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INTISARI

INSYIRAH R., 2017, UJI AKTIVITAS ANTIBAKTERI KOMBINASI
MINYAK ATSIRI JAHE MERAH (Zingiber officinale Var. Rubrum) DAN
LEMPUYANG WANGI (Zingiber aromaticum Val) TERHADAP
Staphylococcus aureus ATCC 25923, SKRIPSI, FAKULTAS FARMASI,
UNIVERSITAS SETIA BUDI, SURAKARTA.

Minyak atsiri jahe merah (Zingiber officinale Var. Rubrum) dan
lempuyang wangi (Zingiber aromaticum Val.) diketahui memiliki khasiat sebagai
antibakteri. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui aktivitas dari kombinasi
minyak atsiri jahe merah (Zingiber officinale VVar. Rubrum) dan lempuyang wangi
(Zingiber aromaticum Val.) sebagai antibakteri terhadap Staphylococcus aureus
ATCC 25923. Uji aktivitas antibakteri dilakukan dengan metode difusi dan dilusi.
Konsentrasi minyak atsiri yang digunakan pada uji difusi adalah 50%, 25% dan
12,5% dengan kombinasi perbandingan jahe merah dan lempuyang wangi 1:1; 1:3
dan 3:1. Diameter daya hambat masing-masing kombinasi sebesar 20,10 + 0,17,
15,43 + 0,75; 24,30 = 0,89 mm. Pada uji dilusi menggunakan konsentrasi deret
bertingkat yaitu 50%; 25%; 12,5%; 6,25%; 3,125%; 1,56%; dan 0,78%pada
perbandingan 3:1 diperoleh nilai Konsentrasi Bunuh Minimum (KBM) sebesar
3,125%. Data dianalisis menggunakan Analysis of Variance (ANOVA) dua arah.
Berdasarkan hasil uji yang telah dilakukan dapat disimpulkan bahwa kombinasi
minyak atsiri jahe merah (Zingiber officinale Var. Rubrum) dan lempuyang wangi
(Zingiber aromaticum Val.) memiliki  aktivitas antibakteri terhadap
Staphylococcus aureus ATCC 25923 dengan diameter hambat terbesar 24,30 +
0,89 mm dan KBM sebesar 3,125%. Hasil analisis ANOVA dua arah
menunjukkan perbedaan yang signifikan pada tiap kombinasi perbandingan.

Kata kunci: Antibakteri, Staphylococcus aureus, Minyak Atsiri, Zingiber
officinale Var. Rubrum, Zingiber aromaticum Val.
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ABSTRACT

INSYIRAH R., 2017. ANTIBACTERIAL ACTIVITY  TEST
COMBINATION ESSENTIAL OIL OF RED GINGER (Zingiber officinale
Var. Rubrum) AND LEMPUYANG WANGI (Zingiber aromaticum Val.)
AGAINTS Staphylococcus aureus ATCC 25923, ESSAY, PHARMACY OF
FACULTY, SETIA BUDI OF UNIVERSITY, SURAKARTA.

Essential oil of red ginger (Zingiber officinale Var. Rubrum) and
lempuyang wangi (Zingiber aromaticum Val.) was known to have antibacterial
efficacy. This study aims to determine the activity of combination essential oil of
red ginger (Zingiber officinale Var. Rubrum) and lempuyang wangi (Zingiber
aromaticum Val.) as antibacterial to Staphylococcus aureus ATCC 25923.
Antibacterial activity test conducted by diffusion and dilution methods. The
essential oil concentration on diffusion method were 50%, 25% and 12,5%
combined comparison red ginger amd lempuyang wangi 1:1; 1:3 and 3:1.
Inhibition zone diameter for each combination were 20.10 + 0.17; 15.43 + 0.75;
24.30 = 0.89 mm. On dilution test used concentration series of 50%; 25%; 12.5%;
6.25%; 3.125%; 1.56%; and 0.78% with their comparison 3:1 so got Minimum
Bactericidal Concentration (MBC) of 3,125%. The data were analyzed by
Analysis of Variance (ANOVA) two-way method. Based on the result, it can be
concluded that the combination of essential oil of red ginger (Zingiber officinale
Var. Rubrum) and lempuyang wangi (Zingiber aromaticum Val.) have
antibacterial activity to Staphylococcus aureus ATCC 25923 with inhibition zone
diameter of 24.30 £ 0.89 mm and MBC of 3,125%. The result of ANOVA Two-
Way method was significant on each combined comparison.

Key words: Antibacterial, Staphylococcus aureus, Essential oil, Zingiber
officinale Var. Rubrum, Zingiber aromaticum Val.
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BAB |
PENDAHULUAN

A. Latar Belakang

Kontaminasi mikroba adalah salah satu masalah yang dihadapi dalam
kehidupan manusia yang berkaitan dengan penyebab penyakit infeksi.
Kontaminasi dapat terjadi melalui makanan, air, udara, tanah dan lingkungan
sekitar. Bakteri merupakan salah satu jenis mikroba yang tidak kalah penting
dalam menyebabkan penyakit infeksi bagi manusia dalam kondisi tertentu.
Bakteri dapat dikatakan patogen karena salah satu sifatnya sebagai penyebab
penyakit infeksi (Brook et al. 2001).

Staphylococcus aureus merupakan bakteri Gram positif yang berasal dari
genus Staphylococcus dan termasuk dalam keluarga Staphylococcaceae. Bakteri
S. aureus merupakan salah satu flora normal yang ada di kulit, namun pada
kondisi tertentu S. aureus dapat menjadi patogen sehingga menyebabkan
timbulnya penyakit infeksi (Jawetz et al. 2013). Infeksi dapat terjadi secara
langsung maupun tidak langsung, infeksi oleh S. aureus ditandai dengan adanya
kerusakan jaringan dan diikuti dengan abses bernanah. Bakteri ini masuk ke
dalam tubuh melalui folikel rambut, kelenjar keringat atau luka-luka kecil
(Dowshen et al. 2002), beberapa penyakit infeksi yang disebabkan oleh S. aureus
antara lain bisul, jerawat, impetigo dan infeksi luka.

Pengobatan infeksi yang paling umum dilakukan adalah dengan terapi
antibiotik. Penggunaan antibiotik yang berlebihan dan pemberian dalam jangka
waktu yang lama dapat menyebabkan terjadinya resistensi pada bakteri (Maryuni
2008). Hal tersebut dapat menyebabkan antibiotik sintesis menjadi tidak efektif
lagi dan menyebabkan terjadinya toksisitas atau efek samping obat dalam
penggunaannya (Nwinyi et al. 2009).

Penggunaan obat tradisional yang berasal dari tanaman dapat digunakan
untuk mengatasi penyakit infeksi akibat bakteri. Obat tradisional yang berasal dari
tumbuhan dan bahan-bahan alam murni memiliki efek samping, tingkat bahaya



dan resiko yang jauh lebih rendah dibandingkan dengan obat kimia (Muhlisah
2005).

Khasiat obat pada suatu tanaman umumnya disebabkan oleh kandungan
metabolit sekundernya. Metabolit sekunder adalah senyawa-senyawa organik
yang berasal dari tanaman dan secara umum memiliki kemampuan bioaktif. Salah
satu contohnya adalah minyak atsiri yang berkhasiat sebagai antibakteri. Minyak
atsiri merupakan minyak volatil hasil metabolisme sekunder tumbuhan yang
diperoleh dari bagian tumbuhan seperti bunga, daun, biji, kulit kayu, buah-buahan
dan akar atau rimpang. Minyak atsiri diketahui mengandung campuran berbagai
senyawa Yyaitu terpen, alkohol, aseton, fenol, asam, aldehid dan ester, yang
umumnya digunakan sebagai pemberi aroma pada pangan, kosmetika, atau
sebagai komponen fungsional pada produk farmasi (Tajkarimi et al. 2010).

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan sebelumnya diketahui
bahwa minyak atsiri dari rempah-rempah seperti oregano, thymi, sage, rosemary,
jahe, kunyit, lengkuas dan rempah-rempah lainnya memiliki aktivitas sebagai
antibakteri (Rahayu et al. 2008). Jahe merah (Zingiber officinale Var. Rubrum)
dan lempuyang wangi (Zingiber aromaticum Val.) merupakan jenis rempah-
rempah dari keluarga Zingiberaceae yang memiliki kandungan aktif senyawa
minyak atsiri.

Jahe merah termasuk tanaman jenis rimpang yang tumbuh di daerah
dataran rendah sampai wilayah pegunungan dengan ketinggian 0-1.500 meter dari
permukaan air laut (Rahminiwati et al. 2010). Menurut Kim et al. (2005) rimpang
jahe merah mengandung gingerol yang memiliki aktivitas antioksidan, antibakteri,
antiinflamasi, antikarsinogenik dan antitumor. Penelitian yang dilakukan Lely et.
al. (2016) diperoleh zona hambat 13,8 mm terhadap bakteri S. aureus pada
konsentrasi 20%, rimpang jahe merah mengandung senyawa minyak atsiri dengan
komponen utama E-sitral sebesar 32,16 %, Z-sitral sebesar 18,67 % dan senyawa
kamfen sebesar 9,46 %. Senyawa sitral yang merupakan komponen utama dan
senyawa geraniol yang memiliki aktivitas sebagai antibakteri.

Lempuyang wangi merupakan tanaman obat yang sering digunakan oleh

masyarakat di Jawa dan Sumatera. Rimpang tanaman ini sering digunakan untuk



obat asma, mengurangi rasa nyeri, membersihkan darah dan menambah nafsu
makan (Sudarsono et al. 2002). Minyak atsiri lempuyang wangi dilaporkan
memiliki aktivitas sebagai antibakteri, dapat menghambat pertumbuhan
Streptococcus alpha secara in vitro, daya antibakteri berbanding lurus dengan
konsentrasi. Hasil penelitian sebelumnya yang dilakukan Respati (2010) minyak
atsiri lempuyang wangi mempunyai aktivitas antibakteri terhadap Pseudomonas
aeruginosa, Salmonella thypi dan Bacillus cereus. Berdasarkan penelitian yang
dilakukan Sayuti et al. (2014) minyak atsiri lempuyang wangi yang diujikan
terhadap bakteri S. aureus diperoleh zona hambat sebesar 8,68 mm. Kandungan
zerumbon sebesar 31,05% yang terdapat dalam minyak atsiri lempuyang wangi
yang mempunyai aktivitas sebagai antibakteri (Kamazeri et al. 2012). Menurut
Jawetz et al. (2002) bila dua agen antimikroba bekerja secara bersamaan pada
populasi mikroba yang homogen maka efeknya dapat berupa sinergisme, artinya
kerja kombinasi secara nyata lebih besar dari pada jumlah kedua efek.

Berdasarkan uraian tersebut, penulis tertarik melanjutkan penelitian
dengan melakukan kombinasi minyak atsiri jahe merah dan lempuyang wangi
untuk mengetahui aktivitas antibakteri terhadap S. aureus ATCC 25923 dengan
menggunakan metode difusi.

B. Rumusan Masalah
Permasalahan dalam penelitian ini adalah :

1. Apakah kombinasi minyak atsiri jahe merah dan lempuyang wangi memiliki
aktivitas antibakteri terhadap S. aureus ATCC 25923?

2. Manakah dari berbagai perbandingan kombinasi minyak atsiri jahe merah dan
lempuyang wangi yang memiliki aktivitas paling besar terhadap S. aureus
ATCC 25923 ?

3. Berapakah Konsentrasi Hambat Minimum (KHM) dan Konsentrasi Bunuh
Minimum (KBM) dari kombinasi minyak atsiri jahe merah dan lempuyang
wangi yang memiliki aktivitas antibakteri paling optimal terhadap S. aureus
ATCC 25923 ?



C. Tujuan Penelitian
Penelitian ini bertujuan untuk :

1. Mengetahui apakah kombinasi minyak atsiri jahe merah dan lempuyang wangi
memiliki aktivitas antibakteri terhadap S. aureus ATCC 25923.

2. Mengetahui manakah dari berbagai perbandingan kombinasi minyak atsiri
jahe merah dan lempuyang wangi yang memiliki aktivitas paling besar
terhadap S. aureus ATCC 25923.

3. Mengetahui pada Konsentrasi Hambat Minimum (KHM) dan Konsentrasi
Bunuh Minimum (KBM) berapa dari kombinasi minyak atsiri jahe merah dan
lempuyang wangi yang memiliki aktivitas paling optimal terhadap S. aureus
ATCC 25923.

D. Kegunaan Penelitian
Hasil penelitian ini diharapkan dapat dijadikan bukti ilmiah tentang efek
kombinasi minyak atsiri jahe merah dan lempuyang wangi dalam menghambat
pertumbuhan S. aureus ATCC 25923. Penelitian ini dapat pula memberikan
informasi bagi ilmu pengetahuan khususnya di bidang tanaman obat tradisional
yang saat ini masih berdasarkan pengalaman, serta kepada khalayak masyarakat
tentang kombinasi minyak atsiri jahe merah dan lempuyang wangi sebagai salah

satu alternatif dalam pengobatan antibakteri S. aureus ATCC 25923.



BAB Il
TINJAUAN PUSTAKA

A. Jahe Merah
1. Sistematika jahe merah
Sistematika tanaman rimpang jahe merah sebagai berikut :

Divisi : Spermatophyta

Subdivisi : Angiospermae

Kelas : Monocotyledonae

Ordo : Zingiberales

Family : Zingiberaceae

Genus : Zingiber

Spesies : Zingiber officinale Var. Rubrum

(Budi Setiawan 2015)
2. Nama daerah

Tanaman jahe memiliki beberapa sebutan, antara lain gember (Aceh), halia
(Gayo), goraka (Manado), sipadas (Minangkabau), lai (Sunda), jahe (Jawa), jae
(Madura), lia tana’, lia (Gorontalo), gihoro, gisoro, (Ternate) (Heyne 1987). Di
luar negri dikenal dengan nama ginger, red ginger (Inggris), sunthi (Kanada),
adrak, sunthi (Hindi), djahe (Belanda) (Khare 2007).

3. Morfologi jahe merah

Tanaman jahe (Zingiber officinale Rosc.) termasuk dalam keluarga
tumbuhan berbunga (temu-temuan). Rimpang jahe memiliki 2 jenis jahe yang
telah dikenal secara umum, yaitu jahe merah (Zingiber officinale var. Rubrum)
dan jahe putih (Zingiber officinale var. Amarum) (Gholib 2008).

Jahe merah memiliki rimpang kecil, ramping, kurang mengandung air,
berwarna merah atau jingga, dan rasanya pedas. Jahe ini juga dikenal dengan
sebutan jahe sunti. Kadar minyak atsiri pada jahe pedas di atas 3 ml tiap 100 gram
rimpang. Jahe ini merupakan bahan penting dalam industri jamu tradisional.
Umumnya dipasarkan dalam bentuk rimpang segar dan jahe kering (Lukito 2007).

Batang semu jahe merah berbentuk bulat kecil, berwarna hijau kemerahan,

dan agak keras karena diselubungi oleh pelepah daun. Tinggi tanaman mencapai



34,18-62,28 cm. Daun tersusun berselang-seling secara teratur dan memiliki
warna yang lebih hijau (gelap) dibandingkan dengan kedua tipe lainnya.
Permukaan daun bagian atas berwarna hijau muda dibandingkan dengan bagian
bawahnya. Rimpang jahe ini berwarna merah hingga jingga muda. Aromanya
tajam dan rasanya sangat pedas. Kandungan minyak atsirinya lebih tinggi
dibandingkan klon jahe lainnya, yakni 2,58%-3,72% dihitung atas dasar berat
kering (Lantera 2002).

4. Kandungan jahe merah

Jahe merah mengandung senyawa volatile dan non-volatile. Senyawa
volatile terdiri atas berbagai senyawa terpenoid. Senyawa non-volatile terdiri atas
senyawa-senyawa flavonoid dan polifenol (6-gingerol dan turunannya) yang
memiliki aktivitas antioksidan yang tinggi untuk mencegah adanya radikal bebas
dalam tubuh (Hapsari dan Hesti 2014). Menurut Lely et al. (2016) terdapat 25
komponen senyawa yang terkandung dalam minyak atsiri jahe merah, dengan
komponen utama yang terdiri atas senyawa E-sitral sebesar 32,16%, kemudian Z-
sitral sebesar 18,67% dan senyawa kamfen 9,46%.

Senyawa volatile dalam jahe merah disebut juga minyak atsiri. Minyak
atsiri mengandung beberapa unsur seperti d-camphene, n-nonylaldhyde, geraniol,
linalol, citral, zingiberene, methyl heptenone, cineol, d-borneol, dan masih banyak
lagi (Supriyanti 2015). Jahe merah memiliki aroma yang tajam dan rasanya sangat
pedas. Rimpang jahe merah mengandung zat gingerol, olerosin, dan minyak atsiri
yang tinggi, sehingga lebih banyak digunakan sebagai bahan baku obat. Efek
farmakologis jahe merah adalah dapat memperkuat khasiat bahan lain yang
dicampurkan pada proses pembuatan obat (Herlina 2004).

5. Kegunaan tanaman

Jahe banyak digunakan dalam ramuan obat tradisional yang berfungsi
sebagai obat pencernaan dan perut kembung, sakit kepala, kerongkongan, mulas
dan batuk kering (Rukmana 2001). Berdasarkan penelitian Lely et al. (2016)
aktivitas antibakteri minyak atsiri jahe merah dengan konsentrasi 20% yang
diujikan terhadap bakteri S. aureus diperoleh diameter hambat rata-rata sebesar



13,8 mm. Senyawa sitral yang merupakan komponen utama dan senyawa geraniol
yang memiliki aktivitas sebagai antibakteri.

Fenol pada jahe memiliki kemampuan untuk mendenaturasi protein dan
merusak membran sel dengan cara melarutkan lemak yang terdapat pada dinding
sel, karena senyawa ini mampu melakukan migrasi dari fase cair ke fase lemak
(Ernawati 2010). Flavonoid dalam jahe merah dapat menurunkan kadar kolesterol
dalam darah dengan cara menurunkan penyerapan kolesterol dan asam empedu
pada usus halus sehingga menyebabkan peningkatan ekskresi lewat fases, hal ini
menyebabkan sel-sel hati meningkatkan pembentukan asam empedu dari
kolesterol akan menurunkan lemak karena diubah menjadi energi (Harjana 2011).

B. Lempuyang Wangi
1. Sistematika lempuyang wangi
Menurut Anonim (2001) sistematika tanaman rimpang lempuyang wangi

sebagai berikut :

Divisi : Spermatophyta

Sub divisi : Angiospermae

Kelas : Monocotylendonae
Bangsa : Zingiberales

Suku : Zingiberaceae

Genus : Zingiber

Spesies : Zingiber aromaticum Val.

