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ABSTRAK

Telah dilakukan penelitian tentang uji aktifitas antibakteri ekstrak me:[;:nr_ﬂ_
Rimpang Kunyil Putil (Curepmie Zedoarie Rose.) lerhadap bakteri Sraplndicoccus
aureus dan Kseherichia cofi. Pepelitian ini bertujuan untuk menambah data ilmiah
tumbuhan Kunyit putih (Curcuma zedoaria Rosc.), khususnya elck mikrobiologisnya
sehingga pengpunaannya dapat dipertanggung jawabkan secara ilmiah. Penelitian ini
meliputi pembuatan ekirak secara soxhictas) dengan menggunakan larutan penyari
metanol, Kemudian dengan menggunakan beberapa varias) konsentras dilakukan
penentuan konsentrasi hambatan minimum (MIC) sebagai dasar untuk menentukan
konsentrasi daya hambat. Lji Daya Hambal terhadap bakien Stuphylococous aureus
dan Escherichio coli dilakukan dengan menggunakan metode ditusi pada medium
agar, dengan masa inkubasi 24 jam. Hasil penelitian menunjukkan bahwa ekstrak
metanol mampo menghambat  pertumbuhan bakteri uji. Pada konsentrasi lerendah
0,5% diameter daya hambat untuk Stapfndococens anrens 9,32 mm dan fscherichia
eofi 12,18 nmum. Dan pada konsentrasi tertingei 2,5% diameter daya hambat untuk
Staphylococcus gurens 16,32 mm dan lscherichio coli 18.45 mm. Semakin tingg

konsentrasi ekstrak makin besar pula daya hambatnya.
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ABSTRACT

An investigation about annbacterial activity of Kunyit Putih Rhizome
(Curcuma zedoury Rose,) exiract on Staphylococens aureis and Fxcherichiv eofi had
been done. The purpose of this rescarch was 1o complete scientific data of Kunyit
Putih (Curetme seodoary Rose.) especially the microbiology activity so that have the
scientific responsibility, This research consist of extracling process of sample by
using the menthol solvent, Than these extract was prepared for minimal inhibitory
concentration (MIC) test as base of determine on cuch concentration inhibited the
prowth of experimental bacteria,
Antibacterial assay of methanol exiract on experimental bacterial Stupfndfococens
aurens and Fsefrerichia coli was done by using diffusion method with incubalion
period of 24 hours. |
The result of this investigation indicated that methanol extract of Curcuma zedoary
could inhibit the growth of expenment bacterial, Diameter of inhibition area at the
lowest concentration 0,5% for Stuplnlococcus aureus and bscherichia eoli are 932
mm and 12,18 mm. At the highest concentration 2,5% 16,32 mm and 18,45 mm.

Which shown that the inhibition area increase compare with the concentration of

extrach.
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BAR T

PENDANULUAN

Sejak jaman dahulu kala masyarakal Indonesia mengenal dan menggunakan
ranaman berkhasiat obal scbagai salah satu upaya dalam penangeulangan masalah
keschatan yang dihadapinya, jauh sebelum pelayanan kesehatan larmasi dengan obat-
obat modern menyentuh masyarakat, Penpetahuan  fentang Q;-hm ini merupakan
warisan budaya bangsa yang berdasarkan pengalaman dan secara lurun lemurun telah
diwariskan dari penerasi ke generasi. Pengobatan dan pendavagunaan obat tradisional
tersebut merupakan salah saty Komponen  program pelavanan  kesehatan, s-::rla
merupakan salah salu aliemnatif’ untuk memenehi kebuluhan  dasar penduduk
Indonesia dibidang keschatan (1)

Penelitian secara ilmiah terhadap khasiat dan kegunaan dari jenis-jenis
rumbuhan obat di Indonesia masih kurang dilakukan dan pengpunaannya sampai saal
ini hanya berdasarkan pengalaman saja. Upaya peningkatan penggunaan obat asli
agar dapal diterima pada pelayanan  kesehatan formal sedang digalakkan oleh
pemerintah dengan mendorong penclitian yang diperlukan untuk mendukung data
medisnya sehingga khasiatnya sccard itmiah dapat diperianggungjawabkan, Hal ini
juga didorong oleh LU R No. 23 tahun 1992 lentang kesehatan dan amanah GIBHM
1993 tentang periunya dibina dan dikembanghan sebagai pengetahuan tradisional

cecara medis dapat dipertanggungjawabkan sehagai pelayanan keschatan (2),




Salah satu tumbuhan yang digunakan scbagai obat tradisional oleh
masyarakat adalah kunyit putih (Cwrenine sedoaria Rosc.). Rimpang tanaman ini
digunakan schagai bumbu masak, obat nveri perut, obat kanker dan anti inflamasi {3),

Rimpang kunyit putih (wrerana sedaria Rose. ) mengandung minyak atsiri
dan curcumin yang salah satu sifatnya adalah bersifal bakteriostatik. Barteriostatik
adalah zat yang pada dosis binsa berkhasiat menghambat pertumbuhan bakteri {4),

Keelektifan antibiotika pada pengobatan infeksi secara klinis (ergantung
pada kemampuan obat yang membatasi dan mengurang populasi mikroorganisme
pada tempat infeksi (3).

Bakieri penyebab infeksi dapal dari golongan gram negalil (Lnrterabacteria,
pxendontonas) dan gram posilil (Srapdndococens, Streprocecens) salah satu contohnya
adalah Staplodococens qurens dapal menyebabkan infeksi pada kulit (infeksi luka
operasi, spesics  neonatal) sedangkan  polongan  enterobakieria  yang  sering
menimbulkan infeksi luka operasi antara lain adalah Ischerichia cofi,

Klebsiela (6).

