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ABSTRAK
Pendahuluan: Masyarakat Indonesia telah banyak memanfaatkan tanaman herbal termasuk diantaranya rimpang
Alpinia purpurata (A. purpurata) dan Zingiber officinale (Z. officinale) sebagai antibakteri. Walaupun penggunaan
kedua rimpang tersebut telah banyak, namun belum ada bukti saintifik terkait hal tersebut. Penelitian ini bertujuan
untuk identifikasi efektifitas antibakteri kedua rimpang tersebut.
Metode: Penelitian in vitro pada koloni bakteri S. aureus dan E.coli ini menggunakan ekstrak metanol dengan
metode soklet untuk mengetahui aktivitas antibakteri kombinasi rimpang A. purpurata dan Z. Officinale.
Perbandingan (P) A. purpurata dan Z. Officinale yaitu P1(25:75), P2(50:50), P3(75:25). Sebelumnya perlakuan,
uji skrining fitokimia kami lakukan untuk mengetahui metabolit sekunder. Selanjutnya uji antibakteri pada S.
aureus atau E. coli menggunakan metode difusi cakram dan pengukuran zone of inhibition (ZOI). Amoksisilin dan
asam nalidiksat digunakan sebagai pembanding. Analisa data menggunakan uji one way ANOVA dengan taraf
signifikansi adalah p < 0,05.
Hasil: Skrining fitokimia rimpang A. purpurata dan Z. officinale menunjukkan adanya alkaloid, flavonoid, tanin
dan fenol. Hasil ZOl pada S. aureus pada kelompok P1, P2 dan P3 berturut-turut 6,43+0,55, 6,66+1,40 dan
6,60+0,70 mm. Sedangkan, hasil ZOI pada E.coli pada kelompok P1, P2 dan P3 berturut-turut 7,40+0,30 8,26+0,64
dan 7,96+1,00 mm. Amoksisilin dan asam nalidiksat menunjukkan hasil ZOl yang lebih besar..
Kesimpulan: Kombinasi ekstrak metanol A. purpurata dan Z. officinale memiliki potensi aktivitas antibakteri
baik pada S. aureus maupun E. coli.
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ABSTRACT
Introduction: Indonesian society have been widely using herbal plants including Alpinia purpurata (A.
purpurata) and Zingiber officinale (Z. officinale) rhizomes as an antibacterial. Although people are extensively
taking benefit of these rhizomes, but saintific proofs are needed to provide enough evidence. This study aimed to
identify whether these rhizomes possess the antibacterial effectiveness.
Methods: This in vitro study on S. aureus dan E.coli colonies were using methanolic extract with soxlet method
to evaluate antibacterial activity of combination (P) of A. purpurata and Z. officinale rhizomes with the ratios as
follows P1(25:75), P2(50:50), P3(75:25). Initially, we screened the phytochemical secondary metabolites. Then,
the antibacterial tests were carried out using disc diffusion, by measuring the zone of inhibition (ZOI). Amoxicillin
and nalidixic acid were used as comparisons. Data were analysis using one way ANOVA test with a significance
level of p < 0,05.
Results: Alpinia purpurata and Z. officinale rhizomes contain alkaloids, flavonoids, tannins and phenols. The ZOI
results of S. aureus on P1, P2 and P3 were 6.43+0.55, 6.66+1.40, and 6.60+£0.70 mm. However, ZOI results of
E.coli on P1, P2 and P3 were 7.40+0.30, 8.26+0.64, and 7.96+1.00 mm. The Amoxicillin and nalidixic acid
showed larger ZOl.
Conclusion: The combination of A. purpurata and Z. officinale methanol extracts provide antibacterial activity
against S. aureus and E. coli.
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PENDAHULUAN

Resistensi antibiotik merupakan masalah dalam
dunia kesehatan. Menurut hasil Riset Kesehatan
Dasar 2013 (Riskesdas), 35,2% rumah tangga
menyimpan obat untuk pengobatan sendiri.
Berdasarkan 35,2% rumah tangga yang memiliki
obat, 35,7% menyimpan obat keras dan 27,8% di
antaranya menyimpan sekitar 86,1% antibiotik tanpa
resep. Hal yang dapat memicu terjadinya resistensi
antara lain penyalahgunaan obat (overdosis), efek
samping obat, dan interaksi atau penyalahgunaan
obat., yang masih sering dijumpai pada masyarakat.
Sehingga di butuhkan inovasi dalam mengatasi hal
tersebut.! Kombinasi herbal sebagai antibakteri
adalah alternatif dalam permasalahan ini.