2. Nama daerah

Tanaman lempuyang wangi di beberapa daerah disebut lampuyang
(Sunda), lempuyang wangi (Melayu dan Jawa Tengah), lempuyang room
(Madura) (Anonim 2001).
3. Morfologi lempuyang wangi

Habitus berbentuk semak, semusim dengan tinggi + 75 cm. Batang
berwarna hijau, bentuk semu, lunak, merupakan pelepah daun, bulat, di dalam
tanah berbentuk rimpang. Jenis daun tunggal, berseling, bulat telur dengan ujung

meruncing, bertepi rata, tulang daun menyirip, panjang daun £ 20 cm dengan



lebar £ 9 cm berwarna hijau. Bunga lempuyang wangi berbentuk tandan yang
terdapat di ujung tangkai dengan panjang £ 20 cm, kelopak bunga bergigi satu,
tajuk berbentuk tabung dengan satu putik dan berwarna hijau kemerah-merahan.
Buah seperti bulat telur dengan panjang £ 12 mm dan diameter + 8 mm berwarna
merah. Biji bulat panjang dengan diameter £ 4 mm, akar berserabut berwarna
putih kotor (Anonim 2001).
4. Kandungan kimia

Rimpang Zingiber aromaticum Val. mengandung saponin, flavonoid,
tannin dan minyak atsiri (Anonim, 2001).
5. Kegunaan tanaman

Khasiat dari lempuyang wangi antara lain sebagai obat berak berlendir,
anti masuk angin (karminatif), antidiare, radang usus dan berguna untuk
menambah nafsu makan (stomakik), serta obat malaria dan obat penambah darah
(Alamsari 2000). Minyak atsri yang terkandung dalam lempuyang wangi
mempunyai daya antibakteri terhadap S.aureus. Berdasarkan penelitian yang
dilakukan Sayuti et al. (2014) aktivitas antibakteri minyak atsiri lempuyang wangi

terhadap S. aureus diperoleh zona hambat sebesar 8,68 mm.

C. Simplisia
1. Pengertian simplisa

Simplisia adalah bahan alami yang diguakan untuk obat dan belum
mengalami perubahan proses apapun, dan kecuali dinyatakan lain umumnya
berupa bahan yang telah dikeringkan. Simplisia dibagi menjadi tiga golongan,
yaitu simplisia nabati, simplisia hewani dan simplisia pelikan atau mineral
(Gunawan dan Mulyani 2004).

Simplisia nabati adalah simplisia berupa tanaman utuh, bagian tanaman
atau eksudat tanaman. Simplisia hewani adalah simplisia berupa hewan utuh atau
bagian hewan yang masih berupa zat kimia murni. Simplisia mineral adalah
simplisia berupa bahan mineral yang belum diolah atau telah diolah dengan cara

sederhana dan belum berupa zat murni (Gunawan & Mulyani 2004).



2. Pengumpulan simplisia

Simplisia berdasarkan bahan bakunya bisa diperoleh dari tanaman liar atau
dari tanaman yang dibudidayakan. Simplisia yang diambil dari tanaman budidaya
maka keseragaman umur, masa panen dan galur (asal-usul, garis keturunan)
tanaman dapat dipantau. Pengambilan simplisia dari tanaman liar akan banyak
kendala dan variabilitas yang tidak bisa dikendalikan seperti asal tanaman, umur
dan tempat tumbuh (Depkes RI 2007).
3. Pemilihan simplisia

Proses pemilihan simplisia berguna untuk memisahkan simplisia dari
bahan asing yang tidak berbahaya dalam jumlah yang sangat kecil yang terdapat
dalam simplisia yang umumnya bersifat merugikan. Simplisia nabati harus bebas
dari serangga, fragmen hewan atau kotoran hewan, tidak boleh menyimpang bau
dan warnanya, tidak boleh mengandung lendir dan cendawan atau menunjukkan
tanda-tanda pengotor lain, tidak boleh mengandung bahan lain yang beracun atau
berbahaya (Depkes R1 1985).
4. Cara pembuatan simplisia

Proses pembuatan simplisia memiliki beberapa tahapan. Tahapan itu
dimulai dari pengumpulan bahan baku untuk menentukan kualitas bahan baku.
Langkah selanjutnya sortasi basah yaitu pemilihan hasil panen ketika tanaman
masih segar, selanjutnya dilakukan pencucian yang berguna untuk membersihkan
kotoran yang melekat terutama untuk bahan-bahan yang tercemar peptisida.
Pengubahan bentuk dilakukan untuk memperluas permukaan bahan baku.
Pengeringan bertujuan untuk menurunkan kadar air sehingga bahan tidak mudah
ditumbuhi kapang dan bakteri, menghilangkan aktivitas enzim yang bisa
menguraikan lebih lanjut kandungan aktif, kemudian sortasi kering vyaitu
pemilihan bahan setelah mengalami proses pengeringan. Langkah terakhir adalah
pengepakan dan penyimpanan, disimpan dalam rak pada gudang penyimpanan

(Depkes RI 2007).
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D. Destilasi
1. Pengertian destilasi

Destilasi merupakan metode yang paling sering digunakan untuk
mendapatkan minyak atsiri. Destilasi atau penyulingan adalah suatu metode
pemisahan bahan kimia berdasarkan perbedaan kecepatan atau kemudahan
menguap bahan atau juga didefinisikan juga teknik pemisahan kimia yang
berdasarkan perbedaan titik didih. Prinsip destilasi adalah penguapan cairan dan
pengembunan kembali uap tersebut pada suhu titik didih. Cairan yang
diembunkan kembali disebut destilat. Tujuan destilasi adalah pemurnian zat cair
pada titik didihnya, dan memisahkan cairan tersebut dari zat padat yang terlarut
atau dari zat cair lainnya yang mempunyai perbedaan titik didih cairan murni
(Sahidin 2008).

2. Macam-macam destilasi

Menurut Sastrohamidjojo (2004) destilasi atau penyulingan ada tiga cara
yaitu destilasi dengan air, destilasi dengan uap dan air dan destilasi dengan uap
langsung.

2.1. Destilasi dengan air. Pada metode ini bahan yang akan disuling
kontak langsung dengan air mendidih, bahan tersebut mengapung di atas air atau
terendam secara sempurna tergantung dari berat jenis dan jumlah bahan yang
disuling. Air dipanaskan dengan metode pemanasan langsung, mantel uap, pipa
uap melingkar tertutup atau dengan bahan memakai pipa uap melingkar terbuka
atau berlubang. Ciri khas dari metode ini adalah kontak langsung antara bahan
dengan air mendidih.

2.2. Destilasi dengan uap dan air. Bahan tanaman yang akan diproses
secara penyulingan uap dan air ditempatkan dalam suatu tempat yang bagian
bawah diisi air dan tengah berlubang-lubang yang ditopang di atas dasar alat
penyulingan. Air dipanaskan dengan api seperti pada penyulingan air di atas.
Bahan tanaman yang akan disuling hanya terkena uap, dan tidak terkena air yang
mendidih.

2.3. Destilasi dengan uap langsung. Metode ini disebut destilasi uap atau

destilasi uap langsung, pada prinsipnya sama dengan metode destilasi uap dan air
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kecuali air tidak diisikan dalam ketel. Uap yang digunakan tidak jenuh atau uap
yang dialirkan melalui pipa uap melingkar yang berpori yang terletak di bawah
bahan. Uap akan bergerak ke atas melalui bahan yang terletak di atas saringan.
Metode ini digunakan untuk penyarian bahan-bahan yang mengandung minyak

atsiri dengan komponen bertitik didih tinggi.

E. Minyak Atsiri

1. Pengertian minyak atsiri

Minyak atsiri yang dikenal dengan nama minyak terbang (volatile oil) atau
minyak eteris (essential oil) adalah komoditi ekstrak alami dari jenis tumbuhan
yang berasal dari daun, bunga, kayu, biji-bijian bahkan putik bunga. Minyak atsiri
merupakan minyak yang mudah menguap, dengan komposisi dan titik didih yang
berbeda-beda. Setiap substansi yang dapat menguap memiliki titik didih dan
tekanan uap tertentu dan hal ini dipengaruhi oleh suhu (Guenther 2006). Sifat dari
minyak atsiri yang lain adalah mempunyai rasa getir (pungent taste), berbau
wangi sesuai dengan bau tanaman penghasilnya, yang diambil dari bagian-bagian
tanaman seperti daun, buah, biji, bunga, rimpang, kulit kayu, bahkan seluruh
bagian tanaman. Minyak arsiri mudah larut dalam pelarut organik seperti alkohol,
eter, petroleum, benzene, dan tidak larut dalam air.
2. Sumber minyak atsiri

Minyak atsiri merupakan salah satu hasil akhir proses metabolisme
sekunder dalam tumbuhan. Tumbuhan penghasil minyak atsiri antara lain
termasuk famili Pinaceae, Labiatae, Compositae, Myrtaceae, Rutaceae,
Piperaceae, Zingiberaceae, Umbilliferae dan Graminae. Minyak atsiri terdapat
pada setiap bagian tumbuhan yaitu di daun, bunga, biji, batang, kulit dan akar
(Ketaren 2008).
3. Sifat minyak atsiri

Minyak atsiri memiliki sifat-sifat yang tersusun oleh bermacam-macam
komponen senyawa dan memiliki bau khas. Umumnya bau ini mewakili bau
tanaman aslinya, mempunyai rasa getir, kadang-kadang terasa tajam, menggigit,
memberi kesan hangat sampai panas, atau justru dingin ketika terasa di kulit,
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tergantung dari jenis komponen penyusunnya, dalam keadaan murni (belum
tercemar oleh senyawa lain) mudah menguap pada suhu kamar, bersifat tidak bisa
disabunkan dengan alkali dan tidak biasa berubah menjadi tengik (Gunawan dan
Mulyani 2004).

Minyak atsiri pada umumnya tidak dapat bercampur dengan air, tetapi
cukup dapat larut hingga dapat memberikan baunya kepada air walaupun
kelarutannya sangat kecil, sangat mudah larut dalam pelarut organik (Gunawan
dan Mulyani 2004). Minyak atsiri ini berupa cairan jernih, tidak berwarna, selama
penyimpanan akan mengental dan berwarna kekuningan atau kecoklatan. Hal
tersebut terjadi karena adanya pengaruh oksidasi dan resinifikasi (berubah
menjadi damar atau resin). Proses oksidasi dan resinifikasi dapat dicegah atau
diperlambat dengan cara minyak atsiri dilindungi dari pengaruh sinar matahari
yang dapat merangsang terjadinya oksidasi dan oksigen udara yang akan
mengoksidasi minyak atsiri (Koensoemardiyah 2010).

Minyak atsiri sebaiknya disimpan dalam wadah berbahan dasar kaca yang
berwarna gelap (misalnya, botol bewarna coklat atau biru gelap) untuk
mengurangi sinar yang masuk. Botol penyimpan minyak atsiri harus terisi penuh
agar oksigen udara yang ada dalam ruang udara tempat penyimpanan tersebut
kecil (Koensoemardiyah 2010).

4. Penggunaan minyak atsiri

Minyak atsiri dalam industri farmasi digunakan sebagai antibakteri,
antifungi, antiseptik, pengobatan lesi, antinyeri, dapat digunakan sangat luas dan
spesifik, khususnya dalam berbagai bidang industri. Minyak atsiri digunakan
sebagai bahan baku dalam berbagai industri, misalnya industri farfum, kosmetik,
essence, industri farmasi dan flavoring agent. Dalam pembuatan parfum dan
wangi-wangian minyak atsiri tersebut berfugsi sebagai zat pewangi. Beberapa
jenis minyak atsiri dapat digunakan sebagai zat pengikat bau (fixative) dalam
parfum, misalnya minyak nilam, minyak akar wangi dan minyak cendana. Minyak
atsiri yang berasal dari rempah-rempah, misalnya minyak lada, minyak kayu

manis, minyak jahe, minyak cengkeh, minyak ketumbar, umumnya digunakan
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sebagai bahan penyedap (flavoring agent) dalam bahan pangan dan minuman
(Ketaren 2008).
5. Isolasi minyak atsiri

Metode isolasi yang paling lazim digunakan adalah metode destilasi.
Beberapa metode destilasi yang popular dilakukan diberbagai perusahaan industri
penyulingan minyak atsiri, antara lain metode destilasi kering (langsung dari
bahannya tanpa menggunakan air) dan metode destilasi air. Metode destilasi
kering paling sesuai untuk bahan kering dan untuk minyak-minyak yang tahan
pemanasan (tidak mengalami perubahan bau dan warna saat dipanaskan). Metode
destilasi air, meliputi destilasi air dan uap air dan destilasi uap air langsung.
Metode ini dapat digunakan untuk bahan kering maupun bahan segar dan
terutama digunakan untuk minyak-minyak yang kebanyakan dapat rusak akibat
panas kering. Seluruh bahan dihaluskan kemudian dimasukan ke dalam bejana
yang bentuknya mirip dandang (Gunawan dan Mulyani 2004).
6. Penyimpanan minyak atsiri

Pada proses penyimpanan minyak atsiri dapat mengalami kerusakan yang
diakibatkan oleh berbagai proses, baik secara kimia maupun secara fisika.
Kerusakan biasanya disebabkan oleh reaksi-reaksi yang umum seperti oksidasi,
resinifikasi, polimerisasi, hidrolisis ester dan intraksi gugus fungsional. Proses
tersebut dipercepat (diaktivasi) oleh panas, adanya udara (oksigen), kelembaban,
serta dikatalisis oleh cahaya dan pada beberapa kasus kemungkinan dikatalis oleh
logam (Guenther 2006).

F. Gas Chromatography-Mass Spectrometry (GC-MS)

Analisis dan karakterisasi komponen minyak atsiri merupakan masalah
yang cukup rumit, ditambah dengan sifatnya yang mudah menguap pada suhu
kamar sehingga perlu diseleksi metode yang akan diterapkan untuk menganalisis
minyak atsiri. Sejak ditemukannya kromatografi gas (GC), kendala dalam analisis
komponen minyak atsiri ini mulai dapat diatasi walaupun terbatas hanya pada
analisis kualitatif dan penentuan kuantitatif komponen penyusun minyak atsiri

saja. Pada penggunaan GC, efek penguapan dapat dihindari bahkan dihilangkan
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sama sekali. Perkembangan teknologi instrumentasi yang sangat pesat akhirnya
dapat melahirkan suatu alat yag merupakan gabungan dua sistem dengan prinsip
dasar yang berbeda satu sama lain tetapi dapat saling menguntungkan dan saling
melengkapi, yaitu gabungan antara kromatografi gas dan spektrometri massa
(GCMS). Pada alat GC-MS, kedua alat dihubungkan dengan suatu interfase.
Kromatografi gas disini berfungsi sebagai alat pemisah berbagai komponen
campuran dalam sampel sedangkan spektrometer massa berfungsi untuk
mendeteksi masing-masing molekul komponen yang telah dipisahkan pada

kromatografi gas (Agusta 2000).

G. Media

1. Pengertian media

Media adalah tempat bagi jaringan untuk tumbuh dan mengambil nutrisi
yang mendukung kehidupan jaringan. Media tumbuh menyediakan berbagai
bahan yang diperlukan jaringan untuk hidup dan memperbanyak diri. Mikroba
dapat tumbuh dan berkembang biak dengan baik didalam media, media yang
digunakan harus memenuhi beberapa persyaratan tertentu, yaitu media harus
mengandung semua unsur hara yang diperlukan untuk pertumbuhan dan
perkembangan mikroba. Media harus mempunyai tekanan osmosa, tegangan
permukaan dan pH yang sesuai dengan kebutuhan mikroba. Media harus dalam
keadaan steril artinya sebelum ditanami mikroba yang dimaksud, tidak ditumbuhi
mikroba lain (Sriyanti dan Wijayani 2008).
2. Klasifikasi media

Media adalah suatu bahan yang digunakan untuk menumbuhkan dan
mengembangkan bakteri. Media yang digunakan harus dalam keadaan steril
artinya tidak ditumbuhi oleh mikroba lain yang tidak diharapkan. Agar mikroba
dapat tumbuh dan berkembang dengan baik didalam media maka diperlukan
untuk persyaratan, antara lain dalam media harus terkandung unsur yang
diperlukan untuk pertumbuhan dan perkembangbiakan bakteri, harus mempunyai
tekanan osmosa, tegangan permukaan dan pH sesuai dengan kebutuhan mikroba,

dan harus steril (Sriyanti dan Wijayani, 2008).
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Media secara umum dapat dibagi menjadi tiga jenis yaitu media cair,
padat, dan setengah padat. Media cair (linguid media) dapat digunakan pembiakan
organisme dalam jumlah besar, fermentasi dan berbagai uji. Media padat (solid
media) digunakan untuk mengamati bentuk dan morfologi koloni serta
mengisolasi biakan murni. Media setengah padat (semisolid media) digunakan
untuk menguji ada atau tidaknya motilitas dan kemampuan fermentasi (Sriyanti
dan Wijayani 2008).

H. Sterilisasi

Bahan atau peralatan yang digunakan di dalam mikrobioloogi harus dalam
keadaan steril, artinya pada bahan atau peralatan tersebut tidak didapatkan
mikroba yang tidak diharapkan kehadirannya. Baik yang akan mengganggu atau
merusak media ataupun mengganggu kehidupan dalam dan proses yang sedang
dikerjakan (Waluyo 2004).

Sterilisasi merupakan suatu tindakan untuk membebaskan alat dan media
dari mikroba. Sterilisasi yang umum dilakukan meliputi sterilisasi secara fisik
yaitu pemanasan basah dan kering, penggunaan sinar bergelombang pendek
seperti sinar-X, sinar a, sinar gamma dan sinar UV. Sterilisasi secara kimia yaitu
penggunaan desinfektan, larutan alkohol. Sterilisasi secara mekanik yaitu
penggunaan saringan atau filter untuk bahan yang akan mengalami perubahan

atau penguraian akibat pemanasan tinggi atau tekanan tinggi (Darmadi 2008).

I. Staphylococcus aureus
1. Sistematika Staphylococcus aureus
Sistematika bakteri Staphylococcus aureus menurut G.M. Garrity, et al.
(2007) sebagai berikut :

Kingdom : Bacteria
Filum : Firmicutes
Class : Bacili
Ordo : Bacillales

Famili . Staphylococcaceae
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Genus : Staphylococcus

Spesies : Staphylococcus aureus
2. Morfologi dan identifikasi

Staphylococcus berasal dari kata staphyle yang berarti kelompok buah
anggur dan kokus yang berarti benih bulat. Bakteri ini merupakan bakteri Gram
positif yang berbentuk sferis, tidak bergerak, berspora dan menggerombol dalam
susunan yang tidak teratur dengan diameter masing-masing antara 0,8-1,0 mikron.
S. aureus mempunyai warna khas kuning keemasan namun intensitas warnaya
dapat bervariasi, koloni yang masih sangat muda tidak berwarna, tetapi dalam
pertumbuhannya terbentuk pigmen yang larut dalam alkohol, eter, kloroform, dan
benzol.

Pigmen ini termasuk dalam golongan lipolirum dengan alam tetap dalam
koloni tidak meresap dalam pembenihan, tetapi larut dalam eksudat jaringan-
jaringan sehingga nanah berwarna sedikit kuning keemasan yang merupakan
petunjuk tentang adanya infeksi oleh kuman ini (Jawetz et al 2001). S. aureus
merupakan bakteri yang dapat meragikan banyak karbohidrat dengan lambat,
menghasilkan asam laktat tetapi tidak menghasilkan gas. Aktivitas proteolitik
sangat bervariasi, tetapi katalase dihasilkan secara tetap (Jewetz et al. 2002).

