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ABSTRACT

The rhizome of temu kunci (Boesenbergia rotunda) is one of the plants used by the local people in
Indonesia as a traditional medicine. This study aimed to identify the secondary metabolite compounds
contained in the dichloromethane extract with phytochemical screening and investigate its
antibacterial activity against test bacteria Staphylococcus aureus ATTC 25923 was carried out by agar
diffusion method with modification where tetracycline as a positive control and ethanol as a negative
control. The phytochemical screening showed the dichloromethane extract contains secondary
metabolites such as alkaloids, flavonoids, phenolics and triterpenoids. With 1 mg/mL of
dichloromethane extract revealed its antibacterial activity against S. aureus with inhibitory zone value
of 15.0 + 0.0 mm while its MIC value of the extract was 0.031 = 0.0 mg/mL toward of tested bacteria. In
addition, tetracycline as a positive control at 0.5 pg/mL exhibited its antibacterial potential with an
inhibitory zone value of 22.0 + 0.0 mm and its MIC value of 0.016 + 0.577 pg/mL.

Keywords: Boesenbergia rotunda, Phytochemical Screening, Antibacterial Activity, Minimum
Inhibitory Concentration.

1. PENDAHULUAN

Penyakit infeksi merupakan salah satu masalah utama di negara maju dan berkembang.
Infeksi ini dapat terjadi akibat kontaminasi mikroorganisme patogen seperti bakteri yang
mana semakin meningkat seiring dengan berjalannya waktu. Menurut World Health
Organization (WHO), penyakit infeksi merupakan penyebab kematian utama pada anak-anak.
Data WHO pada tahun 2012 menunjukkan 1-20% penyebab kematian anak dengan umur
kurang dari 5 tahun disebabkan oleh infeksi yang diakibatkan oleh bakteri seperti diare,
demam tifoid, demam berdarah dan radang paru-paru.l? Infeksi terjadi karena adanya
interaksi mikroorganisme patogen dengan makroorganisme dalam kondisi tertentu.3 Salah
satu jenis bakteri yang dapat mengakibatkan terjadinya infeksi khususnya infeksi pada kulit
adalah Staphylococcus aureus (S. aureus) yang merupakan bakteri Gram positif yang
menyebabkan naiknya kematian setiap tahun. S. aureus akan berkoloni di hidung dan kulit
manusia sehingga menyebabkan berbagai penyakit.4 Apabila lapisan permukaan kulit terluka

karena gesekan, goresan ataupun penyakit
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lain. Infeksi S. aureus dapat berupa bisul, selulitis dan impetigo.>

Temu kunci (Boesenbergia rotunda) adalah salah satu spesies jahe dan tanaman herbal
yang dapat tumbuh di Asia Tenggara, India, Sri Lanka, dan Cina Selatan. Tanaman tersebut
termasuk ke dalam keluarga Zingiberaceae dan di bawah genus Boesenbergia yang
sebelumnya termasuk ke dalam genus Kaempferia oleh Baker.6 Di Indonesia, temu kunci
merupakan tanaman asli yang sering digunakan sebagai bahan baku obat-obatan karena
kandungan di dalamnya. Kandungan tersebut antara lain minyak atsiri (sineol, kamfer, d-
borneol, zingiberin, d-pinen, sesquiterpen), pinostrobin dan pinocembrin,” damar,® saponin
dan flavonoid,® kurkumin, zedoarin, zat pati.l® Rimpang temu kunci bermanfaat sebagai obat
batuk kering, sariawan, kurap, cacingan!! dan antidiare.8 Beberapa senyawa dari ektsrak temu
kunci yang memiliki aktivitas biologi seperti antibakteri, analgesik, antipiretik, antitumor, anti
human immunodeficiency syndrome (anti HIV), dan antioksidan.!2 Berdasarkan uraian
tersebut, dilakukan penelitian tentang uji aktivitas antibakteri ekstrak diklorometana rimpang
temu kunci (Boesenbergia rotunda) terhadap bakteri S. aureus.

