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ABSTRAK
Pendahuluan: Kasus infeksi nasokomial paling sering disebabkan oleh S.aureus dan E.coli yang cenderung
resisten terhadap antibiotik sehingga perlu kombinasi antibiotik dengan tanaman herbal untuk mengatasi resistensi
antibiotik. Penelitian ini mengidentifikasi senyawa aktif fraksi Elephantopus scaber melalui uji fitokimia dan
menguji ZOI kombinasi fraksi 1-8 E. scaber dengan amoksisilin atau kloramfenikol terhadap S.aureus dan E.coli.
Metode: Eksktrak metanolik E.scaber dilakukan fraksinasi menggunakan fase diam silica gel dan fase gerak 50
ml etil asetat untuk mendapatkan fraksi 1-8. Uji fitokimia fraksi 1-8 menggunakan metode KLT spray dragendorff,
FeClI3, dan formaldehyde. Interaksi antara herbal dengan antibiotik dinilai dengan Ameri-Ziaei Double Antibiotic
Synergism Test (AZDAST) dan zona inhibisi diukur dengan metode Kirby-Bauer.
Hasil: Jadi fraksinasi dengan eluen etil asetat didapatkan F1-F8 yang mengandung alkaloid pada F4-F8 dan
mengandung fenol pada F6-F8. Uji ZOI tunggal didapatkan adanya zona bening pada fraksi 5-8 terhadap S. aureus
sebesar 9,33 mm +2,3, 7,3mm 0,58, 7 mm +0 dan 7,3 mm 0,58, namun pada E.coli semua fraksi tidak memiliki
zona bening. Pada uji kombinasi fraksi 7 dengan amoksisilin terhadap S. aureus bersifat sinergis sedangkan
kombinasi fraksi 6-8 dengan kloramfenikol terhadap S. aureus bersifat antagonis. Selain kombinasi fraksi tersebut
beberapa kombinasi fraksi dengan kloramfenikol terhadap E.coli dan amoksisilin terhadap S.aureus dan E.coli
memiliki interaksi not distinguishable.
Kesimpulan: Fraksi 4-8 E. scaber mengandung senyawa alkaloid dan fraksi 6-8 mengandung senyawa fenol.
Kombinasi fraksi 7 E. scaber dengan amoksisilin terhadap S.aureus bersifat sinergis dan kombinasi fraksi 6-8
dengan kloramfenikol terhadap S. aureus bersifat antagonis
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EFFECTS OF COMBINATION ETHYL ACETATE FRACTION (F1-F8) OF
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ABSTRACT
Introduction: The most nasocomial infections are caused by S. aureus and E.coli which tend to be antibiotics
resistance. It need a combination of antibiotic with herbal to overcome antibiotic resistance. This study identified
the active compound of Elephantopus scaber fraction by phytochemical test and examined ZOI combination of 1-
8 E. scaber fractions with amoxicillin or chloramphenicol against S. aureus and E.coli.
Methods: Methanolic extracts of E.scaber was fractionated using silica gel stationary phase and the mobile phase
of 50 ml ethyl acetate to obtain fraction 1-8. Phytochemical test of fraction 1-8 used TLC method of spray
dragendorff, FeCls, and formaldehyde. The interaction between herbs and antibiotics was assessed by the Ameri-
Ziaei Double Antibiotic Synergism Test (AZDAST) and the zone of inhibition was measured by the Kirby-Bauer
method.
Results: Fractionation with ethyl acetate eluent obtained F1-F8 which contained alkaloids at F4-F8 and phenols
at F6-F8. On a single ZOI test found a clear zone in the fraction 5-8 against S. aureus with value 9.33 mm + 2.3,
7.3mm +0.58, 7 mm = 0 and 7.3 mm = 0.58, however in all fractions against E. coli did not have clear zone. In
the combination test of fraction 7 with amoxicillin against S.aureus had synergistic interaction, whereas
combination of fraction 6-8 with chloramphenicol against S. aureus had antagonistic interactions. Beside these
fraction combinations, several combinations of fractions with chloramphenicol against E.coli and amoxicillin
against S. aureus and E.coli had not distinguishable interactions.
Conclusion: The fraction 4-8 of E. scaber contained alkaloid compounds, while fraction 6-8 contained phenol
compounds. The combination of fraction 7 of E. scaber with amoxicillin against S. aureus had synergistic
interaction and fraction 6-8 with chloramphenicol against S. aureus had antagonistic interactions
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PENDAHULUAN

Kasus resistensi semakin meningkat yang
menyebabkan infeksi nosokomial di Indonesia
mencapai 15,74 % lebih tinggi dari negara-negara
maju sekitar 4,8-15,5%.' Bakteri penyebab paling
sering infeksi nosokomial yaitu Staphylococcus
aureus dan Escherichia coli. Kedua bakteri ini
cenderung resisten terhadap antibiotik.2® Oleh sebab
itu diperlukan cara untuk menurunkan resistensi
antibiotik  yaitu dengan  mengkombinasikan
antibiotik dengan herbal seperti tapak liman. Tapak
liman (Elephantopus scaber Linn) diketahui
mengandung terpenoid dan flavonoid yang dapat
bekerja sebagai antibakteri.*®.