S. aureus relatif resisten terhadap pengeringan, terhadap panas (bakteri ini
tahan 50°C selama 30 menit). Banyak strain resisten terhadap penisilin karena
membentuk penisilinase beta-laktamase, suatu enzim yang merusak penisilin
dengan memecah cincin beta-laktam (Jewetz et al. 2002).

3. Patogenesis

S. aureus merupakan bakteri penyebab infeksi karena dapat membentuk
pus atau nanah. S. aureus masuk ke dalam tubuh melalui folikel rambut,
sebaceous gland (kelenjar keringat) atau luka-luka kecil. S. aureus yang patogen
mempunyai sifat dapat menghemolisa darah, menghasilkan koagulasi, membentuk
pigmen berwarna kuning emas dan dapat memecah manitol menjadi asam
(Suryono 2009).

Bisul atau abses setempat, seperti jerawat dan borok merupakan infeksi
kulit di daerah folikel rambut dan kelenjar keringat. Mula-mula terjadi nekrosis

jaringan setempat, kemudian terjadi koagulasi fibrin di sekitar lesi dan pembuluh
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getah bening, sehingga terbentuk dinding yang membatasi proses nekrosis. Infeksi
dapat menyebar ke bagian tubuh lain melalui pembuluh getah bening dan
pembuluh darah, sehingga terjadi peradangan pada vena, trombosis, bahkan
bakterimia. Bakterimia dapat menyebabkan terjadinya endokarditis, osteomielitis
akut hematogen, meningitis atau infeksi paru-paru (Jawetz et al. 2008).
Kontaminasi langsung S. aureus pada luka terbuka (seperti luka pascabedah) atau
infeksi setelah trauma (seperti osteomielitis kronis setelah fraktur terbuka) dan
meningitis setelah fraktur tengkorak, merupakan penyebab infeksi nosokomial
(Jawetz et al, 2008).

J. Antibakteri
1. Pengertian

Antibakteri adalah suatu obat atau senyawa kimia yang digunakan untuk
membasmi bakteri, khususnya bakteri yang bersifat merugikan manusia. Beberapa
istilah yang digunakan untuk menjelaskan proses pembunuhan bakteri yaitu
germisid, bakterisida, bakteriostatik, antiseptik, desinfektan.

Zat antibakteri dapat bersifat bakterisidal (membunuh bakteri),
bakteriostatik (menghambat pertumbuhan bakteri), dan germisidal (menghambat
germinasi spora bakteri). Kemampuan suatu zat antimikroba dalam menghambat
pertumbuhan bakteri dipengaruhi oleh berbagai faktor, diantaranya : 1)
konsentrasi zat antimikroba, 2) jenis, jumlah, umur, dan keadaan mikroba, 3)
suhu, 4) waktu, 5) sifat-sifat kimia dan fisika makanan termasuk kadar air, pH,
jenis dan jumlah komponen didalamnya (Agustrina 2011).

Ruang lingkup bakteri yang dapat dipengaruhi oleh zat antibakteri disebut
dengan spektrum antibakteri. Berdasarkan spektrum aksinya, zat antibakteri
dibagi menjadi 3, yaitu : 1) spektrum luas, zat antibakteri dikatakan berspektrum
luas apabila zat tersebut efektif melawan prokariot, baik membunuh atau
menghambat bakteri gram positif dan gram negatif dalam ruang lingkup yang
luas. 2) spektrum sempit, zat antibakteri yang efektif melawan sebagian bakteri
gram positif atau negatif. 3) spektrum terbatas, zat antibakteri yang efektif

melawan spesies bakteri tertentu (Agustrina 2011).
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Daya antibakteri dapat ditentukan berdasarkan nilai KHM dan KBM-nya
terhadap pertumbuhan suatu bakteri. Konsentrasi minimal yang diperlukan untuk
menghambat pertumbuhan bakteri dikenal sebagai konsentrasi hambat minimal
(KHM). Konsentrasi minimal yang diperlukan untuk membunuh 99,9%
pertumbuhan bakteri dikenal sebagai konsentrasi bunuh minimal (KBM) (Forbes
2007).

2. Mekanisme kerja antibakteri

Antibakteri berdasarkan mekanisme kerjanya dibagi dalam 5 kelompok,
yaitu: menghambat sintesis dinding sel bakteri, menghambat fungsi membran sel,
menghambat sintesis protein sel bakteri, menghambat sintesis asam nukleat sel
bakteri, dan menghambat metabolisme sel bakteri.

2.1. Menghambat sintesis dinding sel bakteri. Dinding sel bakteri terdiri
atas polipeptidoglikan yaitu suatu kompleks polimer mukopeptida (glikopeptida).
Struktur dinding sel dapat dirusak dengan cara menghambat pembentukannya atau
merusaknya setelah selesai terbentuk. Kerusakan dinding sel bakteri akan
menyebabkan terjadinya lisis. Contoh antibiotik yang bekerja dengan
menghambat sintesis dinding sel bakteri adalah penisilin, sefalosporin, vakomisin
dan sikloserin. Beberapa obat lain seperti basitrasin, teicoplanin, ristocetin dan
novobiocin menghambat pada biosintesis peptidoglikan (Jawetz et al. 2012).

2.2. Menghambat fungsi membran sel bakteri. Membran sel berguna
sebagai penghalang yang selektif dan menjalankan fungsi transport aktif,
meloloskan beberapa zat yang terlarut dan menahan zat-zat yang terlarut lainnya.
Kerusakan membran sel menyebabkan keluarnya berbagai komponen dari dalam
sel bakteri yaitu makromolekul dan ion dan terjadilah kematian bakteri.
Antibiotika polimiksin bekerja dengan merusak membran sel yang berisi
fosfatidiletanolamin, yang merupakan komponen utama penyusun membran sel
bakteri. Asam nalidiksat bekerja dengan mengganggu fungsi biosintesis dari
membran sitoplasma. Daptomisin bekerja sebagai antibakteri dengan membentuk
ikatan dengan membran sel dan menyebabkan depolarisasi sehingga menurunkan

kemampuan membran sel bakteri. Antibakteri lain yang bekerja menghabat fungsi
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membran sel adalah valinomisin, amfoterisin B, kolistin, imidazol dan triazol
(Jawetz et al. 2012).

2.3. Menghambat sintesis protein sel bakteri. Bakteri perlu mensintesis
berbagai protein untuk kelangsungan hidupnya. Sintesis protein berlangsung di
ribosom dengan bantuan mRNA. Salah satu mekanisme kerja antibakteri adalah
menyebabkan kode pada mRNA salah dibaca olenh tRNA pada waktu sintesis
protein dan mengakibatkan terbentuknya protein yang abnormal dan
nonfungsional bagi sel bakteri. Contoh antibakteri yang bekerja dengan
menghambat sintesis protein sel bakteri adalah eritromisin, linkomisin, tetrasiklin
dan kloramfenikol (Jawetz et al. 2012).

2.4. Menghambat sintesis asam nukleat sel bakteri. Salah satu
mekanisme kerja yang dimiliki oleh antibakteri ini adalah menghalangi sintesis
DNA dengan cara memblokir DNA girase, contohnya antibiotik kuinolon dan
fluorokuinolon. Rifampin bekerja dengan membentuk ikatan dengan enzim
polimerase RNA sehingga menghambat sintesis RNA oleh enzim tersebut (Jawetz
et al. 2012).

2.5. Menghambat metabolisme sel bakteri. Bakteri membutuhkan asam
folat untuk hidup, sehingga harus mensintesis sendiri asam folat dari asam para
amino benzoat (PABA) untuk kebutuhan hidupnya. Antibakteri bersaing dengan
PABA untuk diikut sertakan dalam pembentukan asam folat, maka terbentuk
analog asam folat nonfungsional, sehingga kebutuhan asam folat tidak terpenuhi,
hal ini bisa menyebabkan kematian bakteri. Contohnya antibiotik yang bekerja
menghambat metabolisme sel adalah sulfonamida dan trimetoprin (Ganiswara
2009).

3. Uji aktivitas antibakteri

Uji aktivitas antibakteri suatu zat digunakan untuk mengetahui
kemampuan zat tersebut dalam membunuh atau menghambat pertumbuhan bakteri
uji. Uji aktivitas antibakteri dapat dilakukan dengan berbagai metode, diantaranya
adalah metode difusi dan dilusi (Jawetz et al. 2012).

3.1. Metode difusi. Metode difusi adalah suatu uji aktivitas dengan

menggunakan cakram (disk) atau suatu silinder tidak beralas yang mengandung
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obat dalam jumlah tertentu ditempatkan pada perbenihan padat yang telah
ditanami dengan biakan bakteri uji. Setelah diinkubasi, diameter hambatan jernih
yang mengelilingi obat dianggap sebagai ukuran kekuatan hambatan terhadap
bakteri yang diperiksa. Pada metode ini, zat yang akan ditentukan aktivitas
antibakterinya berdifusi pada lempeng agar yang telah ditanami biakan bakteri uji
(Harmita & Radji 2005).

Dasar penggunaannya adalah terbentuk atau tidaknya zona hambatan
pertumbuhan bakteri disekeliling cakram atau silinder yang berisi zat antibakteri.
Ukuran dari zona hambatan dapat dipengaruhi oleh kepadatan atau viskositas dari
media biakan, kecepatan difusi antibiotik, konsentrasi antibiotik pada cakram atau
silinder, sensitivitas organisme terhadap antibiotik dan interaksi antibiotika
dengan media (Harmita & Radji 2005).

Metode difusi cakram atau silinder dalam proses analisis senyawa atau zat
aktif untuk mengetahu aktivitas terhadap antibakteri adalah sederhana dan mudah
dilakukan (Harmita & Radji 2005). Kekurangan dari metode difusi adalah tidak
dapat mengukur secara kuantitatif konsentrasi hambat minimum (KHM) dan
konsentrasi bunuh minimum (KBM), sedangkan kelebihannya adalah praktis,
cepat, dan dapat digunakan untuk menguji beberapa agen antimikroba dalam satu
waktu terhadap suatu mikroba.

3.2. Metode dilusi. Metode dilusi ada 2 macam yaitu dilusi cair dan dilusi
padat, pada prinsipnya metode dilusi menggunakan antimikroba dengan kadar
yang menurun secara bertahap pada media cair maupun padat. Dilusi cair masing-
masing konsentrasi ditambah suspensi bakteri dalam media, sedangkan dilusi
padat tiap konsentrasi zat dicampur media agar, kemudian ditanami bakteri,
diinkubasi dan diamati konsentrasi antimikroba yang mampu menghambat
pertumbuhan atau membunuh bakteri uji (Bonang & Koeswardono 2004).

Metode dilusi cair (pengenceran tabung) dilakukan dengan cara membuat
suatu seri konsentrasi yang terdiri dari beberapa tabung reaksi, masing-masing
tabung ditambahkan bahan uji yang akan diperiksa kecuali tabung untuk kontrol
positif, kemudian ditambahkan biakan bakteri yang telah diencerkan 1:1000 ke

dalam tiap-tiap tabung reaksi kecuali untuk kontrol negatif. KHM adalah
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pengenceran tertinggi dari obat yang tidak menunjukkan adanya pertumbuhan
secara makroskopik (Bonang & Koeswardono 2004).

Kelebihan metode ini adalah memberikan hasil kuantitatif yang
menunjukkan jumlah antimikroba yang dibutuhkan untuk menghambat atau
mematikan bakteri. Kekurangan metode dilusi adalah dapat mempersulit
pengamatan, membutuhkan alat yang banyak dan tidak praktis (Jawetz et al.
2012).

K. Kombinasi Obat Herbal

Ada banyak agen herbal yang memiliki kandungan farmakologi yang
signikfikan. Seringkali agen herbal tersebut hanya memunculkan efeknya secara
tunggal saja. Hal tersebut memunculkan suatu anggapan bahwa apabila suatu agen
herbal yang memiliki efek tunggal dikombinasikan dengan agen herbal lainnya
maka akan dapat memunculkan suatu efek baik komplementer, sinergis, maupun
kontraindikasi (Pramono 2006)

Efek komplementer merupakan suatu efek yang saling mendukung antara
zat satu dengan zat lainnya. Efek sinergis merupakan suatu efek yang muncul dari
dua atau lebih kandungan kimia yang memiliki khasiat sama dan saling
menguntungkan. Efek kontraindikasi merupakan suatu efek yang muncul karena
terdapat kandungan kimia yang memiliki sifat saling bertentangan (Pramono
2006).

L. Amoksisilin

Berdasarkan uji sensitifitas terhadap amoksisilin sebagian besar isolat S.
aureus sensitif terhadap amoksisilin. Amoksisilin merupakan antibiotik golongan
penicilin yang mempunyai spektrum luas, bersifat bakterisid dan efektif terhadap
sebagaian Dbesar bakteri Gram positif dan Gram negatif yang patogen.
Staphylococcus merupakan salah satu bakteri patogen yang sensitif terhadap
amoksisilin (Pengov 2003). Mekanisme kerja dari obat golongan ini adalah
menghambat pembentukan mukopeptida yang diperlukan untuk sintesis dinding
sel mikroba dan hanya bekerja aktif terhadap dinding sel yang terdiri dari

peptidoglikan (Ganiswara 2009).
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M. Landasan Teori

Jahe merah termasuk tanaman jenis rimpang yang tumbuh di daerah
dataran rendah sampai wilayah pegunungan dengan ketinggian 0 - 1.500 meter
dari permukaan air laut (Rahminiwati 2010). Rimpang jahe merah mengandung
gingerol yang memiliki aktivitas antioksidan, antibakteri, antiinflamasi,
antikarsinogenik, antimutagenik dan antitumor (Kim et al. 2005). Senyawa sitral
yang merupakan komponen utama dan senyawa geraniol memiliki aktivitas
sebagai antibakteri. Senyawa sitral mampu mengganggu permeabilitas membran
sel dan merusak serta mengacaukan permeabilitas dinding sel mikroba, sehingga
suplai nutrisi, ion dan air mengalami gangguan yang mengakibatkan bakteri tidak
mampu melakukan metabolisme dengan sempurna dan terjadilah kematian sel
bakteri. Hasil uji aktivitas antibakteri minyak atsiri dari konsentrasi 20% yang
diujikan terhadap bakteri S. aureus diperoleh diameter hambat rata-rata sebesar
13,8 mm (Lely et al. 2016).

Lempuyang wangi merupakan tanaman obat yang sering digunakan oleh
masyarakat di Jawa dan Sumatera. Rimpang tanaman ini sering digunakan untuk
obat asma, mengurangi rasa nyeri, membersihkan darah dan menambah nafsu
makan (Sudarsono et al. 2002). Minyak atsiri lempuyang wangi mempunyai daya
antibakteri terhadap S. aureus lebih baik dibanding terhadap E. coli. Potensi daya
antibakteri minyak atsiri lebih besar dari perasan rimpang dan lebih besar dari
infusa. Penelitian yang dilakukan Sayuti et al. (2014) tentang minyak atsiri dari
lempuyang wangi yang diujikan terhadap bakteri S. aureus diperoleh zona hambat
sebesar 8,68 mm.

Amoksisilin dalam penelitian ini digunakan sebagai kontrol positif.
Amoksisilin merupakan antibiotik golongan penisilin yang mempunyai spektrum
luas, bersifat bakterisid dan efektif terhadap sebagian besar bakteri Gram positif
dan Gram negatif yang patogen. Staphylococcus merupakan salah satu bakteri
patogen yang sensitif terhadap amoksisilin (Pengov 2003). Mekanisme kerja dari
obat golongan ini adalah menghambat pembentukan mukopeptida yang
diperlukan untuk sintesis dinding sel mikroba dan hanya bekerja aktif terhadap
dinding sel yang terdiri dari peptidoglikan. N-Heksan dalam penelitian ini
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digunakan sebagai kontrol negatif. N-Heksan merupakan pelarut non-polar yang
efektif melarutkan berbagai bahan kimia organik maupun anorganik, dengan
menggunakan pipet droper.

Metode yang digunakan dalam penelitian adalah metode destilasi uap dan
air. Pengujian antibakteri pada penelitian ini menggunakan metode difusi dan
dilusi. Metode difusi digunakan untuk menentukan diameter zona hambatan.
Metode difusi merupakan uji aktivitas dengan menggunakan cakram kertas yang
berisi sejumlah tertentu obat yang kemudian ditempatkan pada permukaan
medium padat yang sebelumnya telah diinokulasi bakteri uji pada permukaannya,
setelah diinkubasi garis tengah daerah hambatan jernih yang mengelilingi larutan
uji dianggap sebagai ukuran kekuatan hambatan terhadap bakteri uji (Jawetz et al
2001). Metode dilusi adalah penghambatan pertumbuhan kuman dalam
pembernihan cair oleh suatu obat yang dicampur kedalam pembernihan.
Pembernihan yang dipakai harus merupakan pembernihan yang dapat
menumbuhkan kuman secara optimum dan tidak menetralkan obat yang
digunakan (Bonang dan Koeswardono 2004). Metode dilusi bertujuan untuk
mencari Konsentrasi Hambat Minimum (KHM) dan Konsentrasi Bunuh Minimum
(KBM).

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan sebelumnya maka dilakukan
penelitian lanjutan terhadap aktivitas antibakteri kombinasi minyak atsiri jahe
merah dan lempuyang wangi terhadap bakteri S. aureus ATCC 25923. Penelitian
ini menggunakan kombinasi karena kombinasi dapat dilakukan untuk mengatasi
toleransi bakteri, mencegah resistensi, mengurangi toksisitas, dan dapat untuk
mencegah inaktivasi oleh enzim (Mulyono dan Isman 2011). Kombinasi antara
minyak atsiri jahe merah dan lempuyang wangi diharapkan dapat mempunyai efek
sebagai antibakteri yang lebih optimal dari pada bentuk tunggal masing-masing
minyak atsiri tersebut.

N. Hipotesis
Berdasarkan landasan teori yang ada, disusun hipotesis sebagai berikut :
Pertama, kombinasi minyak atsiri jahe merah dan lempuyang wangi
memiliki aktivitas antibakteri terhadap S. aureus ATCC 25923.
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Kedua, kombinasi minyak atsiri jahe merah dan lempuyang wangi dengan
perbandingan tertentu memiliki aktivitas paling besar terhadap S. aureus ATCC
25923.

Ketiga, pada KHM dan KBM dari kombinasi minyak atsiri jahe merah dan
lempuyang wangi memiliki aktivitas paling optimal terhadap S. aureus ATCC
25923.



BAB Il
METODE PENELITIAN

A. Populasi dan Sampel

1. Populasi

Populasi yang digunakan dalam penelitian ini adalah rimpang dari
tanaman jahe merah dan rimpang lempuyang wangi yang diperoleh di daerah
Tawangmangu, Karanganyar, Jawa Tengah pada bulan Januari 2017.
2. Sampel

Sampel yang digunakan dalam penelitian ini adalah rimpang jahe merah
dan lempuyang wangi yang diambil dengan kisaran umur 12 bulan, segar dan

bebas dari hama.

B. Variabel Penelitian
1. ldentifikasi variabel utama

Variabel utama pertama dalam penelitian ini adalah minyak atsiri jahe
merah dan lempuyang wangi beserta kombinasinya.

