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INTISARI

NINGSIH, RS., 2017. UJI AKTIVITAS ANTIBAKTERI KOMBINASI
MINYAK ATSIRI RIMPANG BANGLE (Zingiber cassumunar R.) dan BIJI
PALA (Myristica fragrans H.) TERHADAP Staphylococcus aureus ATCC
25923, SKRIPSI, FAKULTAS FARMASI, UNIVERSITAS SETIA BUDI,
SURAKARTA.

Bakteri Staphylococcus aureus merupakan flora normal pada tubuh.
Tanaman rimpang bangle (Zingiber cassumunar R.) dan biji pala (Myristica
fragrans H.) dimanfaatkan masyarakat untuk pengobatan berbagai penyakit.
Minyak atsiri rimpang bangle mengandung senyawa sabinene, terpinen-4-ol,
seskuiterpen, sineol. Minyak atsiri biji pala mengandung senyawa fenolik dan
terpenoid yang mampu  menghambat pertumbuhan bakteri. Penelitian ini
bertujuan untuk mengetahui minyak atsiri rimpang bangle dan biji pala atau
kombinasi dari keduanya yang memiliki aktivitas paling efektif terhadap
Staphylococcus aureus ATCC 259923.

Metode yang digunakan dalam penelitian ini menggunakan metode difusi
yang menggunakan konsentrasi 50%; 25%; 12,5% dengan perbandingan
kombinasi yaitu 1:1; 1:2; 2:1; 1:3; 3:1. Data dari penelitian kemudian diolah
menggunakan analisis statistik Analisis of Varian (ANOVA) dengan metode two-
way, sehingga didapatkan hasil signifikasi dari data tersebut.

Hasil penelitian dengan metode difusi menunjukkan bahwa minyak atsiri
rimpang bangle dan biji pala mempunyai aktivitas antibakteri pada
Staphylococcus aureus ATCC 25923. Berdasarkan hasil penelitian dapat
disimpulkan bahwa kombinasi minyak atsiri rimpang bangle dan biji pala
mempunyai aktivitas lebih besar dibandingkan bentuk tunggal yang memiliki
aktivitas sebagai antibakteri terhadap bakteri Staphylococcus aureus dengan
perbandingan konsentrasi 3:1 dengan diameter hambat 24,47 + 0,5033.
Kandungan senyawa aktif yang memiliki aktivitas antibacterial dari minyak atsiri
rimpang bangle adalah 4-terpineol (70,96%) dan minyak atsiri biji pala adalah
sabinene (6,62%).

Kata Kunci : Staphilococcus aureus, antibakteri, minyak atsiri, Zingiber
cassumunar R., Myristica fragrans H.
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ABSTRACT

NINGSIH, RS., 2017. COMBINATION ANTIBACTERIAL ACTIVITIES
ESSENTIAL OIL Bangle rhizome (Zingiber cassumunar R.) and Nutmeg
Seed (Myristica fragrans H.) TEST AGAINST Staphylococcus aureus ATCC
25923, Thesis, FACULTY OF PHARMACY, UNIVERSITY OF SETIA
BUDI, SURAKARTA.

Staphylococcus aureus is a normal flora of the body. Bangle rhizome
plants (Zingiber cassumunar R.) and nutmeg seed (Myristica fragrans H.) are
used for the treatment of various diseases. Essential oil of bangle rhizome
contains sabinene compound, terpinen-4-ol, sesquiterpen, sineol. Essential oil of
nutmeg seed contains phenolic and terpenoid compounds that can inhibit bacterial
growth. This study aims to determine the essential oil of rhizome bangle and
nutmeg or a combination of both which have the most effective activity against
Staphylococcus aureus ATCC 259923.

The method in this study using diffusion method concentration 50%; 25%;
12.5% with a combination of 1: 1; 1: 2; 2: 1; 1: 3; 3: 1 Data from the stady was
processed using statistical analysis Analysis of Variance (ANOVA) with the
method of two-way the significance of the results obtained from these data.

The result of research with diffusion method showed that the essential oil
of rhizome bangle and nutmeg seed have antibacterial activity on Staphylococcus
aureus ATCC 25923. Based on the research result it can be concluded that the
combination of essential oil of rhizome bangle and nutmeg seed has greater
activity than single form which has activity as antibacterial to Staphylococcus
aureus bacteria with a ratio of 3: 1 concentration with a resistor diameter of 24.47
+ 0,5033. The content of active compound which has antibacterial activity of the
essential oil of rhizome bangle is 4-terpineol (70,96%) and essential oil of nutmeg
seed is sabinene (6,62%).

Keywords: Staphilococcus aureus, antibacterial, essential oils, Zingiber
cassumunar R., Myristica fragrans H.
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BAB |
PENDAHULUAN

A. Latar Belakang Masalah

Manusia hidup di alam selalu terpapar oleh mikroorganisme seperti
bakteri, virus, fungi, dan parasit. Bakteri merupakan mikroorganisme uniseluler
yang banyak terdapat di alam bahkan flora normal dalam tubuh manusia yang
terdapat di beberapa bagian tubuh yang salah satunya adalah bakteri
Staphylococcus aureus (Jawet et al. 2005). Staphylococcus aureus merupakan
flora normal pada saluran pernafasan, kulit dan saluran cerna (Jawet et al. 2005).
Staphylococcus aureus adalah bakteri Gram positif yang dapat mengakibatkan
infeksi pada kulit atau luka pada organ tubuh jika bakteri ini mengalahkan
mekanisme pertahanan tubuh. Saat bakteri masuk keperedaran darah, bakteri
dapat menyebar ke organ lain dan menyebabkan infeksi (Anwar 2009).

Kulit sangat rentan terkena infeksi ataupun penyakit kulit lain yang salah
satunya disebabkan oleh bakteri Staphylococcus aureus (Ginanjar et al. 2010).
Kulit juga merupakan organ terbesar dalam tubuh yang bagiannya lebih dari 10%
massa tubuh dan sangat memungkinan akan sering berinteraksi dengan
lingkungan sekitarnya (Gibson 1957). Penyebab bakteri Staphylococcus aureus
paling sering ditularkan dari tangan ketangan (WHO 2013).

Antiseptik merupakan bahan kimia yang dapat menghambat atau
membunuh pertumbuhan jasad renik seperti bakteri, jamur dan lain-lain pada
jaringan hidup (Subronto & Tjahajati 2001). Antiseptik mempunyai efek kerja
cepat pada bahan organik, seperti cairan tubuh dan efektif pada semua macam
mikroorganisme tanpa menghancurkan ataupun merusak jaringan. beberapa
contoh penyebab infeksi yaitu bakteri Staphylococcus aureus yang dapat
menyebabkan infeksi pada kulit (Wahyu 2006).

Zingiber cassumunar R. merupakan salah satu tanaman yang berasal dari
familia Zingiberaceae yang mempunyai minyak atsiri cukup pada rimpangnya.
Rimpang bangle memiliki kandungan senyawa minyak atsiri sebanyak 0,95%

(Bhuiyan et al. 2008). Kandungan kimia yang terkandung dalam minyak atsiri



rimpang bangle yaitu 4-terpinol (42,5%), B-pinen (23,41%), y-terpinene (62,28%)
dan B-sesquiphelllandrene (5,92%) dan berdasarkan penelitian (Kamazerin et al.
2003) memiliki komponen penyusun seperti zerumbon (60,77 %), kariofilena
(6,44 %) dan a-kariofilena (23,92 %). Minyak atsiri rimpang bangle diketahui
memiliki aktivitas antibakteri karena adanya kandungan senyawa 4-terpinol
(Merliani 2012). Hasil uji berdasarkan penelitian sebelumnya yang dilakukan
Sayuti et al. (2014) bahwa kombinasi minyak atsiri lempuyang wangi dan
rimpang bangle terhadap bakteri Staphylococcus aureus didapat hasil diameter
daya hambat sebesar 19,67 + 0,20. Berdasarkan uji antibakteri Staphylococcus
aureus yang dilakukan (Angraini 2015) kombinasi minyak atsiri bangle dan jahe
merah didapat hasil diameter daya hambat sebesar 15,47 £ 0,27.

Pala (Myristica fragans Houtt) merupakan tanaman asli Indonesia, karena
tanaman ini berasal dari Banda dan Maluku, yang kemudian menyebar ke pulau-
pulau lain sekitarnya, termasuk pulau Jawa. Tanaman pala terkenal karena biji
buahnya yang tergolong sebagai rempah-rempah. (Rismunandar 1990). Biji pala
mengandung minyak atsiri 0,5-1,7% (Hidayati dkk 2015). Kandungan komponan
senyawa yang terkandung pada minyak atsiri biji pala yaitu monoterpen seperti o-
pinene, camphene, P-pinene, sabinene, myrcene, a-phellandrene, o-terpinene,
limonene, 1,8-cineole, y-terpinene, linalool, terpinen-4- ol, safrole, metil eugenol
dan myristicin (Gupta 2008). Takikawa et al. 2002 melaporkan bahwa minyak
atsiri biji pala mempunyai aktivitas antimikroba terhadap bakteri Staphylococcus
aureus. Hasil penelitian sebelumnya yang dilakukan Rachmi et al. (2014)
memperlihatkan bahwa kandungan senyawa fenolik dan terpenoid dalam biji pala
dapat mengahambat pertumbuhan bakteri. Penelitian yang dilakukan (Gupta
2008) minyak atsiri biji pala memiliki aktivitas terhadap Staphylococcus aureus
dengan diameter daya hambat 14 mm.

Minyak atsiri dikenal dengan istilah minyak mudah menguap merupakan
senyawa yang umumnya berwujud cair, diperoleh dari bagian tanaman akar, kulit,
batang, daun, buah, biji, maupun dari bunga dengan cara penyulingan. Minyak
atsiri diperoleh secara destilasi (Sastrohamidjojo 2004). Minyak atsiri juga

mempunyai sifat toksik dalam pengobatan dan mampu menghambat pertumbuhan



bakteri dengan mengganggu proses terbentuknya membran atau dinding sel
sehingga tidak terbentuk atau terbentuk tidak sempurna (Triphati et al. 2013).
Komponen minyak atsiri yang mengandung gugus fenol seperti carvacrol
berpotensi sebagai antibakteri dan aktivitas antibakteri minyak atsiri dipengaruhi
oleh komposisi dan konsentrasi minyak atsiri serta jumlah dan jenis bakteri
(Yuksel et al., 2006).

Penggunaaan kombinasi obat ialah campuran dua atau lebih obat dalam
satu formulasi, penggunaan dua obat yang berbeda secara bersama-sama dapat
memberikan interaksi yakni dapat memperlihatkan kerja berlawanan (antagonis),
sehingga efeknya lemah dan interaksi yang satunya dapat memperlihatkan kerja
sama yang baik antara kedua obat (sinergisme) sehingga efeknya saling
menguatkan (Tjay & Rahardja 2007).

Berdasarkan uraian tersebut, penelitian kombinasi antibakteri senyawa
minyak atsiri rimpang bangle (Zingiber cassumunar R.) dan minyak atsiri biji pala
(Myristica fragrans H.) terhadap bakteri Staphylococcus aureus dilakukan untuk
mengetahui manakah dari kombinasi atau bahan tunggal yang paling optimal
membunuh bakteri Staphylococcus aureus ATCC 25923 dengan menggunakan

metode difusi.

B. Perumusan Masalah

Permasalahan dalam penelitian ini adalah :

1. Apakah minyak atsiri rimpang bangle (Zingiber cassumunar R.) dan biji pala
(Myristica fragrans H.) dan kombinasinya memiliki aktivitas antibakteri
terhadap Staphylococcus aureus ATCC 25923 ?

2. Manakah dari minyak atsiri rimpang bangle (Zingiber cassumunar R.) dan
biji pala (Myristica fragrans H.) atau kombinasi dari keduanya yang
memiliki aktivitas paling optimal terhadap Staphylococcus aureus ATCC
25923 ?



C. Tujuan Masalah
1. Mengetahui minyak atsiri rimpang bangle (Zingiber cassumunar R.) dan biji
pala (Myristica fragrans H.) dan kombinasi dari keduanya memiliki aktivitas
antibakteri terhadap bakteri Staphylococcus aureus ATCC 25923.
2. Mengetahui dari minyak atsiri rimpang bangle (Zingiber cassumunar R.) dan
biji pala (Myristica fragrans H.) atau kombinasi dari keduanya yang memiliki
aktivitas paling optimal terhadap Staphylococcus aureus ATCC 259923,

D. Kegunaan Penelitian

Penelitian ini diharapkan dapat menjadi bukti ilmiah tentang manfaat
kombinasi minyak atsiri rimpang bangle (Zingiber cassumunar R.), biji pala
(Myristica fragrans H.) terhadap bakteri Staphylococcus aureus ATCC 25923.
Sebagai salah satu alternatif dalam pengobatan antibakteri Staphylococcus aureus
ATCC 25923, serta memberikan informasi kepada masyarakat umum tentang
manfaat kombinasi minyak atsiri rimpang bangle (Zingiber cassumunar R.), biji
pala (Myristica fragrans H.) dalam menghambat pertumbuhan bakteri
Staphylococcus aureus ATCC 25923.



BAB Il
TINJAUAN PUSTAKA

A. Tanaman Bangle

1. Sistematika Tanaman Rimpang Bangle (Zingiber cassumunar R.)

Devisi : Spermatophyta

Subdivisi : Angiospermae

Kelas : Monocotyledoneae

Bangsa : Zingiberales

Suku : Zingiberaceae

Marga : Zingiber

Spesies : Zingiber purpureum Roxb

Sinonim : Zingiber cassumunar Roxb. (Herbie 2012).

Gambar 1.Tanaman Rimpang Bangle (Zingiber cassumunar R.)

2. Nama Daerah
Panglai (Sunda), bangle (Jawa), pandiyang (Madura), manglai

(Sulawesi), bale (Makasar), bangalai (Kalimantan), mungle (Aceh), banglai
(Palembang), bunglai, bangle, kunyit bolai (Melayu), banggele (Bali), unin pakei
(Ambon), bangle (Ternate, Tidore) (Syukur et al. 2001).
3. Morfologi Tanaman

Rimpang bangle merupakan tanaman herba semusim, tumbuh tegak, tinggi
1-1,5 m, membentuk rumpun yang agak padat, berbatang semu, terdiri dari

pelepah daun yang dipinggir ujungnya berambut sikat. Daun tunggal, letak



berseling. Helaian daun lonjong, tipis, ujung runcing, pangkal tumpul, tepi rata,
berambut halus, pertulangan menyirip, panjang 23-35 cm, lebar 20-40 mm,
warnanya hijau. Bagian yang mengandung bunga berbentuk tandan, bentuk
bundar telur atau seperti gelendong, panjang 6-10 cm, lebar 4-5 cm. Daun kelopak
tersusun seperti sisik tebal. Kelopak seperti tabung, ujungnya bergerigi 3, warna
merah menyala. Bibir bunga bentuknya bundar memanjang, warnanya putih atau
pucat.

Bangle mempunyai rimpang yang menjalar dan berdaging, bentuknya
hampir bundar sampai lonjong atau tidak beraturan, tebal 2-5 mm. Permukaan
luar tidak rata, berkerut, warnanya coklat muda kekuningan, bila dibelah berwarna
kuning muda sampai kuning kecoklatan. Rasanya tidak enak, pedas dan pahit
(Herbie 2012).

