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ABSTRACT

Turmeric is a plant with antibacterial properties due to the curcumin content found in its rhizomes. Antibacterial testing of plant

extracts is influenced by several factors. This study aims to determine the effect of the type of ethanol solvents, antibacterial test
methods, and inoculation techniques used on the antibacterial activity of turmeric rhizome ethanol extract. Turmeric thizome
ethanol extract was prepared using two types of ethanol solvent, namely 99% ethanol (absolute) and 96% ethanol, with the final
concentration of the extract used being 80%. The antibacterial test methods used were the disc diffusion method and agar well
diffusion. Additionally, two inoculation techniques were employed for the test bacteria, E. co/i: the spread plate and pour plate
methods. The research results showed that the ethanol extract of turmeric rhizomes was capable of inhibiting E. ¢o// growth under
various treatment conditions. The highest average inhibition zone was in the PA_C_SP treatment, which was 29.82 mm, while the
lowest average inhibition zone was in the T_S_PP treatment, namely 2.12 mm. The type of ethanol solvent that produced a larger
average inhibition zone was 99% ethanol. The disk diffusion antibacterial test method produces a larger average zone of inhibition
than the well diffusion method. The average inhibition zone results for the spread plate inoculation technique were greater than for
the pour plate inoculation technique. These findings indicate that the type of ethanol solvent, antibacterial test method, and bacterial
inoculation technique significantly influence the antibacterial activity of turmeric rhizome ethanol extract. However, further research
needs to be carried out regarding the effect of the type of ethanol solvent, antibacterial test methods, and bacterial inoculation
techniques in turmeric rhizome extract on other types of pathogenic bacteria.

Kunyit merupakan salah satu tanaman yang memiliki sifat sebagai antibakteri dikarenakan kandungan kurkumin pada bagian
tanamannya seperti rimpang. Pengujian antibakteri ekstrak tanaman dipengaruhi oleh beberapa faktor. Penelitian ini bertujuan untuk
mengetahui pengaruh jenis pelarut etanol, metode uji antibakteri, dan teknik inokulasi yang digunakan terhadap aktivitas antibakteri
ekstrak etanol rimpang kunyit. Ekstrak etanol rimpang kunyit dibuat dengan dua jenis pelarut etanol yaitu etanol 99% (absolut) dan
etanol 96% dengan konsentrasi akhir ekstrak yang digunakan yaitu 80%. Metode uji antibakteri yang digunakan yaitu metode difusi
cakram dan difusi sumuran agar. Teknik inokulasi bakteri uji, E. co/, yang digunakan pada penelitian ini adalah spread plate dan pour
plate. Hasil penelitian menunjukkan bahwa ekstrak etanol rimpang kunyit mampu menghambat pertumbuhan bakteri E. co/i walaupun
dengan beberapa perlakuan yang berbeda. Rata-rata zona hambat tertinggi yaitu pada perlakuan PA_C_SP sebesar 29.82 mm
sedangkan rata-rata zona hambat terendah pada perlakuan T_S_PP yaitu 2.12 mm. Jenis pelarut etanol yang menunjukkan rata-rata
zona hambat lebih besar adalah pelarut etanol 99%. Metode uji antibakteri difusi cakram menghasilkan rata-rata zona hambat lebih
besar dibandingkan metode difusi sumuran. Hasil rata-rata zona hambat pada teknik inokulasi spread plate lebih besar dibandingkan
teknik inokulasi pour plate. Hasil ini menunjukkan bahwa jenis pelarut etanol, metode uji antibakteri, dan teknik inokulasi bakteri yang
berbeda yang digunakan pada penelitian ini memengaruhi aktivitas antibakteri ekstrak etanol rimpang kunyit. Namun, perlu dilakukan
penelitian lebih lanjut mengenai pengaruh jenis pelarut etanol, metode uji antibakteri, dan teknik inokulasi bakteri pada ekstrak
rimpang kunyit tehadap jenis bakteri patogen yang lain.
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PENDAHULUAN

Senyawa antibakteri adalah senyama kimiawi atau
biologis baik alami maupun sintetik yang dapat
menghambat pertumbuhan dan aktivitas bakteri [1].
Penggunaan antibiotik sebagai antibakteri memiliki
efek samping seperti munculnya resistensi pada
beberapa jenis bakteri [2]. Oleh karena itu, banyak
dilakukan penelitian mengenai penggunakan tanaman
herbal sebagai antibakteri. Salah satu tanaman herbal
yang banyak digunakan oleh peneliti yaitu kunyit.