Dari uraian lersebut di atas maka telah dilakukan penelitian terhadap ckslrak
metanol rimpang kunyit putth (Curenme ~eedouric Rosc.) dengan maksud untuk
mempelajari aktivitas antibakteri tumbuhan Kunyit Put[h.{i'"ujuan penelitian ini adalah
penentuan aklivitas antibakteri invitro rimpang kunyit putih dengan parameter

diameter daya hambat yang terbentuk terhadap bakteri fscherichia coli dan

+ Staphylococeus durens.
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Hasil penelitian ini diharapkan menjadi - acuan dalam pengembangan
penggunaan tumbuhan obat khususnya wmbuhan kunyit putih (Curca sedoaria

Rosc.) sebagai sumber bahan obat baru dan memberikan data ilmiah khususnya

dibidang mikrobiolog,
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POLA PENELITIAN

L1 Pengambilan sampel dan Pembuatan Ekstrak
I1.1.1 Pengambilan dan Pengolahan sampel
1L1.0.1 Pengambilan sampel
Sampel berupa rimpang kunyit putih (Cuercame sveluciria
Rosc.) dipcroleh dari desa Malakaji, kabupaten Jencponto,
Sulawest Sclatan.
11.1.1.2 Pengolahan sampel
Rimpang yang telah dibersihkan dipotong-potong  kecil
dan dikeringkan dengan cara diangin-anginkan, tidak terkena sinar
matahari langsung. Kemudian diserbukkan dengan derajat halus
4/18 atau ukuran 0,25-0,06 em.
11.1.2 Ekstraksi sampel
. sampel dibuat ekstrak metanol dengan cara soxhletasi,
11.2 Penyiapan Alat dan Bahan
[1.2.1 Sterilisasi Alat dan Bahan

[1.2.2 Pembuatan Medium

Medium Nutrien Agar (NA), Medium Nutrien Broth (NB) dan

Glukosa MNutrien Agar (GNA) dibuat sesuai dengan prosedur

p::mhuatannya.




L3 Penyiapan Bakteri Uji
[1.3.1 Peremajaan Biakan Murni Bakteri Uji
Bakteri Staplyilvcoccns aurens (gram positif) dan Escherichia coli
{zram negatif) yang tersedia di laboratorium Mikrobiologi Farmasi
dibiakkan dalam medium NA yang baru.
11.3.2 Pembuatan Suspensi Bakier Uji
Bakieri dari biakan murmi yang berumur 24 jam dibuat suspensi
dan dwkur transmitannyva 25% T,
IL4 Pengujian Ekstrak Tumbuhan
11.5.1 Konsentrast Terendah yang Dapat Menghambat Bakten (MIC)
11.5:2 Penentuan Daerah Hambatan
IL5S Penpamatan dan Pengumpulan Data
Pengamatan dan pengukuran doerab hambatan  pertumbuban bakten
dilakukan seielah inkubasi selama | x 24 jam pada suhu 121°C.
I1.6 Pengolahan Data dan Pembahasan

Drata yang diperoleh diolah secara statistik.

1.7 Kesimpulan
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TINJAUAN PUSTARA

LT Uraian Tumbuban (3,7, 8.9, 1)
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aromatik kuat, berdaun 3-8 helai, panjang tangkai daun beseria pelepah
daun sampai 70 cm, tanpa lidah-lidah berambut halus jarang-jarang,
helaian dion berbentuk lanset lebar, wjung daun lancip berekor,
kescluruhannva berwarna hijau atau hanya bagian atas dekat tulang
wlama agak keunguan, panjang 28 cm — 85 cm, lebar 7em - 15 cm.
Perbungaan terminal gagang berambut, berbentuk lanset. daun kelopak
yang paling bawah berwarpa hijau bentuk bulat telur, makin keatas
makin menyempil serta memanjang, warna bunga putih,
14 Kandungan Kimia
Minyak atsiri, sincol, kamfena, borneol, kamior, kurkumin, zeodoarin,
gum, Tesin, fepunz. sesquiterpen, curcumol, curcumedol, zingiberen,
beta sitosterol, fenol dan asam organik
1. 1.5 Kegunaan
Menambah nafsu makan, menghilangkan nafas bau, menghilangkan
nyeri (analgesic), melancarkan peredaran darah, peluruh haid (emenagog), cacingan,
radang saluran pernafasan, mencegah tumor, mencegah kanker servik dan vulva,
111.2 Tinjauan Umum Antimikroba (11, 12, 13,.14)
111.2.1 Antibaktert
Antibakleri adalah senyawa :.lial.u kelompok senyawa yang dapat

mematikan atau menghambat  pertumbuhan  bakteri.  Antibakteri

dapat digolongkan dalam




Zat bakterisid, vaitu suatu zat atau senyawa yang pada dosis biasa dapat
berkhasiat mematikan bakteri. Bakteri yang kena efek dan zal bakierisit
im tidak bisa akul’ lagi walawpun zal i sudah dibilangkan dar
lingkungan bakieri i,