Hasil penelitian sebelumnya, melaporkan
adanya senyawa metabolit sekunder pada rimpang A.
purpurata yaitu golongan fenolik, flavonoid,
alkaloid, triterpenoid, steroid dan tanin.? Ekstrak
rimpang Z. officinale memiliki senyawa bioaktif
yang dapat menghambat pertumbuhan mikroba yaitu
minyak atsiri, fenol, flavonoid, dan terpenoid.®*
Didukung pada penelitian sebelumnya dilaporkan
bahwa masing masing ekstrak tunggal rimpang A.
purpurata dan rimpang Z. officinale memiliki zona
hambat terhadap gram positif dan gram negatif. 5°

Dalam penelitian ini kedua ekstrak dari rimpang
A. purpurata dan Z.officinale akan dikombinasikan
untuk memperkuat aktivitas antibakteri. Dari
penelitian ~ sebelumnya  menjelaskan  bahwa
kombinasi ekstrak beberapa tanaman memiliki daya
hambat  antibakteri  lebih  besar  daripada
menggunakan ekstrak tanaman tunggal. Karena
selain memiliki bioaktivitas yang lebih tinggi, hasil
kombinasi herbal memiliki aktivitas yang luas
terhadap sejumlah besar bakteri.’

Penelitian sebelumnya kombinasi ekstrak
rimpang Saluang Belum (Lavanga sarmentosa) dan
rimpang Kuning (Arcangelisia flava Merr) dan
mengkudu terbukti memiliki aktivitas antibakteri.®
Namun, belum ada penelitian yang mengkombinasi
rimpang A. purpurata dan rimpang Z.officinale.
Berdasarkan hal tersebut, maka perlu dilakukan
penelitian kombinasi ekstrak rimpang A. purpurata
dan rimpang Z. officinale dengan tujuan
membuktikan aktivitas antibakteri dari kombinasi
kedua ekstrak dapat menghambat pertumbuhan
koloni S. aureus dan E. coli.

METODE PENELITIAN
Desain, Waktu, dan Tempat Penelitian

Penelitian eksperimental laboratorik in vitro
menggunakan S. aureus dan E. coli untuk melihat
aktivitas antibakteri. Penelitian ini dilakukan di
LPRK Fakultas Kedokteran Universitas Islam
Malang pada bulan Januari hingga Juni 2021.

Sampel Penelitian

Sampel S. aureus dan E. coli non pathogenic
didapatkan dari LPRK Fakultas Kedokteran
Universitas Islam Malang. Simplisia A. purpuratata
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dan Z. officinale di determinasi oleh UPT Balai
Materia Medica Kota Batu.

Pembuatan Ekstrak Metanol A. purpurata dan Z.
officinale dengan Metode Soklet

Pembuatan ekstrak dilakukan pada masing —
masing simplisia dengan menggunakan pelarut
metanol dengan perbandingan 1:10. Perbandingan
simplisia masing-masing sebanyak 50 gram dengan
500 ml pelarut. Simplisia diekstrak menggunakan
alat soklet merk isopad hingga didapatkan filtrat.
Filtrat dipekatkan menggunakan rotary evaporator
hingga pelarut menguap. Selanjutnya, diuapkan
dengan waterbath dengan suhu kurang lebih 60°C
hingga diperoleh ekstrak kental.

Screening Fitokimia

Uji ekstrak metanol dilarutkan dalam 20 ml
pelarut untuk pengujian skrining fitokimia. Seperti
yang sudah dilakukan pada penelitian sebelumnya,
uji positif alkaloid dengan pereaksi Mayer memiliki
endapan putih, sedangkan pereaksi Dragendroff
membentuk endapan jingga kecoklatan. Pada
flavonoid terdeteksi adanya warna merah jingga. Uji
positif saponin menunjukkan busa stabil setinggi 1-
10 cm selama kurang lebih 10 menit. Uji positif tanin
menunjukkan warna biru kehitaman atau kehijauan.
Adanya steroid menunjukkan warna biru atau hijau,
dan warna merah atau ungu pada terpenoid. Uji fenol
positif adanya warna hitam menunjukkan adanya
senyawa fenolik.%1011