4. Kandungan Kimia

Rimpang bangle mengandung minyak atsiri yang memiliki komponen
utama 4-terpinol (42,5%), B-pinen (23,41%), y-terpinene (62,28%) dan pB-
sesquiphelllandrene (5,92%) dan berdasarkan penelitian (Kamazerin et al. 2003)
memiliki komponen penyusun seperti zerumbon (60,77 %), kariofilena (6,44 %)
dan a-kariofilena (23,92 %). Zerumbon yang terkandung dalam minyak atsiri
rimpang bangle merupakan salah satu senyawa seskuiterpen. Senyawa bioaktif ini
mempunyai struktur yang unik dengan adanya keton dalam 11 rantai karbon.
Senyawa dengan struktur unik ini dapat digunakan sebagai agen antimikroba yang
mempunyai kemampuan untuk menghambat pertumbuhan mikroba (Yamamoto et
al. 2001). Minyak atsiri dari rimpang bangle teruji secara in vitro dapat
menghambat pertumbuhan bakteri Gram positif dan Gram negatif. Penelitian yang
dilakukan oleh (Bhuiyan et al. 2008) menunjukkan bahwa rimpang bangle
mengahasilkan 0,95% minyak atsiri dengan salah satu komponen utamanya 4-
terpineol. Senyawa 4-terpineol yang terkandung dalam minyak atsiri rimpang
bangle diduga merupakan senyawa aktif antibakteri (Marliani 2012).

5. Penggunaan
Bangle mempunyai beberapa khasiat pengobatan dan kegunaan lain.

Bagian dari tanaman bangle yang sering digunakan dalam pengobatan adalah



rimpangnya. Kandungan rimpang bangle dapat digunakan sebagai pemanas dan
untuk membesihkan udara busuk dari perut. Rimpang bangle juga mempunyai
efek sebagai insektisidal, antioksidan, antiinflamatori, antelmintik dan antibakteri
(Gunardi et al. 2001). Minyak atsiri rimpang bangle diketahui memiliki aktivitas
antibakteri karena adanya kandungan senyawa 4-terpinol (Merliani 2012).

B. Tanaman Biji Pala
1. Sistematika Biji Pala (Myristica fragrans Houtt)
Taksonomi  tumbuhan  pala  diklasifikasikan  sebagai  berikut

(Herbie 2012).
Devisi : Spermatophyta
Subdevisi : Angiospermae
Kelas : Dicotyledonae
Bangsa : Magnoliales
Suku : Myristiceae
Marga : Myristica
Spesies : Myristica fragrans Houtt.

Gambar 2. Tanamn Biji pala (Myristica fragrans Houtt)

2. Nama Daerah

Pala (Melayu); Falo (Nias); paala (Madura); Kapala (Bima); Bubula
(Roti); Pal (Timor); Pala (Makasar); Pala (Bugis); Pahalo (Ambon); Gosora
(Ternate) (Herbie 2012).



3. Morfologi

Tanaman ini jika pertumbuhannya baik dan tumbuh dilingkungan terbuka,
tajuknya akan rindang dan ketinggiannya dapat mencapai 15-18 meter. Tajuk
pohon ini bentuknya meruncing keatas dan puncak tajuknya tumpul. Daunnya
berwarna hijau mengkilap dengan ukuran 10-15 cm dan panjang tangkai daun
sekitar 1-1,5 cm. Buahnya berbentuk bulat, berwarna kuning, jika sudah masak
secara otomatis akan terbelah menjadi dua bagian karena mempunyai alur
pembelahan seperti buah durian. Garis tengah atau diameter buah jika sudah tua
mencapai sekitar 9 cm. Daging buah tebal dan rasanya asam. Biji buah berbentuk
agak bulat dengan diameter sekitar 2,5 cm. Kulit biji berwarna coklat agak
kehitam-hitaman dan mengkilat. Selaput biji atau sering disebut fuli atau bunga
pala berwarna merah menyala atau merah agak gelap tetapi ada juga yang
berwarna putih kekuning-kuningan. Sedangkan kernel (endosperm) biji berwarna
putih keabu-abuan (Hatta Sunanta 1993).
4. Kandungan kimia

Biji pala memiliki aktivitas yang serupa dengan dringo dan parsley, karena
minyak atsiri pala ini mengandung senyawa elemisin, miristisin, dan safrol yang
memiliki struktur molekul yang mirip dengan asaron dan apiol . Minyak atsiri biji
pala dalam kadar 10% berisi miristin (yang bersifat membius) sekitar 4%, pinen,
80% kamfer, 8% dipente, safrol 0,6 %, egenol, ko-egenol dan alcohol 6% (Agusta
2000) dan berdasarkan penelitian (Gupta 2008) minyak atsiri biji pala
mengandung monoterpen seperti o-pinene, camphene, B-pinene, sabinene,
myrcene, a-phellandrene, a-terpinene, limonene, 1,8-cineole, y-terpinene, linalool,
terpinen-4- ol, safrole, metil eugenol dan myristicin serta menunjukkan aktivitas
antibakteri yang baik. Kandungan senyawa fenolik dan terpenoid dalam biji pala
diduga dapat menghambat pertumbuhan bakteri (Rachmi et al. 2014).
5. Penggunaan

Biji pala Selain sebagai rempah-rempah, biji pala juga berfungsi sebagai
salah satu penghasil minyak atsiri yang sering dimanfaatkan sebagai aromaterapi,
obat tradisional sebagai obat sakit perut, diare dan bronkhitis dan dalam industri

parfum (Nurdjannah 2007). Biji pala juga diketahui memiliki aktivitas bakterisida



karena adanya kandungan senyawa miristin, hidrokarbon terpen, dan turunan
fenilpropan (Kusumaningrum et al. 2003). Menurut penelitian (Gupta 2008)
minyak atsiri biji pala dapat menghambat bakteri Gram positif yaitu

Staphylococcus aureus dengan daya hambat sebesar 14 mm.

C. Minyak Atsiri
1. Pengertian minyak atsiri

"Minyak atsiri, atau dikenal juga sebagai minyak eteris (aetheric oil),
minyak esensial, minyak terbang, serta minyak aromatik, adalah kelompok besar
minyak nabati yang berwujud cairan kental pada suhu ruang, namun mudah
menguap sehingga memberikan aroma yang khas. Minyak atsiri merupakan bahan
dasar dari wangi-wangian atau minyak gosok (untuk pengobatan) alami
(Robbers et al. 1996).

Secara kimia minyak atsiri bukan merupakan senyawa tunggal, tetapi
tersusun dari berbagai macam komponen yang secara garis besar terdiri dari
kelompok terpenoid dan fenil propanoid (Padmawinata 1987). Senyawa terpenoid
dibangun dari unit isoprena yang dibentuk dari asam asetat melalui jalur asam
mevalonat dan rantai samping sehingga membentuk C5 yang memiliki dua ikatan
ganda sedangkan fenilpropanoid terbentuk dari asam amino melalui jalur
biosintesis asam sikimat (Agusta 2000).

2. Sifat minyak atsiri

Minyak atsiri mempunyai sifat-sifat antara lain tersusun oleh bermacam-
macam komponen senyawa, memiliki bau yang khas, umumnya bau ini mewakili
tanaman aslinya, mempunyai rasa getir, kadang-kadang terasa tajam, memberi
kesan hangat sampai panas atau justru dingin ketika terasa dikulit, tergantung dari
jenis komponen penyusunna, dalam keadaan murni (belum tercemar oleh senyawa
lain) mudah menguap pada suhu kamar, bersifat tidak bias disabunkan dengan
alkali dan tidak bisa berubah menjadi tengik, umumnya tidak dapat bercampur air,
tetapi cukup dapat larut memberikan baunya kepada air walaupun kelarutannya
sangat kecil, sangat mudah larut dalam pelarut organik (Gunawan & Mulyani
2004).
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Minyak atsiri berupa cairan jernih tidak berwarna, dalam penyimpanan
lama akan mengental dan berwarna kekuningan atau kecoklatan. Hal tersebut
terjadi karena adanya pengaruh oksidasi dan resinifikasi (berubah menjadi damar
dan resin). Untuk mencegah atau memperlambat proses oksidasi dan resinifikasi
tersebut, minyak atsiri harus terlindung dari pengaruh sinar matahari yang dapat
merangsang terjadinya oksidasi dan oksigen udara yang akan mengoksidasi
minyak atsiri. Minyak atsiri tersebut disimpan dalam wadah berbahan dasar kaca
yang berwarna gelap (misalnya, botol berwarna 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).

3. lIsolasi Minyak Atsiri

Proses isolasi minyak atsiri adalah proses pemisahan minyak atsiri dari
tanaman aromatik. Proses ini meliputi penanganan produk yang bersifat padat dan
persiapan bahan dengan menjaga agar keadaan bahan cukup baik sehingga
minyak atsiri yang dihasilkan dapat dijamin mutunya (Ketaren 1987).

Minyak atsiri dapat diisolasi dengan metode destilasi. Destilasi adalah
suatu proses yang terdiri atas beberapa tahap yang mengubah suatu senyawa
menjadi bentuk uapnya, mengkondensasikan uap yang terbentuk menjadi cair
kembali dan menampung hasil kondensasi ke dalam suatu penampung (Kristanti
2006). Prinsip destilasi adalah pemisahan komponen yang berupa cairan atau
padatan dari dua macam campuran atau lebih berdasarkan perbedaan titik didih.
Pengambilan minyak atsiri dengan penyulingan dipengaruhi oleh tiga faktor yaitu:
besarnya tekanan uap yang digunakan, bobot molekul masing-masing komponen
dalam minyak atsiri dan kecepatan keluarnya minyak atsiri dari simplisia (Ketaren
1987).

Menurut Ketaren (1987) metode destilasi minyak atsiri ada tiga macam
yaitu :

3.1. Destilasi dengan air (Water Distillation). Metode destilasi dengan air
(hidrodestilasi), bahan yang akan didestilasi dikontak langsung dengan air

mendidih. Bahan tersebut mengapung di atas air atau terendam secara sempurna,
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tergantung dari berat jenis dan jumlah bahan yang didestilasi. Peristiwa pokok
yang terjadi pada proses hidrodestilasi yaitu: difusi minyak atsiri dan air panas
melalui membran tanaman, hidrolisa terhadap beberapa komponen minyak atsiri
dan dekomposisi yang disebabkan oleh panas. Kecepatan penguapan minyak atsiri
dalam proses hidrodestilasi bahan tidak dipengaruhi oleh sifat mudah
menguapnya komponen-kompenen minyak atsiri, melainkan lebih banyak oleh
derajat kelarutannya dalam air.

3.2. Destilasi dengan air dan uap (Water and Steam Distillation).
Metode destilasi air dan uap, bahan diletakkan di atas saringan berlubang. Ketel
suling diisi dengan air sampai permukaan air berada tidak jauh di bawah saringan.
Air dapat dipanaskan dengan berbagai cara yaitu dengan uap jenuh yang basah
dan bertekanan rendah. Ciri khas metode ini adalah uap selalu dalam keadaan
basah, jenuh dan tidak terlalu panas.

3.3. Destilasi dengan uap (Steam Distillation). Metode ini pada
prinsipnya sama dengan destilasi dengan air dan uap kecuali air tidak diisikan
dalam labu. Uap yang digunakan uap jenuh atau kelewat panas pada tekanan lebih
dari pada 1 atmosfir. Uap dialihkan melalui pipa uap berlingkar yang berpori yang
terletak dibawah bahan dan uap bergerak ke atas melalui bahan yang terletak di

atas saringan.

D. Simplisia

1. Pengertian Simplisia

Simplisia adalah bahan alamiah yang digunakan sebagai obat yang belum
mengalami pengolahan apapun juga, kecuali dinyatakan lain berupa bahan yang
telah dikeringkan. Simplisia memiliki tiga jenis yaitu simplisia nabati, hewani,
dan mineral. Simplisia hewani adalah simplisia yang berupa hewan utuh, bagian
dari hewan, atau zat-zat yang berguna yang dihasilkan dari hewan dan belum
berupa zat kimia murni. Simplisia mineral adalah simplisia yang berupa bahan
mineral yang belum diolah atau diolah dengan cara sederhana dan belum berupa
zat kimia murni. Eksudat tanaman adalah isi sel yang secara spontan keluar dari
tanaman atau isi sel dengan cara tertentu dikeluarkan dari selnya (Gunawan &
Mulyani 2004).
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2. 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 dapat merugikan. Simplisia nabati harus bebas dari
serangga, fragmen hewan atau kotoran hewan, tidak boleh menyimpang bau dan
warna, tidak boleh mengandung lendir dan cendawan atau menunjukkan tanda-
tanda pengotor lain, tidak boleh mengandung bahan yang beracun atau berbahaya
(Depkes 1985).

E. Penyulingan

Umumnya minyak atsiri diisolasi dengan menggunakan empat metode.
Pertama, metode destilasi/penyulingan terhadap tanaman yang mengandung
minyak atsiri. Metode ini memanfaatkan perbedaan titik didih. Kedua, metode
penyarian dengan menggunakan pelarut penyari yang cocok. Dasar metode ini
adalah adanya perbedaan kelarutan. Minyak atsiri mudah sekali larut dalam
pelarut organik tetapi tidak dapat larut di dalam air. Ketiga, metode pengepresan
dan pemerasan. Metode ini hanya dapat dilakukan untuk simplisian yang banyak
mengandung minyak atsiri dengan kadar yang cukup besar. Metode yang
keempat, metode perlekatan bau dengan menggunakan media lilin. Metode ini
memanfaatkan aktivitas enzim yang terus aktif selama kurang lebih 15 hari

dihitung sejak bahan minyak atsiri dipanen (Gunawan & Mulyani 2014).

F. Staphylococcus aureus
1. Sistematika
Menurut Garrity et al. (2007), sistematika ilmiah bakteri staphylococcus

aureus sebagai berikut:

Kingdom : Bacteria
Phylum . Firmicutes
Class : Bacilli
Order : Bacillales

Family . Staphylococcaceae
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Genus : Staphylococcus
Spesies : Staphylococcus aureus

Gambar 3. Bentuk koloni Staphylococcus aureus

2. Morfologi

Staphylococcus aureus merupakan bakteri bersifat Gram positif, biasanya
tersusun dalam rangkaian tidak beraturan seperti buah anggur. Beberapa di
antranya tergolong flora normal pada kulit dan selaput mukosa manusia,
menyebabkan penanahan, abses, berbagai infeksi pirogen dan bahkan septikimia
yang fatal. Staphylococcus aureus adalah bakteri berbentuk bulat dengan diameter
kira-kira 0,7-1,2 um dan biasanya hidup bergerombol seperti buah anggur.
Staphylococcus aureus mudah tumbuh dalam keadaan aerob maupun mikron-
aerob pada suhu optimum 37 °C. Koloni dalam medium padat berbentuk padat,
menonjol, dan berkilau. Staphylococcus aureus membentuk pigmen berwarna
kuning emas (Jawetz et al. 2007).

Staphylococcus aureus dapat meragikan banyak karbohidrat dengan
lambat, menghasilkan asam laktat tetapi tidak menghasilkan gas. Aktivitas
proteolitik sangat bervariasi, tetapi katalase dihasilkan secara tetap.
Staphylococcus aureus relatif resisten terhadap pengeringan, terhadap panas
(bakteri ini tahan 50 °C selama 30 menit). Staphylococcus aureus berbeda-beda
kepekaanya terhadap sulfonamide dan antibiotika, dan mutan yang resisten
tehadap obat ditemukan pada kebanyakan strain. Banyak strain resisten terhadap
penisilin karena membentuk penisilinase beta-laktamase, suatu enzim yang

merusak penisilin dengan mencegah cincin beta-laktamase. Pembentukan diatur
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oleh plasmid yang dapat dipindahkan oleh bakteriofage (tranduksi). Plasmid juga
membawa kontrol genetik resistensi terhadap antibiotika lainnya, misalnya
tetrasiklin dan eritromisin (Jawtez et al. 1986).

3. Patogenesis

Staphylococcus aureus merupakan penyebab utama infeksi nosokomial
dan menjadi masalah yang berkepanjangan di bidang klinik. Infeksi nosokomial
yang disebabkan oleh Staphylococcus aureus tetap menjadi masalah dalam bidang
kesehatan (Radji 2011).