Zal bakleriostatik, yoilu sualy zal alau senyvawa yang memiliki
kemampuan menghambal periumbuban ataw multiphikas: bakien, pada
dosis biasa. Perlumbuhan atau multiplikasi dari bakten itu akan
berlangsung kembali apabila efck zat atau senvawa tersebut sudah
berair, Contoh senvawa yang mempunyai sifat bakteriostatik adalah

obat-obat polongan sulfn, golongan para amino salisilat dan laian-lain,

.2.2 Antifungi

Antifungi adalah zat ataw scnyawa yanyg dapal mematikan atau
menghambat pertumbuhan dan multiplikasi dari fungi (jamur, kapang,
khamir). Antifungi dapat digolongkan dalam :

Fungisida yaitu, suatu zat atau senyawa yang dapat mematikan fungi
(jamur, khamir),

Fungistatika yailu, zal atau senyawa yang pada dosis biasa dapat
menghambat pertumbuhan dan multiplikasi dari fungi. Pertumbuhan dan
multiplikasi ini akan berlangsung kembali bila efek dari zat fungistatik
ini sudah berakhir. Contoh senyawa yang bersifat [ungistatik adalah

obal-obat golongan sulfa, beberapa senyawa antibiotika dan lain-lain,




[11.2.3 Anlivirus

[11.2.4

Antivirus adalah senvawa-senyawa yang dapal menghambat
pertumbuhan  dan  multiplikasi dari virus. Conloh  senyawa  yang
tergolong antivirus adalah beberapa senyawa antibiotik.

Antibiotika

Istilah antibiotika bermula dan istilah antibiose yang pada tabun
1889 alech Villemin mengartikan secara harliah yaitu melawan hidup .
Dalam konsep biologis antibiose diartikan sebagai suatu organisme yang
lain untuk kelangsungan hidupnya sendiri. Menurut Waksman yang
disempurnakan oleh Benedict dan Langlyke. Antibiotika adalah suatu
senyawi kimia yang dibasitkan oleh mikroorganisme atau  produk
sintetik yang merupakan analog senyawa alam, dalam konsentrasi kecil
dapat menghambat pertumbuhan mikroorganisme yang lain. Menurut
Turpin dan Velu, antibiotika adalah semua senyawa kimia yang
dihasilkan oleh mikroorzanisme hidup atau yang diperoleh :11&131;11'
sintesis yang memiliki indeks khemoterapi tinggi, yang manifertasi
aktivitasnya terjadi pada dosis yang sangat rendah secara spesifik
melalui inhibisi proses vital tertentu pada virus, mikroorganisme
ataupun juga berbagai organisme bersel majemuk.

Contoh senyawa yang termasuk antibiotika adalah penisilin yang berasal
dari  Penicillinum  notatum. Streptomisin  yang dihasilkan oleh

Streplomices Brisesus, tetrasiklin yang dihasilkan oleh Streplomyces sp.,

2




Kloramlenikol vang merupakan antibiotka yang disintetik  penuh,
amoksisilin vang merupakan antibiotitka  semisimetik dart asam 6-

aminopenisilinat (6-APA).

LY Mckanisme kerja Antimikeoba (11, 15, 16),

il

i.3.2

Menphambat Metabolisme Sel Mikroba

Mikroba  membutuhkan  asam  [olat wntek  kelangsungan
hidupnya, dimana kuman patogen harus mensintesis sendin asam folat
dari asam paraamino benzoat (PABA). Apabila suatu zal antimikroba
menang bersaing  dengan para amino  benzoat (PABA) untuk
diinkorporasikan dalam pembentukan asam folat, maka terbentuk analog
asam folat yang non [ungsional. Akibatnya, kelangsungan hidup
mikroba akan terganggu,
Menghambat Dinding Sel Mikroba

Berbeda dengan binatang, mikroba memiliki suatu lapisan luar
yang kaku, yaitu dinding sel. Dinding ini mempertahankan bentyk jasad
renik dan “menahan” sel mikroba, vang memiliki tekanan osmotic
dalam yany tinggi. Tekanan dalam pada mikroba gram positif' 3-3 kali
lebih besar daripada mikroba gram negatif. Dinding sel mengandung
sualu zal yang secara kimiawi merupakan suatu polimer kompleks
“mukopeptida” (“murein”, “peptidoglikan”) terdiri dari polisakarida
dan suatu polipeptida dengan banyak hubungan silang. Polisakaridanya

ymumnya mengandung  gula-gula  amino  terikal rantai-rantai

10
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1.3.4

pentapeptida. Kekakuan dinding sel ditambah lagi dengan hubungan
silang dari ranta-rantai peptida (yaitu melalui ikatan-ikalan pentaglisin)
sebagai akibat reaksi transpeplidase yang dikerjakan oleh beberapa
cnzim. Lapisan peptidoglikan febih tchal pada dinding sel mikroba
gram=posiil’ danpada dinding sl mikroba  gram-negatl’  Struktur
dinding sel mikroba dapat rusak dengan cara menghambatl reaks:
transpeptidase  schingpa  sintesis  peptidoglikan  tertahan,  Dengan
demikian dapat diketahui bahwa struktur dinding sel mikroba dapat
dirusak dengan cara menghambat pembentukannya atau mengubahnya
setelah dinding sel tersebut selesai terbentuk.
Muengeangpy Keutuhan Dinding Sel Mikroba

Sitoplasma semun sel hidup dibatasi oleh membran (selaput)
sitoplasma, yang bekerja sebagai penghalang dengan permeabilitas
selektif,.  melakukan  pengengkutan akuf dan  dengan demikian
mengandalkan susunan dalam dari sel. Bila integritas fugsi membran
sitoplasma terganggu, nukleotida purin dan pirimidin serta protein akan
lolos dari sel, dan timbullah kerusakan atau kematian sel, alibatnya
mikroba akan mati.
Mengganggu Sintesis Protein Sel Mikroba