Pembuatan Kombinasi Ekstrak Metanol A.
purpurata dan Z. officinale

Ekstrak sebanyak 100 mg dari masing masing
ekstrak di larutkan dalam 100 ml metanol dengan
perbandingan P1 (25%:75%), P2 (50%:50%), P3
(75%:25%). Variasi konsentrasi dari 1000 ppm,
dosis yang digunakan 25 mg untuk 25%, 50 mg
untuk 50%, 75 mg untuk 75% kemudian di celupkan
cakram untuk ditanamkan pada cawan petri.*2

Penentuan Zone of Inhibition

Metode difusi cakram digunakan untuk melihat
zona inhibisi pada media Mueller Hinton Broth dan
agar. Pada media yang sudah memadat dimasukkan
cakram kertas dengan diameter 3 mm, masing-
masing diisi dengan larutan ekstrak herbal, kontrol
negatif (pelarut), dan kontrol positif (antibiotik +
media) dengan dosis cakram pada antibiotik
amoksisilin 25 mcg, dan dosis antibiotik asam
nalidiksat 30 mcg, tiap tahap dilakukan secara
aseptis. Selanjutnya diinkubasi dengan suhu 37 °C
selama 24 jam, zona hambat diukur dari diameter
pada daerah bening pada cakram menggunakan
jangka sorong dengan satuan milimeter.*®

Analisa data

Analisa data statistik dilakukan dengan
Statistical Package for the Social Sciences (SPSS)
versi 26. Sebelumnya dilakukan uji normalitas dan
uji homogenitas dilanjutkan dengan uji One-Way
ANOVA kemudian dilanjutkan uji post — hoc.*



HASIL DAN ANALISA DATA
Hasil Screening Fitokimia

Uji fitokimia di lakukan secara kualitatif ini
menguji adanya senyawa polar seperti alkaloid,
flavonoid, fenol, saponin dan tanin.
Tabel 1 Hasil Uji Skrining Fitokimia Rimpang A.
purpurata dan Z. officinale

Uji Fitokimia ~ A. purpurata  Z. officinale
Alkaloid + +
Flavonoid + +
Saponin - -
Tanin + +
Fenol + +
Terpenoid - -
Steroid - -

Keterangan : (+) terdeteksi senyawa metabolit ;
(-) tidak terdeteksi senyawa metabolit

Hasil skrining fitokimia sesuai pada Tabel 5.1
menunjukkan bahwa A. purpurata dan Z. officinale
mengandung alkaloid, flavonoid, fenol dan tanin,
dan negatif pada percobaan saponin, steroid dan
terpenoid

Hasil Zone of inhbition dilakukan tiga kali
pengulangan, masing — masing dalam cakram berisi
amoksisilin  sebagai kontrol positif, kombinasi
konsentrasi A. purpurata dan Z.officinale P1 (25:75),
P2 (50:50), dan P3 (75:25) dengan konsentrasi
ditemukan zona bening. Pada kontrol negatif tidak
ditemukan adanya zona bening. Hasil pengukuran
dapat dilihat pada Tabel 2

Hasil Uji Zone of Inhibition Kombinasi Ekstrak Metanol A. purpurata dan Z. officinale terhadap S. aureus
dan E. coli dibandingkan Amoksisilin dan Asam nalidiksat

Gambar 1 Hasil ZOI kombinasi ekstrak methanol A. purpurata dan Z. officinale terhadap S. aureus (A) dan E.coli (B).



Tabel 2 Hasil Pengukuran ZOI S. aureus dan E. coli 1000 ppm

Dosis (Z. officinale: A. X+SD X+SD
purpurata) S.aureus E. coli
P1 6,43+0,55 7,40+0,30
P2 6,66+1,40 8,26+0,64
P3 6,60+0,70 7,96+1,00
Amoksisilin 42,43+1,65* Tidak dilakukan
Asam nalidiksat Tidak dilakukan 14,53+1,53*
Metanol (Kontrol - ) 0+00 0+00

Keterangan : *, Berbeda signifikan.