Kunyit merupakan  tanaman  dari  famili
Zingiberaceae. Kunyit secara tradisional digunakan
sebagai bumbu dan obat-obatan. Potensi lain dari
kunyit telah dimanfaatkan dalam beberapa tahun
terakhir di berbagai bidang lain seperti penelitian,
kosmetik, dan industri. Komponen fitokimia dari
kunyit meliputi gula, protein, resin, minyak atsiri, dan
senyawa yang disebut kurkuminoid. Kurkuminiod
terdiri dari beberapa senyawa yaitu kurkumin,
demethoxcycurcumin, dan  bisdemethoxycurcumin. Beberapa
manfaat kunyit yang telah dilaporkan diantaranya
sebagai  antioksidan, antibakteri, antiinflamasi,
antitumor, dan antikanker. Manfaat ini disebabkan
oleh adanya senyawa kurkumin yang termasuk
komponen bioaktif utama di dalamnya [3]-[4].
Penelitian yang banyak dilakukan beberapa tahun
terakhir ini yaitu mengenai potensi kunyit sebagai
antibakteri pada beberapa jenis bakteri patogen.

Uji antibakteri suatu ekstrak terhadap bakteri
patogen perlu dilakukan. Metode wuji aktivitas
antibakteri yang umum digunakan adalah metode
difusi cakram dan metode pengenceran media cair
atau padat. Selain kedua metode tersebut, metode
difusi sumuran agar juga salah satu metode yang dapat
digunakan dalam menguji aktivitas antibakteri suatu
ckstrak [5]. Metode yang umum dilakukan oleh
beberapa peneliti di Laboratorium Mikrobiologi
adalah metode difusi cakram dan sumuran agar.

Metode difusi cakram merupakan metode yang
dikembangkan pada tahun 1940. Metode ini
merupakan salah satu metode tertua untuk pengujian
kerentanan antimikroba atau antimicrobial susceptibility
testing (AST). Selain itu metode ini menjadi salah satu
teknik yang paling populer untuk AST di laboratorium
mikrobiologi klinis [6]. Keuntungan utama metode ini
adalah metode sederhana, murah, dapat digunakan
untuk menguji sebagian besar mikroorganisme dan
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agen antimikroba, serta mudah menafsirkan hasil yang
tampak [5], [7]. Sedangkan kelemahan dari metode ini
adalah  kurangnya mekanisasi atau otomatisasi
pengujian dan beberapa jenis yang susah ditumbuhkan
tidak dapat diuji dengan menggunakan metode ini [8]

Metode uji antimikroba lainnya ada metode difusi
sumuran agar. Metode difusi sumuran agar merupakan
metode yang banyak digunakan untuk mengevaluasi
aktivitas antimikroba tanaman atau ekstrak mikroba
[9]. Keuntungan dari metode difusi sumuran agar yaitu
lebih mudah mengukur luas zona hambat yang
terbentuk. Namun, pembuatan sumuran pada media
agar memiliki beberapa kesulitan seperti retaknya
media agar di sekitar lokasi sumuran sehingga akan
memengaruhi hasil zona hambat suatu ekstrak [1].
Penentuan aktivitas antibakteri suatu ekstrak dapat
dilihat dengan mengukur zona bening yang tampak
disekitar ekstrak yang diujikan.

Beberapa faktor yang memengaruhi hasil uji
antibakteri diantaranya adalah metode uji yang
digunakan, jenis dan jumlah inokulum bakteri,
komposisi dan kedalaman media, waktu penundaan
antara aplikasi cakram dan inkubasi, suhu dan waktu
inkubasi, konsentrasi antibiotik dan metode
pembacaan ukuran zona [10]-[12]. Selain itu, teknik
inokulasi isolat bakteri serta jenis pelarut pada ekstrak
agen antimikroba juga dapat memengaruhi hasil wji
aktivitas antibakteri suatu ekstrak. Pelarut yang umum
digunakan dalam pembuatan ekstrak rimpang kunyit
diantaranya yaitu etanol, metanol, heksan, etil asetat,
dan  lain  sebagainya. = Menurut  penelitian
Wahyuningtyas ez a/. [13], etanol merupakan pelarut
yang mampu melarutkan senyawa kurkumin pada
kunyit paling tinggi (1,89%) dibandingan pelarut lain.
Oleh karena itu, pada penelitian ini pembuatan ekstrak
rimpang kunyit menggunakan pelarut etanol. Namun
penggunaan pelarut etanol pada laboratorium sendiri
ada yang murah (teknis) dan mahal (Pro Analis).