Beberapa penelitian mengenai  kombinasi
antibiotik dengan fraksi tanaman herbal telah
dilakukan. Salah satunya yaitu penelitian tentang uji
fitokimia dan efek kombinasi fraksi tapak liman
dengan amoksisilin  dan kloramfenikol yang
dilakukan di Universitas Islam Malang.  Uji
fitokimia fraksi semipolar (F9-14) ekstrak metanolik
tapak liman ditemukan kandungan senyawa aktif
alkaloid dan fenol. Kemudian hasil kombinasi F9-14
ekstrak metanolik tapak liman dengan kloramfenikol
terhadap bakteri S. aureus dan kombinasi F14
ekstrak metanolik tapak liman dengan amoksisilin
memiliki interaksi antagonis.®

Dengan demikian dapat diduga bahwa tapak
liman dapat mempengaruhi kerja antibiotik. Namun
belum ada penelitian tentang kombinasi fraksi etil
asetat ekstrak metanol tapak liman dengan
antibiotik. Sehingga pada penelitian ini akan
dilakukan uji fitokimia fraksi etil asetat ekstrak
metanol tapak liman dan juga uji zona hambat
kombinasi fraksi etil asetat tapak liman dengan
amoksisilin dan kloramfenikol terhadap S.aureus
dan E.coli.

METODE PENELITIAN
Desain, Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini menggunakan metode
eksperimental laboratorium secara in vitro untuk
mengetahui kandungan fitokimia dan efek dari fraksi
etil asetat ekstrak methanol tapak liman
(Elephantopus scaber Linn) yang dikombinasikan
dengan antibiotik amoksisilin dan kloramfenikol
terhadap Zone of Inhibition (ZOl) pada bakteri
Staphylococcus aureus dan Escherichia coli.
Penelitian dilaksanakan pada bulan Januari-Mei
2019 di  Laboratorium  Mikrobiologi  dan
Laboratorium Herbal Medik Fakultas Kedokteran
Universitas Islam Malang.

Metode Ekstraksi Elephantopus scaber Linn
Pembuatan ekstraksi Elephantopus scaber L
menggunakan metode maserasi yang dimulai
dengan mempersiapkan simplisia dari Balai Besar
Penelitian dan Pengembangan Tanaman Obat dan
Obat Tradisional (B2P2TOOT). Kemudian simplisia
ditimbang dan ditambahkan dengan pelarut dalam
rasio 1:10.” Simplisia ditimbang menggunakan
neraca digital sebanyak 200 gr dan direndam dengan
2 L metanol PA 96% di dalam Erlenmeyer berukuran

500 mL vyang dibagi menjadi 5 Erlenmayer.
Selanjutnya Erlenmeyer ditutup dengan alumunium
foil dan didiamkan selama 24 jam didalam shaker
water bath. Setelah itu hasil estraksi difiltrasi
menggunakan Vacum buchner untuk memperoleh
filtrat, kemudian filtrat tersebut dievaporasi dengan
Rotary vacum evaporator dalam suhu 55°C dengan
kecepatan 4 selama 3 jam hingga volume filtrat
berkurang menjadi kental dan hasilnya ditampung
didalam gelas beker 250 ml (yang telah ditimbang),
kemudian dimasukkan ke dalam oven dengan suhu
40°C selama 3-5 hari. Diamkan sampai menjadi
ekstrak kental atau pasta, lalu ditimbang.

Metode Fraksinasi Elephantopus scaber Linn
Fraksinasi adalah pemisahan senyawa organik
dari campuran menjadi fraksi-fraksi zat murninya
bedasarkan kepolaran. Fraksinasi menggunakan
kromatografi kolom yang fasa diamnya berupa resin
silica gel dan menggunakan fasa gerak etil asetat, air
dan metanol. Hasil fraksi ditampung dalam vial yang
berbeda untuk setiap warna yang berbeda. Fraksi
pada penelitian ini yaitu fraksi etil asetat murni.

Kromatografi Lapis Tipis

Kromatografi lapis tipis (KLT) dilakukan
setelah didapatkan hasil fraksi untuk
mengkonfirmasi hasil dari kromatografi kolom
secara kualitatif, dimana fraksi-fraksi yang memiliki
senyawa yang sama dijadikan satu fraksi. KLT
dilakukan dengan menggunakan F254 Silica plate
berukuran 5cm x 5cm dengan eluen metanol-etil
asetat (3:7). Plat KLT yang telah diaktivasi ditotoli
dengan hasil fraksi menggunakan vyellow tip
sebanyak 50uL-100uL. Penotolan harus dilakukan
secara bertahap dengan dilakukan pengeringan di
setiap totolan. Setelah kering plat KLT dimasukkan
dalam chamber berisi eluen dan didiamkan hingga
pelarut naik sampai batas garis atas plat.

Uji Fitokimia Elephantopus scaber Linn

Uji  fitokimia yang pertama  vyaitu
mengidentifikasi kandungan alkaloid melalui larutan
dragendorff. KLT yang sudah ditotoli fraksi etil
asetat ekstrak metanolik tapak liman (F1-F8)
disemprot dengan reagen dragendorff dan
secepatnya diamati dan dicatat perubahan warnanya.
Terbentuknya spot berwarna coklat-jingga/orange-
merah/coklat berlatar belakang kuning menunjukkan
adanya kandungan alkaloid di dalamnya.?

