset, spatula, masker, latex.

3.4.2 Bahan
Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini antara lain 100 g serbuk

simplisia rimpang jeringau (Acorus calamus L.), kitosan, NaTPP, asam asetat
glasial (AAG), tween 80, isolat Candida albicans (CV.1423), Staphylococcus
aureus (1117-SV), dan Escherichia coli (1906-8V) dari vagina yang terindikasi
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terkena vaginitis. Media NA (MERCK), media NB (OXOID CM0001B), SDA
(HiMedia MO063-500G), SDB (HiMedia MV033-500G), NaCl 0,9%,
kloramfenikol (120, 360 mg), DMSO (30 mL), aquades, spirtus, etanol 70%,
alkohol 70% (OneMed Health Care).

3.5 Prosedur Penelitian

3.5.1 Pembuatan Ekstrak Rimpang Jeringau (Acorus calamus)
Pembuatan ekstrak rimpang jeringau (Acorus calamus) dilakukan dengan

membuat simplisia dari rimpang jeringau yang diperoleh UPT Materia Medika,
Batu. 100 g serbuk simplisia kemudian direndam (maserasi) dalam 500 mL
larutan etanol 70% dengan 3 kali pengulangan (2 kali remaserasi). Perlakuan ini
diharapkan dapat memperoleh kandungan senyawa aktif dari rimpang dengan
jumlah yang optimal. Maserat disaring menggunakan kertas saring hingga
diperoleh ampas kering. Hasil ekstrak lalu dipekatkan menggunakan rotary

vacum evaporator hingga diperoleh sediaan ekstrak pekat etanol (Ahmad, 2015).

3.5.2 Pembuatan Nanopartikel Jeringau (Acorus calamus) Tersalut Kitosan
Diencerkan 0,5 mL Asam Asetat Glasial (AAG) dalam 99,5 mL aquades

(AAG 1%). Disisi lain dilakukan pula pelarutan 0,1 mg STPP dalam 20 mL
aquades (STPP 0,5%). Dilarutkan 0,5 g kitosan 0,5% dilarutkan dalam 100 mL
AAG 1%. Dihomogenkan larutan kitosan dan STPP menggunakan magnetic
stirer. Ditambahkan dan dilarutkan 0,1 g ekstrak jeringau (Acorus calamus) ke
dalam larutan. Dihomogenizer 10.000 rpm selama 90 menit dan ditambahkan
larutan dengan 1 mL tween 80. Disonikasi dengan frekuensi 20 kHz amplitudo
80% selama 90 menit. Dimasukkan larutan dalam tube sebanyak 15 mL. Lalu
disentrifuge dengan kecepatan 5000 rpm selama 30 menit. Diambil bagian pelet,
kemudian dimasukkan dalam freezer selama 24 jam. Diinkubasi dengan suhu
40°C selama 24 jam. Digerus dan disaring hasil pelet yang telah beku
menggunakan ayakan 30 mesh. Diperoleh nanopartikel jeringau (Acorus
calamus L.) tersalut kitosan (Pakki, dkk. 2016 dimodifikasi).
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3.5.3 Pembuatan Nanopartikel Kitosan
Diencerkan 0,5 mL AAG dalam 99,5 mL aquades (AAG 1%). Disisi lain

dilakukan pula pelarutan 0,1 mg STPP dalam 20 mL aquades (STPP 0,5%).
Dilarutkan 0,5 g kitosan 0,5% dilarutkan dalam 100 mL AAG 1%.
Dihomogenkan larutan kitosan dan STPP menggunakan magnetic stirer 1000
rpm selama 10 menit. Ditambahkan larutan dengan 1 mL tween 80, lalu
dihomogenizer 10.000 rpm selama 90 menit. Disonikasi dengan frekuensi 20
kHz amplitudo 80% selama 90 menit. Dimasukkan larutan dalam tube sebanyak
15 mL. Lalu disentrifuge dengan kecepatan 5000 rpm selama 30 menit. Diambil
bagian pelet, kemudian dimasukkan dalam freezer selama 24 jam. Diinkubasi
dengan suhu 40°C selama 24 jam. Digerus dan disaring hasil pelet yang telah
beku menggunakan ayakan 30 mesh. Diperoleh nanopartikel kitosan (Pakki,
dkk. 2016 dimodifikasi).

3.5.4 Uji Antimikroba

1. Sterilisasi Alat
Sterilisasi alat diawali dengan mencuci bersih alat yang akan digunakan

dalam penelitian. Dikeringkan alat menggunakan tisu. Kemudian ditutup alat
gelas (tabung reaksi, erlenmeyer, dan gelas ukur) menggunakan kapas dan kasa.
Dirapatkan penutup alat gelas menggunakan kertas wrap dan alumunium foil.
Sedangkan pada cawan petri dibungkus menggunakan kertas (bagian tinta
tulisan tidak mengenai cawan). Seluruh alat tersebut kemudian dikemas dalam
plastik tahan panas. Disterilisasi semua alat menggunakan autoklaf bersuhu
121°C dengan tekanan 15 Psi selama 30 menit. Sedangkan sterilisasi media
dalam autoklaf bersuhu 121°C tekanan 15 Psi selama 15 menit. Selain itu,
sterilisasi pinset dan jarum ose dapat dilakukan dengan memanaskan alat di atas
api yang berpijar hingga menimbulkan warna merah pada alat (Berlian, dkk.
2016).
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2. Pembuatan Media

A. Nutrient Agar (NA)
Pembuatan media nutrient agar dilakukan dengan cara ditimbang

nutrient agar bubuk sebanyak 5 g. Kemudian dilarutkan dalam 250 mL aquades.
Lalu dipanaskan dan dihomogenkan media dalam erlenmeyer menggunakan
magnetic strirer. Lalu media yang telah homogen disterilisasi dalam autoklaf
pada suhu 121°C tekanan 1 atm selama 15 menit. Media yang sudah steril
dituang dalam tabung reaksi untuk media miring sebanyak 5 mL/tabung. Selain

itu, media nutrient agar juga dituang dalam cawan petri (Berlian, dkk. 2016).

B. Nutrient Broth (NB)
Pembuatan media nutrient broth dilakukan dengan cara ditimbang

nutrient broth bubuk sebanyak 2 g. Kemudian dilarutkan dalam 250 mL
aquades. Lalu dipanaskan dan dihomogenkan media dalam erlenmeyer
menggunakan magnetic strirer. Lalu media yang telah homogen disterilisasi
dalam autoklaf pada suhu 121°C tekanan 1 atm selama 15 menit (Berlian, dkk.
2016).

C. Sabaround Dextrose Agar (SDA)
Pembuatan media sabaround dextrose agar dilakukan dengan cara

ditimbang sabaround dextrose agar bubuk sebanyak 16,25 g. Kemudian
dilarutkan dalam 250 mL aquades. Ditambahkan 120 mg kloramfenikol sebagai
antibiotik untuk bakteri (Rajalakshmi, et al. 2017) dan 4,8 mL NaCl 0,9% ke
dalam larutan media. Lalu dipanaskan dan dihomogenkan media dalam
erlenmeyer menggunakan magnetic strirer. Lalu media yang telah homogen
disterilisasi dalam autoklaf pada suhu 121°C tekanan 1 atm selama 15 menit.
Media yang sudah steril dituang dalam tabung reaksi media miring sebanyak 5
mL/tabung. Selain itu, media sabaround dextrose agar juga dituang dalam
cawan petri (Berlian, dkk. 2016).

D. Sabaround Dextrose Broth (SDB)
Pembuatan media sabaround dextrose broth dilakukan dengan cara

ditimbang sabaround dextrose broth bubuk sebanyak 7,5 g. Kemudian
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dilarutkan dalam 250 mL aquades. Lalu dipanaskan dan dihomogenkan media
dalam erlenmeyer menggunakan magnetic strirer. Lalu media yang telah
homogen disterilisasi dalam autoklaf pada suhu 121°C tekanan 1 atm selama 15
menit (Berlian, dkk. 2016).

3. Pengecekan Kemurnian Sediaan dan Peremajaan Biakan Mikroba Uji

A. Bakteri Uji
Pengecekan kemurnian sediaan bakteri uji dilakukan dengan cara dikultur

sediaan Escherichia coli dan Staphylococcus aureus indukan ke dalam media
cair NB, kemudian dilanjut dengan identifikasi kemurnian sediaan. Lalu, diambil
1 ose suspensi bakteri uji dari media cair. Disubkultur jamur uji menggunakan
metode gores (streak plate) pada cawan petri berisi media agar padat media NA
dan diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam untuk memastikan kemurnian dan
viabilitas inokulum. Lalu setelah diinkubasi, diidentifikasi kemurnian bakteri uji
berdasarkan koloni yang terbentuk di permukaan media agar (dinyatakan murni
bila bentuk, jenis, dan warna koloni yang terbentuk seragam). Isolat yang telah
murni dapat diremajakan dengan menginokulasikan sebanyak 1 ose sediaan
bakteri ke dalam media NA miring. Ditutup bagian tabung reaksi dengan kapas
dan kasa (Berlian, dkk. 2016).

B. Jamur Uji
Pengecekan kemurnian sediaan jamur uji dilakukan dengan cara dikultur

sediaan Candida albicans indukan ke dalam media cair SDB, kemudian dilanjut
dengan identifikasi kemurnian sediaan. Lalu, diambil 1 ose suspensi jamur uji
dari media cair. Disubkultur jamur uji menggunakan metode gores (streak plate)
pada cawan petri berisi media agar padat media SDA dan diinkubasi pada suhu
37°C selama 24 jam untuk memastikan kemurnian dan viabilitas inokulum. Lalu
setelah diinkubasi, diidentifikasi kemurnian jamur uji berdasarkan koloni yang
terbentuk di permukaan media agar (dinyatakan murni bila bentuk, jenis, dan
warna koloni yang terbentuk seragam). Isolat yang telah murni dapat

diremajakan dengan menginokulasikan sebanyak 1 ose sediaan jamur ke dalam
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media SDA miring. Ditutup bagian tabung reaksi dengan kapas dan kasa
(Berlian, dkk. 2016).

4. Pembuatan Suspensi Mikroba Uji

A. Bakteri Uji
Dilarutkan bakteri uji dalam larutan NaCl 0,9% untuk dilihat nilai

absorbansi atau kerapatan sel dalam suspensi tersebut (Makagansa, dkk. 2015).
Di vortex suspensi hingga homogen selama 15 detik. Lalu, disetarakan jumlah
kepadatan sel bakteri dalam suspensi setara larutan standar 0,5 McFarland.
Standar 0,5 McFarland inokulum bakteri untuk digunakan dalam uji aktivitas
antimikroba yakni 108 CFU/mL (Berlian, dkk. 2016) dan uji mikrodilusi cair
yakni 5x10° CFU/mL (Gambar 12). Verifikasi kepadatan sel bakteri dilihat dari
nilai absorbansi uji spektrofotometer pada panjang gelombang 625 nm dengan
rentang nilai OD 0,08-0,13 = 108 CFU/mL (standar 0,5 McFarland) (CLSI,
2012).

B. Jamur Uji
Dilarutkan jamur uji dalam larutan NaCl 0,9% untuk dilihat nilai absorbansi

atau kerapatan sel dalam suspensi tersebut (Makagansa, dkk. 2015). Di vortex
suspensi hingga homogen selama 15 detik. Lalu, disetarakan jumlah kepadatan
sel yeast dalam suspensi sesuai dengan larutan standar 0,5 McFarland.
Dilakukan pengukuran kepadatan sel yeast menggunakan spektrofotometer
dengan panjang gelombang 600 nm (OD600=0,07), setara dengan 10® CFU/mL
untuk fungi (McFarland Standard 1: dikonfirmasi melalui plate count) (Yuan, et
al. 2019). Dilakukannya pengenceran bertingkat pada suspensi yeast dengan
media cair hingga menghasilkan jumlah koloni 5 x 10%-2,5 x 10° sel/mL
(suspensi yeast untuk uji dilusi cair) (NCCLS, 2002).