Staphylococcus aureus menyebabkan berbagai jenis infeksi pada manusia,
antara lain infeksi pada kulit, seperti bisul dan furunkulosis, infeksi yang lebih
serius, seperti pneumonia, mestitis, flebitis, meningitis, dan infeksi pada saluran
urin. Staphylococcus aureus juga merupakan penyebab infeksi nosokomial akibat
luka tindakan operasi dan pemakaian alat-alat perlengkapan perawatan di rumah
sakit (Radji 2011).

G. Antibakteri

Antibakteri adalah suatu zat atau senyawa yang dapat menekan atau
menghambat petumbuhan bakteri. Senyawa atau zat digunakan untuk membasmi
bakteri penyebab infeksi pada manusia, harus memiliki sifat toksisitas selektif.
Antibakteri berdasarkan sifat toksisitas selektif, ada yang bersifat menghambat
pertumbuhan mikroba dan ada yang bersifat membunuh bakteri (Ganiswara
1995).

Aktivitas suatu senyawa atau zat antibakteri dalam menghambat bakteri
dipengaruhi oleh beberapa faktor, seperti kepadatan populasi bakteri, kepekaan
terhadap bahan antibakteri, volume bahan antibakteri, lamanya bahan antibakteri
yang diaplikasikan, konsentrasi bahan antibakteri, suhu dan kandungan bahan
aorganik (Lay 1994).

H. Antiseptik

Antiseptik adalah bahan kimia yang digunakan untuk menghambat

pertumbuhan dan membunuh mikroorganisme berbahaya (patogenik) yang
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terdapat pada permukaan tubuh luar mahluk hidup seperti pada permukaan kulit
dan membran mukosa. Secara umum antiseptik berbeda dengan obat-obatan
maupun disenfektan. Desinfektan berfungsi sebagai zat untuk membunuh
mikroorganisme yang terdapat pada benda yang tidak bernyawa seperti meja,
lantai dan pisau bedah sedangkan antiseptik digunakan untuk menekan
pertumbuhan mikroorganisme pada jaringan tubuh, misalnya kulit (Ayuni 2011).
Mekanisme kerja antiseptik terhadap mikroorganisme berbeda-beda,
seperti dengan mendehidrasi (mengeringkan) bakteri, mengogsidasi sel bakteri,
mengkoagulasi (menggumpalkan) cairan di sekitar bakteri, atau meracuni sel
bakteri (Entjang 2003). Contoh antiseptik yang akan digunakan ialah antiseptik
cair yang mengandung zat aktif chloroxylenol 4,8% w/v. Menurut Meili (2014)
dalam penelitian yang telah dilakukan, hasil dari uji aktivitas mempunyai
diameter zona inhibitor pada chloroxylenil 4,8% (41,86) memiliki aktivitas

antimikroba terhadap Staphylococcus aureus secara in vitro.

I. Media

Media adalah substrat yang diperlukan untuk menumbuhkan dan
mengembangkan mikroba. Media harus steril sebelum digunakan untuk
penelitian, artinya tidak ditumbuhi oleh mikroba lain. Mikroba dapat tumbuh dan
berkembang dengan baik dengan persyaratan tertentu, yaitu media harus
mengandung semua unsur hara yang diperlukan untuk pertumbuhan dan
perkembangan mikroba. Media juga harus mempunyai tekanan osmosa, tegangan
permukaan dan pH yang sesuai dengan kebutuhan mikroba (Suriawiria 2005).

Ada tiga bentuk media antara lain media cair dapat digunakan untuk
berbagai keperluan, seperti pembiakan organisme dalam juimlah besar dan
fermentas. Media padat digunakan untuk mengamati bentuk atau morfologi koloni
serta mengisolasi biakan murni. Media seengah padat biasanya digunakan untuk
menguji ada tidaknya motilitas mikroba maupun kemampuan fermentasi

(Pratiwi 2008).
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J. Sterilisasi

Sterilisasi adalah tindakan untuk membebaskan alat dan media dari
mikroba. Alat dan bahan dapat dikatakan steril apabila terbebas dari mikroba.
Cara sterilisasi yang umum dilakukan antara lain sterilisasai secara fisik yaitu,
pemanasan, penggunaan sinar X, dan penggunaan sinar UV (suriawiria 2005).

Bahan atau peralatan yang digunakan di dalam mikrobiologi harus dalam
keadaan steril, artinya pada bahan atau peralatan tersebut tidak diperlukan
mikroba yang tidak diharapkan kehadirannya, baik yang mengganggu atau
merusak media ataupun mengganggu kehidupan dan proses yang sedang
dilakukan (Waluyo 2004). Sterilisasi secara kimia yaitu memakai bahan kimia
misal dengan penggunaan desinfektan, larutan alkohol, larutan formalin.
Sterilisasi secara mekanik yaitu dengan penggunaan saringan atau filter dengan

pori-pori halus sehingga dapat menahan bakteri (Suryono 1995).

K. Efek Kombinasi Obat

Obat tradisional memiliki khasiat empiris yang sama (efek sinergis)
banyak digunakan saat ini. Obat tradisional akan bermanfaat dan aman jika
digunakan dengan tepat. Baik takaran, waktu, dan cara penggunaan serta
pemelihan bahan yang sesui dengan indikasi dan efek farmakologi yang saling
mendukung satu sama lain (efek komplementer) untuk mencapai efektivitas
pengobatan. Obat tradisional memiliki beberapa kelebihan yaitu efek sampinnya
yang relatif kecil dan harganya murah. Bahan obat alam juga memiliki kelemahan
yang juga merupakan kendala dalam pengembangan obat tradisional. Kelemaha
tersebut antara lain, efek farmakologinya lemah, bahan baku belum terstandar,
belum dilakukan uji klinik dan mudah tercemar berbagai jenis mikroorganisme
(Pramono 2008).

Teori kombinasi dapat dibagi menjadi 3 jenis interaksi antara dua agen
aditif, sinergisme dan antagonis, yang masing-masing meberikan efek kombinasi
yang sama, lebih besar atau lebih kecil dari efek individu setiap agen (Joyce dan
Evelyn 2006).
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Efek dari kombinasi ada 3 yaitu:
1. Aditif

Aditif adalah interaksi antara dua obat dengan kerja yang serupa diberikan
jumlah dari efek kedua obat dapat menjadi yang dinginkan.
2. Antagonis

Antagonis adalah interaksi dua obat apabila dikombinasikan mempunyai
kerja yang berlawanan, maka efek obat-obatan itu akan saling meniadakan atau
kerja obat dari kedua obat itu akan hilang.
3. Sinergisme

Sinergisme adalah dua obat atau lebih diberikan bersama-sama, obat yang

satu dapat memperkuat obat yang lain.

L. Metode Difusi

Metode difisi adalah metode yang paling sering digunakan. Metode difusi
merupakan suatu uji aktifitas yang menggunakan cakram berliang renik atau suatu
silinder tidak beralas yang mengandung obat dalam jumlah tertentu ditempatkan
pada pembenihan padat yang telah ditanami dengan biakan bakteri yang akan
diperiksa (Harminta 2004). Medium padat yang sebelumnya telah diinokulasi
bakteri uji pada permukaannya, yang selanjutnya diinkubasi pada suhu 37°C
selama 18-24 jam. Diameter zona hambat disekitar cakram kertas dapat diamati
setelah diinkubasi, yang digunakan untuk mengukur kekuatan hambat terhadap
organisme uji (Jawetz et al. 2001). Diameter daerah hambatan tergantung pada
daya resap larutan uji yang digunakan ke dalam agar dan kepekaan kuman

terhadap obat tersebut (Bonang & Koeswardono 2004).

M. Landasan Teori
Sebagian besar masyarakat indonesia masih menggunakan bahan-bahan
alami untuk keperluan sehari-hari maupun dalam bidang kesehatan. Obat-obat
tradisional itu dipercaya dapat mengobati berbagai penyakit. Pengobatan
tradisional tanaman rimpang bangle berkhasiat sebagai pemanas, untuk

membersinkan udara busuk dari perut, sebagai insektisida, antioksidan,
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antiinflamatori, antelmintik. Tanaman ini mengandung minyak atsiri yang
memiliki komponen utama 4-terpinol (42,5%), B-pinen (23,41%), y-terpinene
(62,28%) dan B-sesquiphelllandrene (5,92%) dan berdasarkan penelitian
(Kamazerin et al. 2003) memiliki komponen penyusun seperti zerumbon (60,77
%), kariofilena (6,44 %) dan o-kariofilena (23,92 %). Hasil uji Berdasarkan
penelitian yang dilakukan Sayuti et al. (2014) kombinasi minyak atsiri lempuyang
wangi dan rimpang bangle terhadap bakteri Staphylococcus aureus didapat hasil
diameter daya hambat sebesar 19,67 = 0,20 mm.

Pala merupakan salah satu tanaman yang terkenal karena biji buahnya
yang tergolong sebagai rempah-rempah. Biji pala mengandung minyak atsiri yang
sering dimanfaatkan sebagai aromaterapi, obat tradisional sebagai obat sakit perut,
diare dan bronkhitis dan dalam industri parfum (Nurdjannah 2007). Minyak atsiri
biji pala menurut penelitian (Gupta 2008) menunjukkan aktivitas antibakteri yang
baik. Minyak atsiri biji pala mengandung monoterpen seperti a-pinene, camphene,
B-pinene, sabinene, myrcene, a-phellandrene, a-terpinene, limonene, 1,8-cineole,
y-terpinene, linalool, terpinen-4- ol, safrole, metil eugenol dan myristicin.
Kandungan senyawa fenolik dan terpenoid dalam biji pala diduga dapat
menghambat pertumbuhan bakteri (Rachmi et al. 2014). Minyak atsiri biji pala
mempunyai nilai konsentrasi hambat minimum (KHM) untuk bakteri
Staphylococcus aureus adalah 12,5%.

Minyak atsiri merupakan zat yang memberikan aroma pada tumbuhan.
Keadaan segar dan murni tanpa pencemaran, minyak atsiri umumnya berupa
cairan jernih tidak berwarna. Penyimpana lama minyak atsiri dapat teroksidasi
dan membentuk resin serta warna berubah menjadi kecoklatan. Mencegah supaya
tidak berubah warna, minyak atsiri hararus terlindung dari pengaruh sinar
matahari, misalnya disimpan dalam wadah berbahan dasar kaca yang berwarna
gelap. Minyak atsiri mempunyai sifat-sifat yang tersusun oleh bermacam-macam
komponen senyawa, memiliki bau khas, umumnya bau ini mewakili tanaman
aslinya, mempunyai rasa getir, kadang-kadang terasa tajam, memberi kesan
hangat sampai panas atau justru dingin ketika terasa dikulit, tergantung dari jenis
komponen penyusunnya (Gunawan & Mulyani 2004).



19

Isolasi minyak atsiri rimpang bangle dan biji pala menggunakan metode
destilasi uap air. Prinsip metode dengan uap air adalah bahan diletakkan di atas
saringan berlubang. Ketel suling diisi dengan air sampai permukaan air berada
tidak jauh di bawah saringan. Air dapat dipanaskan dengan berbagai cara yaitu
dengan uap jenuh yang basah dan bertekanan rendah. Ciri khas metode ini adalah
uap selalu dalam keadaan basah, jenuh dan tidak terlalu panas (Ketaren 1987).

Staphylococcus aureus merupakan bakteri bersifat Gram positif, biasanya
tersusun dalam rangkaian tidak beraturan seperti buah anggur. Beberapa di
antranya tergolong flora normal pada kulit dan selaput mukosa manusia,
menyebabkan penanahan, abses, berbagai infeksi pirogen. Staphylococcus aureus
adalah bakteri berbentuk bulat dengan diameter kira-kira 0,7-1,2 um dan mudah
tumbuh dalam keadaan aerob maupun mikron-aerob pada suhu optimum 37 °C
(Jawetz et al. 2007). Staphylococcus aureus menyebabkan berbagai jenis infeksi
pada manusia, antara lain infeksi pada kulit, seperti bisul dan furunkulosis, infeksi
yang lebih serius, seperti pneumonia, mestitis, flebitis, meningitis, dan infeksi
pada saluran urin (Radji 2011).

Metode pengujian pada penelitian ini menggunakan metode difusi. Metode
difusi digunakan untuk menentukan diameter zona hambat. Metode difusi
merupakan uji aktivitas dengan menggunakan cakram kertas yang berisi sejumlah
tertentu obat yang kemudian ditempatkan pada medium padat yang sebelumnya
telah diinokulasi bakteri uji pada permukaannya, setelah di inkubasi garis tengah
daerah hambatan jernih yang mengelilingi larutan uji dianggap sebagai ukuran
kekuatan hambatan terhadap bakteri uji (Jawet et al. 2001).

Kombinasi obat adalah perpaduan dua atau lebih obat dalam satu
formulasi, yang digunakan pada waktu bersamaan agar khasiatnya masing-masing
dapat memberikan efek kombinasi yang sama, lebih besar tau lebih kecil dari efek
individu setiap agen (Joyce dan Evelyn 2006).

Pengujian ini akan mengkombinasikan antara minyak atsiri rimpang
bangle dan minyak atsiri biji pala, diharapkan kombinasi ini dapat mempunyai

efek sebagai antibakteri yang lebih optimal dari pada bentuk tunggal minyak atsiri
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masing-masing tersebut. Bakteri uji yang digunakan dalam penelitian ini adalah
Staphylococcus aureus ATCC 25923.

N. Hipotesis

Berdasarkan landasan teori yang sudah dijabarkan di atas dapat disusun
hipotesis sebagai berikut:

Pertama, minyak atsiri tunggal dan kombinasi rimpang bangle (Zingiber
cassumunar R.), biji pala (Myristica fragrans H.) mempunyai aktivitas antibakteri
terhadap Staphylococcus aureus ATCC 25923.

Kedua, kombinasi dari minyak atsiri rimpang bangle (Zingiber
cassumunar R.) dan biji pala (Myristica fragrans H.) memiliki aktivitas lebih

efektif terhadap Staphylococcus aureus ATCC 25923 dari pada tunggalnya.



BAB |11
METODE PENELITIAN

A. Populasi dan Sampel

1. Populasi

Populasi adalah semua obyek yang menjadi sasaran penelitian. Populasi
yang digunakan dalam penelitian ini adalah rimpang bangle (Zingiber cassumunar
R.) dan biji pala (Myristica fragrans H.) yang diperoleh dari Ngarjosari,
Samigaluh Kulon Progo Jogja, Jawa Tengah pada bulan November 2016.
2. Sampel

Sampel adalah representasi populasi yang dijadikan sumber informasi bagi
semua data yang diperlukan untuk menjawab permasalahan penelitian (sampel
merupakan bagian dari populasi). Sampel yang digunakan dalam penelitian ini
adalah rimpang bangle (Zingiber cassumunar R.) pengambilan rimpang dari
tanaman yang telah siap panen berumur 10-12 bulan setelah tanam yang diambil
secara acak. Biji pala (Myristica fragrans H.) sampel diambil bagian bijinya yang

sudah siap panen berumur 3- 4 bulan dipohon diambil secara acak.

B. Variabel Penelitian
1. ldentifikasi variabel utama

Variabel utama pertama dalam penelitian ini adalah minyak atsiri dari
rimpang bangle dan biji pala.

Variabel utama kedua penelitian ini adalah kombinasi minyak atsiri dari
rimpang bangle dan biji pala.

Variabel utama ketiga penelitian ini adalah aktivitas antibakteri minyak
atsiri dari rimpang bangle dan biji pala beserta kombinasinya terhadap bakteri
Staphylococcus aureus ATCC25923.

2. Kilasifikasi variabel utama

Variabel utama yang telah diidentifikasi dapat diklasifikasikan dalam
berbagai macam variabel yaitu variabel bebas, variabel terkendali dan variabel
tergantung.Variabel bebas dalam penelitian adalah variabel yang direncanakan
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untuk diteliti pengaruhnya terhadap variabel tergantung sedang pengertian
variabel tergantung dalam penelitian ini adalah pusat persoalan yang merupakan
pengaruh selain variabel bebas.