Uji fitokimia selanjutnya yaitu menggunakan
reagen FeCls, untuk mendeteksi adanya kandungan
fenol. KLT yang telah disemprot dengan FeCls;
selanjutnya dipanaskan dengan hairdryer selama 10
menit, kemudian diamati dan dicatat perubahan
warnanya. Jika terjadi perubahan warna menjadi
hijau, merah, ungu, biru dan hitam pekat
menunjukkan adanya senyawa fenol.®

Selanjutnya reagen formaldehyde digunakan
untuk mendeteksi kandungan steroid dan terpen.
Sebelum mengamati dan mencatat perubahan warna,
KLT yang telah disemprot dengan reagen kemudian



dikeringkan dalam suhu ruang. Hasil menunjukkan
positif apabila ada perubahan warna kecoklatan.®

Metode Pembuatan Larutan Antibiotik

Tahap pertama pembuatan larutan antibiotik
yaitu mempersiapkan amoksisilin dan kloramfenikol
sebanyak masing-masing 1000 mg yang dilarutkan
kedalam 10 ml aquadest steril secara terpisah.
Antibiotik yang telah dilarutkan digunakan sebagai
stok bahan penelitian.

Penyiapan Uji Bakteri dengan Metode Pour Plate
Metode ini dimulai dengan melakukan
preparasi inokulum menggunakan spektrofotometer.
Oshe steril untuk mentransfer beberapa koloni isolat
bakteri dari media padat dimasukkan ke dalam
tabung reaksi berisi NaCl 0,9% steril 10 ml hingga
menjadi keruh. Kemudian dilakukan homogenisasi
bakteri menggunakan vorteks. Sampel bakteri
diambil dengan mikropipet sebanyak 3 ml dan
dimasukkan ke dalam kuvet untuk dibaca melalui
spektrofotometer dengan panjang gelombang 600
nm. Nilai absorbansi dicatat dan diencerkan dengan
NaCl 0,9% steril sesuai dengan rumus berikut,
dengan target OD600nm adalah 0,2 : Faktor dilusi =
(abs. sampel/ abs. target) x volume sampel.
Selanjutnya mempersiapkan media  uji
aktivitas antimikroba dengan membuat media padat
dengan perbandingan natrium agar dan aquades
20g/L, lalu disterilkan menggunakan autoclave.
Setelah steril, suhu media diukur dengan termometer
cahaya. Jika suhu media kurang dari 50°C, inokulum
dimasukkan sebanyak 1% dari media (10 ml/ 1 liter
media). Kemudian botol media digerakkan agar
inoklum tercampur rata. Media dituang ke dalam
cawan petri sampai mengisi setengah ketinggian
cawan (sekitar 20 - 25 ml pada cawan 90 mm).

Zone of Inhibition (ZOI) Tunggal dan Kombinasi

Uji ZOIl dilakukan menggunakan metode
Kirby-Bauer dengan sumuran untuk menilai efek
ZOl tunggal pada tapak liman, ZOIl tunggal
antibiotik dan ZOIl kombinasi keduanya. Tahap
pertama yaitu mempersiapkan biakan agar yang
telah diinokulasi Eschericia coli dan S. aureus,
fraksi herbal) tapak liman (Elephantopus scaber
Linn) serta antibiotik amoksisilin dan kloramfenikol
yang telah diencerkan sesuai dosis yang ditentukan.
Biakan agar yang telah berisi bakteri dilubangi
dengan cork borer sebanyak 10 lubang, selanjutnya
sampel yang diujikan dimasukkan sebanyak 30 - 50
ul menggunakan mikropipet, dibiarkan dengan
kondisi setengah terbuka di dalam LAF/ BSC selama
30 menit sampai 1 jam. Kemudian dimasukkan ke
dalam inkubator pada suhu 37°C selama 18 - 24 jam.
Jika sampel yang diuji tersebut menghambat
pertumbuhan bakteri maka akan terbentuk sebuah
zona bening (clear zone) disekeliling sumuran. Zona
bening diukur dengan penggaris dengan satuan mm.

Menurut Davis dan Stout (1971) tingkat
kekuatan daya hambat bakteri dapat dikategorikan
menjadi lemah, sedang, kuat, dan sangat kuat. Jika

diameter hambat yang diukur < 5 mm maka
dikatakan lemah, dikatakan sedang apabila diameter
hambat berukuran 5-10 mm, kuat apabila diameter
hambat yang diukur 10-20 mm dan sangat kuat
apabila diameter hambat yang diukur >20 mm.%°
Berdasarkan hasil penelitian uji ZOI tunggal
antibiotik yang dilakukan oleh Bunga (2019)
menunjukkan bahwa amoksisilin memiliki luas ZOI
lebih besar daripada kloramfenikol pada bakteri
S.aureus sedangkan pada bakteri E.coli, luas ZOlI
kloramfenikol lebih besar dibandingkan dengan

amoksisilin.?