5. Uji Zona Hambat (Disk Diffusion Method)
Dibuat 3 juring lingkaran pada cawan petri untuk 3 area pengulangan

kertas cakram. Ditambahkan 100 pL suspensi mikroba sesuai Mc Farland
standar pada permukaan media padat. Lalu, dilakukan swab inokulum pada
permukaan media padat (Hudzicki, 2009). Diamkan inokulum hingga mengering
dengan membiarkan tutup cawan sediktit terbuka dalam suhu ruang. Lalu,
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disiapkan larutan antimikroba dengan cara dilarutkan 25 mg serbuk antimikroba
dalam 1 mL DMSO (konsentrasi 2,5%) (Mahboubi, et al. 2015).

Kemudian, direndam kertas cakram steril berdiamter 6 mm (Hudzicki,
2009) dalam larutan antimikroba selama 30 menit (Al-Qudah, et al. 2017) dan
diletakkan di atas permukaan inokulum yang telah mengering. Peletakan kertas
cakram tidak boleh memiliki jarak kurang dari 24 mm untuk mengantisipasi
besar zona hambat yang terbentuk, sehingga mudah untuk diukur. Pada kertas
cakram berukuran 150 mm tidak boleh diberikan 12 buah dalam 1 petri,
sedangkan kertas cakram berukuran 100 mm tidak boleh diberikan 5 cakram
dalam 1 petri (Hudzicki, 2009). Masa inkubasi inokulum S. aureus dan E. coli
yakni 35°C+2°C selama 16-18 jam (CLSI, 2016). Sedangkan untuk yeast
diinkubasi pada suhu 35°C+2°C selama 20-24 jam (Balouiri, et al. 2016), lalu
dihitung diameter zona hambat yang terbentuk setelah masa inkubasi. Zona
hambat yang terbentuk setelah inkubasi inokulum diukur menggunakan jangka
sorong (mm) (Toy, dkk. 2015).

Diameter zona hambat diukur dengan cara mengukur besar diameter
keseluruhan dari diameter zona hambat yang terbentuk dan diameter kertas
cakram, lalu hasilnya dikurangi dengan besar diameter kertas cakram. Apabila
bentuk zona hambat terlalu besar dan bersinggungan dengan zona hambat
lainnya dalam satu cawan, maka diukur jari-jari zona hambat lalu dikalikan dua
(Hudzicki, 2009).

6. Uji KHM dan Uji KBM (Broth Microdilution Method)
Mengacu pada penelitian Hasan (2015) digunakan konsentrasi bertingkat

dengan konsentrasi setengah dari konsentrasi sebelumnya yaitu 50%, 25%,
12,5%, 6,25%, 3,13%, 1,56%, 0,78%, dan 0,39%. Pada penelitian ini larutan
antimikroba terdiri dari perlakuan yakni bahan uji dengan konsentrasi (5%;
2,5%; 1,25%; 0,625%; 0,313%][b/Vv]), K+ (5% dan 2,5%), dan K- (5%).
Pembuatan larutan antimikroba dengan konsentrasi 5% dilakukan dengan
dilarutkan 50 mg serbuk ekstrak ke dalam 1 mL DMSO. Kemudian, larutan uji

diencerkan 1:10 dalam media cair steril. Lalu dimasukkan 200 pL larutan bahan
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uji (konsentrasi 5%) untuk uji hambat minimum pada sumuran pertama.
Dilakukan pengenceran bertingkat pada setiap bahan uji dan kontrol positif
(konsentrasi 5%) dengan diambil 100 pL dari konsentrasi awal, lalu diletakkan
dalam sumuran selanjutnya yang telah diberi 100 pL media cair steril. Di sisi
lain, suspensi mikroba Mc Farland diencerkan 1:150 dalam media cair steril
(Gambar 12). Kemudian setiap sumuran ditambahkan dengan 100 pL kultur
mikroba (Devi & Deepak 2009).

m"{: Sterile Mueller Hinton broth (MHB) medium
i

1) Dilution of 1/10 ¢
)

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

Drug-free wells

Preparation of drug solution .
P s &~ Controlof growth

at a desired concentration 3) Transfer 100 pL
in sterile distilled water,
ethanol or DMSO

7) Incubation at 35°C for 18 h l m /150 n MHB

Bacterial Suspension of 0.5
McFarland

6) Inoculation : transfer 50
1L of inoculum in each well

Microbial inoculum \
containing 10° CFU/mL \,

Gambar 12. Metode Broth Microdilution untuk Uji Antimikroba berdasarkan
Ketentuan CLSI (Balouiri, et al. 2016)

Dinkubasi inokulum S. aureus dan E. coli yakni 35°C+2°C selama 16-20
jam (CLSI, 2016). Sedangkan masa inkubasi inokulum C. albicans yakni 35°C
selama 24-48 jam (NCCLS, 2002). Perlakuan KHM diletakkan pada microplate
96-well plate. Microplate diinkubasi dan dikocok menggunakan shaker dengan
kecepatam 120 rpm (Mabhiza, et al. 2016). Dari hasil KHM diperoleh
konsentrasi terendah dari antimikroba yang tidak menunjukkan adanya
pertumbuhan mikroba (tidak keruh).
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Dikatakan positif KHM bila pada tabung tersebut tidak menunjukkan
adanya kekeruhan dari pertumbuhan mikroba. Lalu, dilanjutkan dengan
konfirmasi pertumbuhan mikroba melalui uji kadar bunuh minimum (KBM).
Diambil 100 pL suspensi dari setiap tabung, lalu diinokulasikan pada cawan
petri steril (Yuan, et al., 2019). Kemudian masing-masing cawan ditambahkan
media agar cair, lalu diratakan agar dan suspensi mikroba (pour plate) (Sari, et
al., 2019). Diinkubasi setiap cawan dengan suhu 37°C untuk bakteri selama 24
jam dan suhu ruangan untuk jamur selama 24 jam. Uji konfirmasi jumlah koloni
mikroba dilakukan dengan menggunakan metode Total Plate Count (Yuan, et
al. 2019). Perhitungan koloni mikroba dilakukan dengan pengamatan secara
langsung menggunakan alat digital colony counter tanpa alat bantu mikroskop
(Yunita, dkk. 2015).

7. Intepretasi Jumlah Koloni

Intepretasi jumlah koloni yang dapat dihitung sesuai standar Total Plare
Count yakni 30-300 koloni/cawan. Perhitungan koloni menggunakan alat colony
counter. Terdapat beberapa persyaratan intepretasi perhitungan koloni, antara lain
(APHA, AWWA WEF., 2005):

1. Dinyatakan satu koloni apabila koloni berdiri sendiri (tidak tumpang
tindih atau bergabung dengan koloni lain dan terdapat jarak antar koloni).

2. Dihitung satu koloni apabila ditemukan suatu koloni saling tumpang
tindih atau bersingunggan dengan koloni lain.

3. Dihitung satu koloni apabila ditemukan suatu koloni berantai atau
bergabung yang tidak dapat dibedakan secara jelas koloni penyusunnya.
Sedangkan apabila koloni berantai yang saling tumpang tindih dapat
dibedakan koloni penyusunnya, maka setiap koloni yang berbeda
dihitung satu koloni.

4. Dihitung satu koloni apabila ditemukan suatu koloni yang menyebar
(spreader) dengan karakter sebagai berikut:

a. Membentuk koloni berantai yang tidak dapat dibedakan

dengan jelas koloni penyusunnya.
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b. Koloni yang tumbuh di antara agar dengan bagian bawah
agar.
c. Koloni yang tumbuh di bagian lapisan air tipis permukaan

agar atau bagian tepi agar.

3.5.5 Analisis Data
Data hasil uji aktivitas antimikroba nanopartikel rimpang jeringau (Acorus

calamus L.) diperoleh dengan cara mengukur luas diameter zona hambat yang
terbentuk menggunakan jangka sorong. Intepretasi hasil zona hambat diperoleh dari
besarnya diameter zona hambat (Toy, dkk. 2015). Mengukur konsentrasi hambat
minimum (KHM) dengan cara melihat konsentrasi terendah suspensi yang tidak
menunjukkan pertumbuhan mikroba (tampak jernih). Mengevaluasi kadar bunuh
minimum (KBM) dengan cara menghitung koloni yang tumbuh pada media agar
padat dari suspensi hasil KHM (Devi & Deepak, 2009) menggunakan colony
counter (Total Plate Count) (Yunita, dkk. 2015).



BAB IV

HASIL DAN PEMBAHASAN

Data hasil aktivitas antimikroba bahan uji (nanopartikel rimpang jeringau
tersalut Kkitosan, ekstrak rimpang jeringau, nanopartikel kitosan dan Kkitosan)
didapatkan melalui uji Kirby-bauer dan Microdilution Tube. Data yang didapat
kemudian dianalisis secara deskriptif kuantitatif.

4.1 Aktivitas Antimikroba Berdasarkan Uji Kirby-bauer

Uji difusi cakram bertujuan untuk mengetahui kemampuan hambat sampel
uji terhadap mikroba uji berdasarkan besar diamater hambat yang terbentuk. Uji
difusi cakram dilakukan dengan merendam kertas cakram steril pada larutan uiji,
lalu diletakkan di permukaan media agar yang telah ditanami mikroba uji
menggunakan metode spread plate (teknik swab). Konsentrasi yang digunakan
adalah 2,5%. Hasil yang diperoleh berupa diameter zona hambat yang dapat dilihat
pada Tabel 3.
Tabel 3. Hasil Uji Kirby-bauer

Perlakuan Diameter Zona Hambat (mm) + SD
Staphylococcus aureus Escherichia coli Candida albicans
Rata-rata | Kategori | Rata-rata | Kategori Rata-rata | Kategori
Daya Daya Daya
Hambat Hambat Hambat
K+ 38,17 + Sangat 2849+ 172 Sangat 16,64 + Kuat
3,77 Kuat Kuat 0,96
K- 0 Tidak Ada 0 Tidak Ada 0 Tidak Ada
Nanopartikel 241 Sangat S 27/ 2= AL AL Kuat 11,25 + Kuat
Jeringau Kuat 2,48
Tersalut
Kitosan
Ekstrak 29,1+1,35 Sangat 11,66 = Kuat 7,38 +0,19 Sedang
Jeringau Kuat 0,94
Nanopartikel 2531+ Sangat 10,81+1 Kuat 6,8+1,04 Sedang
Kitosan 1,94 kuat
Kitosan 10,32 + Kuat 596 * Sedang 5,63 + 0,65 Sedang
1,24 0,95
Keterangan:
K+ (Kontrol Positif) : Klindamisin (antibakteri) dan Nistatin (antifungi)
K- (Kontrol Negatif) : DMSO

51
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Berdasarkan tabel data di atas diperoleh diameter zona hambat nanopartikel
jeringau tersalut kitosan terhadap S. aureus sebesar 24 mm, E. coli sebesar 15,27
mm dan C. albicans sebesar 11,25 mm (Gambar 13). Diameter zona hambat ekstrak
jeringau terhadap S. aureus sebesar 29,1 mm, E. coli sebesar 11,66 mm dan C.
albicans sebesar 7,38 mm. Diameter zona hambat nanopartikel kitosan terhadap S.
aureus sebesar 25,31 mm, E. coli sebesar 10,81 mm dan C. albicans sebesar 6,8
mm. Diameter zona hambat kitosan terhadap S. aureus sebesar 10,32 mm, E. coli
sebesar 5,96 mm dan C. albicans sebesar 5,63 mm (Dapat dilihat pada Lampiran
6).

Dosis yang digunakan dalam uji difusi cakram yakni 25 mg/mL atau setara
dengan konsentrasi 2,5%. Hasil penelitian Rita, dkk (2017) bahwa aktivitas
antibakteri minyak atsiri A. calamus lebih tinggi terhadap S. aureus dibandingkan
dengan E. coli. Berdasarkan penelitian Rita, et al (2017) besar zona hambat yang
terbentuk dari minyak atsiri rimpang jeringau terhadap C. albicans yakni 2% (9,1
mm), 3% (10,07mm), 4-5% (10,27mm), 10% (11,23mm). Bila dibandingkan
dengan hasil yang diperoleh maka dengan konsentrasi 2,5% sudah dapat
menghambat mikroba dalam kategori sedang-sangat kuat.