Untuk kelangsungan hidupnya, sel mikroba perlu untuk
mensintesis berbagai protein. Sintesis protein berlangsung di nbosom,

denpan bantuan mRNA dan (RNA. Pada bakteri, ribosom terdir atas

11




1I.3.5

dua subunit, yang berdasarkan konstania sedimentasi dinyatakan schagal
ribosom 3085 dan 508, Uniuk berfungsi pada sintesis protein. kedua
komponen ini akan bersatu pada pangkal ramtai m-RNA - menjadi
ribosom 705, Penghambatan sintesis protein terjadi dengan berbagai
cara misalnya, sustu antimikroba berikatan dengan kompenen ribosom
308, menyehabkan kode pads mRNA salah dibaca oleh IRNA pada
wakiu sintesis protein, Akibainya akan terbentuk protein yang abnormal
dan noa fungsional bag sel mikroba.
Menghambat Sintesis Asam Nukleat Sel Mikroba

DNA dan RNA memegang peranan amat penting didalam
proses kehidupan normal sel. Mekanisme - kerja antimikroba terhadap
hambatan pada asam nukleat mi melalui beberapa cara diantaranya,
antimikroba membentuk ikatan vang kompleks dengan DNA melalui
ikatan pada residu deoksiguanosin. Dengan pembentukan kompleks ini
akan menghambat polimerase RNA dan menahan pembentukan mRNA
yanp sangat tergantung pada DNA. Atau dapat dengan cara antimikmﬁa
berikatan dengan enzim polimerase-RMNA sehingga menghambat sintesis

RNA dan DNA oleh enzim tersebut, akibatnya terjadi kerusakan pada

sel mikroba.

2




14 Uraian Bakteri Uji yang Digunakan

114, 1 Sregpphwlocoecis airens

il

.

K lasi f ks

1w © Prouaryiolin

Divisi - Firmicules .
kelas - Firmibagleria

[ Sanysil - Fubaclenabes

Suku L (TN H R T TR T

RIS s slaphylococeus

Jenis © Nt e TS e is

Sifat chan Morlulogl

Slaphylococcus auncus merupakan bakleri gram positif,
herhentuk bulal, boergirs engah 0.5 1.5 mikromeler, terdapat
bergerombal sepert bruah angieur, salu-solu, atau herpasangin, tidak
herperak, tidak tahan asam, di atas pembenihan dapat berupa kuloni
bulat dengan diameter 1-2 mm, sedikit cembung, amorl dan tidak
fransparan,  Biasanya erdapat  dialas  permukaan kulit, saluran
|,1|,;rs:.:nl';15:[|1 bagrian atas, saluran keneing, mulut dan hidung, jaringan
kulit bagian dalam dart Bisul bernanib, inlicksi luka, madang paru-
pary dan sclapul leaddie Bsinuya, dapat tumbub pada sub | (- 50,

syl pertumbuhan aptimum 37°C, pada ptl T0- 1.5,



111,4.2

Fescherteline code

il

i

K lasilikasi

Iuinia : Procaryoinc

[Fivisi - Girpethicules

bl - Neotabaclerin
Habingsa - Linlerobacieriaeciy
Suku © Lnterobacieniccic
Miarisi : lischer

lenmis - Povehwernchng voli

Sl dun Maortulog .

Berhentuk  baking  lurus, berukuran 11-1.5 x 2000
mikrometer, terdapat diam benluk berpasangan atiu tunjgal, gram
nepatil,  non matil, Memiliki metabolisme  fermentative  dan
respirasi. Suhu optimum 37°C D-glukosa dan karbohidrat lainnya
dikatabolis  dengan membentuk - asam dan  gas.  Mengandung
enterutoksin dan woau Faklor viculen linya, termasuk i'u[-;un.-' faklor

perpindahan dan faklor kolonisasi, menycbabkan diare, penyebab

atama infeksi saluran kencing dan nosokamial,
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HLS Pengujinn Secara Mikeobiologis (17, 18, 19, 20

HL5.1 Metode Dilusi {Dilussion Method)

Pada metode ini kemampuan zat antimikroba atau antibiotikan

ditentukan berdasarkan luas dacrah hanbatan vang terjadi disebabkan

karena adanya  zat antimikroba yang  berdifusi kedalam  medium

pembenihan padat. Metode dilusi dapat dilakukan dengan menggunakan

beberapa cara,

L5 1.1

15,12

[il.5.1.3

Metode Difusi Dengan Silinder Pipih

Cara ini didasarkan atas perbandingan antara luas
daerah  hambatan vang dibentuk oleh lorutan contoh terhadap
pertumbuhan mikroorganisme dengan luas daerah hambatan
yang terjadi oleh larutan pembanding.
Metode Dilusi Dengan Mangkok Pipth

Prinsip dan cara kerjanya sama dengan cara silinder
pipih, Perbedaannya adalah disini menggunakan alat berupa
“Cup Plate” yaitu lubang atau semacam manghkuk yang dibuat
langsung pada medium agar.
Metode Difusi Dengan Kertas Saring