Variabel utama kedua penelitian ini adalah aktivitas antibakteri minyak
atsiri jahe merah dan lempuyang wangi berserta kombinasinya terhadap bakteri
S.aureus ATCC 25923.

2. Klasifikasi variabel utama

Variabel utama yang telah diidentifikasi dapat diklasifikasi kedalam
berbagai macam variabel yaitu variabel bebas, variabel terkendali dan variabel
tergantung. Variabel bebas adalah variabel yang sengaja diubah-ubah untuk
dipelajari pengaruhnya terhadap variabel tergantung. Variabel terkendali adalah
variabel yang mempengaruhi variabel tergantung sehingga perlu ditetapkan
kualifikasinya agar hasil yang diperoleh tidak tersebar dan dapat diulang oleh
peneliti lain secara cepat dan variabel tergantung adalah titik pusat persoalan yang

merupakan kriteria penelitian ini.
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2.1.Variabel bebas. Variabel bebas dalam penelitian ini adalah
konsentrasi minyak atsiri jahe merah, lempuyang wangi beserta kombinasinya
dengan perbandingan (1:1), (1:3), (3:1).

2.2. Variabel terkendali. Variabel terkendali dalam penelitian ini adalah
minyak atsiri jahe merah, minyak atsiri lempuyang wangi, bakteri. S. aureus
ATCC 25923, kondisi peneliti, kondisi labolatorium (antara lain: kondisi inkas,
alat dan bahan yang digunakan harus steril, media yang digunakan dalam
penelitian, tempat tumbuh tanaman, waktu panen dan metode penelitian.

2.3. Variabel tergantung. Variabel tergantung dalam penelitian ini adalah
aktivitas antibakteri minyak atsiri jahe merah dan lempuyang wangi beserta
kombinasinya dengan dilihat pertumbuhannya pada media uji.

3. Definisi operasional variabel utama

Pertama, minyak atsiri rimpang jahe merah adalah minyak atsiri yang
dihasilkan dari proses destilasi uap dan air bagian rimpang jahe merah yang
diambil di daerah Tawangmangu, Karanganyar, Jawa Tengah, dengan ciri-ciri
populasi dan sampel jahe merah yaitu umur 12 bulan, segar dan tidak berpenyakit.

Kedua, minyak atsiri rimpang lempuyang wangi adalah minyak atsiri yang
dihasilkan dari proses destilasi uap dan air bagian rimpang jahe merah yang
diambil di daerah Tawangmangu, Karanganyar, Jawa Tengah, dengan ciri-ciri
populasi dan sampel jahe merah yaitu umur 12 bulan, segar dan tidak berpenyakit.

Ketiga, bakteri uji dalam penelitian ini adalah Staphylococcus aureus
ATCC 25923 dari Labolatorium Mikrobiologi Universitas Setia Budi.

Keempat, kombinasi minyak atsiri rimpang jahe merah dan lempuyang
wangi adalah campuran minyak atsiri rimpang jahe merah dan minyak atsiri
rimpang lempuyang wangi dengan perbandingan (1:1),(1:3),(3:1).

Kelima, kontrol positif dalam penelitian ini adalah disk antibiotik
amoksisilin.

Keenam, kontrol negatif dalam penelitian ini adalah larutan N-Heksan.

Ketujuh, uji aktivitas antibakteri kombinasi minyak atsiri jahe merah dan

lempuyang wangi dengan menggunakan metode difusi dengan cakram atau disk
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dengan konsentrasi 50%; 25%; 12,5%, aktivitas antibakteri dengan melihat
diameter zona hambat pertumbuhan bakteri dalam media uji.

Kedelapan, uji aktivitas antibakteri dengan metode dilusi yaitu berupa seri
pengenceran dalam berbagai konsentrasi berikut : 50%; 25%; 12,5%; 6,25%;
3,125%; 1,562%, 0,781%; kontrol negatif adalah kombinasi minyak atsiri jahe
merah dan lempuyang wangi dan kontrol positif adalah biakan murni bakteri.

Kesembilan, diameter zona hambat dalam media uji adalah garis tengah
daerah hambatan jernih yang mengelilingi cakram yang berisi bahan uji dianggap

sebagai ukuran kekuatan hambatan terhadap bakteri S. aureus ATCC 25923.

C. Alat dan Bahan

1. Alat

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini yaitu kondensor dan
dandang besar, lampu spiritus, jarum ose tangkai panjang, tabung reaksi, rak
tabung reaksi, cawan petri, kapas lidi, inkubator, cakram ukuran 6 mm,
mikropipet, vortex, refraktometer, gelas ukur, pipet volume, botol vial, inkas,
autoklaf, oven, pinset, neraca analitik dan penggaris.
2. Bahan

Bahan-bahan yang digunakan adalah minyak atsiri jahe merah, minyak
atsiri lempuyang wangi dengan konsentrasi 50%; 25%; 12,5%, untuk uji difusi
dan berbagai konsentrasi 50%; 25%; 12,5%; 6,25%; 3,125%; 1,562%, 0,781%;
untuk uji dilusi, Na sulfat eksikatus, amoksisilin, N-Heksan, Twin 80, Nutrien
Agar (NA), Mueler Hinton Agar (MHA), Vogel Johnson Agar (VJA), Brain
Heart Infusion (BHI), kalium tellurit dan plasma sitrat, S. aureus ATCC 25923.

D. Jalannya Penelitian
1. Determinasi tanaman
Tahap pertama dari penelitian ini adalah melakukan determinasi tanaman
jahe merah dan lempuyang wangi yang dimaksudkan untuk menetapkan
kebenaran sampel jahe merah dan lempuyang wangi dengan mencocokkan ciri-

ciri morfologi yang ada dalam tanaman jahe merah dan lempuyang wangi
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terhadap pustaka dan dibuktikan di Laboratorium Biologi, Fakultas Matematika
dan llmu Pengetahuan Alam, Universitas Sebelas Maret, Surakarta.
2. Pengambilan bahan

Sampel jahe merah dan lempuyang wangi yang diperoleh di daerah
Tawangmangu, Karangayar, Jawa Tengah. Rimpang jahe merah dan lempuyang
wangi yang diambil yang masih segar dan bebas dari hama dengan umur tanaman
12 bulan, kemudian dibersihkan dari tanah dan kotoran lain yang menempel.
Sebelum diproses rimpang dirajang dahulu menjadi potongan-potongan kecil
kemudian diangin-anginkan.

3. Isolasi minyak atsiri

Rimpang jahe merah dan lempuyang wangi masing-masing yang telah
dipotong kecil-kecil dimasukkan ke dalam alat penyulingan minyak dan air yang
menyerupai dandang dengan penyangga berlubang yang telah terisi air.
Penyulingan dilakukan di atas api sampai air mendidih. Uap air yang dihasilkan
dialirkan pada pipa ke bagian kondensor dan mengalami proses kondensasi,
bersama dengan uap air tersebut terbawa dengan minyak atsiri. Pemanasan
dilakuan dengan api sampai penyulingan dihentikan setelah tidak ada penambahan
minyak, kemudian ditampung destilat dan diukur volume yang dihasilkan.

Minyak yang diperoleh kemudian dilakukan pemisahan fase air dan
minyak menggunakan corong pisah dengan penambahan Na,SO, eksikatus untuk
memisahkan antara minyak dan air, seberat 1% dari volume minyak atsiri
sehingga didapat hasil sulingan minyak jahe merah dan lempuyang wangi murni.
Minyak diperoleh kemudian disimpan dalam botol coklat dan ditempat yang
sejuk, hal ini dilakukan untuk menghindari minyak atsiri yang didapat tidak rusak
atau teroksidasi.

4. Analisis minyak atsiri

4.1 Pengamatan organoleptik. Sifat-sifat minyak atsiri antara lain
tersusun oleh bermacam-macam komponen senyawa dan memiliki bau khas.
Umumnya bau ini mewakili bau tanaman asalnya. Pada pemeriksaan organoleptis
minyak atsiri jahe merah dan lempuyang wangi minyak atsiri hasil destilasi

masing-masing sampel diambil pada volume yang sama dan ditempatkan dalam
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sebuah tempat kaca yang bersih dan jernih. Kemudian diamati dan dibandingkan
dari aspek bentuk, warna, aroma, dan rasa.

4.2 ldentifikasi minyak atsiri. Minyak atsiri dari jahe merah dan
lempuyang wangi diteteskan pada permukaan air, minyak atsiri akan menyebar
dan permukaan air tidak keruh. Dalam keadaan murni atau belum tercemar oleh
senyawa lain, mudah menguap pada suhu kamar sehingga bila diteteskan pada
selembar kertas maka ketika dibiarkan menguap, tidak meninggalkan bekas noda
pada benda yang ditempel.

4.3 Pemeriksaan indeks bias minyak atsiri. Minyak atsiri yang diperoleh
ditetapkan indeks biasnya dengan alat refraktometer. Kedua prisma dibersihkan
dengan aquadest kemudian sebanyak 1-2 tetes minyak atsiri diteteskan merata di
atas permukaan prisma, kemudian dijepit dengan prisma di atasnya. Kaca diatur
sehingga cahaya masuk dari luar, selanjutnya dasar prisma diputar perlahan-lahan
sampai terlihat titik terang. Indeks bias dapat dibaca pada skala refraktometer.
Setelah dicatat, prisma dibuka lagi dan cairan dihilangkan dengan kertas saring,
kemudian dibilas dengan alkohol.

4.4 Penetapan bobot jenis minyak atsiri. Bobot jenis minyak atsiri
adalah perbandingan bobot minyak atsiri dengan bobot air pada suhu dan volume
yang sama, maka untuk menetapkan bobot jenis minyak atsiri perlu ditentukan
atau dihitung berat minyak atsiri dan berat air pada volume yang sama yaitu 1 mi.
Penetapan berat minyak atsiri dan air ditetapkan dengan dengan cara botol
timbang dikeringkan dengan cara dioven, kemudian ditimbang botol timbang
kosong dan dicatat hasilnya. Ditimbang masing-masing 1 ml minyak atsiri jahe
merah dan 1 ml minyak atsiri lempuyang wangi serta 1 ml air dimasukkan dalam
masing-masing botol timbang yang telah dicatat ditimbang.

Botol timbang yang berisi air dan minyak atsiri tersebut ditimbang,
selanjutnya dicatat hasilnya. Data hasil penimbangan botol timbang dengan
minyak atsiri serta botol timbang dengan air dikurangkan dengan berat masing-
masing botol timbang kosong sehingga didapatkan berat minyak atsiri dan berat
air, selanjutnya yaitu membandingkan atau membagi berat minyak atsiri dengan

berat air dengan cara :
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berat minyak atsiri

Bobot jenis minyak atsiri =
berat air

4.5 Uji kelarutan dalam etanol. Menurut Badan Standar Nasional
Indonesia (2001), uji kelarutan minyak asiri dalam etanol dilakukan dengan cara
memipet minyak sebanyak 1 ml ke dalam gelas ukur 10 ml, ditambahkan etanol 4
ml dengan cara bertahap. Pada setiap penambahan etanol kocok dan diamati
kejernihannya.

4.6 Karakterisasi komponen senyawa penyusun minyak atsiri dengan
Gas Chromatography-Mass Spectrometry (GC-MS). Pengujian komponen
senyawa penyusun minyak atsiri jahe merah dan lempuyang wangi menggunakan
Shimadzu GCMS-QP2010S (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japan) dilengkapi
dengan Capillary Column Model Number: RTX-5MS, fase diam Phenyl Methyl
Siloxane (diameter dalam 0,25 mm, panjang 30 m, dan ketebalan film 0.25 um)
dan detektor yang digunakan FTD. Kondisi GC: suhu awal 60°C dinaikkan
sampai 300°C, gas pembawa Helium dengan kecepatan aliran 0,75 ml/min.
Senyawa diidentifikasi dengan membandingkan retention index dan
membandingkan mass spectra dengan yang ada di database wiley library.

5. Sterilisasi

Media dan alat gelas seperti gelas ukur dan beker glass yang digunakan
dalam penelitian ini disterilkan terlebih dahulu dengan autoklaf pada suhu 121°C
selam 15 menit 2 atm, sedangkan alat seperti jarum ose disterilkan dengan
pemanas api langsung dan inkas disterilkan menggunakan alkohol.

6. Pembuatan suspensi bakteri uji S. aureus ATCC 25923

Pembuatan suspensi bakteri untuk difusi dan dilusi dibuat dengan
mengambil bakteri Staphylococcus aureus dari biakan menggunakan jarum ose
yang steril selanjutnya ditanam ke dalam tabung yang berisi 5 ml medium BHI
kemudian diinkubasi selama 5-8 jam pada suhu 37°C. Kekeruhan disesuaikan
dengan standar Mc Farland 0,5 yaitu 1,5x10° CFU/ml. Tujuan disesuaikannya
kekeruhan bakteri S. aureus dengan standar Mc Farland 0,5 yaitu agar jumlah
bakteri yang digunakan sama selama penelitian dan mengurangi kepadatan bakteri

saat pengujian dilakukan.



31

7. ldentifikasi bakteri Staphylococcus aureus ATCC 25923

7.1 Identifikasi mikroorganisme dengan pewarnaan Gram. Tujuan dari
pewarnaan Gram adalah untuk memastikan bakteri S.aureus adalah bakteri Gram
positif. Pewarnaan Gram S.aureus ATCC 25923 menggunakan Gram A (cat
Kristal violet sebagai cat utama), Gram B (lugol iodine sebagai mordan), Gram C
(etanol aseton = 1 : 1 sebagai peluntur), dan Gram D (cat sarfanian sebagai cat
lawan atau penutup). Pewarnaan Gram dilakukan dengan cara membuat preparat
ulas yang telah difiksasi kemudian ditetesi dengan Gram A sampai semua ulasan
terwarnai, diamkan selama kurang lebih 1 menit. Preparat selanjutnya dicuci
dengan aquadestilata mengalir dan dikering anginkan. Preparat ditetesi dengan
Gram B diamkan selama kurang lebih 1 menit selanjutnya dicuci dengan
aquadestilata mengalir dan dikering anginkan, preparat dilunturkan dengan Gram
C dan didiamkan selama kurang lebih 30 detik, dicuci dengan aquadestilata
mengalir kemudian ditetesi Gram D dan diamkan selama kurang lebih 1 menit.
Cuci dengan aquadestilata mengalir kemudian keringkan preparat. Bakteri
S.aureus ATCC 25923 dinyatakan positif apabila berwarna ungu, berbentuk bulat
dan bergerombol seperti buah anggur ketika diamati di bawah mikroskop.

7.2 ldentifikasi mikroskopis secara morfologi. Suspensi bakteri S.aureus
ATCC 25923 yang sudah siap, digoreskan pada media VJA dan penambahan
kalium telurit 1%, kemudian diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37°C. Tujuan
penambahan kalium telurit 1% adalah untuk menghambat pertumbuhan mikroba
selain S. aureus. Hasil pengujian ditunjukkan dengan warna koloni hitam dan
warna medium disekitar kuning, sebab S. aureus ATCC 25923 dapat
memfermentasikan manitol dan mereduksi telurit sehingga membentuk koloni
warna hitam. Adanya fenol red maka media disekitar koloni berwarna kuning
karena S. aureus ATCC 25923 mereduksi manitol.

7.3 ldentifikasi S. aureus ATCC 25923 dengan uji biokimia. Ada dua
jenis pengujian yaitu uji koagulase dan uji katalase.

7.3.1 Uji koagulase. Uji koagulase dapat dilakukan dengan cara
menginokulasikan koloni S. aureus ke dalam BHI 2 ml kemudian diinkubasi

selama 18-24 jam pada suhu 37°C. Inokulum tersebut dipindahkan sejumlah 0,2-
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0,3 ml ke dalam tabung reaksi yang sudah disterilkan kemudian ditambahkan 0,5
ml koagulase plasma kemudian diaduk dan diinkubasi pada suhu 37°C. Diamati
tiap jam sampai empat jam pertama dan dilanjutkan sampai 24 jam. Hal ini
dimaksudkan untuk melihat atau mengecek koagulan yang terbentuk. Koagulan
yang terbentuk secara padat atau solid serta tidak jatuh apabila tabung dibalik
dinyatakan positif bahwa bakteri tersebut memang S. aureus.

7.3.2 Uji katalase. Suspensi bakteri uji ditanam pada medium Nutrien cair
dengan volume 0,5 ml kemudian ditambah 2-3 tetes H,O, 3%. Hasil positif
ditandai dengan adanya gelembung udara sebab S. aureus mempunyai katalase.
Penambahan H,0O, akan terurai menjadi 2H, dan O, hal ini ditandai dengan
timbulnya gelembung udara.

8. Pembuatan kombinasi bahan uji

Minyak atsiri rimpang jahe merah dan rimpang lempuyang wangi dibuat 3

variasi konsentrasi yaitu 50%; 25%; dan 12,5% dan minyak atsiri tersebut dibuat

kombinasi dengan perbandingan dalam volume yang dapat dilihat pada tabel 1.

Tabel 1. Volume yang dibutuhkan untuk membuat sampel uji

.. Volume yang ditambahkan (ml) Volume

No Nama Sampel Uji MIM _ MLW _ N-Heksan Akhir
1.  MJM tunggal 50% 1,5 - 15 3
MLW tunggal 50% - 1,5 1,5 3
MIM-MLW 50% (1:1) 0,5 0,5 - 1
MIM-MLW 50% (1:3) 0,25 0,75 1
MIM-MLW 50% (3:1) 0,75 0,25 - 1
2. MJM tunggal 25% 0,75 - 2,25 3
MLW tunggal 25% - 0,75 2,25 3
MIM-MLW 25% (1:1) 0,5 0,5 - 1
MIM-MLW 25% (1:3) 0,25 0,75 1
MJIM-MLW 25% (3:1) 0,75 0,25 - 1
3. MJM tunggal 12,5% 0,375 - 2,625 3
MLW tunggal 12,5% - 0,375 2,625 3
MIM-MLW 12,5% (1:1) 0,5 0,5 - 1
MIM-MLW 12,5% (1:3) 0,25 0,75 1
MIM-MLW 12,5% (3:1) 0,75 0,25 1

9. Pengujian aktivitas antibakteri

Minyak atsiri yang diperoleh dari rimpang jahe merah dan lempuyang
wangi dengan metode destilasi uap dan air diuji secara mikrobiologi dengan
bakteri uji S. aureus ATCC 25923. Metode yang digunakan adalah metode difusi
agar dengan cakram atau disk yang mengandung larutan antibakteri dan metode
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dilusi dengan berbagai konsentrasi. Kontrol positif yang digunakan adalah
amoksisilin dan kontrol negatif yang digunakan adalah N-Heksan. Metode difusi
digunakan untuk mengetahui adanya daya hambat terhadap bakteri uji dan untuk
menentukan diameter zona hambat dari minyak atsiri jahe merah dan lempuyang
wangi dengan konsentrasi 50%; 25%; 12,5%. Penelitian ini menggunakan cawan
petri yang berisi media MHA.