2. METODE
2.1 Alat dan Bahan
2.1.1. Alat

Alat yang digunakan dalam penelitian adalah blender, wadah maserasi, oven, kertas
saring, kapas, aluminium foil, tisu, kertas label, plastic warp, cotton bud, corong kaca,
seperangkat alat rotary evaporator, batang pengaduk, spatula, mangkuk kaca, botol semprot,
cawan petri, jarum ose, tabung reaksi, autoklaf, mikro pipet, pipet ukur, hot plate, magnetic
stirrer, shaker, Erlenmeyer, gelas kimia, pipet tetes, pipet volume, gelas ukur, neraca analitik,
neraca digital, wadah kaca, toples maserasi, tip, multi pipet, microtube, gelas ukur, laminar air
flow dan inkubator.

2.1.2. Bahan

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah rimpang temu kunci, dikolormetana
(teknis), akuades, medium Nutrient Agar (NA), medium Nutrient Broth (NB), etanol (teknis),
larutan H2SO4p), larutan asam asetat glasial, larutan FeClz 1%, larutan HClpy larutan HCI 2N,
pereaksi Dragendorff, dan pita Mg.

2.2 Prosedur Penelitian
2.2.1. Persiapan Sampel

Sampel rimpang temu kunci dibersihkan dengan menggunakan air mengalir, lalu sampel
dikeringkan pada suhu ruang tanpa paparan sinar matahari dan sampel dihaluskan. Ekstraksi
rimpang temu kunci sebanyak 5 kg dilakukan dengan metode maserasi menggunakan pelarut
diklorometana. Kemudian, disaring dan filtrat diuapkan menggunakan rotary evaporator
sehingga diperoleh ekstrak diklorometana rimpang temu kunci. Proses maserasi dengan
diklorometana terus dilakukan hingga warna larutan berubah menjadi bening.

2.2.2. Skrining Fitokimia

Uji skrining fitokimia didasarkan pada uji warna untuk mengindetifikasi senyawa
metabolit sekunder seperti alkaloid, flavonoid, fenolik dan tripterpenoid/steroid yang
terkandung pada suat sampel. Uji alkaloid dilakukan dengan mereaksikan ekstrak
diklorometana rimpang temu kunci dengan 3 tetes larutan HCl 2N dan 3 tetes pereaksi
Dragendorff. Hasil positif alkaloid ditandai dengan terdapat endapan berwarna jingga.13 Uji
flavonoid dilakukan dengan mereaksikan ekstrak diklorometana rimpang temu kunci dengan
pita Mg dan HCl).Hasil positif flavonoid ditandai perubahan warna menjadi kuning, orange
dan merah.!4 Uji fenolik dilakukan dengan mereaksikan ekstrak diklorometana rimpang temu
kunci dengan 1 mL FeCl; 1%. Hasil positif fenolik ditandai dengan terjadi perubahan warna
menjadi coklat, merah, ungu, biru atau hitam yang kuat.15 Uji triterpenoid dilakukan dengan
mereaksikan ekstrak diklorometana rimpang temu kunci dengan 1 mL CH3COOH dan 3 tetes
H2SO4py. Hasil positif triterpenoid ditandai dengan terjadi perubahan warna merah, coklat
pekat atau ungu.l¢ Uji saponin dilakukan dengan mereaksikan ekstrak diklorometana
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rimpang temu kunci dengan akuades panas. Hasil positif dari saponin ditandai dengan
adanya busa selama 10 menit.14
2.2.3. Uji Aktivitas Antibakteri