Variabel bebas dalam penelitian ini adalah kombinasi minyak atsiri
rimpang bangle dan biji pala dengan perbandingan konsentrasi 1:1; 1:2; 1:3; 2:1
dan 3:1

Variabel terkendali dalam penelitian ini adalah minyak atsiri rimpang
bangle dan minyak atsiri biji pala bakteri uji Staphylococcus aureus ATCC 25923,
sterilisasi, suhu, kondisi peneliti, kondisi laboratorium, media dan metode
penelitian.

Variabel tergantung dalam penelitian ini adalah diameter zona hambat
pertumbuhan Staphylococcus aureus (mm).

3. Definisi operasional variabel utama

Pertama, rimpang bangle (Zingiber cassumunar R.) adalah rimpang
bangle yang dimbil secara acak dari Ngarjosari, Samigaluh Kulon Progo Jogja,
Jawa Tengah dengan ciri rimpang bangle yang sudah siap panen berumur 10-12
bulan setelah tanam.

Kedua, biji pala (Myristica fragrans H.) adalah biji pala yang diambil
secara acak dari Ngarjosari, Samigaluh Kulon Progo Jogja, Jawa Tengah dengan
ciri bijinya yang sudah kering dan berwarna kuning kecoklatan.

Ketiga, minyak atsiri rimpang bangle dan biji pala adalah minyak atsiri
hasil destilasi rimpang bangle dan biji pala dengan menggunakan destilasi uap air.

Keempat, bakteri uji dalam penelitian ini adalah Staphlococcus aureus
ATCC 25923 dari Laboratorium Mikroiologi Universitas Setia Budi.

Kelima, kombinasi minyak atsiri rimpang bangle dan biji pala (1:1) adalah
kombinasi dari minyak atsiri rimpang bangle dan biji pala yaitu satu bagian
minyak atsiri rimpang bangle dan satu bagian minyak atsiri biji pala.

Keenam, kombinasi minyak atsiri dengan perbandingan (1:2) adalah
kombinasi dari minyak atsiri rimpang bangle dan minyak atsiri biji pala yaitu satu

bagian minyak atsiri rimpang bangle dan dua bagian minyak atsiri biji pala.
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Ketujuh, kombinasi minyak atsiri dengan perbandingan (2:1) adalah
kombinasi dari minyak atsiri rimpang bangle dan biji pala yaitu dua bagian
minyak atsiri rimpang bangle dan satu bagian minyak atsiri biji pala.

Kedelapan, kombinasi minyak atsiri dengan perbandingan (1:3) adalah
kombinasi dari minyak atsiri rimpang bangle dan biji pala yaitu satu bagian
minyak atsiri rimpang bangle dan tiga bagian minyak atsiri biji pala.

Kesembilan, kombinasi minyak atsiri dengan perbandingan (3:1) adalah
kombinasi dari minyak atsiri rimpang bangle dan biji pala yaitu tiga bagian
minyak atsiri rimpang bangle dan satu bagian minyak atsiri biji pala.

Kesepuluh, kontol positif adalah antiseptik yang mengandung zat aktif
chloroxylenol 4,8%.

Kesebelas, uji aktivitas antibakteri minyak atsiri rimpang bangle dan biji
pala beserta kombinasinya adalah pengujian aktivitas antibakteri dengan
menggunakan metode difusi dengan konsentrasi 50%, 25% dan 12,5% melihat

diameter zona hambat pertumbuhan bakteri dalam media uji.

C. Alat dan Bahan

1. Alat

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini meliputi alat untuk
pembuata minyak atsiri yaitu kondensor dan dandang besar. Peralatan untuk uji
mikrobiologi yaitu lampu spiritus, jarum ose tangkai panjang, cawan petri steril,
kapas lidi steril, inkubator, cakram (6 mm), mikropipet, autovortex mixer, gelas
ukur, pipet volume steril, bobot vial steril, inkas, autoklaf, oven, pinset, neraca
analitik dan penggaris. Alat untuk analisis minyak atsiri yaitu refraktometer dan
GC-MS Shimadzu GCMS-QP2010S.
2. Bahan

Bahan sampel yang digunakan dalam uji mikrobiologi antibakteri adalah
minyak atsiri dari rimpang bangle (Zingiber cassumunar R.) dan biji pala
(Myristica fragrans H.) dengan konsentrasi 50%, 25% dan 12,5% untuk

uji difusi.
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Bahan kimia yang digunakan adalah Na sulfat eksikatus, aseton, H,O,
darah kelinci dan antiseptik. Media yang digunakan dalam penelitian ini adalah
Mueler Hinton Agar (MHA), Vogel Johnson Agar (VJA), Brain Heart Infusion
(BHI), kalium tellurit dan plasma sitrat.

Bakteri uji yang digunakan dalam penelitian ini akan menggunakan
bakteri Staphylococcus aureus ATCC 25923 yang diperoleh dari Laboratorium
Mikrobiologi Universitas Setia Budi.

D. Jalannya Penelitian

1. Ildentifikasi/determinasi tanaman

Tahap awal yang dilakukan adalah melakukan determinasi tanaman bangle
dan biji pala yang bertujuan untuk menetapkan kebenaran sampel tanaman bangle
dan biji pala dengan mencocokkan ciri-ciri morfologi yang ada pada rimpang
bangle dan biji pala yang dilakukan di Laboratorium Morfologi dan Sistematik
Tumbuhan, Fakultas Farmasi, Universitas Gajah Mada, Yogyakarta..
2. Pengambilan Bahan

Bahan yang digunakan rimpang bangle dan biji pala yang dari Ngarjosari,
Samigaluh Kulon Progo Jogja, Jawa Tengah. Bangle yang diambil adalah bagian
rimpangnya, lalu dibersihkan dari kotoran-kotaran atau bahan-bahan asing seperti
tanah, krikil, rumput, daun, akar yang telah rusak. Biji pala diambil bijinya, lalu
dibersihkan dari kuli dan fulinya.
3. Isolasi minyak atsiri

Rimpang bangle dan biji pala masing-masing yang telah dipotong
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 kebagian
kondensor dan mengalami proses kondensasi, bersama dengan uap air tersebut
terbawa dengan minyak atsiri juga. Pemanasan dilakuan dengan api sampai
penyulingan dihentikan setelah tidak ada penambahan minyak, kemudian

tampung destilat dan ukur volume yang dihasilkan.
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Minyak yang diperolen kemudian dilakukan pemisahan fase air dan
minyak menggunakan corong pisah dengan penambahan Na,SO, eksikatus
seberat 1% dari volume minyak atsiri sehingga didapat hasil sulingan minyak
rimpang bangle dan biji pala yang murni. Minyak yang diperoleh kemudian
disimpan dalam botol berwarna gelap (coklat), diisi penuh dan kemudian ditutup
rapat serta simpan di ruangan yang terlindung dari cahaya (Depkes 2003).

4. Analisa minyak atsiri

4.1. Pengamatan organoleptik. Pengamatan organoleptik terhadap
minyak atsiri meliputi warna, aroma, bentuk, dan rasa dari minyak. Warna minyak
atsiri hasil destilasi masing-masing sampel diambil volume sama dan ditempatkan
dalam sebuah wadah berbahan kaca yang bersih dan jernih. Bau dan rasa minyak
atsiri memiliki bau dan rasa yang khas sesuai dari tanaman asalnya. Organoleptik
minyak atsiri rimpang bangle dan biji pala memiliki bau aromatik, rasa agak pahit
dan agak pedas (Stahl 2008).

4.2. Identifikasi minyak atsiri. Identifikasi minyak atsiri rimpang bangle
dan biji pala seperti identifikasi minyak atsiri pada umumnya yaitu minyak atsiri
rimpang bangle dan biji pala minyak atsiri diteteskan pada permukaan air, minyak
atsiri akan menyebar dan permukan air tidak akan keruh. Minyak atsiri diteteskan
pada kertas saring, apabila dibiarkan minyak akan menguap sempurna tanpa
meninggalkan noda lemak (Gunawan dan Mulyani 2004).

4.3. Penetapan indeks bias minyak atsiri. Penetapan indeks bias
ditetapkan dengan alat refraktometer dan diulang sebanyak tiga kali. Badan
prisma dibuka dan kemudian dibersihkan dengan kapas yang telah dibasahi
alkohol. Refraktometer diatur sehingga garis dan skala tampak jelas, mencatat
suhu ruang tempat bekerja kemudian meneteskan cairan yang diukur pada prisma
dan kemudian ditutup kembali. Pemutar sebelah kanan diatur sehingga batas gelap
dan terang tepat pada garis dan dibaca skala dicatat indeks biasnya (Irawan 2009).

4.4. Penetapan bobot jenis minyak atsiri. Penetapan bobot jenis
ditetapkan dengan cara botol timbang dikeringkan dengan cara dioven, kemudian
ditimbang botol kosong dan dicatat hasilnya. Minyak atsiri rimpang bangle dan

biji pala ditimbang dalam botol timbang dan dicatat hasilnya, penimbangan
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diulang sebanyak tiga kali. Data hasil penimbangan botol ditimbang dan minyak
atsiri rimpang bangle dan biji pala dikurangkan bobot botol timbang kosong
sehingga didapatkan bobot minyak atsiri. Dibandingkan bobot minyak dengan
bobot air sehingga didapatkan bobot jenis dari minyak atsiri. Bobot minyak atsiri

= bobot botol timbang berisis minyak atsiri — bobot timbang kosong.

Bobot minyak atsiri

Bobot air

Bobot jenis minyak atsiri =

4.5. Penetapan kelarutan dalam alkohol. Menurut Badan Standar
Nasional Indonesia (2006), Uji kelarutan minyak atsiri dalam alkohol dilakukan
dengan cara memipet minyak sebanyak 1 ml ke dalam gelas ukur 10 ml, ditambah
alkohol 70% dengan cara bertahap. Setiap penambahan alkohol kocok dan amati
kejernihannya.

4.6. Karakterisasi komponen senyawa penyusun minyak atsiri dengan
Gas Chromatography - Mass Spectrometry (GC-MS). Pengujian komponen
senyawa penyusun minyak atsiri rimpang bangle dan biji pala menggunakan GC-
MS Shimadzu GCMS-QP2010S (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japan) Shimadzu
GCMS-QP2010S (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japan) dilengkapi dengan
Capillary Column Model Number: Agilent 19091S-433 HP-5MS 5 % Phenyl
Methyl Siloxane (diameter dalam 250 um, panjang 30 m, dan ketebalan fi Im 0.25
um) dan detektor yang digunakan FID. Kondisi GC: suhu awal 60 °C dinaikkan
sampai 250 °C (4 °C/menit) kemudian pada suhu 250 °C dipertahankan selama 20
menit, gas pembawa Helium dengan kecepatan aliran 20 ml/min. Senyawa
diidentifikasi dengan membandingkan retention index dan membandingkan mass
spectra dengan yang ada di database wiley library dan NIST library (Adams
2004).

5. Sterilisasi

Media yang digunakan dalam penelitian ini disterilkan terlebih dahulu
dengan autoklaf pada suhu 121°C selam 15 menit. Gelas ukur dan beker glass
disterilkan dengan oven pada suhu 170-180°C selama 2 jam, sedangkan alat
seperti jarum ose disterilkan dengan pemanas api langsung dan inkas disterilkan

dengan menggunakan formalin (Suriawiria 2005).
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6. Pembuatan suspensi bakteri uji Staphylococcus aureus

Pembuatan suspensi dengan mengambil biakan murni kurang lebih 2 ose
bakteri Staphylococcus aureus ATCC 25923. Suspensi dibuat dalam tabung yang
berisi media Brain Heart Infusion (BHI) dan kekeruhannya disesuaikan dengan
kekeruhan standar Mc Farland 0,5 setara dengan jumah 1,5 x 10° cfu/mL. Tujuan
disesuaikannya suspensi bakteri Staphylococcus aureus ATCC 25923 dengan
standar Mc Farland 0,5 yaitu agar jumlah bakteri yang digunakan sama selama
penelitian dan mengurangi kepadatan bakteri saat pengujian.

7. ldentifikasi bakteri Staphylococcus aureus ATCC 25923

7.1. Identifikasi berdasarkan koloni. Suspensi bakteri Staphylococcus
aureus ATCC 25923 diinokulasi pada media differensial Vogel Jhonson Agar
(VJA) yang telah ditetesi 3 tetes kalium telurit 1% dalam cawan petri dan
diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37°C. Hasil pengujian yaitu beberapa koloni
dengan warna hitam, karena Staphylococcus aureus ATCC 25923 dapat
mereduksi telurit menjadi metalik warna medium disekitar koloni berwarna
kuning karena fermentasi manitol.

7.2. Identifikasi mikroskopis secara morfologi. Persamaan Gram postif
Staphylococcus 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 buat preparat ulas yang telah
difiksasi kemudian ditetesi dengan Gram A sampai semua ulasan tewarnai,
diamkan selama kurang lebih 1 menit. Cuci dengan aquadestilata mengalir dan
dianginkan untuk mengeringkan preparat, 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. Bila diamati di
bawah mikroskop bakteri Staphylococcus aureus ATCC 25923 dinyatakan positif
apabila berwarna ungu, berbentuk bulat dan bergerombol seperti buah anggur.

7.3. ldentifikasi fisiologi Staphylococcus aureus ATCC 25923.
Identifikasi secara fisiologi ada dua yaitu uji katalase dan koagulase, uji katalase
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menggunakan suspensi bakteri uji yang ditanam pada medium nutrient cair
dengan H,O, 3%. Hasil positif ditandai dengan adanya gelembung udara sebab
Staphylococcus aureus mempunyai katalase. Penambahan H,O, akan terurai
menjadi H, dan O, hal ini ditandai dengan timbulnya gelembung udara. Uji
koagulase menggunakan plasma darah kelinci yang diberi asam sitrat, diencerkan
(1:5) ditambah 1 ose biakan bakteri, diinkubasi pada suhu 37°C. Tabung diperiksa
dengan melihat pembentukan selama 1-4 jam. Hasilnya positif kuat jika tabung tes
dibalik, gumpalan plasma tidak terlepas dan tetap melekat pada dinding tabung
(Jawets et al. 2007).
8. Pembuatan larutan uji

Dibuat beberapa konsentrasi minyak atsiri yaitu 50%, 25%, 12,5%, dengan
cara pengenceran minyak atsiri rimpang bangle dan biji pala menggunakan aseton
100%.
9. Pembuatan kombinasi bahan uji

Kombinasi minyak atsiri rimpang bangle dan biji pala dengan
perbandingan (1:1) dibuat dengan mengambil 0,2 ml minyak atsiri rimpang
bangle dan 0,2 ml minyak atsiri biji pala, kombinasi minyak atsiri dengan
perbandingan (1:2) dibuat dengan mengambil 0,13 ml minyak atsiri rimpang
bangle dan 0,27 ml minyak atsiri biji pala, kombinasi minyak atsiri dengan
perbandingan (2:1) dibuat dengan mengambil 0,27 ml minyak atsiri rimpang
bangle dan 0,13 ml minyak atsiri biji pala, kombinasi minyak atsiri dengan
perbandingan (1:3) dibuat dengan mengambil 0,1 ml minyak atsiri rimpang
bangle dan 0,3 ml minyak atsiri biji pala, kombinasi minyak atsiri dengan
perbandingan (3:1) dibuat dengan mengambil 0,3 ml minyak atsiri rimpang
bangle dan 0,1 ml minyak atsiri biji pala. Volume total dari masing-masing
perbandingan adalah 0,4 ml.
10. Pengujian aktivitas antibakteri

Metode yang digunakan untuk uji daya hambat antibakteri adalah metode
difusi. Metode difusi digunakan untuk mengetahui adanya daya hambat terhadap
bakteri uji dan untuk mengetahui diameter daerah hambat dari minyak atsiri
rimpang bangle dan biji pala dengan konsentrasi 50%, 25% dan 12,5%. Penelitian

ini menggunakan cawan petri yang berisi MHA. Pertama bakteri diambil dari
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media BHI dengan menggunakan kapas lidi steril sebanyak satu kali kemudian
dioleskan pada cawan petri yang berisi MHA tersebut dan tunggu sampai bakteri
berdifusi pada media.