Metode ini dilakukan dengan cara menyelupkan kapas lidi yang steril pada
suspensi yang telah dibuat dan ditekan-tekan pada ujung tabung, dioleskan pada
media MHA sampai rata dan ditunggu sampai bakteri berdifusi pada media.
Setelah suspensi bakteri yang setara dengan standar Mc Farland 0,5 dioleskan
dengan rata pada cawan petri yang berisi media MHA, kemudian pada setiap
cakram yang berukuran 6 mm ditetesi menggunakan mikropipet sebanyak 10uL
dengan larutan kombinasi minyak atsiri jahe merah dan lempuyang wangi.
Kombinasi yang pertama berisi kombinasi 1:1, yang kedua berisi kombinasi 1:3,
yang ketiga berisi kombinasi 3:1. Kontrol positif menggunakan amoksisilin dan
kontrol negatif menggunakan N-Heksan. Setelah itu cakram diletakkan atau
ditempelkan pada media MHA dengan menggunakan pinset, cawan petri
diinkubasi di dalam inkubator selama 24 jam pada suhu 37°C. Kemudian setelah
24 jam dilakukan inkubasi, zona hambat yang terbentuk dapat diukur. Pengujian
tiap kombinasi minyak atsiri jahe merah dan lempuyang wangi dilakukan
sebanyak 3 kali replikasi. Pengukuran zona hambat di sekitar cakram dilakukan
menggunakan penggaris dengan ketelitian 1 mm. Hasil dari pengukuran tersebut
dijumlahkan dan dibagi dengan banyaknya pengukuran untuk mendapatkan
besarnya zona hambat yang terbentuk.

Uji dilusi dilakukan untuk mengetahui KHM dan KBM minyak atsiri
terhadap bakteri dengan konsentrasi pengenceran 50%; 25%; 12,5%; 6,25%;
3,125%; 1,562%, 0,781%. Metode dilusi dilakukan dengan cara pengenceran 9
tabung reaksi yang steril dan dibuat secara aseptis. Metode ini dilakukan dengan
cara memasukkan bahan uji ke dalam masing-masing tabung reaksi kecuali
tabung nomor 9 sebagai kontrol positif yang berisi suspensi bakteri dan kontrol

negatif yang berisi larutan kombinasi minyak atsiri jahe merah dan lempuyang
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wangi, masing-masing tabung tersebut mempunyai beberapa konsentrasi bahan uji
yang berbeda denan menambahkan bahan pengencer atau media BHI. Suspensi
bakteri yang setara dengan standard Mc Farland 0,5 dimasukkan kedalam masing-
masing tabung uji kecuali tabung nomor 1 sebagai kontrol negatif. Seluruh tabung
diinkubasi pada suhu kamar selama 24 jam pada suhu 37°C, kemudian diamati
kekeruhannya. Semua tabung uji dilakukan pengujian kembali untuk
membuktikan apakah bakteri tersebut memang tidak dapat tumbuh dalam
konsentrasi tersebut dengan menggunakan media VJA untuk melihat pertumbuhan

bakterinya dan untuk menentukan KHM dan KBM dari minyak atsiri tersebut.

E. Analisis hasil

Data hasil penelitian diperoleh dengan mengukur daya sebar dilihat dari
adanya daerah hambatan pertumbuhan bakteri uji yang ditunjukkan dengan
adanya zona jernih di sekeliling cakram yang tidak ditumbuhi bakteri, kemudian
diukur diameter hambatan pertumbuhan bakterinya dari masing-masing lingkaran.
Data yang diperoleh dianalisis dengan menggunakan Shapirro-Wilk, jika
terdistribusi secara normal kemudian dilanjutkan dengan uji kesamaan varian
dilakukan dengan uji test homogenity of variances pada kolom Levene statistic,
kemudian dilanjutkan dengan melakukan uji analysis of varian (ANOVA) dan
hasil analisis ANOVA dilakukan menggunakan Post Hoc Test. Analisis dengan
menggunakan uji Tukey apabila terdapat perbedaan, jika data tidak homogen maka
dilanjutkan dengan uji Kruskal-Wallis. Apabila terdapat perbedaan maka
dilanjutkan dengan uji Man-Whitney, sehingga dapat diketahui perbedaan antar
kelompok.

Analisis hasil yang digunakan pada metode dilusi adalah dengan melihat
pertumbuhan bakteri S. aureus ATCC 25923 pada tabung reaksi. KHM ditentukan
berdasarkan hasil pengamatan dimana konsentrasi terkecil yang diperlukan untuk
menghambat pertumbuhan bakteri. KBM ditentukan berdasarkan hasil
pengamatan, dimana konsentrasi terkecil yang tidak ada pertumbuhan ditentukan
sebagai KBM.
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Gambar 3. Skema pembuatan suspensi bakteri Staphylococcus aureus ATCC 25923
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Gambar 5. Skema pengujian aktivitas antibakteri kombinasi minyak atsiri jahe merah dan
lempuyang wangi terhadap bakteri S. aureus ATCC 25923 secara dilusi



BAB IV
HASIL PENELITIAN DAN PEMBAHASAN

A. Hasil Penelitian

1. Determinasi tanaman

Determinasi adalah proses membandingkan suatu tanaman dengan
tanaman lain yang sudah dikenal sebelumnya. Determinasi bertujuan untuk
mencocokkan tanaman yang diteliti berdasarkan ciri-ciri morfologis tanaman pada
kunci determinasi sehingga dapat diketahui kebenaran tanaman yang diteliti dan
dapat mencegah kemungkinan tercampurnya bahan dengan tanaman lain.
Tanaman yang digunakan dalam penelitian ini adalah tanaman jahe merah
(Zingiber officinale Var. Rubrum) dan lempuyang wangi (Zingiber aromaticum
Val.) yang termasuk familia Zingiberaceae yang telah dideterminasi di
Laboratorium Biologi, Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam,
Universitas Sebelas Maret, Surakarta. Berdasarkan hasil determinasi dapat
dipastikan bahwa tanaman yang digunakan dalam penelitian ini adalah tanaman
jahe merah (Zingiber officinale Var. Rubrum) dan lempuyang wangi (Zingiber
aromaticum Val.) yang dapat dilihat pada lampiran 1.
2. Pengambilan bahan

Tanaman yang digunakan dalam penelitian ini adalah rimpang jahe merah
dan rimpang lempuyang wangi yang diperolen di daerah Tawangmangu,
Karanganyar, Jawa Tengah pada bulan Januari 2017. Umur rimpang 12 bulan
dengan berat jahe merah 8 kg dan lempuyang wangi 6 kg. Waktu pengambilan
tanaman rimpang jahe merah dan lempuyang wangi dilakukan pada siang hari.
Bakteri yang digunakan dalam penelitian ini adalah Staphylococcus aureus ATCC
25923 yang diperoleh dari Laboratorium Mikrobiologi, Fakultas Farmasi
Universitas Setia Budi, Surakarta.
3. Isolasi minyak atsiri

Isolasi minyak atsiri jahe merah dan lempuyang wangi dilakukan dengan
menggunakan metode destilasi uap dan air. Hasil destilasi dari proses isolasi

didapat rendemen minyak atsiri, rendemen yang dimaksud dalam penelitian ini
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adalah jumlah minyak atsiri yang didapatkan dalam dua kali destilasi. Perhitungan
rendemen bertujuan untuk mengetahui besar kecilnya presentase minyak atsiri

yang didapat selama proses destilasi dilakukan.

Tabel 2. Kadar minyak atsiri jahe merah

Proses destilasi Bobot sampel Volume minyak Rendemen (%)
(gram) (ml)
Destilasi 1 4000 5 0,13
Destilasi 2 4000 5 0,13
Total 8000 10 0,13

Tabel 3. Kadar minyak atsiri lempuyang wangi

Proses destilasi Bobot sampel Volume minyak Rendemen (%)
(gram) (ml)
Destilasi 1 4000 8 0,20
Destilasi 2 2000 4 0,20
Total 6000 12 0,20

Jahe merah mengandung minyak atsiri yang terdiri dari E-sitral, Z-sitral
dan kamfen (Lely et al. 2016) nilai rendemen yang diperoleh dari proses destilasi
uap dan air adalah 0,13%. Lempuyang wangi mengandung minyak atsiri yang
terdiri dari zerumbon 31,05% (Kamazeri et al. 2012) nilai rendemen yang
diperoleh dari proses destilasi uap dan air adalah 0,20%. Hasil rendemen minyak
atsiri jahe merah lebih besar dibandingkan dengan minyak atsiri lempuyang wangi
dari uji masing-masing rendemen sampel minyak atsiri. Perbedaan hasil rendemen
yang diperoleh dapat dipengaruhi oleh perbedaan ukuran rajangan pada saat
persiapan tanaman sebelum dilakukan destilasi. Semakin kecil ukuran rajangan
maka nilai rendemen hasil semakin tinggi. Ukuran rajangan yang kecil-kecil
menyebabkan jaringan pada rimpang hancur sehingga sebagian besar kantong
minyak pecah dan mempermudah minyak keluar dari jaringan dan ikut terbawa
olen uap air pada proses destilasi (Novalny 2009). Berdasarkan penelitian
sebelumnya didapatkan rendemen minyak atsiri jahe merah adalah 0,18% (Lely et
al. 2016) dan rendemen minyak atsiri lempuyang wangi adalah 0,93% (Respati
2010). Hasil rendemen minyak atsiri yang besar menunjukkan jumlah minyak
atsiri yang didapatkan semakin besar. Perbedaan hasil rendemen pada hasil uji

dengan pustaka dapat dipengaruhi oleh perbedaan daerah dan waktu panen serta
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perbedaan metode destilasi yang dilakukan. Data perhitungan lengkap dapat
dilihat pada lampiran 13.
4. Analisa minyak atsiri

4.1 Pengamatan organoleptik. Pengamatan organoleptik dapat dilakukan
secara visual dan panca indra meliputi hidung, mata dan lidah. Pada pemeriksaan
organoleptis minyak atsiri jahe merah dan lempuyang wangi minyak atsiri hasil
destilasi masing-masing sampel diambil pada volume yang sama dan ditempatkan
dalam sebuah tempat kaca yang bersih dan jernih. Kemudian diamati dari aspek
bentuk, warna, aroma, dan rasa. Hasil pengamatan uji organoleptik pada minyak

atsiri jahe merah dan lempuyang wangi dapat dilihat pada tabel 4 dan 5.

Tabel 4. Hasil pemeriksaan organoleptik minyak atsiri jahe merah

No. Jenis Hasil Pustaka
pemeriksaan (Depkes 1995)

1. Warna Kuning tua Kuning

2. Bau Khas jahe Khas jahe

3. Bentuk Cair Cairan

4, Rasa Hangat, pedas Pedas dan hangat
Tabel 5. Hasil pemeriksaan organoleptik minyak atsiri lempuyang waangi

No. Jenis Hasil Pustaka
pemeriksaan (Depkes 1987)

1. Warna Kuning muda Kuning muda

2. Bau Khas lempuyang wangi  Khas lempuyang wangi

3. Bentuk Cair Cairan

4, Rasa Pahit Pahit , getir

Warna minyak atsiri hasil destilasi masing-masing sampel diambil pada
volume yang sama dan ditempatkan pada sebuah tempat kaca yang bersih dan
jernih, kemudian dibandingkan dengan dengan pustaka. Bau dan rasa minyak
atsiri jahe merah dan lempuyang wangi memiliki bau dan rasa yang khas sesuai
dengan tanaman asalnya.

4.2 ldentifikasi minyak atsiri. Hasil identifikasi minyak atsiri jahe

merah dan lempuyang wangi dapat dilihat pada tabel 6.
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Tabel 6. Hasil identifikasi minyak atsiri jahe merah dan lempuyang wangi

Zat aktif Pemeriksaan Hasil Pustaka
Secara tunggal Minyak atsiri menguap ~ Minyak atsiri tidak
minyak atsiri jahe tanpa meninggalkan meninggalkan noda bila
merah dan noda diteteskan pada kertas
lempuyang wangi. 1 saring (Gunawan dan
tetes minyak atsiri Mulyani 2004)
diteteskan pada kertas

Minyak atsiri jahe saring

merah dan

lempuyang wangi Secara tunggal Minyak atsiri menyebar  Minyak atsiri menyebar
minyak atsiri jahe dan permukaan air tidak  diatas permukaan air
merah dan keruh dan tidak keruh (Depkes
lempuyang wangi. 1 1979)

tetes minyak atsiri
diteteskan pada
permukaan air

Hasil identifikasi minyak atsiri jahe merah dan lempuyang wangi
menunjukkan bahwa identifikasi sesuai dengan pustaka, yaitu 1 tetes minyak atsiri
jika diteteskan pada kertas saring minyak tidak meninggalkan noda, 1 tetes
minyak atsiri jika diteteskan pada permukaan air maka minyak akan terlihat
menyebar dipermukaan air dan tidak keruh. Gambar hasil identifikasi dapat dilihat
pada lampiran 7.

4.3 Penetapan indeks bias minyak atsiri. Hasil pemeriksaan indeks bias
minyak atsiri jahe merah dan lempuyang wangi dapat dilihat pada tabel 7.

Tabel 7. Indeks bias minyak atsiri jahe merah dan lempuyang wangi

Minyak atsiri Hasil indeks bias (31°C) Pustaka
Jahe merah 1,48 Indeks bias (25°C) 1,4841-1,4899 (SNI no.
06-1312-1998)
Lempuyang wangi 1,49 Indeks bias (20°C)1,4915-1,4981 (Depkes
1987)

Pemeriksaan indeks bias minyak atsiri jahe merah sebesar 1,48 dan
minyak atsiri lempuyang wangi sebesar 1,49 yang diteliti sesuai dengan pustaka.
Indeks bias pada minyak atsiri jahe merah adalah 1,4841-1,4899 dan indeks bias
pada minyak atsiri lempuyang wangi adalah 1,4915-1,4981 bilangan angka
tersebut menunjukkan perbandingan antara sinus sudut datang dengan sinus sudut
bias cahaya yang diukur dengan alat refraktometer. Indeks bias minyak atsiri

berhubungan erat dengan komponen-komponen yang tersusun dalam minyak
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atsiri yang dihasilkan. Komponen penyusun minyak atsiri dapat mempengaruhi
besar atau kecilnya nilai indeks biasnya. Semakin banyak komponen senyawa
rantai panjang seperti sesquiterpen ataupun komponen bergugus oksigen tersuling,
maka kerapatan medium minyak atsiri akan bertambah sehingga cahaya yang
datang akan lebih sukar untuk dibiaskan dan menyebabkan indeks bias minyak
menjadi lebih besar (Wiyono et al. 2000). Hasil perhitungan indeks bias dapat
dilihat pada Lampiran 13.

4.4 Penetapan bobot jenis minyak atsiri. Hasil penetapan bobot jenis
minyak atsiri jahe merah dan lempuyang wangi dapat dilihat pada tabel 8 dan 9.

Tabel 8. Hasil penetapan bobot jenis minyak atsiri jahe merah

Percobaan Bobot jenis minyak Pustaka
| 0,87 Bobot jenis minyak atsiri
1 0,88 (25°C) 0,8720-0,8890
I 0,88 (SNI no. 06-1312-1998)
Rata-rata 0,88

Tabel 9. Hasil penetapan bobot jenis minyak atsiri lempuyang wangi

Percobaan Bobot jenis minyak Pustaka
| 0,93 Bobot jenis minyak atsiri
I 0,93 (20°C) 0,9241-0,9315
1l 0,93 (Depkes 1987)
Rata-rata 0,93

Hasil bobot jenis minyak atsiri jahe merah berdasarkan hasil penelitian
adalah 0,88 dan bobot jenis pada lempuyang wangi adalah 0,93. Berdasarkan
pustaka bobot jenis minyak atsiri jahe merah pada suhu 25°C adalah 0,8720-
0,8890 dan pada lempuyang wangi pada suhu 20°C adalah 0,9241-0,9315. Bobot
jenis minyak atsiri jahe merah dan lempuyang wangi pada hasil penelitian
dikonversi sesuai dengan suhu ruangan saat penelitian yaitu pada suhu 31°C
sehingga bobot jenis teoritik minyak atsiri jahe merah adalah 0,87 — 0,89 dan pada
minyak atsiri lempuyang wangi adalah 0,93 — 0,94. Bobot jenis adalah salah satu
kriteria penting dalam menentukan mutu dan kemurnian suatu minyak atsiri.
Semakin rendah nilai bobot jenis minyak atsiri yang didapat makan semakin
rendah tingkat kemurnian minyak atsiri tersebut. Besar atau kecilnya bobot jenis
suatu minyak atsiri dapat dipengaruhi oleh jenis serta jumlah komponen kimia
yang terdapat didalam minyak atsiri, sehingga semakin banyak komponen kimia
yang terdapat didalam minyak atsiri maka semakin besar pula bobot jenisnya
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(Wiyono et al 2000). Perhitungan konversi lebih lengkap dapat dilihat pada
lampiran 16.

4.5 Uji kelarutan dalam etanol. Hasil kelarutan minyak atsiri jahe merah
dan lempuyang wangi dalam etanol 70% dengan perbandingan 1:4 (artinya 1 ml
minyak atsiri larut dalam 4 ml etanol 70%) menurut hasil penelitian adalah larut
dan jernih. Minyak atsiri mempunyai sifat yang mudah larut dalam pelarut
organik dan tidak larut dalam air. Tingkat kelarutan minyak atsiri dalam alkohol
dipengaruhi oleh jenis dan konsentrasi senyawa yang dikandungnya. Hasil gambar
kelarutan dapat dilihat pada Lampiran 7.

4.6 Karakteristik komponen senyawa minyak atsiri dengan Gas
Chromatography-Mass Spectrometry (GC-MS). Hasil karakterisasi komponen
senyawa minyak atsiri jahe merah dan lempuyang wangi dengan GC-MS dapat
dilihat pada tabel 10 dan 11.