Metode Penentuan Interaksi dengan AZDAST

Hasil ZOl kombinasi herbal dan antibiotik
diukur dengan metode Ameri-Ziaei Double
Antibiotic Synergism Test (AZDAST). Dikatakan
sinergis jika diameter zona bening pada kombinasi
herbal dan antibiotik (A+B) lebih besar dari herbal
tunggal (A) dan antibiotik tunggal (B), dan lebih
kecil atau lebih besar dari herbal dosis ganda (AA)
dan antibiotik dosis ganda (BB). Antagonis jika A+B
lebih kecil dari A atau B. Aditif apabila A+B sama
dengan AA dan atau BB. Potensiasi apabila salah
satu dari A atau B sama dengan nol, A+B lebih besar
dari A dan B, dan lebih kecil atau lebih besar dari
AA dan atau BB. Tidak dapat dibedakan apabila
A+B sama dengan salah satu dari A atau B.*

Analisa Data Statistik

Analisa hasil ZOl kombinasi diukur dengan
satuan mm dan menggunakan Statistical Package for
the Social Sciences (SPSS) untuk mendapatkan rata-
rata dan standar deviasi. Uji Statistik menggunakan
uji non parametrik Mann-Whitney Test untuk melihat
perbedaan yang signifikan antara ZOl kombinasi dan
ZOI tunggal untuk setiap fraksi aktif herbal.

HASIL PENELITIAN
Hasil Uji Fitokimia

Uji fitokimia adalah proses mengidentifikasi
senyawa aktif yang terkandung dalam ekstrak
metanolik fraksi etil asetat tapak liman yang

Pada Gambar 1 dan Tabel 1 menunjukkan
bahwa fraksi 1 dan 2 tidak memiliki Rf dan spot
warna pada tiga metode pewarnaa. Berbeda dengan
fraksi 3 yang memiliki lima Rf namun tidak memiliki
spot yang berubah warna. Sama halnya dengan fraksi
3, fraksi 4 juga memiliki lima Rf namun hanya
ditemukan spot oranye pada pewarnaan reagen
dragendorff yang mengandung alkaloid. Berbeda
dengan fraksi 5 yang memiliki empat Rf namun juga
memiliki spot oranye pada reagen dragendorff yang
mengandung alkaloid. Pada fraksi 6, 7 dan 8
memiliki jumlah Rf yang berbeda, yaitu tiga Rf pada
fraksi 6 dan 8 sedangkan fraksi 7 memiliki empat Rf.
Selain itu fraksi 6, 7 dan 8 memiliki spot biru
kehitaman pada pewarnaan FeCls yang mengandung
fenol dan spot oranye pada pewarnaan dragendorff
yang mengandunga alkaloid. Sedangkan pada
pewarnaan formaldehyde tidak didapatkan spot yang
berubah warna pada semua fraksi (F1-F8).
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Gambar 1 Hasil KLT Spray pada Fraksi 1-8 Tapak
Liman; A. KLT spray dengan reagent
formaldehyde; B. KLT spray dengan reagent FeCls.
C. KLT spray dengan reagent dragendorff
(Gambar disertai perubahan kontras)

Tabel 1 Hasil Perhitungan Rf pada KLT Spray

No.
Fraksi Spray reagent Warna
Formaldehyde Cokelat (-)
F1 FeCls Biru kehitaman (-)
Dragendorff Oranye (-)
Formaldehyde Cokelat (-)
F2 FeCls Biru kehitaman (-)
Dragendorff Oranye (-)
Formaldehyde Cokelat (-)
F3 FeCls Biru kehitaman (-)
Dragendorff Oranye (-)
Formaldehyde Cokelat (-)
F4 FeCls Biru kehitaman (-)
Dragendorff Oranye (+)
Formaldehyde Cokelat (-)
F5 FeCls Biru kehitaman (-)
Dragendorff Oranye (+)
Formaldehyde Cokelat (-)
F6 FeCls Biru kehitaman (+)
Dragendorff Oranye (+)
Formaldehyde Cokelat (-)
F7 FeCls Biru kehitaman (+)
Dragendorff Oranye (+)
Formaldehyde Cokelat (-)
F8 FeCls Biru kehitaman (+)
Dragendorff Oranye (+)

Keterangan: Formaldehyde = cokelat (+) = Steroid
dan/ derivatnya ; FeCls = biru kehitaman (+) = Fenol;
dragendorff = oranye (+) = Alkaloid; Rf = Jarak
tempuh substansi / Jarak tempuh pelarut (3,8 cm)

Hasil Uji ZOIl Secara Tunggal Elephantopus
scaber L. dan Kombinasi dengan Amoksisilin
terhadap Bakteri S. aureus dan E. coli

Perhitungan pengukuran ZOIl secara tunggal
fraksi Elephantopus scaber, L. dan kombinasi
dengan amoksisilin terhadap bakteri S. aureus dan
E.coli dapat dilihat pada Tabel 2.

Hasil Uji ZOI Tunggal Fraksi 1-8 Elephantopus
scaber L. Terhadap Bakteri S.aureus

Berdasarkan Gambar 2 dan Tabel 2 hasil
penelitian uji zona hambat fraksi 1-8 Elephantopus
scaber L. secara tunggal terhadap S.aureus
didapatkan zona bening pada fraksi 5, 6, 7 dan 8
dengan dosis 15ul (Fx) sebesar 9,33 mm +2,3, 7,3
mm £0,58, 7 mm 0 dan 7,3 mm +0,58. Sedangkan
pada fraksi 1-4 tidak memiliki zona bening.