Setelah suspensi bakteri diratakan pada MHA, cakram yang berukuran 6
mm ditetesi menggunakan mikropipet sebanyak 10 pl dalam tiap perbandingan.
Dalam satu cawan petri berisi lima perbandingan. Masing-masing bagian cawan
petri di tempel cakram dengan larutan kombinasi minyak atsiri rimpang bangle
dan biji pala pertama berisi kombinasi 1:1 yaitu 0,2 ml minyak atsiri rimpang
bangle dan 0,2 ml minyak atsiri biji pala, pada sudut kedua berisi kombinasi 1:2
yaitu 0,13 ml minyak atsiri rimpang bangle dan 0,27 ml minyak atsiri biji pala,
pada sudut ketiga berisi kombinasi 2:1 yaitu 0,27 ml minyak atsiri rimpang bangle
dan 0,13 ml minyak atsiri biji pala, pada sudut keempat berisi kombinasi 1:3 yaitu
0,1 ml minyak atsiri rimpang bangle dan 0,3 ml minyak atsiri biji pala, pada sudut
kelima berisi kombinasi 3:1 yaitu 0,3 ml minyak atsiri rimpang bangle dan 0,1 ml
minyak atsiri biji pala, dengan menggunakan mikropipet. Kontrol positif
menggunakan antiseptik chloroxylenol. Setelah semua cawan petri terisi cakram
dengan tiap perbandingan larutan, 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.

Pengukuran zona hambat disekitar sumuran dilakukan menggunakan
penggaris dengan ketelitian 1 mm. Hasil dari pengukuran tersebut dijumlahkan
dan dibagi dengan banyaknya pengukuran untuk mendapatkan besarnya zona
hambat yang terbentuk.

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 disekeliling cakram yang tidak ditumbuhi bakteri, lalu diukur
diameter hambatan pertumbuhan bakterinya dari masing-masing lingkaran. Data
yang diperoleh dianalisa dengan menggunakan Shapiro wilk, jika terdistribusi
secara normal dilanjutkan dengan analysis of varian (ANOVA) dengan metode

two-way.



30

Rimpang bangle

A 4

<«— Dipotong kecil - kecil

Dimasukkan dalam destilator dengan
penyangga berlubang yang telah berisi air

A 4

Dipanaskan di atas nyala api sampai mendidih
dan minyak tak menetes lagi

'

Tampung minyak atsiri yang didapat + Na
sulfat eksikatus

'

Minyak rimpang bangle + air

\ 4

<+— Dipisahkan dengan corong pisah

air

A 4

Minyak rimpang bangle

'

Mengukur volume minyak
rimpang bangle yang didapat.

Gambar 4. Skema isolasi minyak atsiri rimpang bangle



31

Biji pala

<«—— Dipotong kecil - kecil

A 4

Dimasukkan dalam destilator dengan
penyangga berlubang yang telah berisi air

'

Dipanaskan di atas nyala api sampai
mendidih dan minyak tak menetes lagi

\ 4

Tampung minyak atsiri yang didapat + Na
sulfat eksikatus

v

Minyak biji pala+ air

<+— Dipisahkan dengan corong pisah

A 4

A 4 A 4

air Minyak biji pala

\ 4
Mengukur volume minyak biji
pala yang didapat.

Gambar 5. Skema isolasi minyak atsiri Biji pala



|

—~
N

|

Biakan murni Staphylococcus aureus

ATCC 25923

N

Diambil 2 atau 3 ose dimasukkan
dalam 5 ml medium BHI cair dan
diinkubasi selama 24 jam pada suhu
37°C

e

Suspensi bakteri Staphylococcus aureus
ATCC 25923 dalam BHI cair

v

Suspensi yang terbentuk kemudian
disamakan tingkat kekeruhannya
menggunakan standar Mc. Farland 0,5

Dilakukan uji aktivitas antibakteri dengan metode difusi

\4

Analisis hasil

Gambar 6. Skema pembuatan suspensi bakteri Staphylococcus aureus ATCC 25923

32



33

Cawan petri steril diisi dengan media MHA, setelah mengeras, digores bakteri
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BAB IV
HASIL PENELITIAN DAN PEMBAHASAN

A. Hasil Penelitian

1. Ildentifikasi tanaman

Identifikasi tanaman pada penelitian ini dilakukan di Laboratorium Biologi
Farmasi, Fakultas Farmasi Universitas Gajah Mada. Identifikasi tanaman
bertujuan untuk mengetahui kebenaran tanaman yang diambil, menghindari
terjadinya kesalahan dalam pengambilan bahan sampel dan menghindari
tercampurnya bahan sampel dan bahan tanaman lain serta mencocokkan ciri
morfologi yang ada pada tanaman yang diteliti dengan identifikasi. Berdasarkan
identifikasi dapat dipastikan bahwa tanaman yang digunakan dalam penelitian ini
adalah tanaman rimpang bangle dan biji pala. Hasil identifikasi dapat dilihat pada
Lampiran 1.
2. Pengambilan bahan

Tanaman yang digunakan adalah rimpang bangle dan biji pala dalam
penelitian ini diperoleh dari Narjosari Samigaluh Kulon Progo Jogja, Jawa
Tengah. Bakteri yang digunakan dalam penelitian ini adalah Staphylococcus
aureus ATCC 25923 yang diperoleh dari Laboratorium Mikrobiologi, Fakultas
Farmasi Universitas Setia Budi, Surakarta.
3. Hasil isolasi minyak atsiri rimpang bangle dan biji pala

Isolasi minyak atsiri rimpang bangle dan biji pala dilakukan dengan
destilasi uap dan air. Hasil destilasi dari percobaan didapat rendemen minyak
atsiri, untuk rendemen minyak atsiri rimpang bangle yang dimaksudkan dalam
penelitian ini adalah jumlah minyak atsiri yang didapatkan dalam dua kali
destilasi dan pada minyak atsiri biji pala adalah jumlah minyak atsiri yang
didapatkan dalam satu kali destilasi. Proses pemisahan destilasi dan hasil minyak

atsiri rimpang bangle dan biji pala dapat dilihat pada Lampiran 9.
Tabel 1. Kadar minyak rimpang bangle

Proses destilasi Bobot sampel Volume minyak Rendemen (%)
(gram) (ml)
Destilasi 1 2000 4 0,2
Destilasi 2 3000 6 0,2
Total 5000 10 0,2
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Tabel 2. Kadar minyak atsiri biji pala

Proses destilasi Bobot sampel Volume minyak Rendemen (%)
(gram) (ml)
Destilasi 1 3000 10 0,33
Total 3000 10 0,33

Rimpang bangle mengandung minyak atsiri 0,95% (Bhuiyan et al. 2008).
Kadar minyak atsiri rimpang bangle yang diperoleh dalam praktek dengan bobot
sampel 5000 dengan volume 10 ml hasil rendemen adalah 0,2%. Biji pala
mengandung minyak atsiri 0,5-1,7% (Hidayati dkk 2015). Kadar minyak atsiri biji
pala dalam praktek dengan bobot 3000 dengan volume 10 ml hasil rendemen
adalah 0,33%. Hasil rendemen minyak atsiri rimpang bangle dan biji pala hasil
penelitian sedikit berbeda dengan pustaka. Rendahnya rendemen rimpang bangle
dan biji pala pada pada penelitian ini disebabkan oleh banyak faktor seperti
lamanya distilasi, asal tanaman, waktu panen.
4. Analisis minyak atsiri

4.1 Pengamatan organoleptik minyak atsiri. Hasil uji organoleptis
dapat dilihat dengan pengamatan secara visual dan panca indra meliputi hidung,
mata dan lidah. Hasil pengamatan organoleptik pada minyak atsiri rimpang bangle
dan biji pala dapat dilihat pada Tabel 3 dan 4.

Tabel 3. Hasil pemeriksaan organoleptik minyak atsiri rimpang bangle

Jer_ns Hasil Pustaka
pemeriksaan
1. Warna Kuning Kuning (Depkes 2000)
2. Bau Khas bangle Aromatik khas bangle (Depkes 2000)
3. Bentuk Cair Cairan (Depkes 1979)
4. Rasa Pedas dan pahit Rasa agak pahit dan agak pedas
(Depkes 2000)
Tabel 4. Hasil pemeriksaan organoleptik minyak atsiri biji pala
Jer_ns Hasil Pustaka
pemeriksaan
1. Warna Kuning muda Jernih kekuningan (Suprihatin et al.
2007)
2. Bau Aroma khas pala Aroma khas pala ( Depkes 2000)
3. Bentuk Cair Cairan (Depkes 1979)
4. Rasa Pedas agak pahit Agak pahit dan agak pedas (Depkes

2000)
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Warna minyak atsiri hasil destilasi masing-masing sampel diambil pada
volume yang sama dan ditempatkan dalam sebuah wadah kaca yang bersih dan
jernih, kemudian dibandingkan dengan minyak pembanding pada masing-masing
memiliki bau dan rasa yang khas sesuai dari tanaman asalnya. Hasil organoleptik
minyak atsiri rimpang bangle dan biji pala dapat disimpulkan bahwa dari hasil
praktek sudah sesuai dengan pustaka.

4.2 ldentifikasi minyak atsiri. Hasil identifikasi rimpang bangle dan biji

pala yang terlampir dalam penelitian dapat dilihat pada Tabel 5 dan 6.

Tabel 5. Identifikasi minyak atsiri rimpang bangle

Zat aktif Pemeriksaan Hasil Pustaka
Minyak atsiri 1 tetes minyak Minyak atsiri Minyak atsiri tidak
rimpang atsiri diteteskan menguap tanpa meninggalkan noda
bangle pada kertas saring meninggalkan noda bila diteteskan pada

kertas saring
(Gunawan dan
Mulyani 2004)

Tabel 6. Identifikasi minyak atsiri biji pala

Zat aktif Pemeriksaan Hasil Pustaka
Minyak atsiri biji 1 tetes minyak Minyak atsiri Minyak atsiri tidak
pala atsiri diteteskan menguap tanpa meninggalkan noda
pada kertas meninggalkan noda bila diteteskan pada
saring kertas saring

(Gunawan dan
Mulyani 2004)

Hasil identifikasi minyak atsiri rimpang bangle dan biji pala menunjukkan
bahwa hasil penelitian sesuai pustaka, bila 1 tetes minyak atsiri diteteskan pada
permukaan air, maka minyak akan terlihat menyebar di permukaan air dan tidak
keruh, jika diteteskan pada kertas saring, minyak tidak meninggalkan noda. Hasil
gambar dapat dilihat pada Lampiran 6.

4.3 Hasil pemeriksaan indeks bias minyak atsiri rimpang bangle dan

biji pala.
Tabel 7. Indeks bias minyak atsiri
Minyak atsiri Hasil indeks Pustaka
bias (31°C)
Rimpang bangle 1,495 Indeks bias (27°C) 1,483 (Anggraini
2015)
Biji pala 1,485 Indeks bias (20°C) 1,475-1,485 (SNI.

2006)
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Pemeriksaan indeks bias dilakukan dengan refraktometer dan didapatkan
hasil menurut penelitian minyak atsiri rimpang bangle 1,495 pada suhu 31°C,
sedangkan pada penelitian (Anggraini 2015) menunjukan hasil indeks bias 1,483
pada suhu 27°C. Perbedaan pengukuran indeks bias minyak atsiri rimpang bangle
dengan pustaka dipengaruhi oleh beberapa faktor diantaranya tempat tanaman asal
dan suhu ruang pengukuran. Hasil pengukuran indeks bias minyak atsiri biji pala
1,485 pada suhu 31°C. Menurut (SNI 2006) menunjukkan hasil indeks bias (20°C)
1,475-1,485. Pengukuran yang dilakukan pada perbedaan suhu tersebut
menghasilkan indeks bias yang masih memenuhi rentang dalam literature
(Zheljakov et al. 2008). Hasil perhitungan indeks bias dapat dilihat pada
Lampiran 10.

4.4 Hasil penetapan bobot jenis. Hasil penetapan bobot jenis minyak
atsiri rimpang bangle dan biji pala. Bobot jenis menurut praktek minyak atsiri
rimpang bangle = 0,899. Bobot jenis menurut praktek minyak atsiri biji pala =
0,907. Jadi bobot jenis menurut praktek setara dengan bobot jenis menurut
pustaka. Perhitungan konversi dapat dilihat pada lampiran 11.

4.5 Penetapan kelarutan dalam alcohol. Hasil kelarutan uji minyak
atsiri rimpang bangle dan biji pala dalam etanol 70% dengan perbandingan 1:1
(artinya 1 ml minyak atsiri larut dalam 1 ml etanol 70%) menurut hasil penelitian
adalah larut dan jernih. Hasil gambar kelarutan dapat dilihat pada Lampiran 6.

4.6 Karakterisasi komponen senyawa penyusun minyak atsiri dengan
Gas Chromatography-Mass Spectrometry (GC-MS). Uji analisis dengan GC-MS
dilakukan untuk mengetahui komponen senyawa yang terkandung didalam
minyak atsiri. Analisis komponen senyawa minyak atsiri rimpang bangle dan biji
pala dilakukan dengan menggunakan Gas Chromatography-Mass Spectrometry
(GC-MS). Hasil analisis masing-masing komponen senyawa utama rimpang

bangle dan biji pala dapat dilihat pada Tabel 8 dan 9.
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Tabel 8. Hasil analisis komponen utama minyak atsiri rimpang bangle dengan GC-MS

Peak Senyawa RT (min) BM Kadar (%)

1 Alpha-pinene 4.118 136 1.76

2 Camphene 4.375 136 0.31

3 Sabinene 4.867 136 22.70

4 Terpinolene 6.100 136 1.04

5 Eucalyptol 6.253 154 0.86

6 Gamma-Terpinene 7.299 136 2.37

7 4- Terpineol 10.973 154 70.96

Tabel 9. Hasil analisis komponen utama minyak atsiri biji pala dengan GC-MS

Peak Senyawa RT (min) BM Kadar (%)
1 Sabinene 4.818 136 6.62
2 Myrcene 5.676 136 0.56
3 Alpha-Terpinene 5.965 136 0.51
4 Beta-Phellandrene 6.238 136 521
5 Gamma-Terpinene 7.095 136 0.68
6 Terpineol-4 10.711 154 0.70
7 Safrole 14.120 162 4.85
8 Myristic acid 28.800 288 25.75
9 9-Hexadecenoic acid 34.983 254 5.83
10 Benzene, 1-(1,3-dimethyl- 41.748 190 3.17

3-butenyl-4methoxyl-

11  Benzeneacetic acid, alpha- 43.251 196 26.02

hydroxy-4-methoxy-
,methyl ester

12 (-)-Notrachelogenin 43.579 374 3.84
13 3-Buten-2-one, 4-(4- 45.333 192 6.05
hydroxy-3-
methoxyphenyl)-
14 Trimyristin 77.501 722 0.36

Hasil analisis minyak atsiri rimpang bangle terdapat 7 senyawa, sedangkan
pada minyak biji pala terdapat 24 senyawa. Berdasarkan pustaka komponen
senyawa minyak atsiri rimpang bangle adalah a-pinene, camphene, sabinene,
terpinolene, eucalyptol, y-terpinene, 4-terpineol. Komponen senyawa minyak biji
pala adalah sabinene, myrcene, o-terpinene, p-phellandrene, v-terpinene,
terpineol-4, safrol, myristic acid, 9-hexadecenoic acid, Benzene, 1-(1,3-dimethyl-
3-butenyl-4methoxyl-, Benzeneacetic acid, alpha-hydroxy-4-methoxy-,methyl
ester, (-)-Notrachelogenin, 3-Buten-2-one, 4-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-,
Trimyristin. Sedangkan pada hasil analisis senyawa minyak atsiri biji pala pada

penelitian yang tidak ada di pustaka yaitu isocineol, cis-sabinenehydrate, elimicin,
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Benzaldehyde,4,6-dihydroxy2,3-dimethyl, hexadecanoid acid, bicyclo 3.1.0 hex-
3-en-2-one,4methy-1(1-methyletyl), benzene,1-(1,3 dimethyl-3-buteny-
4metoxyl), 8,13-epoxylab-14-en-12-one, glycerine-1,3-dimyristate, dodecane,4,9-
dipropyl.