Perbedaan denpan cara-cara diatas yaitu pada cara
ini digunakan kertas saring yang dibuat dengan bentuk serta
ukuran tertentu, biasanya berbentuk bulat dengan diameter 0,7

sampai 1.0 cm, yang nantinya akan dicelup ke dalam larutan



contoh dan larulan  pembanding, kemudian keratas saring
tersebut dikeringkan dan diletakkan diatas medium agar vang
telal ditanami dengan mikroba uji. Pengamatan dilakukan
setelah waktu inkubasi tericntu dengan mengukur diameter
ducrah hambatan yang terpali

HES. 14 Mewode Dilws Dengon Cara Kirby-Bauver

Prinsip dan cara kerjanya sama dengan cara difuse

denpan  kenias saring. Perbedaannya adalah pada metode ini
menggunakan alat untuk meletakkan kerias saring dan cawan
petri yang digunakan berukuran 150 x 15 mm sehingea dapat
langsung divji dengan berbagai variasi konsentrasi larutan
conloh,

[11.5.1.5 Metode Difusi Dengan Cara Agar Berlapis

Cara ini merupakan modilikasi dari cara Kirby-
Bauer. Perbedaannya, pada cara ini menggunakan dua lapis
agar, lapisan pertama ini tidak mengandung bakteri (base
layer), sedangkan lapisan kedua ini mengandung bakteri yang
dicampur pada media agar (seed layer).
111.5.2 Metode Pengenceran (Dilution Method)

Pada metode ini digunakan sejumlah  bahan antimikroba

dengan tingkat kadar yang berbeda-beda sesuai yang telah ditetapkan.

Pengenceran secara sen dalam media kaldu (serial dilution method in

|



broth), Dengan cara ini menggunakan sejumlah vrutan tabung vang
berisi media kaldu eair dan sejumlah bahan antimikroba dalam kadar
yang berbeda-beda, kemudian ditanami dengan bakteri uji. Potensi
antimikroba atau antibiolik dapat diketahui dengan melibat HEkETLIh;?LI'I
yang terjadi akibat dan pertumbuban bakteri uji. Kekeruhan akan
berbeda-beda sesuai dengan kadar antimikroba. Tingkat kekeruhan
dalam medium dapat diukur dengan menggunakan alat foloelektrik
kalorimeter, Kemudian dibandingkan dengan kekeruhan yang terjadi
yang disebabkan olch periumbuhan  mikroorganisme  uji pada

antimikroba pembanding yang mendapat perla huan vang sama.

L6 Metode Ekstraksi (21,22, 23)

111.6.1 Tujuan Ekstraks

[11.6.2

Tujuan ekstraksi adalah untuk menarik komponen-komponen
kimia vyang terdapat dalam simplisia. Ekstraksi didasarkan pada
perpindahan massa komponen-komponen zal padat ke dalam pelarut,
dimana perpindahan mulai terjadi pada lapisan antar muka i:emuﬁian
berdifusi masuk ke dalam pelarut.

Jenis-Jemis Ekstraksi

Jenis ekstraksi yang sering dilakukan adalah ckstraksi secara

panas dan secard dingin. Ekstraksi secara panas dilakukan dengan cara

refluks dan destilasi vap air, sedangkan ekstraksi secara dingin




dilakukan dengan mengpunakan alat soxhlet, cara perkoldsi atau
MHETH AT
HEG.S Lkstrakst Dengan Alat Soxhiel

Ekstraksi dengan cara ini, pada dasarnya adalah chstraksi
berkesinambungan, Cairn penyari dipanaskan hingga mendidih, uap
penyari akan naik melalui pipa samping kemudian diembunkan kembali
olch pendingin tepak, sclanjuinya cairan penyari akan turun untuk
menvari zal akiif dalam simplisia dan apabila cairan penyari telah
mencapai permukaan sifon, maka seluruh cairan akan turun kelabu
melalui sifon. Demikian seterusnya hingga zat akuf dalam simplisia
wersari scluruhnya vang ditandai dengan jernihnya cairan yang lewat

pada tabung silon.




BAR IV

PELAKSANAAN PENELITIAN

IV.1 Penyiapan Alat dan Bahan

IV Adat=alat vang Digunakan

I

2,

10.

11,

13.

14.

Cawan Pein

Erlenmever 250 ml 500 ml
Gelas ukur 100ml, 500 ml dan 1000ml
Gelas piala 250 ml

Inkubator

Jangka sorong

Kertas indikator pll universal
Labu tentukur 100 mi
Laminar Awr Flow

Ose bulat

Otoklal

Owen

Pencadang

Rotavapor

Speklro folomeler

19
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6,

Seperangkat Al Soxhlet

17, Timbangan analitk

18,

Trmbangan kasar

IV. 1.2 Bahan-bahan yang digunakan

2

Adr suling
Aoar

Alkohol 70% dan 0%

Biakan murni Bsclerichio cedi

Biakan murni Sreplnfococouy aurens

Dckstrosa
Ekstrak daging

Lkstrak khamr

Larutan Fisiologis NaCL 0.9%

Metanol
MNaCL

Pepton
Rimpang kun

Tetrasiklin HCI

yit putih (Crretin mecloerio Rosc.)

T
v

Lo 1

{Dilco)

(E.Merck)
(Difco)

(Dilco)

{E.Merck)

o

i T
; ..i‘l i ; -1_...;11{

b

e




IV.2 Pengambilan dan Pengolahan Sampel

IV.2.1 Pengambilan sampel

Rimpang di ambil dari tombubhan kunyit putih (Ceecuma
sedlowrin Rose ) vang  diperoleh :.Enril desa  Malakaji, kabupaten
Jeneponte, Sulawest Sclatan, Rimpang dikumpulkan sewaktu proses
pertumbuhannya sempurna dan dipilib rimpang yang baik dan segar.