Selain penggunaan pelarut, teknik inokulasi isolat
bakteri pada media uji juga menjadi salah satu faktor
yang memengaruhi hasil uji aktivitas antibakteri suatu
senyawa. Teknik inokulasi yang banyak digunakan
pada beberapa penelitian adalah metode spread plate.
Namun, teknik ini terdapat beberapa kekurangan
diantaranya pertumbuhan isolat yang tidak merata
pada media uji sechingga akan menyebabkan hasil uji
antibakteri tidak seragam. Oleh karena itu, salah satu
teknik lain yang juga digunakan yaitu metode pour plate.
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Hasil pertumbuhan isolat bakteri yang tumbuh dengan
menggunakan teknik ini lebih rata dibandingkan
dengan metode spread plate.

Namun, selama ini belum terdapat penelitian yang
membandingkan pengaruh kedua teknik inokulasi
bakteri tersebut terhadap hasil uji antibakteri. Jenis
isolat bakteri yang digunakan pada penelitian ini yaitu
bakteri Escherichia coli. Bakteri E. coli merupakan salah
satu bakteri yang normal ada di saluran pencernaan
manusia. Namun, beberapa strain dari bakteri ini dapat
bersifat patogen pada manusia yang menyebabkan
penyakit pada pencernaan seperti diare, infeksi saluran
kemih, dan meningitis [14]-[16]. Tujuan dari penelitian
ini yaitu untuk mengetahui pengaruh penggunaan
jenis pelarut, metode uji antibakteri, serta teknik
inokulasi bakteri yang berbeda terhadap aktivitas
antibakteri ekstrak rimpang kunyit terhadap bakteri E.
cols.

METODE PENELITIAN

Pembuatan Ekstrak Rimpang Kunyit

Satu kilogram rimpang kunyit yang dibeli di Pasar
Tanjung dicuci bersih kemudian dipotong tipis-tipis.
Rimpang kunyit yang telah dipotong selanjutnya
dikeringkan kurang lebih selama lima hari. Setelah
rimpang kering, kemudian serbuk kunyit dihaluskan
dan disaring menggunakan mesh no 60. Sebanyak 40
gram serbuk dimaserasi dengan menambahkan 400
mL pelarut etanol 96% untuk jenis pelarut etanol
teknis dan 99% untuk jenis pelarut etanol Pro Analis
(PA) / absolut selama 2 x 24 jam. Hasil maserasi
kemudian disaring dan dievaporasi menggunakan
rotary evaporatoruntuk menguapkan sisa etanol yang ada
sehingga didapatkan ekstrak etanol rimpang kunyit
[17], [18]. Penggunaan pelarut etanol dalam
pembuatan ekstrak rimpang kunyit dikarenakan
berdasarkan pada penelitian Wahyuningtyas ¢ a/. [13]
pelarut etanol merupakan pelarut yang mampu
melarutkan senyawa kurkumin tertinggi dibandingkan
pelarut lain yaitu sebesar 1,89%. Ekstrak yang
didapatkan dibuat konsentrasi 80% untuk masing-
masing jenis pelarut etanol. Penentuan konsentrasi ini
berdasarkan pada penelitian Rahmawati ez a/ [19],
menyatakan bahwa ekstrak kunyit dapat menghambat
aktivitas bakteri E. co/i dengan konsentrasi terendah
50% dan konsentrasi tertinggi 100%.
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Peremajaan isolat Escherichia coli

Bakteri E. co/i dari stok koleksi diremajakan dengan
cara menginokulasikan secara goresan pada media
Nutrient Agar (NA) miring dan dinkubasi pada suhu
37°C selama 24 jam. Tujuan dari peremajaan isolat
bakteri ini yaitu untuk meregenerasi atau memperbaiki
sel bakteri, menjaga ketersediaan nutrisi dan untuk
menghindari adanya perubahan karakteristik dari
kultur murni yang ditanam [20].

Pembuatan Inokulum

Pembuatan inokulum E. /i disesuaikan dengan
jumlah kebutuhan yang akan digunakan untuk
penelitian. Inokulum dibuat dengan menginokulasikan
1 ose isolat E. co/i berumur 24 jam dari media NA ke
dalam media Nutrient Broth (NB). Setelah itu diinkubasi
shaker pada kecepatan 120 rpm selama 24 jam.