Menurut pustaka kandungan senyawa yang paling besar pada minyak atsiri
rimpang bangle adalah 4-terpineol 42,5%; B-pinene 23,41%; vy-terpinene6,28%
dan B-sesquiphellandrene 5,92% (Merliani 2012). Sedangkan pada hasil analisis
minyak atsiri rimpang bangle dalam penelitian yaitu 4-terpineol 70,96%;
sabinene 22,70% dan y-terpinene 2.37%. Kandungan senyawa minyak atsiri biji
pala yang paling besar menurut (Pires et al. 2012) adalah mirisin 32,8%; sabinene
16,1%; a-pinen 9,8%; B-pinen 9,4%; B-fellandren 4,9%; safrol 4,1% dan terpinen-
4-ol 3,6%. Sedangkan pada hasil penelitian kandungan senyawa minyak atsiri biji
pala yang paling besar adalah Benzeneacetic acid, alpha-hydroxy-4-methoxy-
,methyl ester 26,02%; myristic acid 25,75%; sabinene 6,62%. Komponen
senyawa 4-terpineol pada minyak atsiri rimpang bangle (Bhuiyan et al. 2008) dan
kandungan senyawa fenolik dan terpenoid dalam biji pala diduga dapat
menghambat pertumbuhan bakteri (Rachmi at al. 2014).

Minyak atsiri rimpang bangle dan biji pala dalam penelitian ini memiliki
komponen senyawa kimia yang berbeda dibandingkan dari data literatur. Variasi
dalam komponen senyawa kimia dari minyak atsiri hasil destilasi dikenal sangat
berbeda tidak hanya karena adanya subspesies yang berbeda, tetapi mungkin juga
disebabkan oleh faktor lainnya seperti kondisi saat destilasi, daerah asal tanaman
dan lainya. Hasil masing-masing peak dapat dilihat pada Lampiran 12.

5. Pembuatan suspensi bakteri uji

Bakteri uji Staphylococcus aureus ATCC 25923 dalam biakan murni
diambil masing-masing satu sampe dua ose kemudian dimasukkan secara aseptis
ke dalam tabung reaksi steril yang berisi BHI (Brain Heart Infusion) yang
kekeruhannya disesuikan dengan kekeruhan standar Mc Farland 0,5. Hal ini
bertujuan disesuikannya suspensi bakteri Stapylococcus aureus ATCC 25923
dengan standar Mc Farland 0,5 yaitu agar jumlah bakteri yang digunakan sama
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selama penelitian dan sama dengan jumah 1,5 x 10° cfu/mL. Hasil pembuatan
suspensi dapat dilihat pada Lampiran 8.
6. ldentifikasi bakteri Staphylococcus aureus ATCC 25923 berdasarkan
koloni

Identifikasi Staphylococcus aureus ATCC 25923 berdasarkan koloni
dengan melakukan inokulasi suspensi Staphylococcus aureus ATCC 25923 pada
media diferensial Vogel Jahnson Agar (VJA) yang telah ditetesi 3 tetes kalium
tellurit 1% dalam cawan petri dan diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37°C.
Hasil pengujian menunjukkan koloni dengan warna hitam, karena Staphylococcus
aureus ATCC 25923 dapat mereduksi tellurit menjadi metalik warna medium dan
disekitar koloni berwarna kuning karena fermentasi manitol yang dideteksi oleh
perubahan warna indikator phenol red dari merah menjadi kuning (asam), dimana
dalam kondisi asam menghasilkan pigmen yang bervariasi dan putih sampai
kekuningan tua (Jawetz et al. 2012). Hasil identifikasi koloni dapat dilihat pada
Lampiran 8.
7. ldentifikasi bakteri Staphylococcus aureus ATCC 25923 berdasarkan

mikroskopis

Identifikasi Staphylococcus aureus ATCC 25923 secara morfologi. Hasil
pengamatan dengan melakukan pewarnaan Gram pada mikroskop dengan
perbesaran kuat (100x) akan tampak berwarna ungu, berbentuk bulat dan
bergerombol seperti buah anggur. Bakteri Gram positif (Staphylococcus aureus)
memiliki peptidoglikan yang lebih tebal dari pada Gram negatif, sehingga pada
pengecatan Gram Staphylococcus aureus dapat mempertahankan warna violet dari
Gram A (kristal violet). Tujuan pewarnaan Gram ialah untuk melihat morfologi
bakteri dan bentuk sel. Perbedaan respon terhadap mekanisme pewarnaan Gram
didasarkan pada struktur dan komposisi dinding sel bakteri. Bakteri Gram positif
mengandung protein dalam prevalensi lebih rendah dan dinding selnya tebal.
Pemberian kristal violet dan iodin, pemberian alkohol (etanol) pada pewarnaan
Gram menyebabkan tidak terestraksinya lipid sehingga memperkecil
permeabilitas dinding sel Gram positif. Dinding selnya terhidrasi dengan
perlakuan alkohol, pori-pori mengkerut, daya rembes dinding sel dan membran
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menurun sehingga pewarnaan safranin tidak dapat masuk sehingga sel berwarna
ungu (Pelezar & Chan 2000). Hasil gambar identifikasi secara mikroskopis dapat
dilihat pada Lampiran 8.
8. Hasil Identifikasi fisiologi Staphylococcus aureus ATCC 25923

8.1 Identifikasi fisiologi-koagulase. Uji koagulase menggunakan plasma
darah klinci yang diberi nama asam sitrat, diencerkan (1:5) ditambah satu ose
biakan bakteri, diinkubasi pada suhu 37°C. Hasil pengamatan tabung diperiksa
dengan melihat pembentukan selama 1-4 jam. Hasil positif kuat jika tabung tes
dibalik atau dimiringkan, gumpalan plasma tidak terlepas dan tetap melekat pada
dinding tabung. Staphylococcus aureus yang bersifat koagulase positif akan
menggumpalkan plasma dalam waktu 1 jam (Jawetz et al. 2001). Hasil
identifikasi pada penelitian ini menunjukkan positif terjadi perubahan plasma
darah Klinci yang terdenaturasi oleh Staphylococcus aureus sehingga terjadi
pengumpulan putih. Tes koagulasi ini digunakan untuk membedakan antara
bakteri Staphylococcus aureus dan Staphylococcus epidermidis, karena
Staphylococcus epidermidis tidak membentuk gumpalan-gumpalan putih. Hasil
gambar identifikasi secara koagulase atau biokimia dapat dilihat pada Lampiran 8.

8.2 Identifikasi fisiologi-katalase. Uji katalase menggunakan suspensi
bakteri uji yang ditanam pada medium nutrien cair dengan H,0, 3%. Hasil positif
ditandai dengan adanya gelembung udara sebab bakteri Staphylococcus aureus
mempunyai katalase. Penambahan H,0, akan terurai menjadi H, dan O, hal ini
ditandai dengan timbulnya gelembung udara. Uji katalase dilakukan untuk
membedakan antara Staphylococcus aureus dan Streptococcus. Gambar dapat
dilihat pada lampiran 8.
9. Hasil pengujian aktivitas antibakteri minyak atsiri rimpang bangle dan

biji pala secara difusi

Metode difusi ini, dari kombinasi minyak atsiri rimpang bangle dan biji
pala yang digunakan dalam pengujian daya hambat antibakteri Staphylococcus
aureus ATCC 25923 dengan konsetrasi 50%, 25%, 12,5% pada kombinasi
perbandingan 1:1, 1:2, 1:3, 2:1, 3:1. Masa inkubasi dilakukan selama 24 jam pada
suhu 37°C. Hasil diameter hambat dari uji difusi minyak atsiri rimpang bangle dan

biji pala secara tunggal dan kombinasi dapat dilihat pada Tabel 10, 11 dan 12.
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Tabel 10. Diemeter hambat tunggal dan kombinasi pada konsentrasi 50%
D_|am_eter daera}h hambatan (r_nm)_ Rata-Rata+SD
Replikasi | Replikai Il Replikasi Ill

Konsentrasi 50%

Chloroxylenol(+) 27 26 27 26,67 £0,5774
Rimpang bangle 18,2 19 20 19,07 £ 0,9018
Biji pala 16,2 16,8 16 16,33 £ 0,4163
"1t 18,2 18 17 17,73 £ 0,6429
"2 16.8 16 15 15,5+ 0,7071
"2t 21,2 21 20,4 20,87 £ 0,4163
"1:3" 20 214 21 20,8 £0,7211
"3 24,4 24 25 24,47 + 0,5033

Keterangan : Chloroxylenol 5%

Tabel 11. Diemeter hambat tunggal dan kombinasi pada konsentrasi 25%
D_|am¢_ater daera_h h_ambatan (_mm? Rata-Rata+SD
Replikasi | Replikai Il Replikasi Ill

Konsentrasi 25%

Chloroxylenol(+) 24,2 25,4 24 24,53 £ 0,7572
Rimpang bangle 16 17 16,4 16,47 + 0,5033
Biji pala 14 15 15,6 14,87 + 0,8083
"1t 14,6 14,8 14 14,47 £ 0,4163
"2 15 15,6 15 15,2 + 0,3464
"2:1" 16 17 15,6 16,2 +0,7211
"1:3" 17,2 17,4 15,8 16,8 +0,8718
"3 18,6 19,4 17,2 18,4+ 1,1136

Keterangan : Chloroxylenol 2,5%

Tabel 12. Diemeter hambat tunggal dan kombinasi pada konsentrasi 12,5%

Konsentrasi Diameter daerah hambatan (mm) Rata-Rata£SD
12,5% Replikasi I Replikai Il Replikasi Il
Chloroxylenol(+) 20,8 19 20 19,93 £ 0,9018
Rimpang bangle 15 14,6 14,8 148 +0,2
Biji pala 10,8 11,8 12 11,53 £ 0,6429
"Lt 11,2 11,6 11 11,27 + 0,3055
12" 11,8 12 11,2 11,67 £0,4163
"2t 14,2 14,8 14 14,33 + 0,4163
"3 12,8 12 13 12,6 + 0,5292
"3t 15,4 16 15,6 15,67 + 0,3055

Keterangan: Choloxylenol 1,25%

Pengujian aktivitas antibakteri dengan metode difusi cakram pada bakteri
Staphylococcus aureus ATCC 25925 dapat dilihat pada tabel 10, 11 dan 12
dimana konsentrasi yang digunakan adalah 50%, 25%, dan 12,5%. Hasil dari uji
difusi antara uji tunggal rimpang bangle, tunggal biji pala, kontrol positif dan
kombinasi (1:1,1:2,1:3,2:1,3:1). Bahwa yang mempunyai daya hambat paling
tinggi dari semua konsentrasi adalah kontol positif, yang diameter daya
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hambatnya yaitu 50% = 26,67 = 0,5774. Hasil pengamatan daya hambat pada uji
kombinasi dengan dengan konsentrasi 50%, 25% dan 12,5%, tidak terlihat adanya
pertumbuhan Staphylococcus aureus. Hal ini menunjukkan kombinasi minyak
atsiri  rimpang bangle dan biji pala mempunyai aktivitas antibakteri
Staphylococcus aureus pada konsentrasi 50%, 25% dan 12,5%. Hasil kombinasi
daya hambat yang paling tinggi yaitu pada kombinasi 3:1 dengan diameter
hambat 24,47 + 0,5033 pada konsentrasi 50%.

Berdasarkan hasil analisis statistik untuk mengetahui ada atau tidaknya
perbedaan daya hambat yang signifikan dari sampel minyak atsiri tunggal dan
kombinasi yang diteliti. Hasil uji Shapiro wilk menunjukkan bahwa nilai
signifikasinya lebih besar dari 0,05 sehingga dapat disimpulkan data daya hambat
yang diperoleh terdistribusi normal. Hasil uji kemasan varian dilakukan dengan
uji test homogenity of variances pada kolom levene Statistic menunjukkan bahwa
signifikansinya adalah 0,452. Nilai tersebut lebih besar dari 0,05 maka dapat
disimpulkan bahwa varian data tunggal dan kombinasi adalah sama. Untuk
mengetahui apakah ada perbedaan daya hambat yang signifikan dari data sampel
tunggal dan kombinasi, maka dilanjutkan dengan melakukan uji two-way
ANOVA. Hasil analisis two-way ANOVA dilakukan dengan menggunakan Post
Hoc Test dengan melihat Homogeneous Subsets. Hasil bisa dilihat pada kolom
subsets bahwa daya hambat kontrol positif memiliki perbedaan yang signifikan
dari minyak atsiri tunggal rimpang bangle, biji pala dan kombinasi (1:1; 1:2; 2:1;
1:3; 3:1). Daya hambat minyak atsiri dari kombinasi 3:1 mempunyai perbedaan
yang signifikan dari minyak atsiri tunggal rimpang bangle, tunggal biji pala,
kontrol positif dan kombinasi (1:1; 1:2; 2:1; 1:3) pada uji Two Way ANOVA,
dengan demikian dapat disimpulkan bahwa adanya perbedaan daya hambat yang
lebih tinggi adalah kontrol positif. Berdasarkan hasil rata-rata diameter daya
hambat pada kombinasi yang lebih tinggi yaitu pada kombinasi dengan
perbandingan 3:1 dibandingkan dengan kombinasi 1:1; 1:2; 2:1; 1:3. Hasil
tersebut menunjukkan bahwa adanya perbeadaan aktivitas penghambatan

kombinasi rimpang bangle dan biji pala yang dipengaruhi oleh perbedaan
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kandungan senyawa minyak atsiri rimpang bangle dan biji pala. Hasil tersebut
juga menunjukkan kombinasi minyak atsiri pada aktivitas antibakteri berpengaruh
terhadap Staphylococcus aureus.

Kandungan minyak atsiri yang berbeda mempengaruhi lipofilitas minyak
atsiri yang dapat mempengaruhi aktivitas kombinasi minyak atsiri (Siswandono &
Soekardjo 2000). Interaksi yang terjadi pada kombinasi minyak atsiri rimpang
bangle dan biji pala disebabkan oleh adanya hubungan antara jumlah senyawa
lipofil yang terkandung dalam masing-masing minyak atsiri dan kelarutan
senyawa aktif dalam media dengan mekanisme aksi yang bermacam-macam
(Ardani et al. 2010).

Senyawa 4-terpineol (70.96%) merupakan salah satu senyawa tertingi
yang terkandung dalam minyak atsiri rimpang bangle. Senyawa 4-terpineol adalah
golongan senyawa monoterpen yang mempunyai antibakteri spektrum luas dan
mempunyai aktivitas terhadap Staphylococcus aureus. Mekanisme kerja dari
senyawa 4-terpineol adalah mendisintegrasi membran terluar dari bakteri (Cristine
et al. 2002). Komponen senyawa pada minyak atsiri biji pala adalah sabinene
(6.62%) merupakan senyawa monoterpen juga yang diduga bersifat antibakteri
yang kuat. Hal ini didukung oleh hasil penelitian (Sasidhara & Manon 2010) yang
melaporkan komponen monoterpen aktif menghambat bakteri B. Subtilis dan P.
aeruginosa. Rachmi et al.2014 melaporkan bahwa kandungan senyawa fenolik
dan terpenoid dalam biji pala dapat menghambat pertumbuhan bakteri.