1V.2.2 Pengolahan sampel

Sampel yang telah diambil dicuci hingga bersih lalu
dipotong-potong kecil dan dikeringkan dengan cara diangin-anginkan,
tidak dikenai sinar matabari langsung sampai kering. Kemudian

diserbukkan dengan derajat kehalusan 4/ & atau sesual dengan ukuran

.25 - 0,06 cm.

IV.3 Pembuatan Ekstrak Metanol Rimpang lKunyit Putih (Curcima zedearia

Rosc.) Dengan Metode Soxhletasi (20]

Serbuk rimpang kunyit putih dimasukkan ke dalam klonsong vang telah

dilapisi kerias saring celanjutnya dihubunghan dengan labu alas bulal vang

berisi metanol kemudian ditempatkan di atas penangas air dan diklem,
ditambahkan metanol melalui sampel untuk membasahi sampel dalam
itambahk

klonsone. Selanjutnyd dihubungkan dengan kondensor. Aliran air dan pemanas
onsong.

ditalank sampai terjadi ekstruksl scmpurna. Diperoleh ekstrak metanol
jjalankan 5

kemudi dikisatkan menggunakan rotapavor hingea diperoleh ekstrak kental
emudian dik



dan bebas metanol kemudian dibual pada konseotrasi 0,3%, 1%, 1.5%, 204,
2.5%, untuk pengukuran dacrah hambatan,
V.4 Sterilisasi Alat (24, 25)

Alat-alat yang diperlukan dicuet dengan detergen, wadah dengan mulut
lebar dibersikan dengan merendamnya dalam larutan detergen panas selama 13
sampai 30 menit diikuli dengan pembilasan pertama-tama dengan air bersih dan
terakhir dengan air suling Alat-alat dikeringkan dengan posisi terbalik di udara
torbuka. Setelah kering kemudian dibungkus dengan kertas perkamen. Tabung
reaksi dan erlenmeyer terlebih dahulu disumbat dengan kapas bersih. Alat-alat
dari gelas disterilkan di oven pada suhu 180"C selama 2 jam, Alat suntik dan
alat-alat plastik (tidak tahan terhadap pemanasan tinggi) disterilkan dalam
atoklat sclama 15 menil pada suhu 121"C 1ekanan 2 atm. Jarum ose disterilkan

dengan pemanasan lanpsuny hingga memijar selama 30 detik.

IV.5 Pembuatan Medium

IV.4.1 Mediom Nutrien agar (NA)

Komposisi |
mksirak daging 36p
Pepton 50¢
Agar 150 2

Air suling hingga 1000 ml
pH 7.0

22




V4.2

Iv.4.3 Medium

Cara membual ¢

Bahan-bahan di atas, dimasukkan ke dalan Grlenmeyer difarutkan
dalam air suling hingea volume 800 ml, lalu dicek pH dengan indikator
universal diatur plinya sampai 7,0 kemudian dicukupkan volumenya
denpan air suling hingga 1000 ml. Seielab u disterilkan dalam otoklal
pada suhu 121"C sclama 15 menit

Medium Nutrient Broth (NB)

Komposisi :
Ekstrak daging 30g
Pepton 508

Air suling hingza 1000 ml
pH 7.0

Cara membual |

Bahan-bahan di atas, dimasukkan ke dalam Erlenmeyer dilarutkan

semua bahan dafam air suling hingga 800 mi, lalu dicek pH dengan

indikator universal dan diagtur pHnya sampai 7.0. Panaskan sampai

hahan larut kemudian dicukupkan volumenya hingga 1000 ml. Setelah

1u disterilisasi di otoklaf pada 121°C selama 15 ment

Glukosa Nutrien Agar (GNA)
Komposist -
10,08
Glukosa . i)
Ekstrak daging g
10,0 g

Pepton

23
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MNall, 238
A 150
Air suling hingga 1000 ml

b 7.0,
Cara membuat ;
Semua bahan kecuali glukosa dilarutkan dalam air suling kemudian
dipanaskan sampai larat, phl dicek dan dibuat pHl 7.0 selanjuinya
disterilkan dalam otoklal pada subu 121%C sclama 15 menit. Glukosa
dilarutkan dalam air suling hingga 200 ml . Kemudian disterilkan dalam
outoklat pada subu | 10C selama 40 menit. Sctelah medium agak dingin

dicampurkan dengan plukosa steril secari aseptis dan pH dicek dan

diatur pHnya sampai 7.0,

IV.6 Pembuatan Larutan iKontrol Positif

Larutan kontrol positil’ yang digunakan adalah antibiotika tetrasiklin

HCL konsentrasi Yang digunakan adalah 30 ppm. Dibuat dengan cara

melarutkan 0,3 Mg tetrasiklin HCL kemudian ditambahkan sedikit demi sedikit

air steril hingga 100,0 mi ke dalam labu ukur.