Uji aktivitas antibakteri dari tanaman rimpang temu kunci (Boesenbergia rotunda)
(sampel uji) terhadap bakteri Staphylococcus aureus ATTC 25923 dilakukan dengan
modifikasi menggunakan metode difusi.lé6 Skrining aktivitas antibakteri dari sampel uji
dimulai dengan mempersiapkan bakteri uji sebanyak 1 ose diambil dari media agar miring
yang mengandung bakteri uji lalu dimasukkan ke dalam tabung reaksi yang sudah
ditambahkan media NB sebanyak 10 mL. Media tersebut kemudian diinkubasi selama 24 jam
pada suhu 37¢C. Selanjutnya disiapkan media NA yang dituang ke dalam cawan petri
sebanyak + 15 mL. Setelah itu, media NA yang telah memadat di-swab bakteri uji pada
permukaan media NA menggunakan cotton bud steril dan dibuat sumuran dengan mengatur
jarak antara sumuran satu dengan lainnya. Selanjutnya ekstrak dengan konsentrasi 1 mg/mL
sebanyak 10 pL ditambahkan ke dalam sumuran dan diinkubasi selama 24 jam dengan suhu
37°C. Setelah itu, diameter zona hambat dihitung disekitar sumuran yang terbentuk.
Prosedur ini juga dilakukan untuk kontrol positif dengan konsentrasi 0,5 pug/mL dan negatif
secara triplo.

2.2.4. Penentuan Nilai MIC (Minimum Inhibitory Concentration)

Nilai MIC ditentukan dari ekstrak rimpang temu kunci (Boesenbergia rotunda) yang
memiliki aktivitas antibakteri tertinggi terhadap bakteri uji menggunakan metode yang sama
seperti pada skrining aktivitas antibakteri. Sampel yang akan diuji dibuat variasi konsentrasi
berdasarkan hasil skrining yang terdiri dari konsentrasi 0,5; 0,25; 0,125; 0,063 dan 0,031
mg/mL. Prosedur ini juga dilakukan untuk kontrol positif (tetrasiklin) dengan variasi
konsentrasi 0,25; 0,125; 0,063; 0,031 dan 0,016 pg/mL serta kontrol negatif (etanol) secara
triplo. Kemudian, diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37°C. Setelah itu, diameter zona
hambat dihitung di sekitar sumuran yang terbentuk. Nilai MIC ditentukan berdasarkan
konsentrasi terkecil dari sampel yang masih memiliki aktivitas antibakteri yang ditunjukkan
dengan terbentuknya zona hambat di sekitar sumuran pada sampel.

3. HASIL DAN PEMBAHASAN
3.1 Hasil Ekstraksi

Proses ekstraksi rimpang temu kunci (Boesenbergia rotunda) sebanyak 5 kg dilakukan
dengan metode maserasi menggunakan pelarut diklorometana yang sebelumnya telah
dikeringkan tanpa paparan sinar matahari secara langsung untuk menghilangkan kandungan
air pada sampel dan mencegah tumbuhnya jamur pada sampel rimpang temu kunci. Filtrat
hasil maserasi yang diperoleh dipekatkan menggunakan rotary evaporator untuk
memisahkan zat dengan pelarutnya (solven). Ekstrak diklrometana rimpang temu kunci
diperoleh sebanyak 653 g dengan hasil rendemen sebesar 13,06 %.

3.2 Skrining Fitokimia

Skrining fitokimia merupakan salah satu metode yang dilakukan untuk mengidentifikasi
senyawa metabolit sekunder yang terkandung dalam suatu bahan alam, serta tahap
pendahuluan untuk memberikan gambaran mengenai kandungan senyawa tertentu yang
terdapat dalam bahan alam yang diteliti. Berdasarkan hasil uji fitokimia, ekstrak
diklorometana mengandung senyawa metabolit sekunder berupa alkaloid, flavonoid, fenolik
dan triterpenoid, sementara untuk saponin tidak ditemukan pada uji tersebut.