Penanaman isolat bakteri E. coli

Berdasarkan latar belakang yang telah dijelaskan,
pada penelitian ini akan digunakan dua teknik
penanaman isolat bakteri E. co/ yaitu metode tuang

(pour plate) dan metode tabur (spread plate).

a. Teknik Inokulasi Pour Plate

Media NA 10 ml dipanaskan hingga mencair,
kemudian disimpan pada inkubator suhu 50°C.
Inokulum bakteri yang ada diambil sebanyak 100 pl
menggunakan mikropipet dan dimasukkan ke dalam
cawan petri steril. Setelah itu, tuangkan media NA
yang sudah dicairkan, kemudian cawan yang berisi
inokulum dan media NA digeser membentuk angka
delapan sebanyak 20x untuk meratakan media dengan
inokulum. Media ditunggu hingga memadat. Media
yang sudah memadat selanjutnya digunakan sebagai
media uji. Tahapan metode pour plate ini dapat dilihat
pada Gambar 1.

+ 100 pl inokulum
/\ ﬁng\

—

[

Media NA
Inokulum E. coli

Gambar 1. Tahapan metode pour plate

b. Teknik Inokulasi Spread Plate
Media NA 10 ml dipanaskan hingga mencair,
kemudian simpan pada inkubator suhu 50°C. Ketika
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media sudah hangat, media dituang ke dalam cawan
petri steril dan ditunggu hingga memadat. Setelah
media memadat, simpan media pada suhu kamar
(25°C) selama 24 jam. Inokulum bakteri uji diambil
sebanyak 100 pl menggunakan mikropipet, kemudian
masukkan ke dalam media NA pada cawan petri
sebelumnya. Kemudian dispread dengan menggunakan
batang kaca L secara merata. Setelah rata dan kering,
media siap untuk digunakan sebagai media uji.
Tahapan metode spread plate ini dapat dilihat pada
Gambar 2.

+ 100 pl inokulum

A s

- Diratakan dengan

Batang kaca L

Inokulum E. coli Media NA

Gambar 2. Tahapan metode spread plate

Uji Aktivitas Antibakteri Ekstrak Etanol
Rimpang Kunyit

Uji aktivitas antibakteri ekstrak etanol rimpang
kunyit pada penelitian ini dilakukan dengan
menggunakan 2 metode yaitu metode difusi cakram
dan metode difusi sumuran agar.

a. Metode Difusi Cakram

Pada metode ini, pemberian ekstrak etanol rimpang
kunyit di kertas cakram dilakukan dengan cara
meneteskan ekstrak etanol rimpang kunyit di kertas
cakram. Masing-masing cara diulang sebanyak 5 kali
pada masing-masing media uji (spread plate dan pour
plate). Kertas cakram steril dengan diameter 6 mm
diteteskan 20 pl ekstrak etanol rimpang kunyit [21].
Setelah itu kertas cakram diletakkan secara steril pada
media uji baik yang spread plate ataupun yang pour plate.
Cawan petri diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam.
Setelah 24 jam, zona hambat yang terbentuk disekitar
cakram dihitung dengan menggunakan jangka sorong
dan hasil yang didapatkan dicatat serta dihitung rata-
ratanya [22], [23].

b. Metode Difusi Sumuran Agar

Media uji yang telah siap digunakan baik spread plate
ataupun pour plate dilubangi dengan pelubang media
berdiameter 5 mm secara steril. Kemudian lubang diisi
dengan ekstrak etanol rimpang kunyit sebanyak 20 pl.
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Media uji diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam.
Zona hambat yang terbentuk di sekitar sumuran
diukur dengan menggunakan jangka sorong sebagai
hasil aktivitas antibakteri ekstrak rimpang kunyit 23],
[24].

Zona hambat yang muncul di sekitar cakram atau
sumuran merupakan aktivitas antibakteri ekstrak
rimpang kunyit terhadap bakteri E. co/i. Diameter total
(diameter zona hambat dan diameter cakram /
sumuran) dan diameter cakram / sumuran diukur
menggunakan janga sorong sebanyak 4 kali (Gambar
3.) untuk mendapatkan nilai zona hambat pada posisi
yang berbeda. Hasil hitung dirata-rata untuk masing-
masing pengulangan uji. Zona hambat ekstrak
rimpang kunyit ditentukan dengan menggunakan
rumus :

Diameter Zona hambat (mm) =
diameter total - diameter cakram atau sumuran .... (1)

+S,

/l\

Keterangan : A : Media uji; B : Zona hambat; C :
Kertas cakram atau sumuran; <> : diameter total; ---- :
diameter cakram / sumuran