Data hasil uji zona hambat menunjukkan bahwa baik nanopartikel rimpang
jeringau tersalut Kkitosan, nanopartikel Kitosan, kitosan, dan ekstrak jeringau
memiliki kemampuan menghambat paling besar pada S. aureus, lalu E. coli dan
yang terakhir yakni pada C. albicans. Hal ini terjadi karena karakter dinding sel
setiap isolat memiliki penyusun yang berbeda, sehingga kemampuan bahan uji
dalam menembus ke dalam tubuh mikroba untuk melakukan aktivitas antimikroba
pun berbeda-beda. Sesuai dengan hasil uji aktivitas antibakteri yang dilakukan oleh
Soleimani, et al. (2015) bahwa aktivitas antibakteri nanopartikel vancomycin
tersalut kitosan menghasilkan daya hambat lebih tinggi pada bakteri Gram positif
(S. aureus) daripada daya hambat pada bakteri Gram negatif (E. coli).

Dinding sel bakteri Gram positif hanya tersusun dari peptidoglikan dalam
jumlah besar. Lapisan peptidoglikan terdiri dari jaringan dengan banyak pori, yang
memungkinkan penetrasi molekul eksogen ke dalam sel. Sebaliknya, dinding sel

bakteri Gram negatif tersusun atas membran peptidoglikan (lapisan tengah atau
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bagian dalam) dan membran luar yang terdiri dari fosfolipid, lipopolisakarida, dan
lipoprotein. Struktur dinding sel bilayer yang canggih ini dengan membran luar dan
dalam membentuk penghalang yang kuat terhadap molekul asing dengan berat
molekul tinggi (Feng, et al., 2000). Dinding sel bakteri Gram negatif oleh
lipopolisakarida dapat memblok penetrasi dari komponen hidrofobik terpenoid,
sedangkan pada Gram positif lebih sensitif terhadap komponen terpenoid
(Beveridge, et al., 1999).

Bagian dinding hifa C. albicans lebih banyak mengandung kitin tiga kali
lebih tinggi dibandingkan pada yeast. Dinding sel C. albicans tersusun atas dua
lapisan. Inti utama dinding sel terdiri dari kerangka B-glukan-kitin yang bertugas
untuk kekuatan dan bentuk dinding sel. Kitin tertelak di lapisan dalam dinding sel
yang bertugas dalam pembentukan septum, viabilitas, bentuk dan integritas sel.
Lapisan luar dinding sel C. albicans dikemas dengan mannoprotein. Komponen
dalam dinding sel C. albicans memiliki permeabilitas dan porositas yang rendah,
sehingga menghambat antimikroba untuk melewati membran sel jamur (Garcia-
Rubio, et al., 2020).

Hasil diameter zona hambat bahan uji dibandingkan dengan kontrol positif
yang memiliki luas diameter zona hambat terhadap S. aureus sebesar 38,17 mm, E.
coli sebesar 28,49 mm dan C.albicans sebesar 16,64 mm. Kemudian, hasil kontrol
negatif mikroba menggunakan pelarut DMSO tidak menghasilkan zona hambat
atau dapat dikatakan tidak memiliki potensi antimikroba.

Klindamisin adalah antibiotik turunan linkomisin yang berperan
menghambat sintesis protein bakteri (Katzung, et al., 2012). Mekanisme antibakteri
klindamisin menghambat reproduksi bakteri dengan cara menghambat sintesis
protein. Tindakan klindamisin melibatkan pemotongan pemanjangan rantai peptida
memblokir situs A di ribosom, kesalahan dalam membaca kode genetik atau
mencegah perlekatan rantai oligosakarida pada glikoprotein (Liling, dkk., 2020).
Menurut Sabol, et al. (2006) klindamisin merupakan antibiotik yang dianggap dapat
digunakan untuk pengobatan organisme Gram positif. Berdasarkan penelitian
Bitew, et al (2017) 86% isolat E.coli rentan terhadap amikacin dan tobramycin.
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Nistatin merupakan agen antifungi yang sering digunakan untuk mengobati
kandidiasis, termasuk infeksi kandidiasis pada saluran pencernaan (Dowd, 2007).
Nistatin termasuk dalam kelompok poliene yang dapat merusak membran sel
(ergosterol) fungi. Mekanisme antifungi antibiotik ini yakni dengan merusak
ergosterol secara permanen (Lubis, 2008). Nistatin mengikat ergosterol dalam
membran sitoplasma jamur, membentuk saluran yang memungkinkan K* dan Mg?*
mengalami kebocoran (ion keluar dari sel). Peristiwa tersebut menyebabkan
perubahan permeabilitas sel dan kematian sel (De Carvalho, et al., 2019).

Pelarut dalam penelitian ini menggunakan pelarut DMSO (Dimethyl
sulfoxide) yang sekaligus digunakan sebagai kontrol negatif untuk memastikan
adanya pengaruh antimikroba hanya berasal dari sampel bahan uji. Ekstrak rimpang
jeringau cair mudah larut dalam DMSO. Berdasarkan penelitian Mohammadi, et al.
(2019) DMSO merupakan pelarut organik (hidrofilik) dan memiliki stabilitas yang
baik. Dalam penelitian tersebut DMSO digunakan sebagai pelarut nanopartikel
kitosan. Selain itu, berdasarkan penelitian Ulfah (2020) menyatakan bahwa uji zona

hambat pelarut DMSO (kontrol negatif) tidak menghasilkan aktivitas antibakteri

atau bersifat netral.

Gambar 13. Hasil pengamatan uji difusi cakram (Kirby-Bauer) dari Nanopartikel
jeringau tersalut kitosan terhadap (a). Staphylococcus aureus, (b)
Escherichia coli dan (c) Candida albicans

Metode difusi cakram dipengaruhi oleh banyak faktor fisik dan kimia,
antara lain pH, suhu inkubasi, kemampuan difusi antimirkoba ke dalam media,
stabilitas bahan obat, ukuran molekul, zat inhibitor dan sifat dari media (Jawetz,
dkk., 2001). Menurut Nurliana (2009) uji aktivitas antimikroba dengan difusi
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cakram dapat dipengaruhi oleh jenis antimikroba (konsentrasi dan polaritas),
ukuran cakram kertas, kandungan senyawa beserta bahan yang terbawa oleh sampel
uji, dan jenis mikroba uji. Efek senyawa antimikroba juga dapat tergantung pada
proses ekstraksinya. Prescott (2005) menambahkan bahwa faktor yang
mempengaruhi perbedaan zona hambat diantaranya yaitu jarak dan waktu
pemasangan kertas cakram.

Daya hambat nanopartikel rimpang jeringau tersalut kitosan terhadap S.
aureus lebih rendah jika dibandingkan dengan ekstrak rimpang jeringau. Kendala
dalam uji difusi cakram ini adalah kelarutan sampel nanopartikel jeringau tersalut
kitosan dalam DMSO yang rendah. Selain itu, sampel nanopartikel jeringau tersalut
kitosan mudah menggumpal. Berdasarkan analisis SEM nanopartikel rimpang
jeringau tersalut kitosan oleh Muchtaromah, et al. (2020) memiliki ukuran yang
tergolong besar dan berbentuk seperti bongkahan kristal. Dewi (2010)
menyebutkan bahwa kelarutan zat aktif larutan uji dan perbedaan kecepatan proses
difusinya pada media agar mempengaruhi besar zona hambat yang terbentuk.
Aglomerasi partikel bahan uji menyebabkan sampel tidak berdifusi sempurna pada
kertas cakram, sehingga bahan antimikroba tidak dapat meluas pada permukaan
media dan mengakibatkan mikroba dapat tumbuh disekitar kertas cakram (Prawira,
2013). Pada proses sintesis nanopartikel membutuhkan penanganan yang tepat
karena partikel yang terbentuk berpotensi besar mengalami agregasi. Penjerapan
obat dipengaruhi oleh interaksi obat dengan polimer, berat molekul polimer,
kelarutan obat dalam matriks, dan komposisi polimer (Lanimarta, 2012). Namun,
meskipun terdapat kendala dalam kelarutan sampel bahan uji, hasil zona hambat
yang diperoleh relatif tinggi.

Rimpang jeringau (Acorus calamus) memiliki kandungan fitokimia
diantaranya steroid, tannin, glikosida, diterpen, dan triterpen (Barua, et al., 2014).
Selain itu, aktivitas antimikroba dapat terjadi karena adanya kandungan fenol dan
derivatnya seperti flavonoid, alkaloid dan saponin dalam rimpang jeringau. Fenol
bertugas dalam memicu inaktivasi enzim seluler, sehingga terjadi perubahan
permeabilitas membran. Fenol menyebabkan influks berlebih pada substansi

ekstraseluler yang mengakibatkan kebocoran komponen intraseluler, di awali
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dengan pelepasan ion K* yang menjadi tanda kerusakan membran. Melalui proses
koagulasi, fenol dapat merusak organ intraseluler bakteri, serta merusak proton
motive force yang berperan dalam produksi energi bagi mikroba (Purwanti & Ressi,
2016). Fenol dapat mendenaturasi protein, sehingga mengakibatkan aktivitas
metabolisme sel dikatalisis oleh suatu enzim yang merupakan protein (Harborne,
1996).

Flavonoid termasuk kelompok senyawa fenol yang cenderung mengikat
protein sehingga menghambat aktivitas enzim pada mikroba dan terjadi penurunan
aktivitas metabolisme (Purwanti & Ressi, 2016). Flavonoid mampu berikatan
dengan adhesin, polipeptida dinding sel dan membrane-bound enzymes
(membentuk kompleks) dengan protein ekstraseluler terlarut dan dengan dinding
sel. Hal ini menyebabkan mikroorganisme tidak dapat melekat dan menginvasi sel
(Harborne, 1996).

Saponin mampu meningkatkan permeabilitas membran sehingga terjadi
hemolisis (pecah) sel ketika berinteraksi dengan membran sel mikroba. Alkaloid
bekerja sebagai antimikroba dengan cara mengganggu komponen penyusun
peptidoglikan sel bakteri, sehingga pertumbuhan bakteri terhambat (Purwanti &
Ressi, 2016). Mekanisme antifungi alkaloid dan terpenoid dengan cara
menghambat respirasi sel jamur. Tannin merupakan metabolit sekunder pada
tumbuhan yang mampu membentuk ikatan stabil dengan protein, akibatnya terjadi
koagulasi protoplasma mikroba. Tannin berpotensi sangat toksik terhadap fungi
berfilamen dan bakteri (Harborne, 1996).

Derivat fenol memiliki aktivitas antibakteri yang kuat pada bakteri Gram
positif dibandingkan bakteri Gram negatif karena perbedaan komposisi lapisan
dinding sel. Lapisan hidrofilik yang mengandung polisakarida pada membran
bakteri Gram negatif berperan melindungi sel terhadap penetrasi molekul antibiotik
dan ruang periplasma yang hanya terdapat pada bakteri Gram negatif mengandung
beberapa enzim yang bisa merusak zat ekstraseluler. Flavonoid bersifat polar dan
mudah menembus lapisan peptidoglikan (polar) yang banyak terkandung dalam
bakteri Gram positif. Dinding sel bakteri Gram positif mengandung polisakarida

(asam teikoat). Polimer tersebut mudah larut dalam air, sehingga dinding sel bakteri
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Gram positif lebih polar daripada dinding sel bakteri Gram negatif (Purwanti &
Ressi, 2016).

Aktivitas antibakteri rimpang jeringau diperoleh dari kandungan minyak
atsiri yang mengeluarkan senyawa aromatik. Kelompok terpenoid yang terkandung
dalam minyak atsiri rimpang jeringau yakni asaron dan euasaron. Kelompok
terpenoid ini memiliki kemampuan melisiskan sel bakteri melalui interaksi senyawa
dengan dinding sel bakteri, sehingga terjadi peningkatan tekanan osmotik (Rita,
dkk. 2017).

Sterol merupakan kelompok lipid esensial yang terdapat di sebagian besar
organisme eukariotik, serta memiliki peranan penting dalam stuktural sel dan proses
pensinyalan sel. Sterol pada jamur disebut dengan ergosterol (Dupont, et al. 2012).
Aktivitas antijamur pada spesies Candida sp. dari senyawa asarone (a-asarone dan
[-asarone) yang terkandung dalam rimpang jeringau, memiliki peranan penting
dalam proses pembentukan ergosterol serta dampaknya secara tidak langsung
terhadap proliferasi, pensinyalan sel dan diferensiasi sel (Kumar, 2015). Prinsip
senyawa aktif B-asarone dalam minyak atsiri Acorus calamus terhadap mekanisme
antifungi yakni dengan cara mengganggu dan mengurangi kandungan ergosterol
dalam membran plasma fungi. Dari mekanisme tersebut akan berdampak pada
kematian sel (Venkatesan, et al. 2017).