Hasil Uji ZOl Kombinasi Fraksi 1-8
Elephantopus scaber L. dengan Amoksisilin dan
Kloramfenikol Terhadap Bakteri S.aureus

Pada Gambar 2 dan Tabel 2 menunjukkan uji
kombinasi antara fraksi tapak liman dengan
amoksisilin terhadap S.aureus. Pada perbandingan
kombinasi fraksi 1,2,3,4,5,6,8 dengan amoksisilin
terhadap amoksisilin dosis 15ul didapatkan hasil
tidak berbeda signifikan (p>0,05) pada uji statistik
Mann-Whitney Test , sehingga semua uji zona
inhibisi kombinasi F1,2,3,4,5,6,8 tapak liman
dengan amoksisilin terhadap S.aureus didapatkan
jenis interaksi not distinguishable. Namun pada uji
kombinasi F7 dengan amoksisilin terhadap S.aureus
didapatkan hasil berbeda signifikan (p<0,05) pada
uji statistik Mann-Whitney Test. Berdasarkan rata-
rata dan standar deviasi F7 menunjukkan bahwa uji
kombinasi lebih besar dibandingkan dengan
kloramfenikol dosis 15ul sehingga kombinasi F7
tapak liman dengan amoksisilin memiliki jenis
interaksi sinergis.

Selain itu menurut Gambar 2 dan Tabel 2
menunjukkan uji kombinasi antara F1-F5 tapak
liman dengan kloramfenikol terhadap S.aureus
didapatkan hasil tidak berbeda signifikan (p>0,05)
pada uji statistik Mann-Whitney Test , sehingga
berdasarkan hasil diatas kombinasi fraksi 1-5 tapak
liman dengan kloramfenikol memiliki jenis interaksi
not distinguishable. Namun pada uji kombinasi F6-
F8 dengan Kkloramfenikol terhadap S.aureus
didapatkan hasil berbeda signifikan (p<0,05) pada
uji statistik Mann-Whitney Test. Berdasarkan rata-
rata dan standar deviasi F6-F8 menunjukkan bahwa
uji kombinasi lebih rendah dibandingkan dengan
kloramfenikol dosis 15l sehingga kombinasi F6-F8
tapak liman dengan kloramfenikol memiliki jenis
interaksi antagonis

Hasil Uji ZOI Tunggal Fraksi 1-8 Elephantopus
scaber L. Terhadap Bakteri E.coli

Berdasarkan Gambar 2 dan Tabel 2 hasil
penelitian uji zona hambat fraksi 1-8 Elephantopus
scaber L. secara tunggal terhadap E.coli tidak
didapatkan adanya zona bening di semua fraksi.



Hasil Uji ZOl Kombinasi Fraksi 1-8
Elephantopus scaber L. dengan Amoksisilin dan
Kloramfenikol Terhadap Bakteri E.coli

Pada Gambar 2 dan Tabel 2 menunjukkan uji
kombinasi antara fraksi 1-8 tapak liman dengan

amoksisilin dan Kkloramfenikol terhadap E.coli
didapatkan hasil tidak berbeda signifikan (p>0,05)
pada uji statistik Mann-Whitney test , sehingga
berdasarkan hasil diatas kombinasi fraksi 1-8 tapak
liman dengan amoksisilin terhadap E.coli memiliki
jenis interaksi not distinguishable

Fraksi 1

34

S.aureus

E.coli

S.aureus

E.coli

Fraksi 2

Fraksi 6

Fraksi 3

Fraksi 4

Gambar 2 Hasil Pengujian Bersama Zona Inhibisi Fraksi Tapak Liman dengan Antibiotik terhadap Bakteri
S.aureus dan E.coli; a. Fraksi 1 ekstrak metanolik tapak liman, F1F1= Fraksi 1 dosis 30pl, F1= Fraksi 33 dosis
15pul, AA= Amoksisilin dosis 30pl, A= Amoksisilin dosis 15ul, CC= Kloramfenikol dosis 30ul, C= Kloramfenikol
dosis 15pl, F1A= Kombinasi fraksi 1 dan amoksisilin, F1IC= Kombinasi fraksi 1 dan kloramfenikol; b. Fraksi 2
ekstrak metanolik tapak liman; c. Fraksi 3 ekstrak metanolik tapak liman; d. Fraksi 4 ekstrak metanolik tapak
liman; e. Fraksi 5 ekstrak metanolik tapak liman; f. Fraksi 6 ekstrak metanolik tapak liman; g. Fraksi 7 ekstrak
metanolik tapak liman; h. Fraksi 8 ekstrak metanolik tapak liman



Tabel 2 Rata-rata Tiga Kali Pengulangan Hasil Pengukuran Zone of Inhibition (ZOl) Kombinasi Elephantopus
scaber, L. dengan Antibiotik terhadap bakteri S. aureus dan E.coli