Berdasarkan hasil zona inhibisi yang terlihat
pada Tabel 2, dapat dilihat bahwa nilai rata — rata
pada tabel tidak didapatkan perbedaan yang
signifikan antara P1,P2, dan P3, sedangkan
didapatkan perbedaan signifikan terhadap antibiotik,
dan tidak memiliki efek pada metanol.

Analisa data statistik penelitian menunjukkan
bahwa hasil uji normalitas Shapiro-Wilk dari ZOI
dengan dosis 1000 ppm dengan data nilai pada
S.aureus P1, P2 dan P3 berturut-turut 0.174, 0.482,
0.274 dan E. coli P1, P2 dan P3 berturut-turut 1.000,
0.298, 0.890 dengan nilai signifikasi p > 0.05 yang
memiliki makna bahwa data tersebut terdistribusi
normal. Selanjutnya pada analisis homogenitas hasil
menunjukkan data nilai pada S.aureus 0.391 dan E.
coli 0.090 dengan nilai signifikasi p > 0.05,
bermakna bahwa data pada penelitian memiliki
varian yang sama sehingga dapat dilakukan
pengujian berikutnya dengan menggunakan One
Way ANOVA.

Hasil uji One Way ANOVA didapatkan data
pada kedua kelompok perlakuan yaitu 0,000 dengan
signifikasi p < 0.05 menunjukkan adanya perbedaan
signifikan.  Selanjutnya pada uji Post-Hoc
didapatkan hasil pada kontrol positif kedua
kelompok perlakuan di bandingkan dengan
kelompok kombinasi herbal dengan nilai signifikasi
p < 0.05 yang berarti adanya perbedaan bermakna
dibandingkan dengan kelompok kombinasi herbal.
Sedangkan tidak adanya perbedaan bermakna
didapatkan antara masing masing kelompok
kombinasi herbal dengan nilai signifiasi p > 0.05.

PEMBAHASAN
Kandungan Senyawa Aktif Hasil Uji Fitokimia
Ekstrak Metanol dengan Metode Soklet A.
purpurata dan Z. officinale

Pada hasil skrining ekstrak metanol A.
purpurata dan Z. officinale didapatkan hasil bahwa
keduanya mengandung senyawa alkaloid, flavonoid,
tanin dan fenol. Hasil skrining fitokimia pada
penelitian ini sesuai dengan penelitian sebelumnya
bahwa ekstrak metanol A. purpurata memiliki
senyawa metabolit sekunder yaitu tanin, flavonoid,
alkaloid.’®>  Pada penelitian sebelumnya
menunjukkan bahwa A. purpurata memiliki
kandungan fenol vyang bersifat antibakteri.®
Kemudian pada penelitian lain menunjukan hasil
ekstrak etanol Z. officinale mengandung senyawa
fenolik, alkaloid, flavonoid, dan tanin.'’

Pada penelitian ini menggunakan pelarut polar
yaitu metanol. Sesuai prinsip like dissolve like,
pelarut yang digunakan akan melarutkan senyawa
yang miliki sifat yang sama.’® Sehingga senyawa
non polar seperti terpenoid dan steroid tidak muncul
dalam skrining fitokimia. Senyawa lainnya memiliki
sifat tidak tahan panas yaitu pada saponin diduga
tidak muncul dalam skrining fitokimia karena
melewati metode ekstraksi sokletasi dengan
pemanasan. Hal ini didukung oleh penelitian
sebelumnya bahwa proses pemanasan dapat merusak
senyawa bioaktif.!® Kandungan senyawa metabolit
juga dapat dipengaruhi oleh lingkungan termasuk
cahaya, nutrisi yang tersedia, komposisi media dan
perbedaan  morfologis.?®  Sehingga  dapat
mempengaruhi luasnya ZOI pada kombinasi ekstrak
metanol A. purpurata dan Z. officinale.