Tabel 10. Hasil analisis komponen utama minyak atsiri ja he merah dengan GC-MS

Peak RT (min) Area (%) BM Senyawa Terduga
5 5.131 1,38 136 Beta-myrcine
20 12.403 1,39 204 Zingiberen
19 12.335 1,93 202 Benzene
2 4.467 1,97 136 Alpha-pinine
4 5.065 2,65 126 6-methyl-5-hepten-2-one
9 6.747 2,76 154 Linalool
3 4.867 11,28 136 Camphene
6 5.809 17,27 154 Eucalyptol (1,8-cineole)
16 9.349 19,25 152 Z-citral
15 8.915 27,68 152 E-citral

Tabel 11. Hasil analisis komponen utama minyak atsiri lempuyang wangi dengan GC-MS

Peak RT (min) Area (%) BM Senyawa Terduga
2 4.467 1,72 136 Alpha-pinene
21 14.180 2,53 220 Humulene oxyde
20 14.033 2,68 204 Beta-selinene
10 5.904 2,99 154 Eucalyptol (1,8-cineole)
17 12.109 3,00 204 Alpha-humulene
14 8.032 3,32 154 3-cyclohexen
13 7.567 5,24 152 Camphor
3 4.685 7,37 136 Camphene
12 6.768 23,24 154 L-linalool

24 15.768 39,38 218 Zerumbon
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Analisis minyak atsiri dengan menggunakan Gas Chromatography-Massa
Spectrometry (GS-MS) bertujuan untuk mengetahui komponen senyawa kimia
yang terdapat pada minyak atsiri jahe merah dan lempuyang wangi. Hasil analisis
menggunakan GC-MS diperoleh dua data yaitu kromatogram yang merupakan
hasil analisis GC dan spektra massa yang merupakan hasil analisis MS. Hasil
masing-masing kromatogram dari minyak atsiri jahe merah dan lempuyang wangi
menunjukkan adanya 24 puncak yang terdeteksi. ldentifikasi komponen lebih
lanjut menggunakan MS sehingga diperoleh hasil spektra massa dari masing-
masing puncak yang telah terdeteksi pada kromatogram minyak atsiri jahe merah
dan lempuyang wangi. Hasil analisis komponen senyawa minyak atsiri jahe merah
dan lempuyang wangi pada tabel 10 dan 11 menunjukkan kandungan senyawa
terduga yang memiliki komposisis paling besar. Komponen senyawa terduga
minyak atsiri yang dianalisis memiliki kemiripan dengan senyawa yang terdapat
pada library WILEY 7.LIB. Komponen senyawa minyak atsiri dari hasil penelitian
ini menunjukkan persamaan dengan komponen senyawa yang diperoleh
berdasarkan penelitian sebelumnya seperti pada minyak atsiri jahe merah tersusun
atas E-citral, Z-citral,camphene, zingiberene, eucalyptol (1,8-cineole) dan masih
banyak lagi senyawa lainnya (Lely et al., 2016) serta lempuyang wangi yang
tersusun atas zerumbon, linalool, camphene, camphor, 3-cyclohexen dan masih
banyak lagi senyawa lainnya (Respati 2010). Komponen senyawa utama seperti
E-citral, Z-citral dan eucalyptol (1,8-cineole) pada minyak atsiri jahe merah serta
zerumbon pada minyak atsiri lempuyang wangi diduga merupakan senyawa yang
bekerja sebagai antibakteri. Mekanisme antibakteri senyawa E-citral, Z-citral dan
eucalyptol (1,8-cineole) pada jahe merah dengan menghambat fungsi membran sel
bakteri yang menyebabkan kerusakan membran sel selanjutnya terjadilah
kematian bakteri (Lely et al. 2016). Mekanisme antibakteri senyawa Zerumbon
pada lempuyang wangi dengan cara menghambat sistesis protein sel bakteri yang
menyebabkan protein yang terbentuk menjadi abnormal (Yamamoto et al. 2001).
Hasil kromatogram dan spektrum massa dari minyak atsiri jahe merah dan

lempuyang wangi dapat dilihat pada lampiran 17.
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5. Pembuatan suspensi bakteri uji Staphylococcus aureus ATCC 25923

Hasil suspensi bakteri S. aureus pada media BHI yang digunakan untuk uji
difusi dan uji dilusi kekeruhannya disetarakan dengan standar Mc. Farland 0,5.
Tujuan disetarakannya kekeruhan suspensi bakteri S. aureus dengan standar Mc.
Farland 0,5 adalah agar jumlah bakteri yang digunakan selama penelitian tetap
sama dan untuk mengurangi kepadatan bakteri saat pengujian dilakukan. Hasil
pembuatan suspensi dapat dilihat pada lampiran 6.
6. ldentifikasi bakteri Staphylococcus aureus ATCC 25923

6.1 ldentifikasi mikroorganisme dengan pewarnaan Gram. Tujuan
dari pewarnaan Gram adalah untuk memastikan bahwa bakteri yang digunakan
adalah bakteri Staphylococcus aureus dengan melihat warna dan bentuk sel
bakteri. Pewarnaan Gram dilakukan dengan menggunakan pewarna Gram A,
Gram B, Gram C dan Gram D, hasil pewarnaan Gram dilihat menggunakan
mikroskop dengan perbesaran 100x (kuat) bakteri tampak berwarna ungu,
berbentuk bulat dan bergerombol seperti buah anggur. Bakteri Gram positif (S.
aureus) memiliki lapisan peptidoglikan yang lebih tebal dibandingkan bakteri
Gram negatif, sehingga pada pengecatan Gram S. aureus dapat mempertahankan
warna violet dari Gram A (kristal violet). Pemberian kristal violet dan iodin,
pemberian alkohol (etanol) pada pewarnaan Gram menyebabkan tidak
terestraksinya lipid sehingga memperkecil permeabilitas dinding sel Gram positif.
Dinding selnya terdehidrasi dengan perlakuan alkohol, pori-pori mengkerut, daya
rembes dinding sel dan membran menurun sehingga pewarnaan safranin tidak
dapat masuk sehingga sel berwarna ungu. Perbedaan respon terhadap mekanisme
pewarnaan Gram didasarkan pada struktur dan komposisi dinding sel bakteri
(Pelczar dan Chan 2000). Bakteri Gram positif mengandung protein dalam
prevalensi lebih rendah dan dinding selnya tebal. Hasil gambar identifikasi
mikroorganisme dengan pewarnaan Gram dapat dilihat pada Lampiran 9.

6.2 ldentifikasi morfologi pada media VJA. Identifikasi dilakukan
dengan cara menginokulasi suspensi Staphylococcus aureus ATCC 25923 pada

media Vogel Johnson Agar (VJA) yang telah ditetesi 3 tetes kalium tellurit 1%
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dalam cawan petri. Hasil dari pengujian menunjukkan koloni berwarna hitam dan
warna medium disekitar kuning, karena bakteri S. aureus ATCC 25923 dapat
mereduksi kalium telurit menjadi metalik telurit sehingga membentuk koloni
warna hitam. Adanya fenol red maka media disekitar koloni berwarna kuning
karena S. aureus ATCC 25923 memfermentasi manitol. Hasil identifikasi dapat
dilihat pada lampiran 9.

6.3 Identifikasi S. aureus ATCC 25923 dengan uji biokimia.

6.3.1 Uji koagulase. Koagulase merupakan protein yang menyerupai
enzim yang apabila ditambahkan dengan oksalat ataupun sitrat maka akan
menyebabkan penggumpalan plasma karena adanya faktor serum. Faktor serum
akan bereaksi dengan koagulase sehingga terbentuk esterase dan aktivitas
penggumpalan serta mengaktivasi protrombin menjadi trombin. Trombin yang
aktiv akan membentuk fibrin yang kemudian akan berpengaruh terhadap
penggumpalan plasma yang terjadi (Bonang 2004). Uji koagulase dilakukan untuk
menunjukkan sifat virulensi pada bakteri S. aureus yaitu dapat melindungi dirinya
dari fagositosis dan menghalangi kerja sistem imunitas inang. Pada uji koagulase
dinyatakan hasil positif kuat jika tabung uji dibalik, gumpalan plasma tidak
terlepas dan tetap melekat pada dinding tabung. Hasil uji koagulase pada
penelitian ini dinyatakan positif karena terjadi perubahan plasma darah kelinci
yang terdenaturasi oleh S. aureus sehingga terbentuk koagulan (gumpalan).Hasil
gambar dapat dilihat pada lampiran 9.

6.3.2 Uji katalase. Katalase adalah enzim yang dihasilkan bakteri S.
aureus untuk menetralkan zat toksik dari hidrogen peroksida. Hidrogen peroksida
terbentuk karena adanya reaksi kimia dari H,O,. Uji katalase dapat digunakan
untuk membedakan bakteri S. aureus dengan Streptococcus sp. dimana
Steptococcus sp. pada penambahan 3% H,0, tidak akan menghasilkan gelembung
udara sedangkan S. aureus menghasilkan gelembung udara. Uji Kkatalase
dinyatakan positif jika adanya gelembung-gelembung udara. Hasil penelitian dari
uji katalase ini dinyatakan positif karena terbentuknya gelembung-gelembung

udara pada suspensi uji sebab S.aureus menghasilkan enzim katalase.
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Penambahan H,O, akan terurai menjadi 2H,0 dan O, hal ini ditandai dengan
timbulnya gelembung udara. Hasil gambar dapat dilihat pada lampiran 9.
7. Pengujian aktivitas antibakteri

7.1 Pengujian aktivitas antibakteri dengan metode difusi. Uji aktivitas
antibakteri minyak atsiri jahe merah dan lempuyang wangi dalam penelitian ini
menggunakan metode difusi. Pengujian daya hambat antibakteri terhadap bakteri
S. aureus ATCC 25923 dengan konsentrasi 50%; 25% dan 12,5% pada kombinasi
jahe merah : lempuyang wangi dengan perbandingan 1:1; 1:3 dan 3:1. Masa
inkubasi dilakukan selama 24 jam pada suhu 37°C. Hasil diameter hambat dari uji
difusi minyak atsiri jahe merah dan lempuyang wangi secara tunggal dan
kombinasi dapat dilihat pada tabel 12, 13 dan 14.

Tabel 12. Diameter hambat konsentrasi 50% dari uji difusi minyak atsiri

Konsentrasi Replikasi Rata-rata £ SD
50% [ 1 1l (mm)
Amoksisilin (K+) 32,3 30,6 31,3 31,40 £ 0,85
N-heksan (K-) 0 0 0 0,00 + 0,00
Jahe merah 23,6 22 22,3 22,63 + 0,85
Lempuyang wangi 17 16,3 17 16,77 £ 0,40
Kombinasi 1:1 20 20 20,3 20,10 £ 0,17
Kombinasi 1:3 15 15 16,3 15,43+£0,75
Kombinasi 3:1 24,6 23,3 25 24,30 + 0,89

Tabel 13. Diameter hambat konsentrasi 25% dari uji difusi minyak atsiri

Konsentrasi Replikasi Rata-rata + SD
25% I 1 11 (mm)
Amoksisilin (K+) 34 33,6 31,6 32,97 +1,23
N-heksan (K-) 0 0 0 0,00 + 0,00
Jahe merah 19 18,3 18,6 18,63 + 0,35
Lempuyang wangi 12,3 13 13,3 12,87 £ 0,51
Kombinasi 1:1 16 15,3 15,6 15,63 + 0,35
Kombinasi 1:3 13 12 12,3 12,43+ 0,51
Kombinasi 3:1 18,6 17,3 18 17,97 £ 0,65

Tabel 14. Diameter hambat konsentrasi 12,5% dari uji difusi minyak atsiri

Konsentrasi Replikasi Rata-rata + SD
12,5% | 1 11 (mm)
Amoksisilin (K+) 32,6 33,6 31 32,40+1,31
N-heksan (K-) 0 0 0 0,00 £ 0,00
Jahe merah 15,3 14,6 16 15,30 £ 0,70
Lempuyang wangi 9 8,6 9 8,87 + 0,23
Kombinasi 1:1 11,3 11 10,6 10,97 £ 0,35
Kombinasi 1:3 8 7,6 7 7,53+0,50

Kombinasi 3:1 15 14,6 15,3 14,97 £ 0,35




50

Keterangan :

Kombinasi (1:1) 1 bagian minyak jahe merah dan 1 bagian minyak lempuyang wangi
Kombinsai (1:3) 1 bagian minyak jahe merah dan 3 bagian minyak lempuyang wangi
Kombinasi (3:1) 3 bagian minyak jahe merah dan 1 bagian minyak lempuyang wangi

Berdasarkan hasil uji yang dilakukan dengan metode difusi didapatkan
daya hambat terhadap bakteri S. aureus ATCC 25923 yang paling besar adalah
pada kombinasi minyak atsiri jahe merah dan lempuyang wangi dengan
perbandingan 3:1 pada konsentrasi 50% yang diameter daya hambatnya adalah
24,30 £ 0,89 mm. Komponen utama minyak atsiri yang diduga memiliki aktivitas
sebagai antibakteri pada rimpang jahe merah adalah E-citral 27,68%; Z-citral
19,25%; 1,8-cineole 17,27% serta camphene 11,28%. Komponen utama minyak
atsiri yang diduga memiliki aktivitas sebagai antibakteri pada rimpang lempuyang
wangi adalah Zerumbon 39,38%; L-linalool 23,24%; camphene 7,37% serta
camphor 5,24%. Kandungan kimia pada minyak atsiri jahe merah memiliki
aktivitas antibakteri terhadap S. aureus lebih besar dari pada kandungan kimia
pada minyak atsiri lempuyang wangi dilihat pada uji tunggalnya dimana pada
konsentrasi terbesar 50% minyak atsiri jahe merah memberikan zona hambat
sebesar 22,63 + 0,85 mm sedangkan lempuyang wangi 16,77 + 0,40 mm.
Berdasarkan penelitian yang dilakukan Lely et al. (2016) pada konsentrasi 20%
memberikan zona hambat 13,8 + 0,10 mm dan penelitian yang dilakukan Sayuti et
al. (2014) memberikan zona hambat 8,68 + 0,12 mm terhadap , sehingga dapat
disimpulkan pada perbandingan 3:1 dimana kandungan minyak atsiri jahe merah
lebih besar daripada kandungan minyak atsiri lempuyang wangi menyebabkan
daya hambat semakin besar dibandingkan dengan perbandingan lainnya. Selain
itu, diduga karena adanya efek sinergis antara senyawa yang ada pada minyak atiri
jahe merah dan lempuyang wangi. Efek sinergis adalah efek yang muncul karena
adanya dua atau lebih kandungan kimia yang memiliki khasiat sama dan saling
menguntungkan (Pramono 2006). Amoksisilin pada penelitian ini digunakan
sebagai kontrol positif. Amoksisilin memiliki mekanisme kerja menghambat

pertumbuhan bakteri dengan cara mengganggu sintesis dinding sel bakteri.
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Terganggunya sintesis dinding sel bakteri mengakibatkan proses sintesis
peptidoglikan terhenti sehingga terjadi kematian pada bakteri (Katzung 2007).

Berdasarkan data hasil analisis yang diperoleh dilakukan analisis statistik
untuk mengetahui ada atau tidaknya perbedaan daya hambat yang signifikan dari
sampel minyak atsiri jahe merah dan lempuyang wangi tunggal beserta kombinasi
yang diteliti. Analisa pertama yang dilakukan adalah uji shapirro-wilk untuk
mengetahui apakah data hasil penelitian yang diperoleh terdistribusi normal atau
tidak. Hasil uji shapirro-Wilk menunjukkan bahwa nilai signifikasi masing-
masing bahan uji berturut turut adalah 0,68; 0,49; 0,12; 0,10; 0,23; 10. Nilai
tersebut lebih besar dari 0,05 sehingga dapat disimpulkan data daya hambat yang
diperoleh terdistribusi secara normal. Untuk uji kesamaan varian dilakukan
dengan uji test homogenity of variances pada kolom Levene Statsistic
menunjukkan bahwa signifikansinya adalah 0,090. Nilai tersebut lebih besar dari
0,05 maka dapat disimpulkan bahwa varian data tunggal dan kombinasi sama.

Untuk mengetahui apakah ada perbedaan daya hambat yang signifikan dari
data sampel tunggal dan kombinasi, maka dilanjutkan dengan melakukan uji
ANOVA dua jalan. Hasil analisis ANOVA dua jalan dilakukan dengan
menggunakan Post Hoc Test. Dilihat berdasarkan homogeneous subsets terdapat
perbedaan yang signifikan antara kontrol positif, tunggal jahe merah dan
lempuyang wangi serta kombinasi keduanya (1:1 dan 1:3). Namun pada subsets 4
terdapat 2 nilai variabel yaitu tunggal jahe merah dan kombinasi 3:1 yang artinya
tunggal jahe merah dan kombinasi 3:1 tidak memiliki perbedaan yang signifikan.
Nilai variabel tertinggi terdapat pada subset ke-4 dengan nilai variabel sebesar
19,07 pada perbandingan 3:1. Hasil uji statistik dapat dilihat pada lampiran 18.

7.2 Pengujian aktivitas antibakteri dengan metode dilusi. Pengujian
menggunakan metode dilusi bertujuan untuk menentukan nilai KBM (Konsentrasi
Bunuh Minimum) dan KHM (Konsentrasi Hambat Minimum). KBM adalah
konsentrasi terendah dari bahan uji yang dapat membunuh 99,9% inokulum

bakteri sedangkan KHM adalah kadar minimum vyang digunakan untuk
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menghambat pertumbuhan bakteri. Hasil kombinasi minyak atsiri dari uji difusi
yang paling besar daya hambatnya kemudian dilanjutkan dengan melakukan uji
dilusi untuk mengetahui berapa hasil KBM dalam bentuk konsentrasi. Hasil uji
difusi paling besar yang didapatkan yaitu pada kombinasi minyak atsiri
lempuyang wangi dan jahe merah dengan perbandingan 3:1 yang diperoleh dari
hasil statistik Analysis of Varian (ANOVA) dua arah, kemudian dilakukan uji
dilusi dengan cara pengenceran bertingkat. Konsentrasi yang digunakan adalah
50%; 25%; 12,5%; 6,25%; 3,125%; 1,56%; 0,78% kontrol negatif yaitu
kombinasi minyak atsiri dan kontrol positifnya adalah suspensi bakteri. Hasil uji
dilusi dari kombinasi minyak atsiri lempuyang wangi dan jahe merah terhadap S.
aureus ATCC 25923 dapat dilihat pada tabel 15.

Tabel 15. Hasil uji dilusi kombinasi minyak atsiri lempuyang wangi dan jahe merah (1:3)

pada bakteri Staphylococcus aureus.
Konsentrasi (%) | I 11

Kombinasi MJ:ML
perbandingan 3:1 (K-)

50
25
12,5
6,25
3,125 - - -
1,56 + + +
0,78 + + +
Suspensi bakteri (K+) + + +
Keterangan
) : Tidak ada pertumbuhan bakteri
) : Ada pertumbuhan bakteri
Kontrol (-) : Berisi kombinasi minyak atsiri jahe merah (MJ) dan lempuyang wangi (ML)
Kontrol (+) : Berisi suspensi bakteri

I, I, 11 : Jumlah replikasi

Pada uji dilusi menggunakan deret seri konsentrasi minyak atsiri untuk
mengetahui Konsentrasi Hambat Minimum (KHM) dilihat dari kejernihan tabung
yang menunjukkan bahwa pada tabung dengan konsentrasi tertentu dapat
menghambat pertumbuhan bakteri, selanjutnya dilakukan inokulasi bakteri pada
media VJA dari semua tabung seri dilusi. Hal ini dilakukan karena dalam

penelitian ini tidak dapat dilihat kejernihan tabung seri dilusi yang disebabkan
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kerena tertutup oleh kekeruhan dari bahan kombinasi minyak atsiri yang
digunakan. Konsentrasi Bunuh Minimum (KBM) dapat ditentukan dengan
menginokulasi sedian yang ada pada tabung uji ke media VJA dalam cawan petri.
KBM dilihat pada media VJA dengan konsentrasi minimum yang tidak
menunjukkan adanya pertumbuhan bakteri, dari hasil uji yang dilakukan dapat
dilihat adanya pertumbuhan bakteri dimulai pada konsentrasi 1,56% pada media
VJA. Pada media VJA koloni S. aureus berwarna hitam dan disekeliling
koloninya berwarna kuning. KBM berfungsi untuk menegaskan dari hasil
kejernihan pada tabung suspensi yang berisi bakteri, media BHI dan minyak atsiri
untuk membuktikan bahwa bakteri S. aureus ATCC 25923 memang tidak tumbuh
pada konsentrasi tersebut, dengan melakukan penggoresan pada setiap tabung-
tabung jernih ke media VJA dan jika tidak ada pertumbuhan bakteri yang terlihat
sampai pada goresan terakhir, maka konsentrasi pada goresan terakhir yang
dianggap sebagai konsentrasi bunuh minimum.