3.3 Uji Aktivitas Antibakteri

Skrining aktivitas antibakteri dari ekstrak diklorometana rimpang temu kunci dengan
konsentrasi 1 mg/mL terhadap bakteri Staphylococcus aureus ATTC 25923 (S. aureus)
dilakukan dengan metode difusi agar dengan sumuran yang termodifikasi. Metode ini dipilih
karena lebih mudah untuk mengukur terbentuknya luas zona hambat karena aktivitas
bakteri dapat menjangkau seluruh lapisan dari nutrien agar. Daya hambat antibakteri dapat
dikategorikan berdasarkan zona hambat yang terbentuk yaitu terbagi menjadi excellent
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(zona hambat lebih dari 15 mm), sangat baik (zona hambat 13,1-15,0 mm), baik (zona
hambat 10,1-13,0 mm), sedang (zona hambat 8,1-10,0 mm), lemah (zona hambat 6,1-8,0 mm)
dan tidak aktif (zona hambat lebih kecil atau sama dengan 6 mm).!7 Hasil uji skrining
aktivitas antibakteri pada ekstrak diklorometana rimpang temu kunci terhadap bakteri uji,
dapat dilihat dari Tabel 1.

Tabel 1. Hasil skrining aktivitas antibakteri.

Ekstrak Diameter Zona Hambat * SD (mm)
(1 mg/mL) Staphylococcus aureus ATTC 25923
Temu Kunci 15,0 £ 0,0
Tetrasiklin 22,0+0,0

Etanol 0,0+0,0

Keterangan: diameter sumuran 6 mm, tetrasiklin (kontrol positif
0,5 pg/mL), etanol (kontrol negatif)

Berdasarkan Tabel 1, ekstrak diklorometana rimpang temu kunci pada konsentrasi 1
mg/mL dan tetrasiklin pada konsentrasi 0,5 pg/mL menunjukkan adanya aktivitas antibakteri
terhadap bakteri S. aureus dengan terbentuknya zona bening disekitar sumuran. Ekstrak
diklorometana rimpang temu kunci menunjukkan penghambatan terhadap pertumbuhan
bakteri S. aureus dengan kategori excellent dengan nilai zona hambat sebesar 15,0 mm.
Sedangkan, pada tetrasiklin pada konsentrasi 0,5 pg/mL terbentuk zona hambat dengan
diameter sebesar 22,0 mm. Kemampuan ekstrak diklorometana rimpang temu kunci dalam
menghambat pertumbuhan bakteri uji diduga karena adanya kandungan senyawa metabolit
sekunder yang dapat berperan dalam penghambatan bakteri.

Senyawa alkaloid berperan sebagai antibakteri karena dapat menghambat komponen
penyusun peptidoglikan pada sel bakteri akan diganggu oleh senyawa alkaloid sehingga
lapisan dinding sel tidak terbentuk secara utuh dan sel tersebut akan mati, dan alkaloid juga
menghambat pembentukan sintesis protein sehingga dapat mengganggu metabolisme
bakteri.18 Senyawa flavonoid juga dapat menghambat pertumbuhan bakteri dengan cara
merusak dinding sel bakteri yang terdiri atas lipid dan asam amino. Gugus alkohol pada
senyawa flavonoid akan bereaksi dengan lipid dan asam amino sehingga dinding sel akan
rusak dan flavonoid masuk ke dalam inti sel bakteri. Dalam inti sel, DNA akan bereaksi dengan
senyawa flavonoid dan menyebabkan rusaknya struktur lipid DNA sehingga bakteri akan
mengalami lisis dan sel akan mati.l Senyawa golongan fenolik juga dapat menghambat
pertumbuhan bakteri dengan merusak dinding sel bakteri yang mengakibatkan terjadinya
koagulasi dan denaturasi protein serta menonaktifkan enzim-enzim yang menyebabkan
terjadinya lisis pada membran sel bakteri sehingga sel bakteri mengalami kebocoran dan
menghambat pertumbuhan sel20 Senyawa triterpenoid memiliki mekanisme kerja
penghambatan pertumbuhan bakteri melalui reaksi senyawa tersebut pada membran luar
dinding sel bakteri dengan protein transmembran, membentuk ikatan polimer yang kuat
sehingga terjadi kerusakan pada protein trans-membran yang merupakan pintu keluar
masuknya senyawa sehingga akan permeabilitas dinding sel bakteri terganggu. Hal ini
mengakibatkan kekurangan nutrisi pada sel bakteri sehingga pertumbuhan bakteri terhambat
atau mati.z1