Perbedaan aktivitas antibakteri pada masing-
masing kombinasi ekstrak juga dipengaruhi oleh
senyawa aktif dalam ekstrak. Adanya senyawa
alkaloid sebagai antibakteri dengan mekanisme
mengganggu komponen sel bakteri dari penyusun
peptidoglikan sehingga lapisan dinding sel tidak
terbentuk secara utuh, menyebabkan lisis pada
dinding sel.??? Senyawa flavonoid memiliki
mekanisme antibakteri yang dapat menguraikan
protein sel pada bakteri dan dapat merusak membran
sitoplasma, menyebabkan kebocoran pada sel.
Selain itu, flavonoid dapat menginaktifkan sistem
enzim bakteri yang dapat menyebabkan kematian
bakteri.??3

Senyawa tanin sebagai antibakteri bekerja pada
polipeptida  dinding sel  bakteri  sehingga
pembentukan dari dinding sel menjadi kurang
sempurna dan menyebabkan kematian pada sel.
Tanin dapat mengganggu jalannya protein pada
lapisan dalam sel dan dapat menginaktifkan enzim
pada bakteri.?#?> Tanin bekerja pada membran sel,
dan dapat menonaktifkan fungsi materi genetik pada
sel bakteri.?®?” Tanin juga dapat menghambat
pertumbuhan bakteri sebagai aktivitas antibakteri
dengan mekanisme koagulasi protoplasma pada sel
bakteri.?628

Senyawa fenol dapat menguraikan protein dan
merusak membran sel bakteri.?*?® Golongan fenol
dapat menginaktifkan enzim dan mendenaturasi
protein  sehingga  menyebabkan  penurunan
permeabilitas dan mengakibatkan kerusakan pada
dinding sel. Perubahan permeabilitas membran
sitoplasma menyebabkan terganggunya transportasi
ion-ion organik ke dalam sel sehingga menghambat



pertumbuhan sel bahkan dapat menyebabkan
kematian sel.303t

Kemampuan Kombinasi Ekstrak Menghambat
Koloni S. aureus

Kemampuan daya hambat ekstrak kombinasi
A. purpurata dan Z. officinale diduga dipengaruhi
efek antagonis pada interaksi antar senyawa kimia
yang terkandung pada masing-masing ekstrak.
Senyawa metabolit  sekunder yang saling
berinteraksi memberikan efek penurunan aktivitas
antibakteri terhadap S. aureus dan E. coli. Pada teori
tanaman obat, terdapat senyawa metabolit lain yang
mungkin mempengaruhi respon dari hasil yang
diharapkan selain zat aktif sebagai komponen utama
yang paling berpengaruh. Hasil penggabungan dua
ekstrak pada konsentrasi rendah dapat memiliki efek
meningkatkan atau melemahkan satu sama lain.%?

Perbedaan efektifitas terhadap S. aurerus dan
E.coli ini dapat terjadi karena struktur dinding
bakteri itu sendiri. Bakteri gram positif S.aureus
memiliki struktur dinding sel yang kaku karena
terdiri dari peptidoglikan yang lebih tebal pada
dinding sel.®* Mekanisme amoksisilin akan berikatan
pada protein membran, penisilin binding protein
1A(PBP-1A) pada dinding sel. Kemudian
membentuk ikatan silang antar peptidoglikan yang
akan menghancurkan enzim transpeptidase dalam
pembentukan dinding sel. Sehingga, tekanan intrasel
meningkat, dinding sel bakteri menjadi rapuh, terjadi
osmosis dan lisis.** Amoksisilin bekerja dengan
menghambat ikatan silang antara rantai polimer
peptidoglikan linier yang membentuk komponen
utama dinding sel bakteri gram positif dan
komponen kecil bakteri gram negatif. Sehingga,
amoksisilin bekerja lebih efektif pada bakteri gram
positif.

Hal tersebut didukung oleh hasil pada ketiga
perbandingan ZOIl dari S. aureus dan E. coli
didapatkan tidak adanya perbedaan bermakna karena
Kinerja antibakteri yang kurang aktif dalam
menghambat bakteri tersebut dipengaruhi oleh
interaksi antara senyawa aktif antibakteri dalam
kombinasi ekstrak A. purpurata dan Z. officinale
serta kandungan senyawa lain yang dapat
mempengaruhi kerja dari aktivitas antibakteri. Besar
zona hambat dapat disebabkan oleh beberapa faktor
seperti laju difusi, jenis media agar yang digunakan,
jumlah  organisme yang diinokulasi, laju
pertumbuhan bakteri, konsentrasi bahan kimia, dan
kondisi pada inkubasi.*®