No S.aureus E.coli
Fraksi ~ Sampel (Ir?nar;e)l-ia;aD Jenis interaksi Rata—;aStaD(mm) Jenis interaksi
F1 F1F1 0+0 0+0
F1 243,46 0+0
A 5+4,36 not 0+0 not
C 13+1,73 distinguishable 0+0 distinguishable
F1A 5,3+4,62 0+0
FIC 13,67+1,16 040
F2 F2F2 0+0 0+0
F2 0+0 0+0
A 9+1 not 0+0 not
C 13,33+1,16 distinguishable 0+0 distinguishable
F2A 5,67+4,93 0+0
F2C 1442 8,67+2,08
F3 F3F3 0+0 0+0
F3 0+0 0+0
C 10,33+1,16 not 6,33+5,51 not
A 2,3314,04 distinguishable 6,3+5,51 distinguishable
F3A 0+0 0+0
F3C 10,33+2,08 0+0
F4 FAF4 0+0 0+0
F4 0+0 0+0
C 12+1 not 0+0 not
A 5,314,62 distinguishable 00 distinguishable
F4A 0+0 0+0
F4C 13+1 0+0
F5 F5F5 10+1,73 0+0
F5 9,3+2,31 0+0
Cc 16+1 not 0+0 not
A 8,67+1,16 distinguishable 0+0 distinguishable
F5A 10+1 0+0
F5C 14+1,73 00
F6 F6F6 8,3+0,58 not 0+0
F6 7,3+0,58 distinguishable 0+0
C 20+1,73 dengan 11,33+2,08 not
A 7,67+0,58 amoksisilin 0+0 distinguishable
F6A 8+1 Antagonis dengan 0+0
F6C 8072 kloramfenikol 9,67+0,58
F7 F7F7 8,3+0,58 0+0
F7 7+0 Sinergis dengan 0+0
C 18+2,65 amoksisilin 9,33+2,08 not
A 70 Antagonis dengan 3,315,8 distinguishable
F7A 8,3+0,58% kloramfenikol 0+0
F7C 8+02 11,33+3,22
F8 F8F8 810 not 0+0
F8 7,3+0,58 distinguishable 0+0
C 18+1 dengan 15+5,57 not
A 8,3+0,58 amoksisilin 0+0 distinguishable
F8A 7,67£0,58  Antagonis dengan 0+0
F8C 8102 kloramfenikol 15,67+4,16

Keterangan: FxFx= uji ZOI tunggal fraksi tapak liman dosis 30ul; Fx= uji ZOI tunggal fraksi tapak liman dosis
15ul; AA= uji ZOI tunggal amoksisilin dosis 30ul; A= uji ZOI tunggal amoksisilin dosis 15ul; FxA= uji ZOlI
kombinasi fraksi tapak liman dan amoksisilin; CC= uji ZOI tunggal kloramfenikol dosis 30ul; C=uji ZOI tunggal
kloramfenikol dosis 15ul; FxC= uji ZOl kombinasi fraksi tapak liman dan kloramfenikol. 2 signifikan dengan
antibiotik, ° signifikan dengan fraksi tunggal. Nilai AA, CC, dan FxFx disertakan secara lengkap di lampiran



PEMBAHASAN
Jenis Kandungan Senyawa Aktif dari Hasil Uji
Fitokimia

Fraksinasi tapak liman dengan eluen atil asetat
mendapatkan 8 fraksi yaitu F1-F8. Kemudian
dilakukan penelitian uji fitokimia dengan metode
KLT spray menggunakan 3 reagen Vyaitu
dragendorff, FeCl; dan formaldehyde. Hasil uji
fitokimia pada pewarnaan dragendorff ditemukan
spot berwana coklat hingga oranye pada F4-F8 yang
diduga mengandung senyawa aktif alkaloid.*® Selain
itu pewarnaan FeCls didapatkan spot biru kehitaman
pada F6, 7 dan 8 yang menandakan terdapat senyawa
aktif fenol.® Adanya kandungan senyawa alkaloid
dan fenol di dalam fraksi ini karena secara umum etil
asetat dapat melarutkan senyawa semipolar seperti
flavonoid, alkaloid, polifenol.® Namun seluruh fraksi
1-8 tidak ditemukan spot berwarna kecoklatan yang
menunjukkan semua F1-F8 tidak mengandung
senyawa steroid dan atau turunannya berupa
terpenoid.® Hal ini dikarenakan senyawa steroid,
terpenoid, triterpenoid, dan karotenoid dapat larut
dalam pelarut non polar seperti lemak dan asam
lemak tinggi. 4

Pada uji fitokimia, nilai Rf (Retention factor)
pada plat KLT digunakan untuk mengidentifikasi
penyebaran dan pergerakan senyawa terhadap
pelarut. Jika nilai Rf dalam satu plat memiliki nilai
yang sama, maka didapatkan senyawa dengan
karakteristik yang sama atau mirip. Semakin kecil
nilai Rf dan semakin pelan senyawa tersebut
bergerak naik, maka kepolaran senyawa semakin
meningkat.!®

Analisa Daya Hambat Antibiotik (Amoksisilin
dan Kloramfenikol) dan Fraksi Etil Asetat (F1-
F8) Tapak Liman secara Tunggal terhadap
Bakteri S.aureus dan E.coli

