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Abstrak

Penggunaan antibiotik untuk diare, yang tidak tepat, mengakibatkan bakteri menjadi
resisten. Selain antibiotik, terapi menggunakan obat alam dipakai untuk meredakan gejala
diare. Salah satu bahan alam yang dikembangkan adalah lengkuas. Tujuan dari penelitian
ini mengetahui aktivitas antibakteri ekstrak metanol dan fraksi rimpang lengkuas (Alpinia
galanga) terhadap Shigella sonnei dan Bacillus cereus. Rimpang tumbuhan lengkuas
diekstraksi dengan metanol 70%, kemudian difraksinasi dengan metanol 80%, kloroform,
dan etil asetat. Metode disk dipakai untuk pengujian antibakteri sedangkan skrining
fitokimia dengan Kromatografi Lapis Tipis (KLT) serta pengujian bioautografi untuk
menentukan senyawa metabolit sekunder yang bertanggung jawab sebagai antibakteri. Uji
antibakteri ekstrak menggunakan konsentrasi 30%, 40%, 50%, dan 60% (atau 4,5; 6; 7,5;
dan 9 mg/disk), dan menggunakan konsentrasi 100% yang mengandung 15 mg/disk untuk
pengujian antibakteri fraksi. Antibiotik ciprofloxacin dan pelarut DMSO menjadi kontrol
positif dan negatif. Ekstrak lengkuas konsentrasi 60% (9 mg/disk), memiliki daya hambat
terbesar dibandingkan dengan konsentrasi lain, dengan diameter daerah hambat pada
bakteri Shigella sonnei sebesar 12,08 £ 0,31 mm, dan pada bakteri Bacillus cereus sebesar
12,50 £ 0,41 mm. Pada pengujian terhadap Shigella sonnei dan Bacillus cereus, zona
hambat yang dihasilkan fraksi kloroform lengkuas masing-masing berdiameter sebesar
16,17 + 0,47 mm dan 11,67 + 0,24 mm. Analisis fitokimia dengan KLT, menggunakan silika
gel GF254 dengan fase gerak n-heksan:etil asetat (5:5) dan n-heksan:etil asetat (6:4).
Golongan senyawa flavonoid, alkaloid, dan terpenoid terkandung pada ekstrak rimpang
lengkuas, sedangkan fraksi kloroform mengandung flavonoid, alkaloid, dan fenolik. Hasil
bioautografi, flavonoid dan alkaloid terbukti menjadi golongan metabolit sekunder yang
menghambat pertumbuhan Shigella sonnei dan Bacillus cereus.

Kata Kunci: antibakteri, Shigella sonnei, bioautografi, Alpinia galanga, Bacillus
cereus

Abstract

The use of antibiotics for the treatment of diarrhea, can result in the development of
microorganisms that are resistant to antibiotics. Empirical therapy using natural medicine
is also widely used to relieve symptoms of diarrhea. One of the natural materials to be
developed is galangal. The purpose of this study was to determine the antibacterial activity
of methanol extract and galangal rhizome fraction (Alpinia galanga) against Shigella
sonnei and Bacillus cereus. The methanol extract and rhizome fraction of galangal (Alpinia
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galanga) were evaluated for their antibacterial activity against Shigella sonnei and Bacillus
cereus. The rhizome of the galangal plant was extracted with 70% methanol, then
fractionated with 80% methanol, chloroform and ethyl acetate. The disk method was used
to test the antibacterial, phytochemical screening with Thin Layer Chromatography (TLC)
and bioautography testing to determine compounds responsible for being antibacterial.
Antibacterial test by applying concentrations of 30%, 40%, 50%, and 60 (4.5; 6; 7.5; 9
mg/disc), and using a 100% concentration containing 15 mg/disc for testing the fraction.
The antibiotic ciprofloxacin and DMSO solvent were used as positive and negative
controls. Galangal extract with a concentration of 60% (9 mg/disc), has the greatest
inhibitory power compared to other concentrations, with the diameter of the inhibitory
area in Shigella sonnei bacteria being 12.08 + 0.31 mm, and in Bacillus cereus bacteria
being 12.50 = 0 .41mm. The inhibition zones produced by the chloroform fraction of
galangal were respectively 16.17 £+ 0.47 mm and 11.67 £ 0.24 mm in diameter.
Phytochemical analysis using silica gel GF254 and n-hexane: ethyl acetate (5:5) and n-
hexane: ethyl acetate (6:4) as the mobile phase. The flavonoid, alkaloid and terpenoid
compound were detected to be contained in galangal rhizome extract, while the
chloroform fraction was detected to contain flavonoids, alkaloids and phenolics. In
bioautography, flavonoids and alkaloids were proven to be a class of secondary
metabolites that inhibit the growth of Shigella sonnei and Bacillus cereus, respectively.