Aktivitas rimpang jeringau (A. calamus L.) tersalut kitosan juga memperoleh
dampak positif dari penggunaan kitosan sebagai penyalut bahan alam. Nanopartikel
sebagai molekul bermuatan positif, seperti senyawa amonium kuartener yang
berperan dalam infeksi biofilm yang dapat dicapai secara eksternal. Kuat daya tarik
ganda elektrostatik terlokalisasi pada saat permukaan nanopartikel dengan bakteri
dapat menghasilkan kerusakan membran yang parah dan kematian sel selanjutnya
(contact-killing) (Liu, et al. 2019).

Bentuk nanopartikel memiliki kemampuan membunuh kontak karena
bentuknya dapat meningkatkan gaya adhesi lokal yang dapat menghasilkan
perubahan dalam tegangan permukaan membran dan kerusakan membran
selanjutnya. Meskipun nanopartikel berbentuk sferis lebih mudah melintasi

membran sel, namun nanopartikel yang tidak berbentuk sferis atau tidak berartuen
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memiliki bentuk permukaan yang disebut pisau nano karena adanya tepi tajam
graphene oxide yang dapat menusuk membran sel bakteri, sehingga terjadi
kebocoran matriks intraseluler dan kematian sel. Selain itu, nanopartikel dapat
menghasilkan panas karena adanya resonansi plasmon. Ketika nanopartikel
terlokalisasi di dalam biofilm, terjadi peningkatan suhu sehingga membunuh
bakteri di dalam biofilm. Nanopartikel juga dikenal karena pelepasan ionnya yang
luas dapat menghasilkan kematian sel bakteri (Liu, et al., 2019).

Rantai kitosan memiliki muatan positif dan dapat berinteraksi dengan
permukaan sel bakteri bermuatan negatif, akibatnya terjadi kerusakan membran,
kebocoran komponen intraseluler, penghambatan sintesis protein dan transkripsi
MRNA dengan mengikat DNA. Khasiat antimikroba kitosan umumnya lebih efektif
dalam menghambat pertumbuhan bakteri Gram positif daripada bakteri Gram
negatif. Nanopartikel berperan dalam melawan bakteri, jamur, dan virus (Liu, et al.
2019). Aktivitas antibakteri oleh oligomer kitosan disebabkan oleh penghambatan
transkripsi DNA (Liu, et al. 2001).

Sifat polikationik kitosan menyebabkan pelepasan komponen antar sel,
mengikat DNA bakteri (penghambatan mRNA), menghalangi aliran nutrisi dan
mengkelat logam esensial. Interaksi antara komponen amino dengan ion Ca®* dan
Mg?* dapat mencegah pembentukan dinding sel bakteri dan memproduksi racun
yang dapat menyebabkan pertumbuhan bakteri terhambat (Kravanja, et al. 2019).

Target antifungi kitosan terhadap C. albicans yakni melalui penghambatan
adhesi sel, sehingga dapat mengganggu tahap awal dalam pembentukan biofilm,
mengganggu terbentuknya kolonisasi, menghambat perkembangan patogenesis dan
infeksi. Ikatan kuat kitosan pada sel jamur dapat menurunkan muatan permukaan
negatif dari membran jamur. Akibatnya konsentrasi kation (K*) di permukaan sel
menurun, sehingga mengganggu keseimbangan antara konsentrasi internal dengan
eksternal sel. Selain itu, interaksi tersebut mengakibatkan perbedaan potensial
listrik membran (De Carvalho, et al., 2019). Hilangnya ion K" menyebabkan
penyerapan ion Ca?* meningkat (hiperpolarisasi membran plasma), sehingga fungsi
metabolisme sebagai fermentasi dan respirasi sel terganggu (Pena, et al. 2013).



59

Aktivitas antimikroba nanopartikel kitosan lebih tinggi dibandingkan
serbuk kitosan. Hal ini dikarenakan polikationik nanopartikel kitosan memiliki luas
permukaan dan kerapatan muatan yang lebih tinggi daripada serbuk kitosan, serta
dapat berinteraksi lebih tinggi dengan permukaan sel bakteri yang bermuatan
negatif (Shi, et al. 2006).

Kemampuan antibakteri kitosan berdasarkan penelitian Honary, et al. (2011)
menyatakan bahwa nanopartikel kitosan tersalut perak memiliki kemampuan
antibakteri yang tinggi terhadap Staphylococcus aureus, ketika ukuran partikel
lebih diperkecil dapat meningkatkan area permukaan partikel. Nanopartikel kitosan
juga mampu menghambat pembentukan hifa, pseudohifa, dan klamidokonidia
secara proporsional dengan peningkatan konsentrasinya. Namun, sulit menghambat

biofilm C. albicans dewasa (Gondim, et al, 2018).

4.2 Aktivitas Antimikroba Berdasarkan Uji Microdilution Tube

4.2.1 Uji Konsentrasi Hambat Minimum (KHM)
Parameter potensi obat antimikroba yang paling banyak digunakan adalah

Konsentrasi Hambat Minimum (KHM) (Tabel 4). Parameter ini digunakan untuk
mengetahui standar konsentrasi obat terendah yang dapat menghambat
pertumbuhan bakteri secara in vitro setelah masa inkubasi. Tujuan utama dilakukan
uji KHM untuk memperoleh perspektif klinis penetuan dosis yang tepat dalam
mengoptimalkan pembunuhan bakteri dan meminimalkan peluang munculnya
resistensi (Dorey, et al., 2016).

Tabel 4. Hasil uji konsentrasi hambat minimum secara kualitatif

Perlakuan Mikroba Uji | Ulangan Konsentrasi (%)
5% | 25% | 1,25% | 0,625% | 0,313%
K+ S. aureus 1 - - - - -
2 - - -
3 - B B
E. coli 1 - - -
2 - B B
3 B B B
C. albicans 1 - - -
2 B B B
3 B - B B -
K- S. aureus 1 +++ +++ +++ +++ +++
2 +++ |+t +++ +++ +++
3 +++ |+t +++ +++ +++
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E. coli 1 +++ | +++ +++ +++ +++
2 +H+ |+t +++ +++ +++
3 +H+ |+t +++ +++ +++
C. albicans 1 +++ | +++ +++ +++ +++
2 +H+ |+t +++ +++ +++
3 +H+ |+t +++ +++ +++
Nanopartikel S. aureus 1 - + ++ +++ +++
Jeringau 2 S + ++ o+ e+
Tersalut 3 = + ++ I -
Kitosan E. coli 1 - + +++ +++ +++
2 - ++ ++ +++ +++
3 = ++ ++ +++ +++
C. albicans 1 - ++ +++ +++ +++
2 - ++ +++ +++ +++
3 - ++ +++ +++ +++
Ekstrak S. aureus 1 - + ++ +++ +++
Jeringau 2 2 + ++ +H+ 4+
3 - + ++ +++ +++
E. coli 1 - ++ +++ +++ +++
2 - ++ +++ +++ +++
3 - ++ +++ +++ +++
C. albicans il - - +++ +++ +++
2 - - +++ +++ +++
3 - - +++ +++ +++
Nanopartikel S. aureus il - + + +++ +++
Kitosan 2 - - - +++ +++
3 - + + +++ +++
1 +H+ |+ +++ +++ +++
2 +H+ |+ +++ +++ +++
3 +H+ |+ +++ +++ +++
C. albicans 1 - ++ ++ +++ +++
2 - + + ++ +++
3 - ++ ++ +++ +++
Kitosan S. aureus it - + ++ +++ +++
2 - + ++ +++ +++
3 - ++ ++ +++ +++
1 + ++ +++ +++ +++
2 + + ++ +++ +++
3 + ++ +++ +++ +++
C. albicans 1 - ++ ++ +++ +++
2 - ++ ++ +++ +++
3 - ++ ++ +++ +++
Keterangan:

(- : Jernih, +: Sedikit Keruh, ++: Keruh, +++: Sangat keruh)
: Positif KHM
: Tidak diperoleh Nilai KHM

K+ (Kontrol Positif)
K- (Kontrol Negatif) :

: Klindamisin (antibakteri) dan Nistatin (antifungi)
DMSO
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Konsentrasi hambat minimum dianalisa berdasarkan konsentrasi terkecil
yang menunjukkan tidak adanya pertumbuhan mikroba dalam suspensi (suspensi
tampak jernih) setelah masa inkubasi. Data tersebut digunakan sebagai konsentrasi
acuan penentuan dosis antimikroba terendah yang dapat menghambat pertumbuhan
mikroba (Mahboubi, et al. 2015).

Berdasarkan data hasil konsentrasi hambat minimum (KHM) secara
kualitatif (Gambar pengamatan uji turbidimetri dapat dilihat pada Lampiran 6)
diperoleh nilai positif KHM yakni nanopartikel jeringau tersalut kitosan terhadap
S. aureus, E. coli, dan C. albicans pada konsentrasi 5% (50 mg/mL), ekstrak
jeringau terhadap S. aureus dan E. coli pada konsentrasi 5%, nanopartikel kitosan
dan kitosan terhadap S. aureus dan C. albicans pada konsentrasi 5%. Lalu, nilai
positif KHM konsentrasi 2,5% diperoleh pada ekstrak jeringau terhadap C.
albicans. Namun, terdapat sampel yang keruh setelah inkubasi (tidak diperoleh nilai
KHM kualitatif) meskipun pada konsentrasi uji tertinggi (5%) yakni pada
nanopartikel kitosan dan kitosan terhadap E. coli.

Berdasarkan penelitian Devi & Deepak (2009) nilai KHM ekstrak rimpang
A. calamus memiliki aktivitas antibakteri pada konsentrasi berkisar 16-42 mg/mL
dalam DMSO, sedangkan pada C. albicans berkisar 4 mg/mL. Nanopartikel kitosan
juga memiliki potensi antifungi. Berdasarkan penelitian Gondim, et al. (2018)
menyatakan bahwa nanopartikel kitosan (30,1 pug/mL) dan sodium hipoklorit (625
pmg/mL) pada uji Konsentrasi Hambat Minimum (KHM) memiliki kekuatan
mereduksi pertumbuhan C. albicans yang sama dalam waktu 8 jam. Nanopartikel
kitosan menghambat biofilm C. albicans dan menyebabkan perubahan kecil
terhadap kekasaran dan kekerasan permukaan resin akrilik, sehingga mengurangi
biofilm C. albicans.

Berdasarkan hasil uji mikrodilusi sampel uji dinilai terdapat
ketidakakuratan hasil apabila ditinjau berdasarkan pengamatan secara visual. Disisi
lain, pengukuran nilai kadar hambat minimum juga dapat dilakukan melalui metode
turbidimetri menggunakan alat spektrofotometer. Alat ini bekerja dengan
menghasilkan nilai Optical Density (OD) berdasarkan tingkat kekeruhan suspensi.

Namun, penggunaan metode turbidimetri juga memiliki kelemahan dalam



62

kesalahan membaca jumlah koloni mikroba dikarenakan kepekaannya terhadap
kekeruhan suspensi yang dapat disebabkan oleh faktor lain selain sel mikroba.
Seperti halnya pada sampel nanopartikel kitosan maupun sampel kitosan memiliki
kekeruhan suspensi berarna putih yang hampir sama dengan kekeruhan suspensi
yang benar-benar ditumbuhi olen mikroba. Hal ini menyebabkan pengamatan
kekeruhan suspensi baik secara langsung maupun menggunakan alat
spektrofotometer dapat dipengaruhi oleh beberapa faktor pengganggu yang dapat
terbaca sebagai pertumbuhan mikroba.