Hasil penelitian uji zona hambat fraksi etil
asetat tapak liman (F1-F8) secara tunggal terhadap
S.aureus didapatkan zona bening pada fraksi 5, 6, 7
dan 8. Hal ini menunjukkan bahwa fraksi etil asetat
tapak liman dapat menghambat S.aureus. Hal ini
dapat terjadi karena berdasarkan hasil uji fitokimia
fraksi etil asetat mengandung senyawa alkaloid dan
fenol. Alkaloid dan fenol merupakan senyawa yang
dapat menghambat pertumbuhan Staphylococcus
aureus.'®

Kandungan senyawa paling banyak ditemukan
diantara F1-F8 yaitu alkaloid yang terdapat pada
fraksi 4 sampai 8. Alkaloid termasuk golongan
senyawa metabolit sekunder terbesar yang memiliki
aktivitas sebagai antibakteri.t” Mekanisme senyawa
alkaloid sebagai antibakteri  yaitu  dengan
memanfaatkan gugus basa nitrogen pada senyawa
alkaloid untuk berikatan dengan gugus asam asam
amino penyusun dinding sel dan DNA bakteri
sehingga bakteri inaktif dan mati karena terjadi
kerusakan rantai DNA bakteri yang menyebabkan
inti dan dinding sel lisis.’® Selain itu alkaloid dapat
merusak komponen penyusun peptidoglikan sel
bakteri sehingga pembentukan lapisan dinding sel
tidak utuh sehingga bakteri mati.® Mekanisme lain

alkaloid sebagai antibakteri yaitu menjadi
interkalator DNA dan menghambat enzim
topoisomerase bakteri.?°

Selain alkaloid, fraksi etil asetat tapak liman
(F1-F8) juga ditemukan senyawa fenol yang terdapat
pada fraksi 6 sampai 8. Menurut penelitian, fenol
memiliki aktivitas sebagai antibakteri spektrum luas
terhadap bakteri gram positif dan gram negatif.?*
Fenol memiliki kemampuan merusak dan
menghambat pembentukan dinding sel bakteri,
mengubah permeabilitas membran sitoplasma
sehingga terjadi kebocoran yang mengganggu
transport ion-ion organik yang penting bagi bakteri
sehingga pertumbuhan bakteri terhambat dan mati.
Mekanisme lainnya yaitu mengganggu metabolisme
bakteri dengan menginaktifkan Kkerja enzim
intraseluler dan mendenaturasi protein  sel.??
Kandungan fenol dengan konsentrasi tinggi dapat
merusak dinding sel bakteri dan mengendapkan
protein dalam sel bakteri sedangkan fenol dengan
konsentrasi yang rendah dapat menghambat dan
menginaktifkan kerja enzim intrasel bakteri.?

Selain karena adanya kandungan senyawa
alkaloid dan fenol yang menghasilkan zona bening,
karakteristik bakteri juga menjadi faktor adanya
zona bening. Staphylococcus aureus merupakan
bakteri gram positif yang dinding selnya terdiri atas
peptidoglikan yang lebih permeable daripada bakteri
gram negatif sehingga interaksi antara antibakteri
dengan bakteri akan lebih mudah dan bakteri gram
positif menjadi lebih rentan terhadap antibakteri.
Sedangkan Eschericia coli merupakan bakteri gram
negatif yang memiliki lapisan peptidoglikan di
bagian dalam dan lapisan lipopolisakarida yang
bersifat kurang permeabel sehingga tidak mudah
untuk ditembus oleh antibakteri dan interaksi dengan
antibakteri menjadi tidak mudah.?? Maka dari itu
pada uji zona hambat tunggal fraksi etil asetat (F1-
F8) tapak liman terhadap Eschericia coli tidak
didapatkan adanya zona bening di semua fraksi.

Analisa Daya Hambat Kombinasi Fraksi 1-8
Tapak Liman dan Antibiotik Amoksisilin dan
Kloramfenikol Terhadap S.aureus dan E.coli.

Berdasarkan hasil penelitian uji kombinasi
antara fraksi tapak liman dengan amoksisilin dan
kloramfenikol terhadap bakteri S. aureus dan E.coli
yang telah diolah melalui SPSS non parametrik
Mann-Whitney Test dan dinilai menggunakan
metode AZDAST menunjukkan bahwa interaksi
antara kombinasi fraksi 1 sampai 8 tapak liman
dengan amoksisilin dan kloramfenikol terhadap
bakteri E.coli, tidak berbeda signifikan (p>0,05) dan
tidak dapat dibedakan (Not Distinguishable). Hasil
ini didapatkan karena zona bening yang dihasilkan
oleh amoksisilin dan kloramfenikol terhadap E.coli
tidak dipengaruhi oleh fraksi 1-8 tapak liman. Hal ini
juga berlaku pada hasil interaksi kombinasi fraksi
1,2,3,4,5,6,8 tapak liman dengan amoksisilin dan
fraksi 1-5 tapak liman dengan kloramfenikol
terhadap S.aureus yang tidak berbeda signifikan



(p>0,05) dan tidak dapat dibedakan (Not
Distinguishable).