Gambar 3. Sketsa Pengukuran Diameter Zona
Hambat Ekstrak rimpang kunyit

Analisis Data

Hasil pengukuran zona hambat ekstrak rimpang
kunyit dianalisis menggunakan Kruskal Wallis dengan
nilai o yaitu 0,05. Apabila hasil signifikan maka
dilakukan uji lanjut dengan menggunakan Uji Dunn.
Analisis data menggunakan Aplikasi R Studio. Analisis
data digunakan untuk mengetahui pengaruh jenis
pelarut etanol, metode uji antibakteri, dan teknik
inokulasi bakteri yang digunakan terhadap hasil
aktivitas antibakteri ekstrak rimpang kunyit.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Kunyit merupakan tanaman yang telah banyak
diketahui manfaatnya seperti sebagai antioksidan, anti
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inflamasi, anti tumor, anti kanker, dan antibakteri [3].
Hasil uji antibakteri ekstrak rimpang kunyit yang
dilakukan pada penelitian ini menunjukkan bahwa
ekstrak  rimpang kunyit mampu menghambat
pertumbuhan E. ¢/ (Tabel 1). Hasil penelitian ini
sesual dengan beberapa penelitian yaitu pada
penelitian Rahmawati e a/. [19], yang menyebutkan
bahwa ekstrak kunyit memiliki diameter zona hambat
yang sangat siginifikan terhadap E. ¢/ dengan
konsentrasi terendah 50% dan konsentrasi tertinggi
100%. Pada penelitian Mukhtar dan Ghori [22], juga
menyebutkan bahwa ekstrak etanol kunyit mampu
menghambat pertumbuhan E. w/ dengan zona
hambat yang dihasilkan pada konsentrasi 80% sebesar
10,6 £ 0,52 mm, sedangkan pada penelitian Septiana
dan Simanjuntak [17], menyatakan bahwa ekstrak
etanol rimpang kunyit mampu menghambat
pertumbuhan bakteri E. co/i pada kosentrasi 10 ppm,
15 ppm, dan 20 ppm dengan masing-masing diameter
penghambatan secara berurutan sebesar 7 mm, 8 mm,
dan 9 mm.

Berdasarkan Tabel 1 dapat diketahui bahwa rata-
rata zona hambat tertinggi yaitu pada perlakuan
pelarut etanol PA, metode uji cakram, dan teknik
inokulasi spread plate (PA_C_SP) sedangkan rata-rata
zona hambat terendah pada perlakuan pelarut etanol
teknis, metode uji sumuran, dan teknik inokulasi pour
plate (T_S_PP) dengan nilai zona hambat secara

X viasa7) = 20.61, p=1.126-04, 82

‘orcinal

berutuan adalah 29.82 mm dan 2.12 mm. Hasil analisis
data menggunakan uji Kruskal Wallis menunjukkan
bahwa terdapat pengaruh yang signifikan dari
perlakuan yang digunakan pada hasil rata-rata zona
hambat ekstrak etanol rimpang kunyit terhadap
bakteri E. co/i (P = 0,000). Hasil uji lanjut Dunn test
dilakukan pada penelitian ini untuk mengetahui
signifikansi antar perlakuan. Hasil uji lanjut masing-
masing perlakuan dapat dilihat pada Gambar 4.

Tabel 1. Rata-Rata Zona Hambat Ekstrak Rimpang
Kunyit Terhadap Bakteri E. o/ dengan
beberapa perlakuan

Rata — Rata Zona

Perlakuan Hambat (mm) + SD

Pro Analis_Sumuran_SpreadPlate

Priam—ag = 002

Qi)
: { =D
30~ {lmeazn = 30.02

@ ean= 2171

Nilal

Wein=20
Yowin ™ 2045

+
(PA_S_SP) 29,82 + 1,68
Pro Analis_Sumuran_PourPlate
— — +
(PA_S_PP) 21,40 = 0,39
Pro Analis_Cakram_SpreadPlate
— - +
(PA_C_SP) 31,63 + 2,36
Pro Analis_Cakram_PourPlate
— — +
(PA_C_PP) 21,01 £ 0,68
Teknis_Sumuran_SpreadPlate
— — +
(PA_S_SP) 442 £ 0,84
Teknis_Sumuran_PourPlate
— — +
(PA_S_PP) 2,1210,08
Teknis_Cakram_SpreadPlate
— — +
(PA_C_SP) 4971026
Teknis_Cakram_PourPlate
— — +
(PA_C_PP) 3,54 £0,33
=0.96, Closy, [0.95, 1.00], e, = 32
Pram—ag. = 4.436-03
Bram—ag = 1316-03
P — ?ﬁm””