Tingkat kekeruhan kultur mikroba dapat dihitung menggunakan alat
spektrofotometer OD 600 untuk mengetahui jumlah kepadatan mikroba. Namun,
kekurangan dari alat ini yakni mendeteksi jumlah berdasarkan daya serap dari
cahaya yang dipancarkan ke arah setiap partikel sampel secara acak. Oleh sebab itu,
tidak hanya sel mikroba hidup yang terbaca tetapi sel lain seperti sel mikroba yang
telah mati, debris sel, serta partikel lain yang dapat terbaca. Alat ini bergantung
pada sebaran cahaya yang menyerap berdasarkan ukuran dan bentuk, sehingga alat
ini tidak bisa menghitung dalam arti fisik secara pasti (Eppendorf, 2015).
Kekurangan penggunaan spektrofotometer UV-Vis yakni dalam selektivitas untuk
membedakan sampel dengan partikel-partikel lain atau kontaminan yang dapat
menyerap cahaya dengan panjang gelombang yang sama (Wuon, dkk., 2018).

4.2.2 Uji Total Plate Count
Penentuan KHM pada penelitian ini dilakukan secara kualitatif (kejernihan

suspensi) dan secara kuantitatif (total plate count) dengan metode Pour plate dari
hasil uji mikrodilusi cair sebagai uji penegas agar hasil yang diperoleh lebih valid.
Sampel uji yang digunakan adalah semua konsentrasi masing-masing sumuran,
diambil 100 pL suspensi dari setiap sumuran. Kemudian dituang dalam cawan petri
steril, lalu ditambahkan media agar yang masih cair dan diratakan. Hasil Pour Plate
pada media agar dapat dilihat pada Lampiran 6. Konsentrasi bunuh minimum
ditinjau berdasarkan konsentrasi terkecil yang menunjukkan tidak adanya
pertumbuhan mikroba dalam media kultur setelah inkubasi (Mahboubi, et al. 2015).
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Perlakuan Mikroba Uji Konsentrasi (%0)
5% 2,5% 1,25 0,625 0,313
K+ S.aureus 0 0 0 0 0
E.coli 0 0 0 0 0
C.albicans 0 0 0 0 0
K- S.aureus o0 © o o0
0
E.coli % 0 0 0 0
C.albicans & o o 00 o0
S.aureus 0 g B, -
Ekstrak Jeringau E. coli 0 . ” . -
o0 o Y
S. aureus
00 00 0
Nanopartikel -
) E. coli L
Jeringau 0 o o o

Tersalut Kitosan - 11.5x10° | 18,6x10° .
S.aureus 0 . . . .
o0 o0

Kitosan
C.albicans 6.7x103 0 -
S.aureus 0 2 5x10° i, .
Nanopartikel E.coli 0 0 . .

Kitosan
- 6,3X10° | 20,5x10° ” B

Keterangan:

(o0
[ ]
1

: TBUD atau tidak dapat dihitung)
: Positif KBM
: KHM Kuantitatif

: Tidak diperoleh nilai KBM

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG



64

Metode tuang (Pour Plate) dan hitung cawan (Plate Count) digunakan
untuk menghitung dan menganalisa populasi mikroba (Sari, et al., 2019). Prinsip
metode hitung cawan yakni menumbuhkan sel-sel mikroba yang masih hidup pada
cawan berisi media padat, sehingga mikroba dapat tumbuh dan berkembang biak.
Metode ini ditujukan untuk mengkonfirmasi jumlah koloni yang masih hidup
setelah diberi perlakuan antimikroba. Perhitungan koloni mikroba dilakukan secara
langsung dan tanpa bantuan alat mikroskop. Koloni mikroba dihitung
menggunakan colony counter. Data hasil disajikan dalam bentuk tabel sesuai
dengan jumlah koloni sesuai Standards Plate Count (SPC). Rataan jumlah koloni
yang dihitung berdasarkan SPC yakni berkisar 30-300 CFU (Colony Forming Unit).
Metode ini bertujuan untuk meminimalisir kesalahan analisa (statistical error).
Kisaran 30-300 koloni digunakan sebagai acuan dalam menentukan semua faktor
yang berpengaruh dalam hasil akhir (Yunita, dkk., 2015). Dikatakan turbidimetri
(TBUD) ketika jumlah koloni lebih dari 300 CFU/g (Sukmawati & Fatimah, 2018).

Adanya aktivitas hambat pertumbuhan mikroba oleh sampel uji dapat
diketahui melalui kerapatan jumlah koloni yang tumbuh dalam cawan petri setelah
inkubasi. Kemampuan antibakteri dapat diketahui berdasarkan nilai KHM dan
KBM terhadap mikroba uji. Konsentrasi terendah dalam menghambat pertumbuhan
mikroba disebut dengan nilai KHM. Kemampuan bakteriostatik antibakteri menjadi
bakteriosida dapat terjadi jika kadar antibakteri ditingkatkan dari kadar KHM
(Prihantoro dkk, 2006).

Nilai KHM kuantitatif berdasarkan (Tabel 5) antara lain yakni nanopartikel
jeringau tersalut kitosan terhadap S. aureus pada konsentrasi 2,5% sebanyak
17,2x10% CFU/mL, nanopartikel jeringau tersalut kitosan terhadap E. coli pada
konsentrasi 2,5%<Nilai KHM<5%, dan nanopartikel jeringau tersalut kitosan
terhadap C. albicans pada konsentrasi 1,25% sebanyak 40,4x10° CFU/mL. Ekstrak
jeringau terhadap S. aureus pada konsentrasi 2,5% sebanyak 17,1x10* CFU/mL,
ekstrak jeringau terhadap E. coli pada konsentrasi 2,5%<Nilai KHM<5%, dan
ekstrak jeringau terhadap C. albicans pada konsentrasi 2,5% sebanyak 2,5x10*
CFU/mL. Nanopartikel kitosan terhadap S. aureus pada konsentrasi 1,25%
sebanyak 20,7x10* CFU/mL, nanopartikel Kkitosan terhadap E. coli pada
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konsentrasi 1,25% sebanyak 7,1x10* CFU/mL, dan nanopartikel kitosan terhadap
C. albicans pada konsentrasi 1,25% sebanyak 5,2x10* CFU/mL. Kitosan terhadap
S. aureus pada konsentrasi 2,5%<Nilai KHM<5% kitosan terhadap E. coli pada
konsentrasi 5% sebanyak 9,6x10%> CFU/mL, dan kitosan terhadap C. albicans pada
konsentrasi 1,25% sebanyak 5x10* CFU/mL.

Pelczar dan Chan (1998) menyatakan bahwa dikatakan antimikroba yang
baik apabila dalam konsentrasi rendah telah menghambat pertumbuhan mikroba.
Berdasarkan (Tabel 5) data hasil Total Plate Count diperoleh beberapa konsentrasi
yang positif KBM (tidak tumbuh koloni). Pertama, nanopartikel jeringau tersalut
kitosan, ekstrak jeringau, nanopartikel kitosan dan kitosan terhadap S. aureus pada
konsentrasi 5%. Lalu, nanopartikel jeringau tersalut kitosan 5%, ekstrak jeringau
5%, dan nanopartikel kitosan 2,5% terhadap E. coli. Kemudian pada kitosan
konsentrasi 5% terhadap C. albicans. Namun, terdapat beberapa konsentrasi yang
tidak diperoleh nilai KBM (tumbuh koloni) yakni pada kitosan terhadap E. coli dan
bahan uji nanopartikel jeringau tersalut kitosan, ekstrak jeringau, dan nanopartikel
kitosan terhadap C. albicans.

Faktor-faktor yang mempengaruhi aktivitas zat antimikroba antara lain
konsentrasi atau intensitas zat antimikroba, jumlah mikroorganisme, spesies
mikroorganisme, suhu, derajat keasaman (pH) (Pelczar, 1986). Menurut Rizvi &
Saleh (2018) semakin kecil ukuran partikel, maka rasio permukaan partikel
terhadap volumenya semakin besar. Hal ini menyiratkan bahwa akan lebih banyak
kandungan bahan obat yang mendekati permukaan partikel dibandingkan partikel
berukuran besar. Zat yang berada di dekat permukaan partikel akan memudahkan
proses pelepasan, sehingga lebih mudah menunjukkan kemampuan zat aktifnya.

Pembuatan sediaan nanopartikel cenderung terjadi agregasi, aglomerasi dan
ketidakstabilan fisika lainnya. Ukuran partikel yang diperkecil melalui proses
nanomilling maupun high pressure homogenizer memerlukan jenis teknik yang
optimal, komposisi bahan penstabil (seperti surfaktan dan kosurfaktan) serta lama
proses yang tepat. Oleh karena itu, perlu parameter evaluasi seperti ukuran dan
morfologi partikel (Lucida, 2015). Menurut Guterres, et al. (2007) bahwa morfologi

suatu permukaan nanopartikel berpengaruh terhadap kemampuannya dalam
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menembus suatu membran sel target. Jika nanopartikel memiliki permukaan yang
bulat akan mempermudah nanopartikel tersebut memasuki sel.

Menurut Wangchuk & Loukas (2018), stabilitas dan kelarutan senyawa pada
larutan uji mempengaruhi terhadap nilai KHM yang dihasilkan. Partikel dalam
ukuran nano berpotensi mudah mengalami agregasi (Bali, et al., 2019). Menurut
Mardliyati (2012) nanopartikel yang memiliki polidispersitas tinggi, tingkat
keseragamannya rendah yang salah satu penyebabnya adalah terjadinya agregasi
partikel. Agregasi partikel dapat menyebabkan ukuran partikel meningkat bahkan
menjadi berukuran mikro (Nugraheni, 2015). Perubahan tersebut berpengaruh
terhadap laju disolusi atau tingkat kelarutan sediaan (Binarjo, 2015). Menurut
Kumar (2011) obat yang memiliki tingkat kelarutan rendah maka efektivitasnya
akan berkurang dan menyebabkan kebutuhan dosis meningkat.

Tekstur nanopartikel rimpang jeringau tersalut Kkitosan yang dihasilkan
cenderung mudah menggumpal (agglomerasi). Berdasarkan penelitian Norodin, et
al (2017) menyatakan bahwa ekstrak yang mengandung minyak atsiri dan memiliki
terkstur berminyak akan mudah menggumpal. Selain itu, dengan ukuran partikel
<0,355 mm memudahkan partikel menggumpal. Varona, et al. (2013) menyatakan
bahwa peningkatan oli atau polimer untuk enkapsulasi akan meningkatkan ukuran
partikel dan aglomerasi semakin banyak. Kemudian, kandungan minyak atsiri yang
tinggi serta terdapat bagian yang tidak terenkapsulasi mengakibatkan minyak
tersebut menempel pada partikel sehingga partikel lengket dan menggumpal.

Ukuran nanopartikel rimpang A. calamus tersalut kitosan berdasarkan laporan
penelitian Muchtaromah, et al. (2020) berukuran sekitar 913 nm hingga 1,76um,
serta distribusi persebaran partikel sebesar 1159 nm. Ukuran nanopartikel kitosan
yakni sekitar 405 nm hingga 1,02 pum, serta distribusi persebaran partikel sebesar
713 nm. Berdasarkan penelitian tersebut menyatakan bahwa durasi sonikasi larutan
nanopartikel mempengaruhi ukuran partikel yang dihasilkan. Semakin lama durasi
sonikasi larutan, maka semakin kecil partikel yang dihasilkan.

Semakin lama waktu sonikasi dan tinggi amplitudo akan menurunkan nilai
kekeruhan pada larutan. Hal tersebut terjadi karena larutan menjadi lebih homogen

dan ukuran partikel sangat kecil, sehingga kondisi homogen akan lebih bertahan
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saat masa penyimpanan. Alat ultrasonikator memanfaatkan gelombang amplitudo
sehingga terjadi pengecilan ukuran partikel. Semakin kecil ukuran partikel yang
dihasilkan, maka memudahkan partikel untuk larut (Rusdiana dkk, 2018).

Adanya keterkaitan antara konsentrasi kitosan dengan tripolifosfat terhadap
ukuran nanopartikel yang terbentuk. Semakin besar konsentrasi kitosan dan
tripolifosfat yang digunakan dalam sintesis nanopartikel, maka ukuran partikel
yang terbentuk semakin besar. Selain itu, pH juga mempengaruhi ukuran
nanopartikel. Perbedaan pH berpengaruh pada jumlah ion amin yang akan
terprotonasi. Semakin tinggi konsentrasi kitosan, maka pH semakin menurun dan
ukuran nanopartikel yang terbentuk semakin besar (Pakki, dkk., 2016).