Aktivitas penghambatan kombinasi minyak atsiri rimpang bangle dan biji
pala menunjukkan penghambatan yang tinggi. Aktivitas antibakteri kombinasi
minyak atsiri terhadap bakteri Staphylococcus aureus bersifat sinergis. Hal ini
ditunjukkan dengan adanya kombinasi minyak ini dapat meningkatkan aktivitas
penghambatan terhadap Staphylococcus aureus.

Aktivitas kerja minyak atsiri dalam menghambat pertumbuhan atau
mematikan bakteri yaitu dengan cara mengganggu proses terbentuknya membran

dan atau dinding sel, membran atau dinding sel tidak terbentuk atau terbentuk
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sencara sempurna (Ajizah 2004). Minyak atsiri juga dapat melarutkan fosfolipid
yang merupakan penyusun dinding sel bakteri, hal ini dikarenakan komponen
minyak atsiri biji pala hasil GC-MS mempunyai percabangan gugus fenol maupun
alkohol. Adanya gugus fenol maupun alkohol berfungsi sebagai racun terhadap

mikroba (Cowam 1999). Hasil uji statistik dapat dilihat pada Lampiran 15.



BAB V
KESIMPULAN DAN SARAN

A. Kesimpulan

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

Pertama, minyak atsiri tunggal dan kombinasi (1:1; 1:2; 1:3; 2:1; 3:1) dari
rimpang bangle daan biji pala mempunyai aktivitas antibakteri terhadap bakteri
Staphylococcus aureus ATCC 25923.

Kedua, dari uji difusi daya hambat yang paling besar adalah kombinasi
rimpang bangle dan biji pala yang pada perbandingan 3:1 dengan diameter daya
hambatnya adalah 24,47 + 0,503.

B. Saran
Dari penelitian yang telah dilakukan, disarankan pada peneliti selanjutnya
agar didapatkan hasil yang lebih maksimal sebagai berikut :

1. Perlu dilakukan uji aktivitas antibakteri minyak atsiri rimpang bangle
(Zingiber cassumunar R.) dan biji pala (Myristica fragrans H.) dengan
kombinasi tanaman lain dan menggunakan spesies bakteri patogen yang
berbeda.

2. Perlu dikembangkan formula sediaan topikal terhadap Staphylococcus aureus
dari minyak atsiri rimpang bangle dan biji pala secara kombinasi.
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Lampiran 1. Surat Keterangan ldentifikasi Rimpang Bangle Dan Biji Pala
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Lampiran 2. Gambar rimpang bangle dan biji pala

Rimpang bangle Biji pala

Rangkaian alat destilasi uap dan air Pemisahan minyak dan air
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Lampiran 3. Gambar minyak atsiri rimpang bangle, biji pala dan alat

Minyak atsiri rimpang bangle Minyak atsiri biji pala

Refraktometer Gas Chromatography

Neraca analitik Vortex mixer
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Lampiran 4. Alat sterilisasi

Autoklaf Oven

Inkubator Inkas
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Lampiran 5. Bahan uji antibakteri

Tunggal minyak atsiri rimpang bangle  Tunggal minyak atsiri biji pala

Kombinasi minyak atsiri konsentrasi 50%

Kombinasi minyak atsiri konsentrasi 25%
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Suspensi bakteri difusi Bakteri murni



Cakram ukuran 6 mm

kontrol (+)

60
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Lampiran 6. Gambar hasil pemeriksaan identifikasi minyak atsiri rimpang
bangle dan biji pala menggunakan kertas saring dan kelarutan
dalam alkohol 70%

Minyak atsiri rimpang bangle minyak atsiri biji pala

Minyak atsiri rimpang bangle minyak atsiri biji pala
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Lampiran 7. Gambar hasil pemeriksaan indeks bias minyak atsiri rimpang
bangle dan biji pala pada suhu 27,5°C.

A. Indeks bias minyak atsiri rimpang
bangle dengan nilai 1,495

B. Indeks bias minyak atsiri biji pala
dengan nilai 1,485
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Lampiran 8. Gambar identifikasi bakteri Staphylococcus aureus ATCC
25923

Uji berdasarkan katalase Uji berdasarkan fisiologi-koagulase



64

Lampiran 9. Perhitungan hasil prosentase rendemen minyak atsiri rimpang
bangle dan biji pala

v" Perhitungan kadar rendemen minyak atsiri rimpang bangle:

_ Hasil ekstraksi

% rendemen X 100%

" Bobot sampel

10 ml
Persen rendemen =——
5000 g

=0,2%

Jadi, persen rendemen dari hasil destilasi uap air minyak atsiri rimpang
bangle adalah 0.2 %

v' Perhitungan kadar rendemen minyak atsiri biji pala:

_ Hasil ekstraksi

% rendemen x 100%

~ Bobot sampel

10 ml
Persen rendemen =——
3000 g

=0,33%

Jadi, persen rendemen dari hasil destilasi uap air minyak atsiri biji pala
adalah 0,33%
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Lampiran 10. Hasil perhitungan indeks bias minyak atsiri

Sampel Indeks bias praktek Indeks bias pustaka
Rimpang bangle 1,495 1,489
Biji pala 1,485 1,475-1,485

Perhitungan konversi suhu ruang dalam pemeriksaan indeks bias :

Peritungan konversi suhu pada setiap kenaikan 1°C = 0,0044

Indeks bias teoritis 20 °C =1,489

Suhu ruang praktek 31 °C

Perhitungan :

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

Indeks bias pada suhu 31 °C = (1,483+0,0044)

Jadi indeks bias pada teoritis pada rimpang bangle adalah = 1,487

Indeks bias minyak atsiri rimpang bangle menurut praktek adalah 1,495

Jadi, indeks bias menurut hasil penelitian tidak sama dengan indeks bias menurut
pustaka.

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

Indeks bias pada suhu 31 °C = (1,475+0,0044) — (1,485+0,0044)

Jadi indeks bias pada teoritis pada biji pala adalah = 1,479-1,489

Indeks bias minyak atsiri biji pala menurut praktek adalah 1,485

Jadi, indeks bias menurut hasil penelitian sama dengan indeks bias menurut

pustaka.
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Lampiran 11. Perhitungan hasil bobot jenis minyak atsiri rimpang bangle

Bobot Bobot Bobot timbang + Berat minyak (g)
timbang | timbang air minyak (g)
kosong Rimpang Rimpang Biji pala
bangle bangle
28,98 30,46 30.37 30,43 1,39 1,45
28,98 30,63 30,39 30,45 1,41 1,47
28,98 30,59 30,40 30,35 1,42 1,37
Rata- 1,407 1,43
rata
Perhitungan bobot jenis
I.  Bobot jenis rimpang bangle:
Bobot botol timbang kosong + air = 30,46gram
Bobot botol timbang kosong = 28,98 gram
Bobot air = 1,48 gram
. . .. _ bobot minyak
Bobot jenis minyak atsiri = o
= L39
T 1,48
=0,939
Bobot botol timbang kosong + air = 30,63 gram
Bobot botol timbang kosong = 28,98 gram
Bobot air = 1,65 gram
- bobot minyak

Bobot jenis minyak atsiri

bobot air

1,41
1,65

=0,876
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Bobot botol timbang kosong + air = 30,59 gram
Bobot botol timbang kosong = 28,98 gram
Bobot air =1,61 gram

o B N
Bobot jenis minyak atsiri =~ = 2o

bobot air

=0,882

Rata-rata bobot jenis minyak atsiri rimpang bangle = M

=0,899
Bobot jenis biji pala
Bobot botol timbang kosong + air = 30,46gram
Bobot botol timbang kosong = 28,98 gram
Bobot air = 1,48 gram
. . .. _ bobot minyak
Bobot jenis minyak atsiri S
=L
T 148
=0,979
Bobot botol timbang kosong + air = 30,29 gram
Bobot botol timbang kosong = 28,98 gram
Bobot air = 1,65 gram
.. . .. _ bobot minyak
Bobot jenis minyak atsiri S
= L47
T L65
=0,891
Bobot botol timbang kosong + air = 30,59 gram
Bobot botol timbang kosong = 28,98 gram
Bobot air =1,61 gram

ienis mi iri bobot minyak
Bobot jenis minyak atsiri — bobot minya

bobot air



- 137
T 16l
=0,851

Rata-rata bobot jenis minyak atsiri biji pala = QOB 8

= 0,907

Jadi, bobot jenis minyak atsiri rimpang bangle adalaﬁ 1,407 %

Jadi, bobot jenis minyak atsiri biji pala adalah 1,43 %

Perhitungan konversi pada suhu ruang dalam percobaan bobot jenis :

Faktor konversi pada suhu setiap kenaikan 1°C = 0,0007

Berat jenis minyak rimpang bangle teoritis 20 °C = 0,8940

Suhu ruang praktek = 31°C

Perhitungan :

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

Jadi, bobot teoritis pada suhu 31 °C = (0,8940 + 0,0077)
=0,9017

Berat jenis minyak biji pala teoritis 20 °C = 0,885 — 0,907

Suhu ruang praktek = 31°C

Perhitungan :

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

Jadi, bobot teoritis pada suhu 31 °C = (0,885+0,0077) — (0,907+0,0077)
=0,8927 — 0,9147

Bobot jenis minyak atsiri rimpang bangle menurut praktek adalah 0,899

Bobot jenis minyak atsiri biji pala menurut praktek adalah 0,907

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



Lampiran 12. Hasil analisis GCMS minyak atsiri

Kromatogram minyak atsiri rimpang bangle
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Komponen senyawa minyak atsiri biji pala
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100

10

Hit#:1 Entry: 20356 LibraryNIST62 1B
SL83 FormulaCI3HISO CAS:74672-05-2 MolWeight: 190 Rethndex:0
ConypName:Benzene, 1-(1,3-dimetini-3-butemy)methosy-
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Hit#1 Entry: 20356 Library:NIST62 1B
SE83 FornmlarC13HIB0 CAS:74672-05-2 MolWeight:190 Retndex:(
ConpName Benzene, 1-(1,3-dimetind-3-butemyl}-4-methosy-
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Hit#:1 Entry:21743 LibraryNIST62 1B
SE73 Fornmla:C10HI204 CAS:13305-14-1 MolWeight:196 Rethndex-0
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ConpName:Benzeneacetic acid, .alpha -Iydroxy-4-methoxy-, methy] ester $8 Mendelic acid, p-methoxy-, metld ester $$ Metln] p-methoxymendelate
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Hit#1 Entry: 7060 LibraryNIST12.11B
SI6] FomulaC11HI203 CAS:1080-12-2 MolWeight:192 Rethdex0
ConpName: 3-Buten-2-one, 4-(4-hydrozy-3-methoxypheyl)-
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Hit#:1 Entry: 148332 Library WILEY22011B
SE58 Formmla:C20 H32 02 CAS:0-00-0 MolWeight: 304 Rethndex-0
ConpName:8, 13-Epoxylabd-14-en-12-ome $$
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Hit#:1 Entry: 216519 Library WILEY22911B
SI94 Formmula:C31 HG0 05 CAS:0-00-0 MolWeight: 512 Rethndex:0
ConpName: GLYCERINE-1,3-DIMYRISTATE $§
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Hit#:1 Entry:34813 Library' NIST62 11B
SL77 Formla:C18H38 CAS:3034-63-3 MalWeight:254 Rethdex:0
ConpName:Dodecane, 4,9-dipropyl- $8 4.9 Di-n-propyidedecane
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Lampiran 13. Gambar dan hasil

kombinasi dari uji difusi minyak atsiri

76

Diameter daya hambat tunggal dan

Replikasi

Kombinasi

Tunggal

1

Konsentrasi 12,5%

Konsentrasi 25%

Konsentrasi 12,5%
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Replikasi Kombinasi Tunggal

2

Konsentrasi 25% Konsentrasi 25%

Konsentrasi 50% Konsentrasi 50%
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Replikasi

Kombinasi

Konsentrasi 12,5%

Konsentrasi 12,5%
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Lampiran 14. Diameter daya hambat tunggal dan kombinasi dari uji difusi
minyak atsiri

Diameter daerah hambatan (mm)

Konsentrasi 50% Replikasi | | Replikai Il Replllllka5| Rata-Rata +SD
Chloroxylenol(+) 27 26 27 26,67 0,5774
Rimpang bangle 18,2 19 20 19,07 0,9018
Biji pala 16,2 16,8 16 16,33 0,4163
1:1 18,2 18 17 17,73 0,6429
1:2 16.8 16 15 15,5 0,7071
2:1 21,2 21 20,4 20,87 0,4163
1:3 20 21,4 21 20,8 0,7211
3:1 24,4 24 25 24,47 0,5033
Diameter daerah hambatan (mm)
Konsentrasi 25% Replikasi | | Replikai Il Replllllka5| Rata-Rata +SD
Chloroxylenol(+) 24,2 25,4 24 24,53 0,7572
Rimpang bangle 16 17 16,4 16,47 0,5033
Biji pala 14 15 15,6 14,87 0,8083
1:1 14,6 14,8 14 14,47 0,4163
1:2 15 15,6 15 15,2 0,3464
2:1 16 17 15,6 16,2 0,7211
1:3 17,2 17,4 15,8 16,8 0,8718
3:1 18,6 19,4 17,2 18,4 1,1136
Konsentrasi Diameter daerah hambatan (mm) Rata- +SD
12,5% Replikasi | | Replikai Il |Replikasi Ill| Rata B
Chloroxylenol(+) 20,8 19 20 19,93 0,9018
Rimpang bangle 15 14,6 14,8 14,8 0,2
Biji pala 10,8 11,8 12 11,53 0,6429
1:1 11,2 11,6 11 11,27 0,3055
1:2 11,8 12 11,2 11,67 0,4163
2:1 14,2 14,8 14 14,33 0,4163
1:3 12,8 12 13 12,6 0,5292
3:1 15,4 16 15,6 15,67 0,3055




Perhitungan rata-rata diameter hambatan :

e Diameter tunggal :
Konsentrasi 50%

v" Chloroxylenol(+) :

. ) 2,8+2,6+2,7+2,6+2,8

Replikasi | = S =2,7cm=27mm
. . 2,5+2,7+2,5+2,6+2,7

Replikasi Il = - =2,6cm=26 mm
. . 2,742,842,6+2,6+2,8

Replikasi Ill = =2,7cm =27 mm

5
v" Rimpang bangle :

Replikasi | = 1’8+1’9H;7H’8+1’8 =1,82cm=18,2 mm
Replikasi Il = w =1,9cm =19 mm
Replikasi Ill == WD_& =2,0cm =20 mm

v' Bijipala:
Replikasi | = 1’7+1’8+1;6+1’5+1’5 =1,62cm=16,2 mm
Replikasi Il = =202t = 1,68 cm = 16,8 mm
Replikasi Ill = Lo L7166 =1,6cm=16 mm

5
Konsentrasi 25%

v Chloroxylenol(+) :

. . 2,342,5+2,4+2,5+24

Replikasi | = f =2,42cm=24,2 mm
o 2,5+2,442,5+2,7+2,6

Replikasi Il = - =2,54cm =254 mm
. . 2,4+2.4+2,3+2,5+2.4

Replikasi Il =—=——— =2,4cm =24 mm

5
v Rimpang bangle:
. . 1,7+1,6+1,6+1,5+1,6
Replikasi | = 5 =16cm=16 mm
1,6+1,8+1,8+1,6+1,7
5
1,6+1,7+1,7+1,6+1,6
5

=1,7cm=17 mm

Replikasi 1l

Replikasi 111

=1,64cm=16,4mm



v’ Biji pala:
Replikasi | = 1’4”’5*1;3*1’5“,3
Replikasi Il = 1’5“’4“;6“’4“,6
Replikasi 11l = ZZL2HLTLOTLS