V.7 Penyiapan Bakteri

[V.7.1 Percmajaan i ubtur Murni Bakteri Lji (23]

Mikroba uji berupa Hm,nhyh:cu-:c:m: gairens dan Fscherichia
ik ]
herasal dari biakan murni masing-masing, diambil satu ose

coli yang |
n dengan cara digoreskan pada medium Mutrien

kemudian d[inukuiasika

24
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Agar (NA) miring selanjutnya diinkubasikan pada subu 37 C selama 24
Jam, -
1V.7.2 Pembuatan Suspensi Baktert uji (23)

Bakieri uji berumar 24 jam dari agar miring NA disuspensikan
dengan bantuan NaClL 0.9 % steril dan bola-bola kaca berdiameter
kurang febih 0,5 cm. Suspensi tersebut kemudian dituangkan kedalam
botol Roux yang berisi medium NA, diinkubasikan pada suhu 37 °C
selama 24 jam. Selelah itu dibuat suspensi bakeri iy suspensi baklen
uji diperoleh dengan cara pengenceran sampai T25% pada panjang

pelombang 520 nm terhadap blanko larutan MaCL 0.9 % steril dengan

mengzunakan kuvel herdiameler 13 mm, Cara ini dilakukan untuk

masing-masing bak eri uji Escherichiu coli dan Staphylococcus aureus.

IV.8 Pengujian ehstrak (26)

V.8l K gnsentrasi Terendah yang Dapat Menghambal Bakteri (MIC)

pedium NB steril dituang cecarn aseplis kedalam 10 buah
tabimsg . wmasing schanyak 10 m! dan ditambahkan
Al

kstrak metand] kedalam masing-masing tabung sehingga diperoleh
ekstri

v (.50 % biv, 0.75 % biv, 10% abiv, 1,25 % biv

!ar.m-.sunlmsi 0,25%

dan 1,50 % bIV.

D'tambahi-:an 0.2 ml bakten uji Eseherichia cofi yany berumur
i r

masing tabung pengenceran kemudian

24 jam kedalam masing-

23
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i . i

diinkubasi pada suhu 37 "C selama 24 jam kemudian dilanjutkan dengan
menggporeskan nasig-masing konsentrasi kedalam medium padat NA
(Nutrien Apar) untuk melibat pertumbuhan bakieri yang terbentuk
sehingga dapat ditentukan nilai MIC-nya. Dilakukan pengupan vang
sama pada bukleri Stuplplococeis um';u.w.
1WV.8.2 Penentuan Daerah Hambatan

Medium GNA steril didinginkan hingga subu 40 - 45°C
kemudian dituang secara aseplis ke dalam cawan petri sebanyak 13 ml
dan dibiarkan membeku, ini sebagai lapisan dasar. Setelah itu 10 ml

medium GNA - dicampur dengan 1 ml suspensi bakieri vang telah

disiapkan, kemudian dituangkan di alas permukaan medium GNA vang

relah membeku tadi, dan dibiarkan hingga membeku.
Pencadany dengan dismeter dalam 6 mm, diameter luar 8 mm

dan tinggi 10 mm, diletakkan sccara aseplis pada permukaan media

ying telah membeku. Jarak tiap pencadang 3 ¢m dan jarak pencadang

dengan tepi edia 2 em. Tiap pencadang diisi dengan ckstrak metanal

kunyit putih konsentrasi 0,5% biv, 1% biv, 1,5% biv, 2% bfv, dan

7 59 biv, serna diisi larutan tetrasiklin HCL 30 bpi. sebagai hontrol

positif’ Kemudian diinkubasi pada suhu 37 e gelama 24 jam. lalu

diukur daerah hambatannya.
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BAB Y

HASIL DAN PEMBATIASAN

V.l Hasil Penelitizim

Vsl penehitian daya bambat chstrak metanol rimpang Kunyit

Putih (¢ et sedogria) terhadap pertumbuban hakter Stapfivlococcis alireus

dan Fxcherichio coli setelah masa inkubasi 24 jum sebagai berikut .

1. Ekstrak metanol 0,5%, %, 1.53%, 2%, dan 7 5% menghasilkan diameter

daya hambalan rata-rata terhadap

a). Steplylococens qures ; 932 mm, 10,18 mm, 14.00 mm, 14,70 mm,

16,32 mm.,

by, Fscherichia cofi 2 12,18 mm, 14,13 mm, 13,30 mm, 1745 mm,

1845 nun.

2 Kontrol positif (Larutan Tetrasiklin HCI 30 ppm) menghasilkan diameter

rata-rata terhadap -

a). Staphylococens carrens © 14,08 mm.

: b). [rsefrerichia coli ;19,18 mim.



V.2 Pembahasan

Penelition ini dimaksudkan untuk  mengetabui kemampuan dari
chstrak metanol Rimpang Sounvit Putih (Cwrcnme 2edoaria Rosc.) menghambat
pertumbuliin bakleri baik gram positl maupun gram negatil, dimana untuk
bakteri wji gram positil” digunakan Stapdndlococens anreis dan gram negatil
Peseherichia colt. Sehingga hasil penclitian dapat memberikan data ilmiah secara
mikrobiologis  agar penggunaan Rimpang Kunyit Putih dapat dipertanggung
jawabkan secara ilmiah.

Dalam penclitian im Rimpang Kunyit Putih diekstraksi secara soxhiel
karcna tekstur sampel yang cukup keras, dimana pelarul yang digunakan adalah

metanol untuk menarik komponen kimia baik yang bersifat polar maupun non

polar.

Untuk mencegah perbedaan kecepatan berdifusi tiap ekstrak ke dalam

apar, maka semud jents ckstrak disuspensikan datam air suling steril. Karena
; :

calah satu faktor yang mempengaruhi uji daya hambal adalah kecepatan difusi

bahan aktif dari tiap pencadang, colain Taktor-faktor lain, yaitu konsentrasi

bahan aktif dalam tiap pencadang, kepekaan pertumbuban bakteri, ketebalan

¥ atF i = N T I._ r - m

medium, reaksi antar bahan aktil dengan medium, viskositas medium (Broth
: i {20

alau agar) dan (emperatur inkubast .