Untuk pengendalian infeksi biofilm mikroba, ada beberapa hal yang perlu
diperhatikan antara lain ukuran partikel, bentuk, sifat permukaan dan interior dari
nanopartikel yang terbentuk. Ukuran nanopartikel sangat berpengaruh terhadap
kemampuan penetrasi partikel ke dalam biofilm bakteri dan ukuran partikel tidak
boleh melebihi dimensi saluran air dalam biofilm. Saluran dan pori-pori bakteri
umumnya berkisar 10 nm (mengacu pada saluran air yang menjadi area agregat
bakteri dalam biofilm) hingga beberapa mikrometer (pori-pori atau lubang biofilm).
Permukaan nanopartikel bermuatan positif menarik lapisan ganda elektrostatis
terhadap permukaan sel bakteri yang bermuatan negatif (Liu, et al., 2019).

Bentuk nanopartikel berpengaruh terhadap kemampuan meningkatkan gaya
adhesi lokal yang dapat menghasilkan perubahan tegangan permukaan membran
dan menyebabkan kerusakan membran. Bentuk nanopartikel juga dapat
menyebabkan kebocoran konstituen intraseluler dan kematian sel. Nanopartikel
berbentuk bulat memiliki daya serapan seluler tertinggi, namun menyebabkan
sedikit kerusakan pada membran. Lain halnya pada nanopartikel berbentuk batang
atau lainnya memiliki area kontak yang lebih besar dengan reseptor membran sel,
sehingga menyebabkan kerusakan membran yang lebih besar dan memungkinkan
terjadinya peradangan kronis (Liu, et al., 2019).

Bentuk nanopartikel rimpang jeringau tersalut kitosan tidak berbentuk bulat
(sferis), melainkan berbentuk prisma atau seperti pecahan kristal yang memiliki

beberapa sudut. Saputra (2016) menyatakan bahwa semakin banyak partikel yang
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tidak sferis, maka semakin banyak terdapat sudut pada partikel. Keberadaan sudut
pada partikel-partikel mempermudah terjadinya kontak antar sudut, sehingga
terjadi aglomerasi.

Interior nanopartikel berpengaruh terhadap kemampuan memuat agen
antimikroba sehingga tepat menuju target. Hal ini dikarenakan agen antimikroba
dalam bentuk nanopartikel dapat kehilangan muatannya sebelum mencapai area
infeksi, sehingga diperlukan konjugasi menjadi nanocarrier yang dapat melindungi
bahan antimikroba melalui ikatan kimiawi dan mudah terurai ketika mencapai
target (Liu, et al., 2019).

Selain dari sifat fisik nanopartikel, kelarutan partikel dalam pelarut sangat
berpengaruh dalam kemampuan aktivitas antimikroba. Dalam uji mikrodilusi cair
ini digunakan media cair sebagai pelarut suspensi sekaligus media pengencer
suspensi. Berdasarkan penelitian antimikroba A. calamus oleh Radusiene, et al
(2008) yakni terdapat kendala pada kelarutan minyak atsiri terhadap media cair,
sehingga dimungkinkan dapat mengurangi kemampuan aktivitas antimikroba jika
dibandingkan dengan antibiotik sebagai kontrol positif.

Kendala lain saat uji mikrodilusi cair yakni kelarutan bahan kitosan dalam
DMSO yang rendah. Kitosan merupakan polisakarida kation yang memiliki pH
netral, mengandung kelompok amino bebas sehingga tidak larut dalam air. Pada pH
asam, kelompok amino mengalami protonasi sehingga dapat membuat kitosan larut
dalam air (Sannan, et al., 1976). Umumnya digunakan asam asetat 1-3% cair untuk
melarutkan kitosan (Nicol, 1991). Nihayah (2016) menambahkan bahwa kelarutan
kitosan dalam air dan beberapa pelarut organik seperti dimetilsulfoksida (DMSO),
dimetilformamida (DMF), pelarut alkohol organik dan piridin tergolong rendah
(sulit larut). Kitosan mudah larut dalam asam organik atau mineral encer melalui
protonasi gugus amino bebas (NH. menjadi NH3) pada pH kurang dari 6,5. Kitosan
mudah larut dalam asam format, asam asetat dan asam glutamat. Bertambahnya
berat molekul kitosan akan membuat tingkat kelarutan semakin menurun.

Nanopartikel merupakan kelompok Solid Colloidal Drug Delivery System
yang dapat disimpan dalam bentuk padat. Penyimpanan nanopartikel selama satu

tahun masih dapat diencerkan kembali mejadi larutan colloidal, serta masih
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memiliki sifat in vitro maupun in vivo yang baik. Batas umur simpan nanopartikel
yang baik masih belum diketahui (Hasan, dkk., 2012). Berdasarkan penelitian
organoleptik Rahmat, dkk (2016) nanopartikel ekstrak nanas tersalut kitosan tidak
mengalami perubahan warna maupun bau setelah dilakukan pengamatan selama
empat minggu pada suhu kamar dan 4°C. Nanopartikel dengan tingkat kelarutan
rendah dapat diatasi dengan cara mengurangi ukuran nanopartikel, sehingga
meningkatkan penguraian partikel dalam pelarut (Horter & Dressman, 2001).

Penciptaan alam semesta beserta isinya tidak mungkin tanpa disertai alasan
dan manfaat di dalamnya. Di Bumi terdapat berbagai macam tanaman tumbuh
dengan karakter yang berbeda. Sedangkan diciptakannya manusia bertujuan untuk
merawat serta memanfaatkan seluruh bahan alam termasuk beragam jenis tanaman
yang ada. Allah SWT berfiman dalam Al-Qur’an surat Al-An’am: 141, yang
berbunyi:
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Artinya : “Dan Dialah yang menjadikan kebun-kebun yang berjunjung dan

yang tidak berjunjung, pohon korma, tanam-tanaman yang
bermacam-macam buahnya, zaitun dan delima yang serupa (bentuk
dan warnanya) dan tidak sama (rasanya). Makanlah dari buahnya
(yang bermacam-macam itu) bila dia berbuah, dan tunaikanlah
haknya di hari memetik hasilnya (dengan disedekahkan kepada
fakir miskin); dan janganlah kamu berlebih-lebihan. Sesungguhnya
Allah tidak menyukai orang yang berlebih-lebihan” (Al-An’am
:141).

Ayat tersebut menggambarkan betapa besar nikmat Allan SWT serta
melarang segala yang mengantar kepada melupakan nikmat-nikmat-Nya. “Wa
huwalladzii= Dan Dia yang”, maka tiada selain-Nya yang ‘“Ansya-a”
menumbuhkan atau menjadikan ketidakadaan menjadi kebun anggur atau yang
lainnnya “Ma ruusyaatin= berjunjung” yakni disanggah oleh tiang atau pohon yang
kokoh “Wa ghairu ma ruusyaatin” maupun tidak berjunjung (menjalar dan

merambat) (Shihab, 2002). Jeringau (A. calamus L.) tergolong tanaman yang
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termasuk dalam jenis “Ghairu ma ruusyaatin”, sebab tanaman ini tergolong herba
dengan batang berupa stolon yang bercabang (Balakumbahan, et al., 2010).

Ayat ini menjelaskan bahwa Allah SWT memerintahkan manusia untuk
memakan buah yang bermacam-macam, serta mensedekahkan hasil yang
diperolehnya kepada orang yang membutuhkan (larangan untuk berlaku berlebih-
lebihan) (Shihab, 2002). Pemanfaatan bahan alam tidak hanya dapat digunakan
sebagai bahan pangan, melainkan dapat digunakan sebagai pengobatan seperti obat
antimikroba alami. Rimpang jeringau (Acorus calamus) memiliki potensi sebagai
antimikroba alami.

Aktivitas antimikroba dapat diketahui melalui beberapa uji, antara lain
yakni uji zona hambat dan uji dilusi bertingkat. Uji zona hambat dilakukan sebagai
konfirmasi adanya kemampuan agen antimikroba dalam menghambat pertumbuhan
mikroba. Kemudian, uji dilusi bertingkat (Uji KHM dan Uji KBM) bertujuan untuk
mengetahui kadar antimikroba uji yang tepat dalam menghambat dan membunuh
mikroba. Hasil yang diperoleh digunakan sebagai tolak ukur dalam pemberian dosis
perlakuan untuk menghambat pertumbuhan mikroba secara optimal. Allah SWT

berfirman dalam Al-Qur’an surat Al- Hijr ayat 19 yang berbunyi:

D
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Artinyé . “Dan Igami telah menghamparkan bumi dan menjadikan padanya
gunung-gunung dan Kami tumbuhkan padanya segala sesuatu
menurut ukuran ”(QS. Al-Hijr:19).

Ayat di atas menjelaskan bahwa Allah memberikan segala hal di bumi
sesuai ukurannya. Segala sesuatu telah Allah jadikan dengan “mauzun” ukuran
(ditimbang). Timbangan dan imbangan (keseimbangan). Mengukur segala kejadian
di bumi, seperti datangnya hujan dalam setahun agar keseimbangan kehidupan di
bumi terjaga (Hamka, 1999). Ibnu Abbas mengatakan tentang “min kulli syai’in
mauzun” artinya segala sesuatu dengan ukuran, “mauzun” artinya maklum
(diketahui, tentu). Demikian juga dikataakn oleh Sa’id bin Jubair, Ikrimah, Abu
Malik, Mujahis, Abu Hakam bin ‘Uyainah, Al-Hasan bin Muhammad, Abu Shalih



71

dan Qatadah. Sebagian ulama mengatakan “mauzun” artinya ditentukan kadarnya
(Abdullah, 2007).

Penentuan kadar atau takaran dalam mencari kandidat obat antimikroba
sangatlah penting guna memperoleh hasil yang maksimal. Selain itu, pentingnya
takaran dalam perlakuan uji aktivitas antimikroba juga untuk mengetahui adanya
potensi resistensi terhadap mikroba uji. Kesesuaian kadar dijelaskan dalam Al-

Qur’an surat Al-A’raf ayat 31, yang berbunyi:
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Artinya  : “Hai anak Adam, pakailah pakaianmu yang indah di setiap (memasuki)
mesjid, makan dan minumlah, dan janganlah berlebih-lebihan.

Sesungguhnya Allah tidak menyukai orang-orang yang berlebih-
lebihan ”(QS. Al-A’raf: 31).

5“?\
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Ayat di atas mengatakan bahwa Allah tidak menyukai hal-hal yang
berlebihan. Berlebihan dalam artian melampaui batas yang patut (Hamka, 1999).
Al-Jazairi (2007) menjelaskan bahwa “Walaa Tusrifuu” pada ayat tersebut
mengandung arti jangan berlebih-lebihan dalam makan dan minum. “Israaf”
artinya melampaui batas dari yang semestinya dalam segala sesuatu. Hal ini
menunjukkan bahwa segala sesuatu ada takarannya, sehingga manusia harus sadar
betul akan kebutuhan segala hal. Segala sesuatu yang berlebihan akan memberikan
dampak yang buruk. Sama halnya dalam pemberian konsentrasi kandidat
antimikroba. Konsentrasi yang terlalu tinggi juga berpotensi menyebabkan
kekebalan pada mikroba target, sehingga terjadi resistensi.

Uji aktivitas antimikroba nanopartikel jeringau merupakan suatu upaya
pengembangan obat alami dalam bidang nanoteknologi. Resistensi mikroba
terhadap antibiotik, serta manfaat bahan alam yang melimpah memerlukan
pendayagunaan yang tepat. Seiring berkembangnya zaman, manusia
mengembangkan teknologi untuk memperoleh kehidupan yang lebih baik

kedepannya. Allah swt memerintahkan agar manusia berusaha memperbaiki
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kehidupannya yang terdapat dalam Al-Qur’an surat Al-Mulk ayat 15 yang
berbunyi:
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Artinya : “Dialah yang menjadikan bumi untuk kamu yang mudah dijelajahi,
maka jelajahi lah di segala penjurunya dan makanlah sebagian dari
rezeki-Nya. Dan hanya kepada-Nya-lah kamu (kembali setelah)
dibangkitkan ”(QS. Mulk: 15).