3.4 Penentuan Nilai MIC (Minimum Inhibitory Concentration)

Penentuan nilai MIC (Minimum Inhibitory Concentration) ekstrak diklorometana rimpang
temu kunci dilakukan dengan metode yang sama dengan uji skrining antibakteri yang telah
dilakukan sebelumnya terhadap bakteri uji. Pada penelitian ini variasi konsentrasi sampel
dimulai dari 1 mg/mL kemudian dilakukan dilusi hingga konsentrasi yang lebih kecil yaitu 0,5;
0,25; 0,125; 0,063 dan 0,031 mg/mL serta pada tetrasiklin dimulai dari 0,5 pg/mL dan
dilakukkan dilusi hingga konsentrasi yang lebih kecil yaitu 0,25; 0,125; 0,063; 0,031 dan
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0,016 pg/mL. Adapun nilai MIC dari ekstrak diklorometana rimpang temu kunci dan kontrol
positif (tetrasiklin) terhadap bakteri uji ditunjukkan pada Tabel 2.

Tabel 2. Nilai MIC ekstrak diklorometana rimpang temu kunci dan tetrasiklin terhadap
Staphylococcus aureus ATTC 25923.

Konsentrasi Diameter Zona Hambat + SD (mm)
(mg/mL) Ekstrak diklorometana Tetrasiklin
0,5 14,667 + 0,56 td
0,25 14,0+ 1,0 18,667 + 0,577
0,125 13,333 +0,58 16,0+ 1,0
0,063 13,0+ 0,0 13,67 £ 0,577
0,031 13,0+ 0,0 11,33 £ 0,577
0.016 td 9,0+0,577
Etanol 0,0£0,0 0,0£0,0

Keterangan: diameter sumuran 6 mm, etanol (kontrol negatif), td (tidak dilakukan)

Berdasarkan Tabel 2, diperoleh nilai MIC ekstrak diklorometana rimpang temu kunci dan
tetrasiklin terhadap bakteri S. aureus pada konsentrasi 0,031 dan 0,016 mg/mL secara
berturut-turut. Penentuan nilai MIC merupakan suatu langkah penting untuk meminimalisir
terjadinya resistensi bakteri terhadap antibiotik. Nilai MIC bermanfaat pada penentuan dosis
yang efektif untuk mencapai konsentrasi terapetik sehingga dapat mempengaruhi indeks
farmakokinetik dan farmakodinamik yang dapat digunakan sebagai salah satu rujukan dalam
menyusun kebijakan penggunaan antibiotik.22 Resistensi bakteri dapat terjadi karena
pemberian antibiotik yang tidak efektif atau tidak pada dosis yang tepat sehinggga
mengakibatkan bakteri yang sebelumnya sensitif berubah menjadi resisten dengan
peningkatan MIC yang sangat tinggi.23 Oleh karena itu, pada penentuan nilai MIC dari ekstrak
diklorometana rimpang temu kunci pada konsentrasi lebih kecil diduga memiliki potensi
sebagai agen antibakteri.

4.KESIMPULAN

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, dapat disimpulkan bahwa rimpang temu
kunci (Boesenbergia rotunda) memiliki aktivitas antibakteri terhadap bakteri uji S. aureus
dengan kandungan metabolit sekunder yaitu alkaloid, flavonoid, fenolik dan triterpenoid serta
memiliki potensi antibakteri terhadap S. aureus dengan nilai MIC 0,031 mg/mL. Hal ini dapat
memberi informasi untuk pengembangan penelitian ke depannya untuk rimpang temu kunci
sebagai bahan antibakteri.
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