Untuk mengctahui kansenirasi ekstrak yang akan digunakan untuk uji

d hambat maka sebagal uji awal dilakukan pengujian kadar hambatan
aya ham i .
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pada konsentrasi 0,25%, 0,50%, 0,.75%. 1%, 1.25%. dan |,50% terhadap bakten

Staphilococens onrens dan Excherichio coli menggunakan medium  NB
(Nutrien Broth), karena nilai MIC tidak dapat dilihat berdasarkan tingkat
kekeruhan vang terbentuk, maka dilakukan uii lanjutan dengan metode goresan
pada medium NA (Nutrien Agar) schingga diperoleh nilai MIC pada 0,5%
(dapat dilihat pada lampiran). Dari nilai MIC rersebut dibuat konsentrasi 0,5%,
1%, 1,5%, 2%, dan 2,5%.

Dari daerah hambatan yang diamati terlibat bahwa daya hambat
ekstrak metanol meningkal sejalan dengan meningkatnya konsentrasi karend
makin besar konsentrasi makin besar pula  senyawa bioaktil yang herefek
antibakleri yang terkandung di dalomnya, Daerah hambatan cksirak vang
dihasilkan rata-rata berukuran lebih kecil dari pembanding (Tetrasiklin HCI 30

bpi). Hal ini disebabkan karena pembanding yang digunakan merupakan

senyawa Limia sinlesis yang ielah diketahui efek farmakologisnya sebagai

antibiotik.

Hasil pengukuran dacrah hambatan memperlihatkan bahwa ekstrak

k .:mmsi 7 5% mf.mberil-;un hambaian yang mlling besar baik pad;:
LONS 2

conharichia coli setelah masa inkubasi 24 jam.
" . ; naupun Lycherichia ¢o
.'a.fﬁphy.l‘rmuc:mf.-: arens 1

' istik di ' canuan Faktorial karena pada
Pada analists sratisiik digunakan Rancanga ‘ 5

kombinast perlakuan yaitu konsentrasi ekstrak

penelitian i mengpunakan dua

dan bakteri ujl.



Hasil analisis statistik dengan menggunakan rancangan faktorial pada
ckstrak dengan Tuklor Konsentrasi memperiihatkan hasil yang sangal signifikan
yang berarti perbedaan konsentrasi sangat mempengaruhi hasil, Semakin besar
konsentrasi ckstrak maka  semakin besar pula diameter hambatannya. Faktor
mikroba uji memperlihatkan hasil sangat signilikan, ini berarti perbedaan
baktert uji yang digunakan sangal mempengaruhi hasil. Dari pengukuran
diameter hambat terlihat bahwa daya hambal lerbesar adalah  terhadap
Fseherichio coli

Masil analisis statistik memperlibatkan perbedaan yang sangal nyata

antar konsenirasi eksirik werhadap pertumbuhan bhakteri uji yang digunakan.
ial ini dapat dilihat dari ¥ hitung yang lebih besar dari F table pada taral 1%,
Dari hasil analisa tersehut  menunjukkan adanva pengarub konscnlrasi

terhadap pertumbuhan bakteri  uji.  Sesuai pustaka  “Text Book of

Microbiology™ oleh Burrows hahwa terdapat pengaruh dari konsentrasi vang

digunakan dimana semakin linggi Lonsentrasi suatu antimikroba maka akan

memberikan daya hambat vang makin besar pula. Demikian pula pada

perlakuan perbeduan bakteri uji, dimanad hal ini menunjukkan perbedaan

tingkat kepekaan bakteri terhadap 22t antimikroba,
Dari hasil penclitian menunjukkan bahwa ekstrak metanol rimpang
&

nehambat pertumbuhan bakteri baik gram

Rimpang Kunyit Patih mampu me

pasitif maupun wrant negatif.



Lilek antibakieri yang terkandung dalam ckstrak metanol Rimpang
Kunyit Putih bersitat bakwenosid, Val ini dapar dilihat dengan lidak
ferdapatnya pertumbuhan kembali bakteri pada dacrah hambatan sclelah masa
inkubasi 48 jam, al i sesvai dengan pustaka “igrmakodinamika dan Terap!
Antibiotika™ oleh Watimena vang |uunynll.;n'fmn hahwa bila daerah hambatan
yang lerjadi tetap bening sampai 48 jam menunjukkan bahwa antimikroba

yang digunakan bersifat bakierisid.
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BAR VI
KESIMPULAN DAN SARAN
Vi1 Kesimpulan
Berdasarkan hasil penclitian maka dapat diambil kesimpulan sebagai
berikut
| Ekstrak metnol Rimpang Kunyit Putih (Crrcamd 2 slorrics Rosc.) mampu
menghambat periumbuhan bakterh wji gram positil maupun hakteri gram
negalif
2 Pkstrak metanol memberikan dinmieter dacrab hambatan pada bakteri uji
werbesar berturut-turut / “eherichio coli dan Staphvlogoccits anrens.
1 Ekstrak memberikan daya hambat terbesar pada konsentrasi 2.5% ya-iiu
Stephvlueoects anrens 16,32 mm dan Jexeherichic cofi 18,43 mm.
V1.2 Saran
Digarankan untuk melokukan uji daya hambat ekstrak polar dan non

polar jerhadap bakieri spesifik penyebal infeksi.
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