Tafsir Al-Azhar dalam memaknai kata “Dzalulan” yang artinya rendah, di
bawah kaki manusia atau dibawah pijakan manusia. Hal ini menunjukkan bahwa
bumi ini merupakan pijakan manusia. “ Famsyuu fii manaa kibihaa = Maka
berjalanlah kamu di segala penjurunya.” Diumpamakanlah manusia berjalan di
atas permukaan bumi sebagai berjalan di atas pundak atau bahu bumi. Artinya bumi
yang telah dibuat pijakan oleh Allah untuk manusia, hendaklah engkau kuasai,
keluarkan kekayaannya, galihlah buminya, timbalah lautnya, tebanglah kayunya,
ambilah ikannya. “Wa kuluu min rizgihii = Dan makanlah daripada rezekiNya.”
Yakni usahakanlah dengan segala daya upaya yang ada padamu. Dengan akal,
fikiran dan kecerdasan. Kamu tidak boleh berpangku tangan menunggu rezeki.
Rezeki akan didapat menurut besar usaha dan perjuangan. “Dan kepada-Nyalah
akan pulang.” (Hamka, 1999).



BAB V

PENUTUP

5.1 Kesimpulan
Kesimpulan yang dari penelitian ini adalah:

1. Nilai daya hambat nanopartikel jeringau tersalut kitosan terhadap S. aureus
sebesar 24 £ 1 mm (Sangat Kuat), pada E. coli sebesar 15,27 + 1,1 mm
(Kuat) , dan pada C. albicans sebesar 11,25 + 2,48 mm (Kuat).

2. Nilai KHM nanopartikel jeringau tersalut kitosan terhadap S. aureus pada
konsentrasi 2,5% sebanyak 17,2x10° CFU/mL, terhadap E. coli pada
konsentrasi 2,5%<Nilai KHM<5%, dan terhadap C. albicans pada
konsentrasi 1,25% sebanyak 40,4x10% CFU/mL. Nilai KBM nanopartikel
jeringau tersalut kitosan yakni pada S. aureus sebesar 5%, E. coli sebesar
5% dan pada C. albicans tidak diperoleh nilai KBM.

5.2 Saran
Saran dari penelitian ini antara lain :

1. Perlu dilakukan penelitian kandungan kadar senyawa ekstrak rimpang
jeringau, nanopatikel rimpang jeringau tersalut kitosan, kitosan dan
nanopartikel kitosan.

2. Perlu dilakukan uji fisikokimia pada ekstrak rimpang jeringau, nanopartikel
rimpang jeringau tersalut kitosan, kitosan dan nanopartikel kitosan.

3. Perlu dicari formulasi dan teknik yang lebih tepat dalam sintesis
nanopartikel rimpang jeringau.

4. Sebaiknya uji difusi cakram dilakukan dengan variasi konsentrasi bahan uji.

5. Penelitian lebih lanjut terhadap pengaruh nanopartikel rimpang jeringau
tersalut kitosan terhadap mikroba selain S. aureus, E. coli dan C. albicans.

6. Perlu adanya uji tambahan yang lebih spesifik dalam karakterisasi

nanopartikel.
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7. Perlu dilakukan uji lebih lanjut dari uji antimikroba secara in vitro menjadi

secara in vivo.
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LAMPIRAN

Lampiran 1. Rancangan Penelitian

Simplisia rimpang
jeringau (Acorus
calamus L.)

Kitosan

Maserasi

Ekstrak Rimpang
Jeringau

Nanopartikel

Uji Aktivitas Antimikroba

Uji Difusi Cakram
(Kirby-Bauer)

Pengukuran Luas
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Analisis turbiditas
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KBM)

Total Plate Count

Hasil
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Lampiran 2. Preparasi Sampel

2.1 Ekstraksi Maserasi

Simplisia Rimpang Jeringau

Ditimbang 100 g simplisia rimpang jeringau dengan menggunakan
neraca analitik.

Dimasukkan dalam botol kaca 1 liter.

Dituangkan 500 mL etanol 70% untuk merendam simplisia.
Diaduk menggunakan sendok agar tercampur rata.

Didiamkan selama 24 jam dalam kondisi gelap.

Dimaserasi kembali ampas dengan menggunakan pelarut yang
sama selama 24 jam (dilakukan 2 kali remaserasi).

Dilakukan penguapan pada filtrat yang dihasilkan menggunakan
rotary vacum evaporator.

Ekstrak Rimpang Jeringau

2.2 Sintesis Nanopartikel

Kitosan

Ditimbang sebanyak 3 g kitosan mengunakan neraca analitik.
Dilarutkan asam asetat glasial sebanyak 3 mL ke dalam 597 mL
aquades sambil dihomogenkan menggunakan magnetic stirrer
dengan kecepatan 800-1000 rpm.

Ditambahkan larutan STPP sebanyak 0,6 g dalam 120 mL aquades.
Dicampurkan kedua larutan (STPP dan asam asetat glasial),
kemudian ditambahkan kitosan dan dihomogenkan pada kecepatan
800-1000 rpm.

Ditambahkan 0,6 g ekstrak rimpang jeringau ke dalam larutan
kitosan, lalu dihomogenkan kembali.

Dilakukan proses homogenisasi kembali menggunakan disperser
pada kecepatan 10.000 rpm selama 90 menit, serta ditambahkan 1
mL tween 80.

Dilakukan sonikasi menggunakan ultrasonicator pada frekuensi 20
kHz dan amplitude 80% selama 90 menit.

Disentrifugasi untuk memisahkan pelarut (supernatant) dengan
sampel terlarut (pellet).

Diinkubasi sampel di dalam freezer selama 24 jam.

Dikeringkan sampel dalam oven suhu 37°C hingga kering.
Dihaluskan sampel menggunakan mortar dan alu hingga halus.
Disaring sampel menggunakan ayakan 30 mesh.

Nanopartikel Jeringau
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2.3 Sterilisasi Alat

Alat gelas

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

Dibungkus cawan petri dengan kertas putih, kemudian dimasukkan
dalam plastik tahan panas.

Dimasukkan ke dalam autoklaf dengan tekanan 15 psi pada suhu
121°C selama 15-30 menit.

Alat gelas steril

2.4 Pembuatan Media

NA

Ditimbang serbuk media NA sebanyak 5 g.

Dimasukkan ke dalam gelas beker 250 mL.

Ditambahkan aquades steril sebanyak 250 mL (NA racikan 20g/L).
Dihomogenkan larutan dengan magnetic stirrer di atas hot plate.
Dipanaskan media hingga mendidih.

Dituang media dalam erlenmeyer 300 mL.

Ditutup mulut erlenmeyer dengan aluminium foil dan dilapisi
dengan plastik wrap.

Dimasukkan erlenmeyer dalam autoklaf untuk disterilisasi.

NA steril

Ditimbang serbuk media SDA sebanyak 16,25 g.

Dimasukkan ke dalam gelas beker 250 mL.

Ditambahkan aquades steril sebanyak 250 mL.

Ditambahkan NaCl 0,9% sebanyak 4,8 mL dan kloramfenikol 120
mg.

Dihomogenkan larutan dengan magnetic stirrer di atas hot plate.
Dipanaskan media hingga mendidih.

Dituang media dalam erlenmeyer 300 mL.

Ditutup mulut erlenmeyer dengan aluminium foil dan dilapisi
dengan plastik wrap.

Dimasukkan erlenmeyer dalam autoklaf untuk disterilisasi.

SDA steril
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Ditimbang serbuk media NB sebanyak 2 g.

Dimasukkan ke dalam gelas beker 250 mL.

Ditambahkan aquades steril sebanyak 250 mL.

Dihomogenkan larutan dengan magnetic stirrer di atas hot plate.
Dipanaskan media hingga mendidih.

Dituang media dalam erlenmeyer 300 mL.

Ditutup mulut erlenmeyer dengan aluminium foil dan dilapisi
dengan plastik wrap.

Dimasukkan erlenmeyer dalam autoklaf untuk disterilisasi.

NB steril

Ditimbang serbuk media SDB sebanyak 7,5 g.

Dimasukkan ke dalam gelas beker 250 mL.

Ditambahkan aquades steril sebanyak 250 mL.

Dihomogenkan larutan dengan magnetic stirrer di atas hot plate.
Dipanaskan media hingga mendidih.

Dituang media dalam erlenmeyer 300 mL.

Ditutup mulut erlenmeyer dengan aluminium foil dan dilapisi
dengan plastik wrap.

Dimasukkan erlenmeyer dalam autoklaf untuk disterilisasi.

SDB steril

2.5 ldentifikasi Kemurnian Mikroba

NA dan SDA steril

Dituangkan media NA dan SDA pada cawan petri steril.

Diambil 1 ose mikroba dari media indukan.

Dilakukan streak pada permukaan media (NA untuk bakteri dan
SDA untuk jamur).

Diinkubasi dalam suhu 37°C selama 24 jam.

Diidentifikasi bentuk, warna dan tekstur koloni yang tumbuh pada
permukaan media.

Isolat murni
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2.6 Regenerasi Mikroba

NA dan SDA steril

Dituang media NA dan SDA ke dalam tabung reaksi steril.
Diletakkan tabung reaksi pada posisi 45°, hingga media memadat.
Diambil masing-masing 1 ose mikroba dan di streak pada
permukaan media (NA untuk bakteri dan SDA untuk jamur).
Diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam.

Isolat murni peremajaan

2.7 Pembuatan Suspensi Mikroba Uji

Isolat murni

Diambil masing-masing 1 ose mikroba uji.

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

Dihomogenkan dengan vortex.

Diinkubasi inokulum 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
0,9%.

Diukur menggunakan nilai OD spektrofotometer sesuai standar Mc
Farland mikroba uji.

Mikroba Mc Farland

2.8 Pembuatan Stok Larutan Uji 2,5%

Bahan uji

Ditimbang masing-masing bahan uji baik ekstrak dan nanopartikel
sebanyak 25 mg.

Dimasukkan dalam tube 2 mL dengan label yang berbeda.
Ditambahkan 1 mL DMSO ke dalam masing-masing tube.
Dihomogenkan menggunakan vortex.

Larutan uji
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2.9 Uji Daya Hambat (Uji Kirby-Bauer)

Media NA dan SDA steril

Dituangkan media NA dan SDA cair ke dalam cawan petri steril.
Ditunggu hingga media memadat.

Direndam kertas cakram 6 mm steril ke dalam larutan uji
antimikroba selama 30 menit.

Diambil 100 pL suspensi mikroba uji dan dituang di permukaan
media padat.

Diratakan mikroba uji di permukaan media padat menggunakan
cotton swab.

Dibuat 3 jaring area di bagian bawah cawan petri.

Diletakkan 3 buah kertas cakram yang telah direndam larutan
antimikroba pada masing-masing area jaring.

Diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam

Diukur diameter zona bening menggunakan jangka sorong.
Dianalisis.

Hasil

2.10 Penentuan Konsentrasi Hambat Minimum (KHM)

96-well plate steril

Ditentukan kode perlakuan untuk setiap sumuran pada well-96
steril (huruf A-H=menunjukkan perlakuan larutan uji dan kontrol
beserta ulangan, angka 1-12=menunjukkan konsentrasi perlakuan.
Diencerkan sampel uji dalam media cair steril (NB untuk bakteri
dan SDB untuk jamur) dengan perbandingan 1:10.

Diencerkan mikroba uji dari inokulum Mc Farland dalam media
cair steril (NB untuk bakteri dan SDB untuk jamur) dengan
perbandingan 1:150.

Diisi setiap sumuran pertama dengan 200 pL sampel uji yang telah
diencerkan.

Diisi sumuran ke-2 hingga ke-5 dengan 100 pL media cair steril.
Dilakukan pengenceran bertingkat dengan mengambil 100 pL dari
sumuran pertama, lalu dimasukkan ke sumuran ke-2 dan
seterusnya.

Diisi masing-masing sumuran dengan suspensi mikroba uji yang
telah dicairkan.

Ditutup permukaan sumuran dan dilapisi dengan plastik wrap.
Dishaker 120 rpm selama 10-15 menit.



e Diinkubasi dalam suhu 37°C selama 24 jam.
e Dishaker 120 rpm selama 10-15 menit.
e Diamati secara langsung kekeruhan larutan disetiap sumuran.

¢ Dianalisa data yang diperoleh.