5
Konsentrasi 12,5%

v" Chloroxylenol(+) :

. . 2,1+2+2,1+42+2,1
Replikasi | = —

. . 1,8+24+2+18+2
Replikasi Il = —

. . 24+2+1,9+2+2,1
Replikasi Il = ————=—

5
v" Rimpang bangle :

Replikasi | = 1’6+1’5+1;4+1,6+1,4

Replikasi Il = 1’5+1’5+1;4+1,5+1,4

Replikasi Il = 1’4+1,6+1;4+1,5+1,5
v’ Biji pala:

Replikasi | = mli&

Replikasi Il = 1’2+1,2+1;3+1,1+1,1

Replikasi 11l = 222HArL2rl]

5
Diameter kombinasi :
Konsentrasi 50%

v" Kombinasi 1:1
1,6+1,9+2+1,7+1,9

Replikasi | = 5

. . 1,9+1,9+1,7+1,8+1,7
Replikasi Il = .

o 1,8+1,7+1,6+1,8+1,6
Replikasi Ill =

5

v" Kombinasi 1:2

_1L5HL7HLTHLEHLLG
5

Replikasi |
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=1,4cm=14 mm
=15cm=15mm

=1,56 cm = 15,6 mm

=2,08cm =20,8 mm
=1,9cm =19 mm

=2,0cm =20 mm

=15cm=15mm
=1,46 cm = 14,6 mm

=1,48 cm =14,8 mm

=1,08cm =10,8 mm
=1,18cm=11,8 mm

=1,2cm=12 mm

=1,82cm =18,2 mm
=1,8cm =18 mm

=1,7cm=17 mm

=1,68cm=16,8 mm



1,7+1,6+1,5+1,6+1,6

Replikasi Il = :
Replikasi Il = 1’4+1’6+1;5+174+1,6
Kombinasi 2:1

Replikasi | = WM*ﬁﬂ
Replikasi Il = w
Replikasi Il = wziﬂ
Kombinasi 1:3

Replikasi | = Wjﬂ
Replikasi Il = Wjﬂ
Replikasi 1l = 2’”2’4“;9”»2“»9
Kombinasi 3:1

Replikasi | = 2’5+2a4+2;6+2,4+2,3
Replikasi Il = 2’3”’5*2;5*2,“2»3
Replikasi 11l = 222223123720

Konsentrasi 25%
v Kombinasi 1:1

_ 1,5+1,3+1,6+1,4+1,5

Replikasi | = :
Replikasi Il = 1’6+153+1;6+1,4+1,5
Replikasi Il = 1’4+1,5+1;3+1,3+1,5
Kombinasi 1:2

Replikasi | = 1’6+1,6+1;4+1,5+1,4
Replikasi Il = 1’6+1a7+1;4+1,6+1,5
Replikasi Il = 175+1,6+1;s+1,5+1,4
Kombinasi 2:1

_ 1,8+1,5+1,6+1,6+1,5
5

Replikasi |
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:1,6 cm=16 mm

=1,5cm=15mm

=2,12cm=21,2mm
=2,1cm=21mm

=2,04cm = 20,4 mm

=2,0cm =20 mm
=2,14cm=21,4mm

=2,1cm=21mm

= 2,44 cm= 24’4 mm
=2,4cm=24mm

:2,5 cm=25mm

=1,46 cm = 14,6 mm
=148 cm =148 mm

=14cm=14 mm

=15cm=15mm
= 1,56 cm= 15’6 mm

=15cm=15mm

=1,6 cm =16 mm



. ) 1,7+1,6+1,8+1,8+1,6
Replikasi Il = 5 =1,7cm=17 mm

. . 1,7+1,5+1,6+1,5+1,5
Replikasi Ill = 5 =1,56 cm = 15,6 mm

v" Kombinasi 1:3

Replikasi | = w =1,72cm=17,2 mm

Replikasi Il = =200 =1,74cm = 17,4 mm

. . 1,6+1,5+1,6+1,7+1,5
Replikasi Ill = S =1,58cm =158 mm

v" Kombinasi 3:1

Replikasi | = Mﬂ,;ﬂ =1,86 cm = 18,6 mm
Replikasi Il = Hﬂiﬂ =1,94cm =194 mm
Replikasi 11l = 228 LA =1,72cm=17,2 mm

5
Konsentrasi 12,5%

v Kombinasi 1:1
_ 1,2+1,1+1+1,3+1

Replikasi | = 5 =1,12cm =112 mm
Replikasi Il = w =1,16 cm=11,6 mm
Replikasi Ill = LAt aatihar =1,1cm=11 mm

5
v" Kombinasi 1:2
1,3+1,2+1,1+1,2+1,1

Replikasi | = S =1,18cm=11,8 mm
Replikasi Il = 1’3H’2H;2H’H1’2 =12cm=12mm
Replikasi 11l = 2ZLrb2 =112 cm=11,2 mm

5

v" Kombinasi 2:1
1,5+1,4+1,4+1,5+1,3

Replikasi | = 5 =1,42cm =142 mm
Replikasi Il = 1’5+1’5+1;4+1’6+1’4 =1,48cm=14,8 mm
Replikasi Ill = LAl ool =14cm=14mm

5
v Kombinasi 1:3

Replikasil = 1’2“’3“;4“’2“’3 =1,28cm=12,8 mm




Replikasi 1l

Replikasi IlI

Kombinasi 3:1

Replikasi |

Replikasi 1l

Replikasi IlI

1,2+1,1+1,2+1,3+1,2

5
1,241,3+1,4+1,3+1,4

5

1,6+1,5+1,6+1,6+1,4

5
1,6+1,7+1,6+1,5+1,6

5
1,7+1,6+1,5+1,6+1,4

5

=1,2cm=12 mm

=1,3cm=13 mm

=154 cm =154 mm
=1,6cm=16 mm

=1,56 cm = 15,6 mm
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Lampiran 15. Hasil analisis dengan SPSS

Tests of Normality

Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilk
Bahan uji Statistic df Sig. Statistic df Sig.
Diameter daya kontrol positif ,204 9 ,2007 ,890 9 ,200
hambat rimpang bangle 154 9| 200 927 o 455
biji pala ,190 9 ,2007 ,899 9 ,244
1:1 ,180 9 ,2007 ,899 9 ,245
1:2 ,307 9 ,015 ,863 9 ,103
2:1 ,205 9 ,2007 ,848 9 ,071
1:3 ,183 9 ,2007 911 9 ,321
3:1 ,205 9 ,2007 ,849 9 ,073

a. Lilliefors Significance Correction
*. This is a lower bound of the true significance.

Descriptive Statistics
Dependent Variable:Diameter daya hambat

Bahan uji konsentrasi Mean Std. Deviation N
kontrol positif 12,5% 19,9333 ,90185 3
25% 24,5333 75719 3
50% 26,6667 57735 3
Total 23,7111 3,05141 9
rimpang bangle 12,5% 14,8000 ,20000 3
25% 16,4667 ,50332 3
50% 19,0667 ,90185 3
Total 16,7778 1,93506 9
biji pala 12,5% 11,5333 ,64291 3
25% 14,8667 ,80829 3
50% 16,3333 41633 3
Total 14,2444 2,20177 9
1:1 12,5% 11,2667 ,30551 3
25% 14,4667 41633 3
50% 17,7333 ,64291 3
Total 14,4889 2,83039 9
1:2 12,5% 11,6667 ,41633 3
25% 15,2000 ,34641 3
50% 15,9333 ,90185 3
Total 14,2667 2,04450 9
2:1 12,5% 14,3333 ,41633 3
25% 16,2000 72111 3
50% 20,8667 41633 3
Total 17,1333 2,95127 9
1:3 12,5% 12,6000 ,52915 3
25% 16,8000 ,87178 3
50% 20,8000 72111 3
Total 16,7333 3,60555 9
31 12,5% 15,6667 ,30551 3
25% 18,4000 1,11355 3
50% 24,4667 ,50332 3
Total 19,5111 3,95109 9
Total 12,5% 13,9750 2,82246 24
25% 17,1167 3,16168 24
50% 20,2333 3,67727 24
Total 17,1083 4,10111 72




Levene's Test of Equality of Error Variances®
Dependent Variable:Diameter daya hambat

F

dfl

df2

Sig.

1,029

23 48

,452

Tests the null hypothesis that the error variance of the dependent
variable is equal across groups.

a. Design: Intercept + Bauji + kons + Bauji * kons

Tests of Between-Subjects Effects
Dependent Variable:Diameter daya hambat
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Type 11l Sum of

Source Squares df Mean Square F Sig.

Intercept Hypothesis 21074,045 1 21074,045 89,676 ,011
Error 470,003 2 235,0022

Bauji Hypothesis 654,831 7 93,547 26,411 ,000
Error 49,588 14 3,542°

kons Hypothesis 470,003 2 235,002 66,347 ,000
Error 49,588 14 3,542°

Bauji * kons  Hypothesis 49,588 14 3,542 8,616 ,000
Error 19,733 48 A411°

a. MS(kons)

b. MS(Bauji * kons)

¢. MS(Error)

Diameter daya hambat

Multiple Comparisons

LSD
Mean 95% Confidence Interval
Difference Std.

(1) Bahan uji (J) Bahan uji (1-J) Error | Sig. | Lower Bound Upper Bound

kontrol positif ~ rimpang bangle 6,9333"[ ,30225( ,000 6,3256 7,5411
biji pala 9,4667"| ,30225| ,000 8,8589 10,0744
1:1 9,2222" | ,30225| ,000 8,6145 9,8299
1:2 9,4444" | 30225 ,000 8,8367 10,0522
2:1 6,5778"| ,30225| ,000 5,9701 7,1855
1:3 6,9778"| ,30225| ,000 6,3701 7,5855
3:1 4,2000"| ,30225| ,000 3,5923 4,8077

rimpang bangle kontrol positif -6,9333"| ,30225| ,000 -7,5411 -6,3256
biji pala 2,5333"| 30225 ,000 1,9256 3,1411
1:1 2,2889" | 30225 ,000 1,6812 2,8966
1:2 2,5111" | ,30225| ,000 1,9034 3,1188
2:1 -,3556 | ,30225| ,245 -,9633 ,2522
1:3 ,0444 | 30225 ( ,884 -,5633 ,6522
3:1 -2,7333"| ,30225| ,000 -3,3411 -2,1256

biji pala kontrol positif -9,4667 | ,30225| ,000 -10,0744 -8,8589
rimpang bangle -2,5333"| ,30225| ,000 -3,1411 -1,9256
1:1 -,2444| ,30225| ,423 -,8522 ,3633
1:2 -,0222 | ,30225| ,942 -,6299 ,5855
2:1 -2,8889" | ,30225| ,000 -3,4966 -2,2812
1:3 -2,4889" | ,30225| ,000 -3,0966 -1,8812
3:1 -5,2667" | ,30225| ,000 -5,8744 -4,6589

1:1 kontrol positif -9,2222" | ,30225| ,000 -9,8299 -8,6145
rimpang bangle -2,2889" | ,30225| ,000 -2,8966 -1,6812
biji pala 24441 30225 ,423 -,3633 ,8522
1:2 ,2222'| ,30225( ,466 -,3855 ,8299
2:1 -2,6444" | 30225 ,000 -3,2522 -2,0367
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1:3 -2,24447| 30225 ,000 -2,8522 -1,6367
3:1 -5,0222" | ,30225| ,000 -5,6299 -4,4145
1:2 kontrol positif -9,4444" | 30225 ,000 -10,0522 -8,8367
rimpang bangle -2,5111" | ,30225| ,000 -3,1188 -1,9034
biji pala ,0222| ,30225( ,942 -,5855 ,6299
1:1 -,2222 | ,30225| ,466 -,8299 ,3855
2:1 -2,8667"| ,30225| ,000 -3,4744 -2,2589
1:3 -2,4667"| ,30225| ,000 -3,0744 -1,8589
3:1 -5,2444" | 30225 ,000 -5,8522 -4,6367
2:1 kontrol positif -6,5778" | ,30225( ,000 -7,1855 -5,9701
rimpang bangle ,3556 | ,30225| ,245 -,2522 ,9633
biji pala 2,8889" | ,30225| ,000 2,2812 3,4966
1:1 2,6444"| 30225 ,000 2,0367 3,2522
1:2 2,8667"| ,30225( ,000 2,2589 3,4744
1:3 ,4000 | ,30225( ,192 -,2077 1,0077
3:1 -2,3778"| ,30225| ,000 -2,9855 -1,7701
1:3 kontrol positif -6,9778"| ,30225| ,000 -7,5855 -6,3701
rimpang bangle -,0444| ,30225| ,884 -,6522 ,5633
biji pala 2,4889" | ,30225| ,000 1,8812 3,0966
1:1 2,24447| 30225 ,000 1,6367 2,8522
1:2 2,4667"| 30225 ,000 1,8589 3,0744
2:1 -,4000| ,30225| ,192 -1,0077 ,2077
3:1 -2,7778"| ,30225| ,000 -3,3855 -2,1701
31 kontrol positif -4,2000" | ,30225| ,000 -4,8077 -3,5923
rimpang bangle 2,7333"| 30225 ,000 2,1256 3,3411
biji pala 5,2667"| ,30225| ,000 4,6589 5,8744
1:1 5,0222"| 30225 ,000 4,4145 5,6299
1:2 5,2444" | 30225 ,000 4,6367 5,8522
2:1 2,3778"| 30225 ,000 1,7701 2,9855
1:3 2,7778"| ,30225| ,000 2,1701 3,3855
Based on observed means.
The error term is Mean Square(Error) = ,411.
*. The mean difference is significant at the ,05 level.
Homogeneous Subsets
Diameter daya hambat
Tukey HSD*"
Bahan uji Subset
N 1 2 3 4
biji pala 9 14,2444
1:2 9 14,2667
1:1 9 14,4889
1:3 9 16,7333
rimpang bangle 9 16,7778
2:1 9 17,1333
31 9 19,5111
kontrol positif 9 23,7111
Sig. ,992 ,885 1,000 1,000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
Based on observed means.
The error term is Mean Square(Error) = ,411.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 9,000.

b. Alpha = ,05.



Estimated Marginal Means

Estimated Marginal Means of Diameter daya hambat

30,00

25,00

20,00+

15,0077

10,007

T T T
kontrol rimpang biji pala
positif  bangle

T T
11 1:2

Bahan uji

T
21

T
1:3

T
3

konsentrasi

—12,5%
—25%
50%
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Lampiran 16. Perhitungan pengenceran konsentrasi minyak atsiri rimpang
bangle dan biji pala

Stok minyak atsiri rimpang bangle = 100 %
Konsentrasi 50% VixCi =V2xC,
V1 x100% =1,5ml x 50%
Vi =0,75ml
Konsentrasi 25% VixCi =V2xC,
V1 x100% =1,5mlx 25%
Vi =0,375 ml
Konsentrasi 12,5% VixCi =V2xCy
V1 x100% =1,5mlx12,5%

V1 =0,187 ml
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Lampiran 17. Komposisi media

a. Formulasi dan pembuatan Nutrien Agar (NA)

Pepton from meat 5,0 gram
Meat extract 3,0 gram
Agar 15,0 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.

b. Formulasi dan pembuatan Muller Hinton Agar (MHA)

Meat infusion 2,0 gram
Bacto asam kasamino 17,5 gram
Kanji 1,5 gram
Agar 17,0 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.

c. Formulasi dan pembuatan Brain Heart Infusion (BHI)

Brain infusion 12,5 gram
Heart infusion 5,0 gram
Proteose peptone 10,0 gram
Glucose 2,0 gram
Sodium choride 5,0 gram
di-sodium hydrogen phosphate 2,5 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.

d. Formulasi dan pembuatan Vogel Jhonson Agar (VJA)

Peptone from casein 10,0 gram
Yeast extract 5,0 gram
di-potasium hydrogen phosphate 10,0 gram

D(-)mannitol 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.