Hasil uji yang dilakukan pada aktivitas antibakteri kombinasi minyak atsiri
jahe merah dan lempuyang wangi dapat menunjukkan adanya hubungan yang
positif antara daya bunuh atau daya hambat dengan konsentrasi, semakin besar
konsentrasi maka semakin besar pula daya antibakterinya. Hal ini karena semakin
besar konsentrasinya maka semakin tinggi kandungan senyawa aktif dalam
minyak atsiri jahe merah dan lempuyang wangi.

Kandungan minyak atsiri jahe merah berupa senyawa citral memiliki
aktivitas sebagai antibakteri. Senyawa citral mampu mengganggu permeabilitas
membran sel dan merusak serta mengacaukan permeabilitas dinding sel mikroba,
sehingga suplai nutrisi, ion dan air mengalami gangguan yang mengakibatkan
bakteri tidak dapat melakukan metabolisme dengan sempurna dan terjadilah
kematian sel bakteri (Lely et al. 2016). Kandungan minyak atsiri berupa senyawa
zerumbon yang merupakan golongan seskuiterpen memiliki struktur kimia yang
unik yang memiliki aktivitas sebagai antibakteri dengan cara menghambat
pertumbuhan mikroba dengan jalan menghambat sintesis protein sel bakteri
(Yamamoto et al. 2001). Hasil tabel 14 menunjukkan KBM kombinasi minyak
atsiri jahe merah dan lempuyang wangi terhadap bakteri S. aureus ATCC 25923.
Hasil gambar KBM dapat dilihat pada lampiran 11.



BAB V
KESIMPULAN DAN SARAN

A. Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan maka dapat
disimpulkan sebagai berikut :

Pertama, kombinasi minyak atsiri jahe merah (Zingiber officinale Var.
Rubrum) dan minyak atsiri lempuyang wangi (Zingiber aromaticum Val.) dengan
kombinasi 3:1 konsentrasi 50% memiliki aktivitas paling besar terhadap
Staphylococcus aureus ATCC 25923 dengan diamter daya hambat 24,30 + 0,89
mm.

Kedua, Konsentrasi Bunuh Minimal (KBM) kombinasi jahe merah dan
lempuyang wangi pada perbandingan 3:1 adalah sebesar 3,125% yang memiliki

aktivitas paling optimal terhadap bakteri Staphylococcus aureus ATCC 25923.

B. Saran

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, disarankan pada penelitian
selanjutnya agar didapatkan hasil yang lebih maksimal sebagai berikut :

Pertama, perlu dilakukan uji aktivitas antibakteri minyak atsiri jahe merah
dan lempuyang wangi dengan kombinasi tanaman lain.

Kedua, perlu dilakukan uji aktivitas antibakteri terhadap bakteri Gram
positif atau bakteri Gram negativ yang lain.

Ketiga, perlu dilanjutkan uji aktivitas antibakteri secara in vivo.
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Lampiran 1. Hasil determinasi tanaman jahe merah

KEMENTERIAN RISET, TEKNOLOGE DAN PENDIDIKAN TINGGI
\ UNIVERSITAS SEBELAS MARET
@ FAKULTAS MATEMATIKA DAN ILMU PENGETAHUAN ALAM

LAB. PROGRAM STUDI BIOLOGI

JU i Sutami 364 Keningan Surakarta 57126 Telp (0271) 683375 Fax (0271) 653375
hitp:iwww biclogy mipa uns ac id, E-mail biclogi @ mipe. uns.ac

Nomor 049/UN27.9 6 4/Lab 2017

Hal : Hasil Determinasi Tumbuhan

Lampiran L.

Nama Pemesan | Rahmatul Insyirah

NIM - 19133826A

Alamat Program Studi S| Farmasi Fakultas Farmasi Universitas Setia Budi Surakarts

HASIL DETERMINASI TUMBUHAN

Nama Sampel  : Zingiber officinale var, rubrum Theilade
Familin : Zingiberaceae

Hasil Determinasi menurut C.A. Backer & R.C. Bakhuizen van den Brink, Jr. (1963, 1968) :
15-2b-3b-4b- 1 2b-13b-14b-17b- 1 85-196-20b-2 | b-22b-23b-24b-25b-26b-27a-28b-29b-30b-3 1 0-320-33a-34a-
350-36d-37b-38b-39b-4 | b-42b-44b-45b-46¢-30b-5 1 b-53b-54b-56b-5Tb-58b-59d-72b-73b-74a-75b-76b-33 1b-

334b-335h-336a-337b-338a-339b-340a 207. Zingibernceae
la-2b-6a = R L. Zingiber
la-2b-6a-7a Zingiber officinale var. rubrum Theilade
Deskripsi Tumbuhan :

Habitus  terma, menabun, tumbuh tegak, tinggi 0.3-1 m. Rimpang : menjalar, tebal dan berdaging, berbentuk
silindris sampai jorong atau tidak beraturan, terdapat buku-buku dan sisik, diameter 2-5 cm, bercabang-
cabang, bagian luar permukianya tidak rats, berkerut, warnanya putih keabu-abuan fetapt bagian nimpang
vang berbatasan dengan pangkal batang semu berwarnn merah, bagian dalamnyn berwama kuning muda di
bagian tengah dan kuning kemerahan di bagian tepi, sisik berwarna merah, rasanya pedas. Akar - melckat
pada nmpang, tipe akar serabut, berwarna putih hingga kuning kotor atau coklat kekuningan Batang - batang
sejati pendek, di dalam tanah, membentuk rimpang yang bercabang-cabang, batang semu berada di atas
tanah, tumbuh tegak, lunak, dibentuk oleh kumpulan pelepah daun, berwarna hijau, pangkal batang semu
merah. Daun : tunggal, tersusun berseling, helaian berbentuk lanset sempit memanjang hingga ganis, panjang
15-23 cm, lebar 8-15 mm, berwarna hijau permanen, menggulung memanjang keaka masih kuncup, ujung
sangal runcing atau meruncing, tepi rata, pangkal runcing atau sedikit tumpul, pertulangan daun menyinp,
permukaan daun berambut pada ibu tulang daun, selebibnya gundul; ligula tegak, memanjang, ujungnya
tumpul, tipis seperti selaput, permukasnya gundul, panjang 0,75-1 cm; tangkai daun berambus, panjang 2-4
mm. Bunga . bunga majemuk, terdin dari kumpulan bungs yang rapet berupa bulir berbentuk bulat telur
sempil, yungnya runcing, panjang 3.5-5 cm, lebar 1.5-1.75 cm, terletak di ujung batang (terminal) yang
berdaun atau tidak; ibu tangka bunga hampir gundul, panjangnya mencapai 25 cm, braktea banyak,
berbentuk bulat telur terbalik dengan ujungnya membulat, permukaan gundul, hijau muda, panjang sekitar
2.5 em, lebar 1-125 cm; kelopak berbentuk tabung, taju kelopak bunga ujungnya tumpul;, mahkota bunga
berwama kuning kehijauan, panjang tabung mahkota bunga 2-2.5 cm, cuping mahkota bunga berbentuk
Sempit, ujungnya runcing, panjang 1.5-2.5 cm, lebar 2-3 5 mm; kepala sani berwarna ungu, panjang 9 mm,
tangkai putik bercabang 2, memajang, bibir bunga (labellum) berbentuk membulat hingga bulat telur terbalik,
panjang 12-15 mm, Icbar 13 mm, warnanya ungu gelap. Buah : berupa buah buni, berbentuk bulat telur
terbalik. Biji : bijinya kecil-kecil, berbentuk bulat memanjang, dan berwarna hitam ketika masak.

Surakarta, | Februari 2017
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Lampiran 2. Hasil determinasi tanaman lempuyang wangi

KEMENTERIAN RISET, TEKNOLOGI DAN PENDIDIKAN TINGGI
UNIVERSITAS SEBELAS MARET
o FAKULTAS MATEMATIKA DAN ILMU PENGETAHUAN ALAM
<4

LAB. PROGRAM STUDI BIOLOGI

JI Ir. Sutami 36A Kentingan Surskarta 57126 Telp (0271) 663375 Fax (0271) 663375
Pittp iiwww biclogy mipa uns ac.id, E-mail biologi @ mpa.uns.ac.id

Nomor : O31/UN27.9.6 4/Latv2017

Hal . Hasil Determinasi Tumbuhan

Lampuran i-

Nama Pemesan  Rahmatul Insyirah

NIM S 19133826A

Alamat - Program Studi S1 Farmasi Fakultas Farmasi Universitas Setia Budi Surakara

HASIL DETERMINASI TUMBUHAN

Nama Sampel : Zingiber aromaticum Val,

Familia : Zingiberaceae (

Hasil Determinasi menurut C.A. Backer & R.C. Bakhuizen van den Brink, Jr. (1963, 1968) :
1b-2b-3b-4b-12b-13b-14b-17b-18b-19b-20b-21b-22b-23h-24b-25h-26b-27a-28b-29b-30b-3 1 a-
32a-33a-343-352-36d-3Tb-38b-39b-4 1 b-42b-44b-45b-46¢-50b-5 1 b-53b-54b-56b-5Tb-58b-59d-

T2b-73b-T42-75b-76b-333b-334b-335b-336a-337b-338a-339%- 340 207. Zingiberaceae
la-2b-6a . 1. Zingiber
la-2a-3a-40-5b _ Zingiber aromaticum Val.
Deskripsi Tambuhan :

Habitus : terna menahun, tingg | m. Rimpang - menjalar, tebal dan berdaging, berbentuk sifindris
sampai jorong atau tidak beraturan, diumeter 2-5 om, bercabang-cabang, bagian luar permukaanya tidak
rata, berkerut, wamanya coklat muda kekuningan, bagian dalamnya berwarna kuming muda sampai
kuning kecoklatan, rasanya pedas, aromanyn wangi. Akar : melekat pada rimpang, tipe akar serabut,
berwarna putih hingga kuning kotor stau coklat kekuningan. Batang © batang scjati pendek, di dalam
tanah, membentuk rimpang yang bercabang-cabang, batang semu berada di atas tanah, tumbuh tegak,
lunak, dibentuk oleh kumpulan pelepah daun, berwama hijau. Daun © tunggal, tersusun berseling,
helaian berbentuk lanset sempit memanjang hingga garis, panjang 14-40 cm, lebar 3-8.5 cm, berwarna
hijau permanen, menggulung memanjang Ketika masih kuncup, ujung sangst runcing atau meruncing,
tepi rata, pangkal runcing atau tumpal, pertulangan daun menyirip, permukaan daun berambut pada
kedua permukaan terutama pada ibu tulang daun; higula tegak, memanjang, wjungnya tumpul, tipis
seperti sclaput, permukaanya berambut, panjang 1.5-3 cm Bunga - bunga majemuk, terdin dar
kumpalan bunga yang rapat berupa tandan berbentuk ovord, panjangnya 2-2.5 kali lebarmya, runcing,
terletak di wjung batang (terminal), panjang ibu tangkai bunga 9-31 c¢m. braktea berbentuk bulat telur
febar, ujungnya ratu; kelopak berbentuk tabung, panjang kelopak bunga 13-17 mm, mahkota bunga
berwama kuning terang atau kuning gelap, panjang tabung mahkota bunga 2-3 ¢m, cuping mahkota
bunga berbentuk bulat telur memanjang, panjang 1.5-2.5 cm, febar 1-2 cm, kepala san berbentuk lanset
memanjang. kuning terung, ponjang 8-10 mm; bibir bunga (labelfum) berbentuk bulat telur hingga
membulat, panjang 12-20 mm, lebar 15-20 mm, warnanya oranye. Buah : berupa buah buni, berbentuk
bulat telur terbalik, pamang 12 mm, diameter 8 mm, berwarna merah. Biji = bijinya kecil-kecil,
berbentuk bulat memanjang, panjang 4 mm, dan berwarna hitam ketika masak

Surakarta, | Februari 2017
Kepala Lay. Program Studi Biologi Detgrminasi Tumbuhan
A\
Dr. Tetri Widlyarti, M Si - $.8i, MSi

NIP. 19711224 200003 2 001 19800705 200212 1 002
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Lampiran 3. Jahe merah, lempuyang wangi dan destilasi

Rangkaian destilasi uap dan air Pemisahan minyak dan air
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Lampiran 4. Minyak atsiri jahe merah dan lempuyang wangi

Minyak atiri jahe merah Minyak atiri lempuyang wangi
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Lampiran 5. Alat-alat

Timbangan elektrik Refaktrometer

Vortex Sentrifugase
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Autoklaf Inkubator



Oven

GC-MS
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Lampiran 6. Bahan uji antibakteri

Minyak atsiri jahe merah dan lempuyang wangi dengan berbagai konsentrasi
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Blank disk

Biakan murni Disk Antibiotik Suspensi bakteri



Lampiran 7. lIdentifikasi minyak atsiri dan kelarutan dalam alkohol

Jahe merah

- g

PERAREERE

Jahe merah

Lempuyang wangi

Lempuyang wangi



Lampiran 8. lIdentifikasi minyak atsiri indeks bias

Jahe merah

Lempuyang wangi
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Lampiran 9. ldentifikasi bakteri Staphylococcus aureus
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Lampiran 10. Hasil uji aktivitas antibakteri dengan difusi

Replikasi 1

Jahe Merah Tunggal Lempuyang wangi Tunggal

Kombinasi konsentrasi 50% Kombinasi konsentrasi 25%

Kombinasi konsentrasi 12,5%



Replikasi 2

Kombinasi konsentrasi 50% Kombinasi konsentrasi 25%

Kombinasi konsentrasi 12,5%
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Replikasi 3

Jahe Merah Tunggal Lempuyang wangi Tunggal

Kombinasi konsentrasi 50% Kombinasi konsentrasi 25%

Kombinasi konsentrasi 12,5%
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Lampiran 11. Hasil uji aktivitas antibakteri dengan dilusi

76

Replikasi

Penggoresan pada media VJA

1
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Replikasi

Penggoresan pada media VJA

2

Lampiran 12. Perhitungan kadar minyak atsiri jahe merah

Proses destilasi Bobot basah | Volume minyak atsiri | Rendemen
(gram) (ml) (% v/b)
Destilasi 1 4000 5 0,125 %
Destilasi 2 4000 5 0,125 %
Total 8000 10 0,125 %

Perhitungan % Rendemen :

volume minyak

% Rendemen jahe merah = bobot sampel x 100 %
Destilasi | = 5 ml
—x100% =0,125%
4000 gram
Destilasi 1l = 5 ml
—x100% =0,125%
4000 gram




Total Rendemen =

10ml

8000 gram

x 100 % =0,125 %

78

Jadi, kadar minyak atsiri jahe merah (Zingiber officinale Var. Rubrum) adalah

0,125%



Lampiran 13. Perhitungan kadar minyak atsiri lempuyang wangi

79

Proses destilasi Bobot basah | Volume minyak atsiri | Rendemen
(gram) (ml) (% v/b)
Destilasi 1 4000 8 0,2 %
Destilasi 2 2000 4 0,2%
Total 6000 12 0,2 %

Perhitungan % Rendemen :

% Rendemen lempuyang wangi =

Destilasi | =

Destilasi 11 =

Total Rendemen =

volume minyak

x 100 %

bobot sampel

g ml
———x100% =0,2%
4000 gram

4 ml
——x100% =0,2%
2000 gram

12ml
————x100% =0,2%
5000 gram

Jadi, kadar minyak atsiri jahe merah (Zingiber aromaticum Val.) adalah 0,2%
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Lampiran 14. Hasil perhitungan indeks bias minyak atsiri

Sampel Indeks bias praktek (31°C) Indeks bias pustaka (20°C)

Jahe merah 1,487 Indeks bias (25°C) 1,4841-1,4899
(SNI no. 06-1312-1998)

Lempuyang wangi 1,496 Indeks bias (20°C)1,4915-1,4981
(DepKes 1987)

Perhitungan konversi suhu ruang dalam pemeriksaan indeks bias :

Faktor konversi suhu pada setiap kenaikan 1°C = 0,0004

Indeks bias teoritis 25°C = 1,4841-1,4899

Suhu ruang prkatek 31°C

Perhitungan :

= ((31-25) x 0,0004) = 0,0024

Indeks bias pada suhu 31°C = (1,4841 + 0,0024) — (1,4899 + 0,0024)

Jadi, indeks bias teoritis pada jahe merah adalah = 1,4865 — 1,4923

= ((31-20) x 0,0004) = 0,0044

Indeks bias pada suhu 31°C = (1,4915 + 0,0044) — (1,4981 + 0,0044)

Jadi, indeks bias teoritis pada lempuyang wangi adalah = 1,4959 — 1,5025

Indeks bias minyak atsiri jahe merah menurut praktek adalah 1,487
Indeks bias minyak atsiri lempuyang wangi menurut praktek adalah 1,496
Jadi, Indeks bias menurut hasil penelitian sama dengan indeks bias menurut

pustaka.



Lampiran 15. Perhitungan bobot jenis minyak atsiri

81

Bobot timbang

Bobot timbang
+

Bobot timbang + minyak

Bobot minyak

) ()
kosong (g) air (g) Jahe merah Lempuygng Jahe merah Lempuygng
wangi wangi
18,807 19,592 19,494 19,538 0.687 0,731
18,807 19,591 19,498 19,540 0,691 0,733
18,807 19,592 19,503 19,543 0,696 0,736
Rata —Rata 0,6913 0,7333
Perhitungan bobot jenis :
I. Bobot jenis jahe merah :
Bobot timbang + air = 19,592
Bobot timbang kosong = 18,807 -
Bobot air =0,785
o o berat minyak
Bobot jenis minyak atsiri = ,
bobot air
_ 0,687
Bobot timbang + air =19,591
Bobot timbang kosong = 18,807 -
Bobot air =0,784
. . berat minyak
Bobot jenis minyak atsiri = ,
bobot air
0691 _
= 0788 - 0,8813
Bobot timbang + air = 19,592
Bobot timbang kosong = 18,807 -
Bobot air =0,785
o o berat minyak
Bobot jenis minyak atsiri = :
bobot air
0,696
= =0,8866
0,785

Rata-rata bobot jenis minyak atsiri jahe merah = 0,8751 + 0,8813 + 0,8866

=0,8810
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Il. Bobot jenis lempuyang wangi :

Bobot timbang + air =19,592
Bobot timbang kosong = 18,807 -
Bobot air =0,785

berat minyak

Bobot jenis minyak atsiri =
] y bobot air

_ 0731 _
= 0,785 =0,9312

Bobot timbang + air =19,591
Bobot timbang kosong = 18,807 -
Bobot air =0,784

_ berat minyak

bobot air

0733 _
= 0782 =0,9349

Bobot jenis minyak atsiri

Bobot timbang + air 19,592
Bobot timbang kosong = 18,807 -
Bobot air =0,785

. o berat minyak
Bobot jenis minyak atsiri =

bobot air
0,736
= =0,9375
0,785

Rata-rata bobot jenis minyak atsiri lempuyang wangi
=0,9312 + 0,9349 + 0,9375
3

=0,9345

Jadi, bobot jenis minyak atsiri jahe merah adalah 0,8810

Jadi, bobot jenis minyak atsiri lempuyang wangi adalah 0,9345
Perhitungan konversi suhu ruang dalam percobaan bobot jenis :
Faktor konversi pada suhu setiap kenaikan 1°C = 0,0007

Berat jenis minyak jahe merah teoritis 25°C = 0,8720-0,8890
Suhu ruang praktek = 31°C
Perhitungan :

(31-25) x 0,0007 = 0,0042

Jadi, bobot teoritis pada suhu 31°C
0,0042)

( 0,8720 + 0,0042 ) — (0,8890 +

0,8762 —0,8932
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Berat jenis minyak lempuyang wangi teoritis 20°C = 0,9241-0,9315
Suhu ruang praktek = 31°C
Perhitungan :

(31-20) x 0,0007 = 0,0077

Jadi, bobot teoritis pada suhu 31°C
0,0077)

(0,9241 + 0,0077) — (0,9315 +

0,9318 - 0,9392

Bobot jenis minyak atsiri jahe merah menurut praktek adalah 0,8810
Bobot jenis minyak atsiri lempuyang wangi menurut praktek adalah 0,9345

Jadi, bobot jenis praktek sesuai dengan bobot jenis menurut pustaka.