Skema perlakuan uji berdasarkan konsentrasi pada well-96

Keterangan:

Well 1:
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Bahan Uji

Konsentrasi

A(1-5): Nanopartikel Jeringau+S.aureusU1
A(7-11): Nanopartikel Jeringau+E.coli Ul
B(1-5): Nanopartikel Jeringau+S.aureus U2
B(7-11): Nanopartikel Jeringau+E.coli U2
C(1-5): Nanopartikel Jeringau+S.aureus U3
C(7-11): Nanopartikel Jeringau+E.coli U3
D(1-5): Ekstrak Jeringau+S.aureus Ul
D(7-11):Ekstrak Jeringau+E.coli Ul
E(1-5): Ekstrak Jeringau+S.aureus U2
E(7-11): Ekstrak Jeringau+E.coli U2
F(1-5): Ekstrak Jeringau+S.aureus U3
F(7-11): Ekstrak Jeringau+E.coli U3
G(1-5): Kitosan +S.aureus Ul

G(7-11): Kitosan+E.coli Ul

H(1-5): Kitosan+S.aureus U2

H(7-11): Kitosan+E.coli U2

A-E(6): Kitosan+S.aureus U3

A-E(12): Kitosan+E.coli U3

F(6): K- (DMSO)+ S.aureus
F(12): K- (DMSO)+E.coli

1&7: Konsentrasi 5%
2&38: Konsentrasi 2,5%
3&9: Konsentrasi 1,25%
4&10: Konsentrasi 0,625%
5&11: Konsentrasi 0,313%
6&12 (A): Konsentrasi 5%

6&12 (B): Konsentrasi
2,5%

6&12 (C): Konsentrasi
1,25%

6&12 (D): Konsentrasi
0,62,5%

6&12 (E): Konsentrasi
0,313%

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG



Well 2:
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Bahan Uji

Konsentrasi

F(1-5): Nanopartikel Kitosan+S.aureus Ul
F(7-11): Nanopartikel Kitosan+E.coli U1l
G(1-5): Nanopartikel Kitosan+S.aureus U2
G(7-11): Nanopartikel Kitosan+E.coli U2
A-E(6): Nanopartikel Kitosan+S.aureus U3
A-E(12): Nanopartikel Kitosan+E.coli U3

F(6): K+ (Klindamisin) 5%+ S.aureus
F(12): K+ (Klindamisin) 5%+ E.coli
G(6): K+ (Klindamisin) 2,5%+ S.aureus
G(12): K+ (Klindamisin) 2,5%+ E.coli

1&7: Konsentrasi 5%
2&8: Konsentrasi 2,5%
3&9: Konsentrasi 1,25%
4&10: Konsentrasi 0,625%
5&11: Konsentrasi 0,313%

6&12 (A): Konsentrasi 5%

6&12 (B): Konsentrasi
2,5%

6&12 (C): Konsentrasi
1,25%

6&12 (D): Konsentrasi
0,62,5%

6&12 (E): Konsentrasi
0,313%

Well 3:

Bahan Uji

Konsentrasi

A(7-11): Nanopartikel jeringau+C.albicans Ul
B(7-11): Nanopartikel jeringau+C.albicans U2
C(7-11): Nanopartikel jeringau+C.albicans U3
D(7-11): Ekstrak jeringau+C.albicans Ul
E(7-11): Ekstrak jeringau+C.albicans U2
F(7-11): Ekstrak jeringau+C.albicans U3
G(1-5): Kitosan+C.albicans Ul

G(7-11): Nanopartikel kitosan+C.albicans U1
H(1-5): Kitosan+C.albicans U2

H(7-11): Nanopartikel kitosan+C.albicans U2
A-E(6): Kitosan+C.albicans U3

A-E(12) : Nanopartikel kitosan+C.albicans U3

F(6): K+(Nystatin) 5%+C.albicans
G(6): K+(Nystatin) 2,5%+C.albicans
F(12): K-(DMSO) 5%+C.albicans

1&7: Konsentrasi 5%
2&8: Konsentrasi 2,5%
3&9: Konsentrasi 1,25%
4&10: Konsentrasi 0,625%
5&11: Konsentrasi 0,313%

6&12 (A): Konsentrasi 5%

6&12 (B): Konsentrasi
2,5%

6&12 (C): Konsentrasi
1,25%

6&12 (D): Konsentrasi
0,62,5%

6&12 (E): Konsentrasi
0,313%
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2.11 Uji Konsentrasi Bunuh Minimum (KBM)

Mikroba uji

Dituang 100 puL mikroba uji pada cawan petri steril

Dituangkan media NA dan SDA cair pada masing-masing cawan
petri berisi inokulum (pour plate).

Diratakan inokulum dengan menggoyangkan cawan petri.

Dilabeli dan dilapisi tepian cawan petri menggunakan plastik wrap.
Diinkubasi bakteri pada suhu 37°C selama 24 jam dan jamur pada
suhu ruang selama 24 jam.

Dihitung dan jumlah koloni yang tumbuh menggunakan colony
counter.

Dianalisa data yang diperoleh.

Hasil




Lampiran 3. Rumus-Rumus
3.1 Rumus Diameter Zona Hambat

Diameter zona hambat = Diameter zona bening — Diameter
kertas cakram

3.2 Rumus Standar Deviasi

Rumus Varian

7 _ (x5 X)E
e LELE LN

n—1

Rumus Standar Deviasi

_ _ilZ?:1[x:' =l
w' n—1

Keterangan:
s? : 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

3.3 Rumus Total Plate Count

— | 1
sel = Zkoloni X— X————
S¢ 0l0 fp Zinokulum
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Lampiran 4. Data Hasil Uji Aktivitas Antimikroba

4.1 Tabel Diameter Zona Hambat (Kirby-Bauer Test)
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0,19

No Mikroba Perlakuan Diameter (mm) Rata- | Kekuatan
Ul U2 U3 | rata zona
(mm) | hambat
1 | Staphylococcus | Kontrol 34,34 | 38,29 | 41,87 | 38,17 | Sangat
aureus positif + Kuat
3,77
Kontrol 0 0 0 0 Tidak
negatif Ada
Ekstrak 30,64 | 28,49 | 28,16 | 29,1 | Sangat
jeringau + Kuat
1,35
Nanopartikel | 23 25 24 24 + | Kuat
jeringau 1
Kitosan 11,25 8,92 | 10,8 | 10,32 | Kuat
+
1,24
Nanopartikel | 27,54 | 24,35 | 24,04 | 25,31 | Sedang
Kitosan st
1,94
2. | Escherichia Kontrol 27,57 | 28,06 | 29,85 | 28,49 | Sangat
coli positif +1,2 | Kuat
Kontrol 0 0 0 0 Tidak
negatif Ada
Ekstrak 10,58 | 12,08 | 12,31 | 11,66 | Sedang
jeringau +
0,94
Nanopartikel | 15,58 | 16,18 | 14,05 | 15,27 | Kuat
jeringau +1,1
Kitosan 6,98 |5,1 579 |5,96 | Sedang
+
0,95
Nanopartikel | 11,38 | 9,65 | 11,40 | 10,81 | Sedang
Kitosan +1
3 | Candida Kontrol 15,61 | 16,78 | 17,52 | 16,64 | Kuat
albicans positif +
0,96
Kontrol 0 0 0 0 Tidak
negatif Ada
Ekstrak 739 | 7,18 |7,56 |7,38 | Sedang
jeringau +




99

Nanopartikel | 14 10,54 | 9,2 11,25 | Sedang
jeringau +
2,48
Kitosan 494 16,22 |573 |563 | Sedang
+
0,65
Nanopartikel | 8 6,3 6,1 6,8 + | Sedang
Kitosan 1,04

4.2 Hasil Total Plate Count

Staphylococcus
aureus

0 18 o0 () )
0 96 o0 00 00
0 o0 00 00 00
0 756 ) 0 0
0 376 0 00 o0
0 o0 00 00 o0
0 00 00 0 '}
0 00 '} 0 '}
0 00 00 0 0
0 4 560 o0 o0
0 10 812 o0 o0
0 35 o0 ) o)
0 0 0 0 0
0 0 ) () )
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Escherichia
coli
albicans
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Lampiran 5. Gambar Dokumentasi Penelitian
5.1 Proses Ekstraksi

Penimbangan Perendaman Proses Ditimbang hasil
simplisia rimpang simplisia penyaringan
jeringau jeringau dalam filtrat dan rendemen
etanol 70%, lalu | rendemen,serta
diaduk mengukur filtrat
menggunakan yang diperoleh
sendok

/ i ! =

/ -~
Proses penguapan Ekstrak Ekstrak jeringau
filtrat Rimpang di dalam botol
menggunakan Jeringau selai dilapisi
rotary vacum alumunium foil,
evaporator disimpan dalam
freezer -13°C

5.2 Proses Sintesis Nanopartikel

wiN
e =

2018-9-18 10:11

Kitosan Penimbangan Penimbangan
ekstrak jeringau kitosan STPP
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omogenisasi
larutan kitosan-
STPR

Hasil sonikasi
larutan

‘-

Pencampuran
ekstrak dengan
larutan kitosan-
STPP

Larutan dituang

dalam tube 15
mL

102

p
Homogenisasi Sonikasi larutan
menggunakan
homogenizer
ultra turrax,
serta
penambahan

tween 80

Pelet yang
diperoleh

Sentrifugasi
larutan
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Pembekuan pelet Pélet

pada freezer dikeringkan dioven (kanan) pelet
dalam oven dan penumbukan

pelet




\
By

Peyaringan Ditimbﬁng hasil

serbuk serbuk
nanopartikel nanopartikel
menggunakan jeringau

ayakan 30 mesh

P

Serbuk
nanopartikel
dibungkus
alumunium foil
dan di dalam
plastik

103

\
S — ——_—

Nanopartikel
diletakkan dalam
wadah dan
disimpan dalam
freezer -13°C

5.3 Proses Uji Aktivitas Antimikroba

Sterilisasi alat dan

bahan dalam inokulasi

autoklaf

Persiapan media

Pengukuran OD Kertas cakram
sesuai standar Mc | steril (Kiri) dan
Farland 96-well plate
(kanan)

Penimbangan
bahan untuk
larutan uji

Larutan uji untuk
perendaman kertas
cakram

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG



Penanaman kertas
cakram di
permukaan media

Inkubasi d
inkubator

alam

Perbanyakan
mikroba dan
peremajaan
mikroba uji

Pengukuran
diameter zona
hambat

104

Uji Konsentrasi Inkubasi suhu
Hambat ruang
Minimum

Perhitungan
jumlah koloni
menggunakan
colony counter
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Lampiran 6. Gambar Data Hasil Penelitian
6.1 Hasil Identifikasi Kemurnian Mikroba

105

Staphylococcus aureus

Escherichia coli

Candida albicans
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6.2 Hasil Uji Difusi Cakram

L.G.1. Hasil pengamatan uji difusi cakram (a) Kontrol positif S. aureus, (b) Kontrol
positif E. coli, (c) Kontrol positif C. albicans, (d) Kontrol negatif S. aureus,
(e) Kontrol negatif E. coli, (f) Kontrol negatif C. albicans, (g) Ekstrak
jeringau terhadap S. aureus, (h) Ekstrak jeringau terhadap E. coli, (i) Ekstrak
jeringau terhadap C. albicans, (j) Kitosan terhadap S. aureus, (k) Kitosan
terhadap E. coli, (I) Kitosan terhadap C. albicans, (m) Nanopartikel Kitosan
terhadap S. aureus, (n) Nanopartikel kitosan terhadap E. coli, (0)

Nanopartikel kitosan terhadap C. albicans.
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6.3 Hasil Uji Kualitatif KHM
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No

1

Sebelum Inkubasi
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6.4 Hasil Uji KBM (Total Plate Count)

Sampel Uji Mikroba Gambar
Uji
Ekstrak S. aureus
Jeringau
E. coli
C. albicans

Nanopartikel | S. aureus
Jeringau
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E. coli

C. albicans

Kitosan

S. aureus

E. coli
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C. albicans
Nanopartikel | S. aureus
Kitosan

E. coli

C. albicans
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K+ S. aureus
(Klindamisin/
Nystatin)

E. coli

C. albicans
K- (DMSO) | S. aureus

111
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C. albicans
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