Kemampuan Kombinasi Ekstrak Menghambat
Koloni E. coli

Hasil zona hambat dari kombinasi ekstrak pada
penelitian ini didapatkan diameter lebih kecil
daripada kontrol positif antibiotik. Hal tersebut
sesuai dengan penelitian sebelumnya bahwa faktor
yang mempengaruhi adalah MIC (minimal
inhibitory concentration) dari antibiotik sudah
diketahui, sedangkan kemampuan konsentrasi
kombinasi ekstrak herbal yang digunakan belum
diketahui.®® Selain itu, efek farmakologis lemah,
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bahan baku yang belum terstandar, belum dilakukan
uji klinik dan resiko mudah tercemar berbagai jenis
mikroorganisme menjadi kelemahan dari kombinasi
herbal A. purpurata dan Z. officinale. Sehingga
menyebabkan  kemampuan antibakteri  yang
dihasilkan tidak sebanding dengan amoksisilin dan
asam nalidiksat sebagai pembanding.%®

Bakteri gram negatif E. coli memiliki struktur
dinding sel yang relatif lebih kompleks dan berlapis
karena terdiri dari lipoprotein, lipopolisakarida, dan
peptidoglikan.®® Mekanisme antibakteri dari asam
nalidiksat membentuk terner kuinolon-
topoisomerase-DNA kompleks, sehingga
menghambat sintesis DNA dan menyebabkan
kematian sel bakteri.*>* Obat ini adalah inhibitor
DNA gyrase yang sangat spesifik, dengan
menggunakan energi  dari  hidrolisis  ATP
topoisomerase, dapat menutup DNA sirkuler yang
mengkatalisis pengenalan superkoil negatif.4* Hal
tersebut sesuai dengan teori bahwa penghambatan
dari DNA gyrase adalah target primer untuk bakteri
Gram-negatif.*?

Peneliti meninjau dari kriteria kekuatan daya
hambat, apabila diameter zona hambat 20 mm atau
lebih termasuk kategori sangat kuat, 10-20 mm
kategori kuat, 5-10 mm kategori sedang, dan 5 mm
atau kurang masuk dalam daya antibakteri kategori
lemah.*3# Sehingga kriteria daya hambat kombinasi
ekstrak metanol A. purpurata dan Z. officinale
terhadap S. aureus dan E. coli termasuk dalam
kategori sedang. Zona hambat memiliki acuan untuk
menentukan resistensi bakteri terhadap antibiotik,
yang ditunjukkan pada diameter zona bening. Ada
tiga tingkat resistensi bakteri yaitu sensitif bila
terbentuk zona bening, intermediet bila terbentuk
zona bening, tetapi dengan diameter kecil dan
resisten yaitu tidak terbentuk zona bening.

KESIMPULAN

1. Kombinasi ekstrak A. purpurata dan Z.
officinale tidak memiliki aktivitas antibakteri
yang signifikan terhadap bakteri S.aureus dan
E.coli dibandingkan kontrol negatif.

2. Kombinasi ekstrak A. purpurata dan Z.
officinale  memiliki daya hambat terhadap
S.aureus dan E.coli dibandingkan kontrol
negatif.

3. Kombinasi ekstrak A. purpurata dan Z.
officinale memiliki daya hambat yang lebih
kecil dibandingkan antibiotik

4. Kombinasi ekstrak metanol A. purpurata dan Z.
officinale memiliki metabolit sekunder berupa
alkaloid, flavonoid, tanin dan fenol.

SARAN

1.  Peneliti memilih jenis metode ekstraksi,
pengambilan bahan dan identifikasi senyawa
lainnya untuk mengoptimalkan kandungan
senyawa aktif.

2. Peneliti melakukan penelitian secara in vivo
dan in silico untuk mengetahui efektifitas
antibakteri.



3. Peneliti memperhatikan prosedur pengambilan
foto yang baik dan benar.

4.  Peneliti melakukan uji fraksinasi untuk melihat
komposisi dari kandungan ekstrak.

5. Peneliti mengkombinasi masing masing ektrak
hasil fraksinasi.

6. Peneliti menggunakan view drugs sebagai
pembanding dengan mekanisme yang berbeda.

7.  Penelitian selanjutnya mengunakan kombinasi
herbal dan ekstrak tunggal
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