PA_C_PP PA_C_SP PA_S PP PA_S_S
(n=4 (n=4 (n =4 (n=4

Perlakuan

p

4:ﬁ1mm:211]

l{ﬁmm:m
TCPP TCSP 7.5 5P
( 4 (n=4 n=4

TS PP
n=4

Gambar 4. Hasil Uji Lanjut Dunn antar perlakuan menggunakan aplikasi R studio
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Gambar 5. Grafik Rata-Rata Zona Hambat Ekstrak Rimpang Kunyit Terhadap Bakteri E. co/i dengan beberapa

perlakuan

Berdasarkan Gambar 4 dapat diketahui bahwa
hanya perlakuan PA_C_SP berbeda nyata dengan
T_C_PP (P 0,02 <0,05), perlakuan PA_C_SP berbeda
nyata dengan T_S_PP (P 0,00 < 0,05) dan perlakuan
PA_S_SP berbeda nyata dengan T_S_PP (P 0,00 <
0,05). Hasil ini menunjukkan bahwa tidak semua
perlakuan berbeda nyata dengan perlakuan yang lain.
Pengaruh masing-masing perlakuan jenis pelarut
etanol, metode uji antibakteri, dan teknik inokulasi
bakteri yang digunakan pada penelitian ini terhadap
zona hambat ckstrak etanol rimpang kunyit yang
dihasilkan dalam menghambat pertumbuhan bakteri
E. coli secara keseluruhan dapat dilihat pada Gambar
5.

Berdasarkan Gambar 5 dapat diketahui bahwa
perbedaan pelarut etanol yang digunakan dalam proses
maserasi rimpang kunyit sangat memengaruhi nilai
zona hambat. Penggunaan pelarut etanol PA /
Absolut 99% menghasilkan zona hambat lebih besar
dibandingkan dengan pelarut etanol teknis 96%. Hal
ini dikarenakan semakin besar konsentrasi pelarut
yang digunakan dalam proses ekstraksi maka akan
semakin tinggi senyawa bioaktif dalam kunyit yang
terlarut yaitu kurkumin. Pernyataan ini sesuai dengan
penelitian Thsan e /. [25], yang menyatakan bahwa
kurkumin sangat mudah larut dalam etanol dengan
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semakin besar kandungan etanol akan semakin tinggi
kadar kurkumin yang terlarut. Hal ini ditunjukkan dari
hasil penelitiannya yaitu kandungan kurkumin yang
ada dalam ekstrak etanol 96% lebih besar dari pada
kandungan kurkumin dalam ekstrak etanol 80% dan
70%.

Perbedaan metode uji antibakteri yang digunakan
pada penelitian ini juga memengaruhi hasil zona
hambat yang didapatkan. Berdasarkan Gambar 5
dapat diketahui bahwa secara keseluruhan rata-rata
zona hambat pada perlakuan metode uji difusi
sumuran baik dengan pelarut etanol PA maupun
pelarut etanol teknis lebih kecil dibandingkan dengan
rata-rata zona hambat pada perlakuan metode ujt
difusi cakram yang menggunakan pelarut etanol PA
ataupun pelarut etanol teknis. Hasil ini berbeda
dengan penelitian Valgas ¢f a/. |9], yang menyatakan
bahwa penggunaan metode uji difusi sumuran lebih
sensitif dari pada metode uji cakram pada ekstrak
tanaman yang digunakan terhadap bakteri E. co/i. Hasil
yang berbeda ini dikarenakan perbedaan ekstrak
tanaman yang digunakan. Menurut Izah [26], beberapa
faktor yang menentukan aktivitas antibakteri ekstrak
tanaman yaitu jenis pelarut, jenis mikroorganisme,
biokimia dan fisiologi mikroorganisme, metabolisme

dan strategi adaptasi mikrob uji, jenis tanaman,
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biokimia tanaman yang digunakan, umur dan bagian
tanaman, konsentrasi ekstran tanaman dan periode
ckstraksi. Metode uji sumuran dan metode uji cakram
masing-masing memiliki kelebihan dan keuntungan.

Beberapa keuntungan metode cakram yaitu metode
yang digunakan sederhana, murah, dapat digunakan
untuk menguji sebagian besar mikroorganisme dan
agen antimikroba, serta mudah menafsirkan hasil yang
tampak [5], [7]. Sedangkan kelemahan dari metode ini
adalah  kurangnya mekanisasi atau otomatisasi
pengujian dan beberapa jenis mikroorganisme yang
susah ditumbuhkan tidak dapat diuji dengan
menggunakan metode ini [8]. Kelemahan utama dari
metode uji cakram adalah bersifat kualitatif sehingga
tidak membedakan antara efek bakterisidal dan
bakteriostatik senyawa yang digunakan. Penggunaan
metode uji cakram lebih baik digunakan untuk
senyawa dengan berat molekul kecil sedangkan
senyawa yang memiliki berat molekul lebih besar
disarankan menggunakan metode uji difusi sumuran
agar [9]. Metode difusi sumuran agar juga memiliki
keuntungan dan kelemahan. Keuntungan dari metode
difusi sumuran agar ini yaitu lebih mudah mengukur
luas zona hambat yang terbentuk. Namun, pembuatan
sumuran pada media agar memiliki beberapa kesulitan
seperti retaknya media agar di sekitar lokasi sumuran
sechingga akan memengaruhi hasil zona hambat suatu
ekstrak[1].