Hasil interaksi not distinguishable pada
penelitian ini diduga karena beberapa faktor, yaitu
amoksisilin dan kloramfenikol menggunakan pelarut
air sehingga tidak stabil yang seharusnya amoksisilin
dilarutkan ~ menggunakan  dapar  sedangkan
kloramfenikol menggunakan etanol, dan terpapar
suhu ruang yang terlalu lama yang menyebabkan
stabilitas antibitoik menurun. Suhu yang terlalu
tinggi mampu menurunkan stabilitas dan kadar
antibiotik. Amoksisilin akan lebih stabil pada suhu
4-8° C dibandingkan suhu ruang 27-29°C.%*

Selain  didapatkan hasil interaksi not
distinguishable, kombinasi fraksi 7 tapak liman
dengan amoksisilin terhadap S. aureus memiliki
interaksi sinergis karena hasil yang berbeda
signifikan (p<0,05) uji statistic Mann-Whitney Test
dan uji kombinasi memiliki rata-rata dan standar
deviasi lebih tinggi dibandingkan dengan
amoksisilin dosis 15ul dan fraksi 7 tunggal. Fraksi 7
dapat meningkatkan aktivitas amoksisilin karena
mengandung senyawa fenol. Salah satu senyawa
polifenol yaitu Epigallokatekin gallat (EGCg)
merupakan antibiotik bakterisidal dengan cara
berikatan dengan peptidoglikan yang menyebabkan
dinding sel rusak dan bakteri mati. Hal ini selaras
dengan cara kerja amoksisilin yang juga merusak
dinding sel bakteri dengan  menghambat
pembentukan dinding sel. Sehingga EGCg mampu
membantu amoksisilin dalam membunuh bakteri
dan interaksi kombinasi antara F7 tapak liman
dengan amoksisilin menjadi sinergis.?

Kombinasi fraksi 6,7 dan 8 tapak liman dengan
kloramfenikol terhadap S.aureus memiliki interaksi
antagonis karena didapatkan hasil yang berbeda
signifikan pada uji statistik Mann-Whitney Test dan
menurut rata-rata dan standar deviasi F6-F8
menunjukkan bahwa uji kombinasi lebih rendah
dibandingkan dengan kloramfenikol dosis 15ul.
Hasil interaksi antagonis ini juga disebabkan oleh
senyawa fenol yang terdapat pada fraksi 6,7 dan 8.
Senyawa polifenol EGCg dapat menurunkan kerja
kloramfenikol dengan cara berikatan dengan potein
transporter yang menyebabkan kloramfenikol tidak
dapat berikatan dengan bakteri dan menganggu
aktivitas antibakteri kloramfenikol.?®® Sehingga
interaksi kombinasi antara fraksi 6,7 dan 8 dengan
kloramfenikol menjadi antagonis.

KESIMPULAN
Berdasarkan hasil analisa data dan pembahasan
pada penelitian ini, dapat disimpulkan bahwa:

1. Fraksi etil asetat 4 sampai 8 ekstrak
metanolik Elephantopus scaber, L. memiliki
senyawa alkaloid.

2. Fraksi etil asetat 6 sampai 8 ekstrak
metanolik Elephantopus scaber, L. memiliki
senyawa fenol.

3. Fraksi etil asetat 5 sampai 8 ekstrak
metanolik Elephantopus scaber, L. memiliki
daya hambat terhadap bakteri S. aureus.

4. Fraksi etil asetat 1-8 ekstrak metanolik
Elephantopus scaber, L. tidak memiliki daya
hambat terhadap bakteri E. coli.

5. Kombinasi fraksi etil asetat 1-8 ekstrak
metanolik Elephantopus scaber, L. dengan
amoksisilin dan kloramfenikol terhadap
E.coli tidak berinteraksi

6. Kombinasi fraksi etil asetat 1,2,3,4,5,6,8
ekstrak metanolik Elephantopus scaber, L.
dengan amoksisilin - dan  fraksi 1-5
kloramfenikol terhadap S.aureus tidak
berinteraksi

7. Fraksi etil asetat 7 ekstrak metanolik
Elephantopus scaber, L. meningkatkan
aktivitas antibiotik amoksisilin terhadap
S.aureus

8. Fraksi etil asetat 6, 7, dan 8 ekstrak
metanolik  Elephantopus  scaber, L.
menurunkan aktivitas antibiotik
kloramfenikol terhadap S.aureus

SARAN
Adapun saran untuk mengembangkan dan
meningkatkan penelitian ini kedepannya adalah:

1. Melarutkan antibiotik dengan pelarut yang
sesuai, yang memiliki solubilitas dan stabilitas
tinggi. Seperti amoksisilin menggunakan dapar
dan kloramfenikol menggunakan etanol.

2. Melakukan penelitian lanjutan uji Zone of
Inhibition (ZOI) pada fraksi etil asetat (F1-F8)
ekstrak metanolik Elephantopus scaber, L.
dengan meningkatkan konsentrasinya untuk
untuk mempengaruhi daya hambat pada
kombinasi Elephantopus scaber, L. dengan
antibiotik amoksisilin  dan kloramfenikol
terhadap bakteri S. aureus dan E. coli.

3. Melakukan isolasi dan identifikasi senyawa
aktif pada fraksi 1-8
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