Lampiran 16. Hasil analisis GCMS minyak atsiri

Kromatogram minyak atsiri jahe merah

Ssovple bdornst ke
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Astedyred by Achrin

Analyeed ¥VINTLa:2 MM

Sample Namne Jahe merah

Sanpke ID 3

ection Volune at

Dt File CAOCMS sodsnon Dued Progecs 20859 _C_GOMSUshe mevsh gpd

Tuning Fie CAMSsodurion? Syssent Tne 1 Tunng 141120160

Chrnnstogren Jabe serah CVOCMSsation DaAProea NS C_GOMS e sendy !
Wv
I ux —
' |
= \
[ « .= | .
L 1~ 000 G A O —
LB o
Peak Senyawa Terduga RT (min) Area (%) BM

1 2-Heptanone 3.858 0,23 114
2 Alpha-pinine 4.467 1,97 136
3 Camphene 4.687 11,28 136
4 6-methyl-5-hepten-2-one 5.065 2,65 126
5 Beta-myrcine 5.131 1,38 136
6 Eucalyptol (1,8-cineole) 5.809 17,27 154
7 2-nonanone 6.583 0,56 142
8 Alpha-terpinolone 6.625 0,22 136
9 Lonalool 6.747 2,76 154
10 | Camphore 7.556 1,19 152
11 | Exo-methyl-camphenilol 7.650 0,52 154
12 | Di-nerbonil ketone 7.874 0,83 218
13 | 3-cyclohexen-1-0-1 8.030 1,23 154
14 | 3-cyclohexen-1-methanol 8.243 2,62 154
15 Z-citral 8.915 19,25 152
16 | E-citral 9.349 27,68 152
17 | Endobornyl acetate 9.611 0,83 196
18 | Geranyl acetate 10.855 1,01 196
19 | Benzene 12.335 1,93 202
20 | Zingiberen 12.493 1,39 204
21 | Farnese 12.581 0,30 204
22 | Beta-bisabolene 12.675 0,93 204
23 | Beta-sesquiphellandrene 12.895 0,98 204
24 | Zerumbon 15.696 1,01 218
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komponen senyawa minyak atsiri jahe merah :
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Lampiran 17. Diameter daya hambat tunggal dan kombinasi dari uji difusi

minyak atsiri
Konsentrasi Rata-rata = SD
50% | 1 1
Amoksisilin (K+) 32,3 30,6 31,3 31,40+ 0,85
N-heksan (K-) 0 0 0 0,00+ 0,00
Jahe merah 23,6 22 22,3 22,63 +0,85
Lempuyang wangi 17 16,3 17 16,77 + 0,40
Kombinasi 1:1 20 20 20,3 20,10+ 0,17
Kombinasi 1:3 15 15 16,3 15,43+ 0,75
Kombinasi 3:1 24,6 23,3 25 24,30 £ 0,89
Konsentrasi Rata-rata = SD
25% I 1 11
Amoksisilin (K+) 34 33,6 31,6 32,97 £ 1,23
N-heksan (K-) 0 0 0 0,00+ 0,00
Jahe merah 19 18,3 18,6 15,63 + 0,35
Lempuyang wangi 12,3 13 13,3 12,87 £ 0,51
Kombinasi 1:1 16 15,3 15,6 15,63 + 0,35
Kombinasi 1:3 13 12 12,3 12,43+ 0,51
Kombinasi 3:1 18,6 17,3 18 17,97 + 0,65
Konsentrasi Rata-rata + SD
12,5% I 1] 11
Amoksisilin (K+) 32,6 33,6 31 32,40+ 1,31
N-heksan (K-) 0 0 0 0,00+ 0,00
Jahe merah 15,3 14,6 16 15,30 + 0,70
Lempuyang wangi 9 8,6 9 8,87 £0,23
Kombinasi 1:1 11,3 11 10,6 10,97 + 0,35
Kombinasi 1:3 8 7,6 7 7,53+0,50
Kombinasi 3:1 15 14,6 15,3 14,97 + 0,35

Perhitungan rata-rata diameter hambatan :

Konsentrasi 5090 :

1. Amoksisilin

Replikasi |

Replikasi 1l

Replikasi 111
2. Jahe merah

Replikasi |

3,2+43,243,2

3

3,1+3,1+3,0

3,2+3,1+3.1

2,3+2,44+2,4

=3,2cm=32mm

= 3,06 cm = 30,6 mm

=3,13¢cm =31,3mm

=2,36 cm =23,6 mm




Replikasi 1l

Replikasi Il

3. Lempuyang wangi

Replikasi |

Replikasi 1l

Replikasi 11l

4. Kombinasi 1:1

Replikasi |

Replikasi 1l

Replikasi Il
Kombinasi 1:3

Replikasi |

Replikasi 1l

Replikasi 111
Kombinasi 3:1

Replikasi |

Replikasi 1l

Replikasi 111

2,2+42,242,2

3

2,2+2,242,3

1,7+1,7+1,7
- 3

1,741,6+ 1,6

1,7+1,7+1,7
- 3

2,042,0+2,0
- 3
2,042,042,0

2,1+2,04+2,0

_1,5+1,5+1,5
_1,5+1,5+1,5

1,641,6+1,7

2,5+2,5+2,4

2,3+2,3+2,4

_ 2,5+2,5+25

=22cm=22mm

= 2,23cm=22,3mm

=1,7cm=17 mm

=1,63cm=16,3mm

=1,7cm=1,7mm

=2,0cm =20 mm

=2,0cm =20 mm

=2,03¢cm =20,3mm

=15cm=15mm

=15cm=15mm

=1,63cm=16,3mm

=2,46 cm = 24,6 mm

=2,33¢cm =23,3mm

=2,5cm=25mm
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Konsentrasi 25% :
1. Amoksisilin

Replikasi |

Replikasi 1l

Replikasi Il
2. Jahe merah

Replikasi |

Replikasi 11

Replikasi Il
3. Lempuyang wangi

Replikasi |

Replikasi 1l

Replikasi Il
4. Kombinasi 1:1

Replikasi |

Replikasi 11

Replikasi IlI
5. Kombinasi 1:3

Replikasi |

Replikasi 1l

3,4+3,4+3,4
:———E———:3Acm:34mm
3,3+3,3+34
=———;———:333mn:3&3mm
3,1+3,2+3,2
=——_ —=313cm=313mm
1,9+1,9+1,9
=———;———:19cm219mm
1,8+1,8+1,9
=— - =183cm=183mm
1,9+1,9+1,8
:———;———=1360n=1&6mm
1,24+1,2+1,3
:———?;———:123mn:123mm
1,3+1,3+1,3
=———;———:130m:13mm
1,4+1,3+1,3
=——_ —=133cm=13,3mm
1,6+1,6+1,6
:———;———:1ﬁcm:16mm
1,5+1,5+1,6
=——————=153cm=153mm
1,6+1,5+1,6
=——————=156cm=156 mm
1,3+1,3+1,3
=———§———:13cm:13mm

1,2+1,24+1,2

————;———:120m:12mm
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Replikasi Il
6. Kombinasi 3:1

Replikasi |

Replikasi 11

Replikasi Il

Konsentrasi 12,5% :

1. Amoksisilin

Replikasi |

Replikasi 11

Replikasi Il
2. Jahe merah

Replikasi |

Replikasi 1l

Replikasi Il
3. Lempuyang wangi

Replikasi |

Replikasi 11

Replikasi 111
4, Kombinasi 1:1

Replikasi |

1,2+1,2+1,3
:———;———:123mn:123mm
1,9+1,9+1,9
:———;———:19cm:19mm
1,8+1,7+1,7
=——=1,73cm=17,3mm
1,8+1,8+1,8
:———E———:lﬁcm:18mm
3,3+3,2+3,2
=————=3,26cm = 32,6 mm
3,3+3,4+3,4
:———E———:336un:3&6mm
3,1+3,1+3,1
:———;———:SJcm:31mm
1,5+1,5+1,6
=— =153 cm =153 mm
1,5+1,4+1,4
=—=1,46cm=14,6 mm
1,6+1,6+1,6
:———;———:lﬁcm:16mm
0,9+0,9+ 0,9
:———;———=090m:9mm
0,84+0,9+0,9
:———;———:OBGUn:&Gmm
0,9+0,9+0,9
:———;———:Oﬁcm:9mm

1,1+1,2+1,1
:———;———:113un:1L3mm
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Replikasi 1l

Replikasi 11l
Kombinasi 1:3

Replikasi |

Replikasi 1l

Replikasi IlI
Kombinasi 3:1

Replikasi |

Replikasi 1l

Replikasi 111

106

1,1+1,1+1,1
:———;———:1Jcm:11mm
1,1+1,0+1,1
=———=1,06cm = 10,6 mm
0,8+0,84+0,8
:———;———=03cm:8mm
0,8 +0,74+0,8
:———?r———:OJGGn:ZGmm
0,7+0,7+0,7
:———;———:Ojcm:Q7mm
1,5+1,5+1,5
=—=15cm=15mm
1,4+1,5+1,5
=—=1,46cm=14,6 mm

1,6+1,5+1,5
=—————=153cm=153mm
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Lampiran 18. Hasil analisis dengan SPSS

Npar Test
Tests of Normality
Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilk
kombinasi bahan
uji Statistic df Sig. Statistic df Sig.
daya kontrol positif ,150 9 ,200* ,949 9 ,683
hambat .
JM Tunggal ,168 9 ,200 ,932 9 ,498
LW Tunggal ,201 9 ,200° ,872 9 ,129
kombinasi 1:1 202 9 ,200° 864 9 ,105
kombinasi 1:3 ,195 9 ,200° ,897 9 ,236
kombinasi 3:1 212 9 ,200° ,862 9 ,102

* This is a lower bound of the true significance.

a. Lilliefors Significance Correction

Descriptive Statistics
Dependent Variable: daya hambat

kombinasi bahan uji konsentrasi bahan uiji Mean Std. Deviation N
kontrol positif konsentrasi 50% 31,4000 ,85440 3
konsentrasi 25% 32,9667 1,23423 3
konsentrasi 12,5% 32,4000 1,31149 3
Total 32,2556 1,21049 9
JM Tunggal konsentrasi 50% 22,6333 ,85049 3
konsentrasi 25% 18,6333 ,35119 3
konsentrasi 12,5% 15,3000 ,70000 3
Total 18,8556 3,23192 9
LW Tunggal konsentrasi 50% 16,7667 ,40415 3
konsentrasi 25% 12,8667 ,51316 3
konsentrasi 12,5% 8,8667 ,23094 3
Total 12,8333 3,43839 9
kombinasi 1:1 konsentrasi 50% 20,1000 , 17321 3
konsentrasi 25% 15,6333 ,35119 3
konsentrasi 12,5% 10,9667 ,35119 3
Total 15,5667 3,96390 9
kombinasi 1:3 konsentrasi 50% 15,4333 , 75056 3
konsentrasi 25% 12,4333 ,51316 3
konsentrasi 12,5% 7,5333 ,50332 3
Total 11,8000 3,49249 9
kombinasi 3:1 konsentrasi 50% 24,3000 ,88882 3
konsentrasi 25% 17,9667 ,65064 3
konsentrasi 12,5% 14,9667 ,35119 3
Total 19,0778 4,16677 9
Total konsentrasi 50% 21,7722 5,47495 18
konsentrasi 25% 18,4167 7,13049 18
konsentrasi 12,5% 15,0056 8,55085 18
Total 18,3981 7,55984 54
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Twoway
Levene's Test of Equality of Error Variances?
Dependent Variable: daya hambat
F dfl df2 Sig.
1,695 17 36 ,090
Tests the null hypothesis that the error variance of
the dependent variable is equal across groups.
a. Design: Intercept + perbandingan + kons +
perbandingan * kons

Tests of Between-Subjects Effects

Dependent Variable: daya hambat

Type lll Sum Mean

Source of Squares df Square F Sig.

Intercept Hypothesis 18278,560 1| 182785560| 88,710 011
Error 412,099 2 206,050%

perbandingan Hypothesis 2476,970 5 495,394 | 40,284 ,000
Error 122,974 10 12,297°

Kons Hypothesis 412,099 2 206,050 [ 16,756 ,001
Error 122,974 10 12,297°

Eerbandingan* Hypothesis 122,974 10 12,297 | 26,093 ,000

ons Error 16,967 36 471°

a. MS(kons)

b. MS(perbandingan * kons)
c. MS(Error)

Post Hoc Test
daya hambat

Tukey HSD*"

Subset

kombinasi bahan uji N 1 2 3 4 5

kombinasi 1:3 11,8000
LW Tunggal

kombinasi 1:1
JM Tunggal

kombinasi 3:1
kontrol positif 32,2556
Sig. 1,000 1,000 1,000 ,982 1,000

12,8333
15,5667
18,8556
19,0778

© © © © O ©

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
Based on observed means.

The error term is Mean Square(Error) = ,471.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 9,000.

b. Alpha = 0,05.



Dependent Variable: daya hambat

Multiple Comparisons
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Tukey HSD
Mean 95% Confidence Interval
(1) kombinasi (J) kombinasi Difference Std. Lower Upper
bahan uiji bahan uiji (1-J) Error Sig. Bound Bound
kontrol positif JM Tunggal 13,4000 | ,32362| 000 124264| 14,3736
LW Tunggal 19,4222° | ,32362 ,000| 18,4486 20,3959
kombinasi 1:1 16,6889 | ,32362 ,000| 15,7152 17,6625
kombinasi 1:3 20,4556 | ,32362 ,000| 19,4819 21,4292
kombinasi 3:1 13,1778 | ,32362 ,000| 12,2041| 14,1514
JM Tunggal kontrol positif -13,4000° | ,32362| ,000| -14,3736| -12,4264
LW Tunggal 6,0222" | ,32362 ,000 5,0486 6,9959
kombinasi 1:1 3,2889"| ,32362 ,000 2,3152 4,2625
kombinasi 1:3 7,0556 | ,32362 ,000 6,0819 8,0292
kombinasi 3:1 -,2222| ,32362 ,982 -1,1959 7514
LW Tunggal kontrol positif -19,4222" [ ,32362| ,000| -20,3959| -18,4486
JM Tunggal -6,0222" | ,32362 ,000 -6,9959 -5,0486
kombinasi 1:1 -2,7333"| 32362 ,000 -3,7070 -1,7597
kombinasi 1:3 1,0333"| ,32362 ,032 ,0597 2,0070
kombinasi 3:1 -6,2444" | 32362 ,000 -7,2181 -5,2708
kombinasi 1:1 kontrol positif -16,6889°| 32362 ,000| -17,6625| -157152
JM Tunggal -3,2889" | ,32362 ,000 -4,2625 -2,3152
LW Tunggal 2,7333"| ,32362 ,000 1,7597 3,7070
kombinasi 1:3 3,7667 | ,32362 ,000 2,7930 4,7403
kombinasi 3:1 -3,5111°| ,32362 ,000 -4,4848 -2,5375
kombinasi 1:3 kontrol positif -20,4556 | ,32362| ,000| -21,4292| -19,4819
JM Tunggal -7,0556 | ,32362 ,000 -8,0292 -6,0819
LW Tunggal -1,0333"| ,32362 ,032 -2,0070 -,0597
kombinasi 1:1 -3,7667 | ,32362 ,000 -4,7403 -2,7930
kombinasi 3:1 -7,2778 | 32362 ,000 -8,2514 -6,3041
kombinasi 3:1 kontrol positif -13,1778"| ,32362 ,000| -14,1514| -12,2041
JM Tunggal 2222 | 32362 ,982 -, 7514 1,1959
LW Tunggal 6,2444" | 32362 ,000 5,2708 7,2181
kombinasi 1:1 3,51117| ,32362 ,000 2,5375 4,4848
kombinasi 1:3 7,2778"| ,32362 ,000 6,3041 8,2514

Based on observed means.
The error term is Mean Square(Error) = ,471.

*. The mean difference is significant at the 0,05 level.




Means Plots

Estimated Marginal Means
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Estimated Marginal Means of daya hambat
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Lampiran 19. Komposisi media
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a. Formulasi dan pembuatan Nutrien Agar (NA)

Pepton from meat
Meat extract

Agar

Reagen-reagen diatas dilarutkan

5,0 gram
3,0 gram

15,0 gram

dalam aquadest sebanyak 1000 ml,

dipanaskan sampai larut sempurna, kemudian disterilkan dengan autoklaf pada

suhu 121°C selama 15 menit.

b. Formulasi dan pembuatan Muller Hinton Agar (MHA)

Meat infusion

Bacto asam kasamino
Kanji

Agar

Reagen-reagen diatas dilarutkan

2,0 gram
17,5 gram
1,5gram
17,0 gram

dalam aquadest sebanyak 1000 ml,

dipanaskan sampai larut sempurna, kemudian disterilkan dengan autoklaf pada

suhu 121°C selama 15 menit dan dituangkan dalam cawan petri pH 7,4.

c. Formulasi dan pembuatan Brain Heart Infusion (BHI)

Brain infusion
Heart infusion
Proteose peptone
Glucose

Sodium choride

di-sodium hydrogen phosphate

Reagen-reagen diatas dilarutkan

12,5 gram
5,0 gram
10,0 gram
2,0 gram
5,0 gram
2,5 gram

dalam aquadest sebanyak 1000 ml,

dipanaskan sampai larut sempurna, kemudian disterilkan dengan autoklaf pada

suhu 121°C selama 15 menit.

d. Formulasi dan pembuatan Vogel Jhonson Agar (VJA)

Peptone from casein
Yeast extract
di-potasium hydrogen phosphate

D(-)mannitol

10,0 gram
5,0 gram

10,0 gram
10,0 gram
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Lithium chloride 5,0 gram
Glycine 10,0 gram
Phenol red 0,025 gram
Agar 13,0 gram

Reagen-reagen diatas dilarutkan  dalam aquadest sebanyak 1000 ml,
dipanaskan sampai larut sempurna, kemudian disterilkan dengan autoklaf pada

suhu 121°C selama 15 menit dan dituangkan dalam cawan petri pH 7,4.