Penggunaan  metode  uji  cakram  perlu
memperhatikan ~ beberapa hal penting  seperti
pemilihan media yang digunakan, pH media,

kedalaman agar dan kadar air, kondisi inkubasi dan
kepadatan inokulum yang digunakan. Diameter zona
hambat dapat dipengaruhi oleh kelarutan zat yang
diuji, rentang difusi, dan penguapan. Pengendapan zat
yang tidak larut dalam air dalam cakram akan
mencegah difusi zat antimikroba ke dalam agar.
Adanya campuran konstituen dengan laju difusi yang
berbeda, hal ini mungkin memberikan hasil yang tidak
dapat dipercaya. Namun, tidak adanya zona hambat
tidak berarti bahwa senyawa yang diuji tidak efektif,
terutama jika senyawa yang digunakan kurang polar,
yang berdifusi lebih lambat dalam media agar yang
berair. Oleh karena itu, tidak mengherankan jika
senyawa fenolik hasil uji antibakteri mendapatkan hasil
yang tidak konsisten [27]-[29]. Metode uji cakram dan
difusi sumuran agar merupakan metode uji yang
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bersifat kualitatif. Uji tersebut tidak mengukur jumlah
senyawa uji yang terdifusi ke dalam media agar [29].
Metode difusi sumuran agar lebih sensitif dan sesuai
untuk uji produk alami kationik dari pada metode
cakram. Hal ini dikarenakan produk alami kationik
teradsoprsi pada permukaan cakram dan tidak
berdifusi ke dalam media [9], [30].

Teknik inokulasi bakteri yang digunakan pada
penelitian ini menjadi salah satu variabel yang diujikan
terthadap zona hambat ekstrak etanol rimpang kunyit.
Teknik inokulasi bakteri E. /i yang digunakan yaitu
spread plate dan pour plate. Berdasarkan Gambar 5. dapat
diketahui bahwa perbedaan metode inokulasi bakteri
yang digunakan memengaruhi zona hambat yang
dihasilkan. Pada perlakuan pelarut etanol PA baik
metode uji difusi sumuran agar maupun cakram,
memiliki hasil rata-rata zona hambat lebih tinggi ketika
menggunakan  teknik  inokulasi  spread  plate
dibandingkan pour plate. Hasil ini juga sama dengan
perlakuan pelarut etanol teknis baik metode uji difusi
sumuran agar maupun cakram, memiliki hasil rata-rata
zona hambat lebih tinggi ketika menggunakan teknik
inokulasi spread plate dibandingkan pour plate.

Metode pour plate merupakan metode yang sering
digunakan untuk menghitung jumlah mikroorganisme
dari suatu sampel dengan menambahkan inokulum
pada medium agar yang cair sebelum dipadatkan.
Metode ini akan menghasilkan koloni yang
terdistribusi secara merata keseluruh media pada
pengenceran sampel yang sesuai digunakan. Metode
spread plate juga merupakan metode yang digunakan
untuk menghitung jumlah mikroorganisme dari suatu
sampel. Selain itu, teknik ini biasa digunakan untuk
memisahkan mikroorganisme yang terdapat dalam
sampel dengan volume sedikit, yang disebarkan pada
permukaan media agar di dalam cawan [31]. Teknik
inokulasi yang sering digunakan dalam uji antibakteri
terutama dengan metode cakram adalah teknik
inokulasi spread plate. Hal ini dikarenakan pertumbuhan
bakteri yang diinokulasikan tumbuh di permukaan
media agar saja schingga efek dari zat antibakteri yang
diujikan akan langsung mengenai bakterinya. Menurut
Hudzicki [32], teknik inokulasi bakteri yang digunakan
pada uji antibakteri difusi cakram Kirby-Bauer adalah
teknik swab. Prinsip teknik swab adalah dengan
menggoreskan swab yang sudah direndam pada
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inokulum ke seluruh permukaan media agar. Teknik
swab ini sama prinsipnya dengan teknik spread plate.
Penggunaan teknik inokulasi spread plate untuk uji
antibakteri memiliki kekurangan yaitu pertumbuhan
isolat yang tidak merata pada media uji sehingga akan
menyebabkan hasil uji antibakteri tidak seragam.
Kekurangan ini juga terjadi pada penelitian ini yaitu

hasil inokulasi bakteri E. co/i pada media agar untuk uji

b

a

antibakteri baik menggunakan pelarut etanol PA atau
etanol teknis maupun metode uji cakram atau difusi
sumuran agar menghasilkan pertumbuhan isolat yang
tidak merata pada media uji serta hasil zona hambat
yang tidak seragam (Gambar 6a, 6c, Ge, 6g), berbeda
dengan hasil teknik inokulasi pour plate (Gambar 6b, 6d,
6f, 6h).

Gambar 6. Hasil Uji Antibakteri dengan berbagai perlakuan, a. PA_S_SP, b. PA_S_PP, c. PA_C_SP,d. PA_C_PP,
e. T_S_SP,f. T_S_PP,g. T_C_SP, dan g T_C_PP

Berdasarkan hasil penelitian ini dapat diketahui
bahwa ekstrak etanol rimpang kunyit baik
menggunakan pelarut etanol PA ataupun pelarut
etanol teknis ketika proses maserasi, mampu
menghambat pertumbuhan bakteri E. /. Hal ini
dikarenakan adanya senyawa kurkumin pada rimpang
kunyit yang memiliki sifat antibakteri. Menurut
Priyadarsini [33], senyawa bioaktif utama dari rimpang
kunyit adalah minyak atsiri dan kurkuminoid. Senyawa
kurkuminoid pada ekstrak rimpang kunyit terdiri atas
curcumin (60-70%), demethoxycurcumin (20-27%)
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dan bisdemethoxycurcumin (10-15%). Mekanisme
kerja kurkumin sebagai antibakteri mirip senyawa
fenol lainnya yaitu menghambat metabolisme bakteri
dengan cara merusak membran sitoplasma dan
merusak protein di dalam sel sehingga menyebabkan
metabolisme  terganggu dan  pertumbuhannya
terhambat bahkan sel bakteri mati [19], [34]. Selain itu,
menurut Rahmawati e a/ [19], senyawa kurkumin
mampu menghambat aktivitas bakteri E. co/i dengan
cara menghambat aktivitas enzim siklooksigenase-2
(cox-2) yang dapat mengubah asam arakhidonat
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menjadi prostaglandin. Senyawa aktif pada rimpang
kunyit menyebabkan terjadinya plasmolisis, kerusakan
dinding sel dan kematian sel dari bakteri Staphylococcus
anrens [35]. Berdasarkan penelitian Gupta ez al. [36], sel
bakteri §. aurens setelah dipapar dengan ekstrak
rimpang kunyit dengan konsentrasi 0,5 g/ml selama 24
jam mengalami kelainan morfologi, dengan hilangnya
sebagian membran sitoplasma, yang menyebabkan
kerusakan sel bakteri hingga mengalami kematian
selnya.

KESIMPULAN

Hasil uji antibakteri ekstrak etanol rimpang kunyit
pada penelitian ini mampu menghambat pertumbuhan
bakteri E. co/i walaupun dengan beberapa perlakuan
yang berbeda. Hasil analisis menunjukkan bahwa
terdapat pengaruh yang signifikan dari perlakuan yang
digunakan terhadap hasil rata-rata zona hambat yang
terbentuk. Berdasarkan hasil rata-rata zona hambat
yang terbentuk, penggunaan pelarut etanol Pro Analis
/ Absolut dengan konsentrasi 99% lebih baik
dibandingkan dengan penggunaan pelarut etanol
teknis 97%. Metode uji antibakteri yang digunakan
pada penelitian ini yang menghasilkan rata-rata zona
hambat dari ekstrak etanol rimpang kunyit lebih tinggi
adalah metode difusi cakram dibandingkan dengan
difusi sumuran agar. Teknik inokulasi bakteri juga
berpengaruh terhadap hasil zona hambat dari ekstrak
etanol rimpang kunyit yang terbentuk. Teknik
inokulasi spread plate memiliki rata-rata zona hambat
lebih tinggi dari pada pour plate pada perlakuan pelarut
etanol PA dan teknis serta metode uji difusi sumuran
dan cakram. Saran untuk penelitian lebih lanjut yaitu
perlu dilakukannya penelitian terkait pengaruh jenis
pelarut etanol, metode uji antibakteri dan teknik
inokulasi pada ekstrak rimpang kunyit tehadap jenis
bakteri patogen yang lain.
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