Keywords: antibacterial, Shigella sonnei, bioautography, Alpinia galanga, Bacillus

PENDAHULUAN

Subdirektorat Diare Kementerian Kesehatan melakukan serangkaian survei mengenai
angka kesakitan dan kematian akibat diare antara tahun 2000 dan 2010, dan menemukan
adanya tren peningkatan. Diare juga masih menjadi sebab utama kematian anak balita di
Indonesia berdasarkan data yang dikumpulkan setiap tahunnya dari Survei Kesehatan Rumah
Tangga (SKRT), Studi Kematian, dan Riset Kesehatan Dasar. Temuan terbaru dari Riset
Kesehatan Dasar (2018), prevalensi diare di Indonesia adalah 8%, yang didiagnosis oleh tenaga
medis profesional dan berdasarkan dari gejala pasien. Dari 34 provinsi di Indonesia, 16 provinsi
mempunyai prevalensi lebih tinggi dari rata-rata nasional, Sulawesi Tengah menjadi provinsi
tertinggi (10,3%) dan Kepulauan Riau menjadi provinsi terendah (4,3%) (Tim Riskesdas, 2018).

Diare terjadi apabila buang air besar encer melebihi tiga kali sehari (Tim Riskesdas,
2018). Infeksi seperti bakteri, virus, dan jamur merupakan sebab umum diare, namun bukan
satu-satunya. Terdapat beberapa bakteri yang menyebabkan diare, diantaranya adalah
Salmonella dan Shigella (Tresna et al., 2020). Bakteri patogen Escherichia coli dan Bacillus
subtilis dapat juga menyebabkan penyakit diare (Rini et al., 2018). Antibiotik merupakan terapi
standar bagi diare yang disebabkan karena infeksi bakteri. Penggunaan antibiotik yang tidak
sesuai resep dapat berakibat pada berkembangnya mikroorganisme yang resisten terhadap
antibiotik (Tresna et al., 2020). Selain menggunakan antibiotik, terapi empiris menggunakan
obat alam juga banyak dipakai untuk meredakan gejala diare. Selain murah dan faktor efek
samping yang rendah, pemanfaatan bahan alam menjadi pengobatan penyakit juga dapat
membantu melestarikan berbagai macam tumbuhan obat yang ada di alam sekitar (Nuraini
dkk., 2021). Salah satu bahan alam yang potensial dikembangkan adalah lengkuas.

Lengkuas (Alpinia galanga) merupakan salah satu tumbuhan biofarmaka yang
dimanfaatkan bagian rimpangnya (Direktorat Jenderal Hortikultura, 2021). Secara
farmakologis, ekstrak lengkuas memiliki manfaat sebagai anti jamur, anti kanker, antioksidan,
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sitotoksik, karminatif, anti gatal, dan anti ulcer (Hernani et al., 2007). Bagian rimpangnya biasa
digunakan untuk penyedap makanan pada masakan tradisional. Lengkuas merupakan warisan
budaya yang dipakai menjadi pengobatan berbagai penyakit. Hingga saat ini telah banyak
penelitian untuk mengeksplorasi potensi farmakologis lengkuas (Trimanto et al., 2021).
Penelitian sebelumnya menyatakan bahwa ekstrak etanol rimpang lengkuas pada
konsentrasi 100% menekan pertumbuhan bakteri Escherichia coli dengan zona hambat 25 mm
(Sangadji et al., 2021). Ekstrak air rimpang lengkuas pada konsentrasi 100% menekan
pertumbuhan bakteri Bacillus subtilis (1,13 mm) dan Escherichia coli (0,8 mm). Berdasarkan
hal tersebut, penelitian yang dijalankan ini bertujuan untuk mendapatkan pengetahuan potensi
antibakteri dari ekstrak metanol dan fraksi metanol, kloroform, dan etil asetat rimpang lengkuas
(Alpinia galanga) terhadap bakteri Shigella sonnei dan Bacillus cereus beserta bioautografinya.

METODE PENELITIAN
Alat

Alat-alat yang dipakai antara lain timbangan analitik, bejana maserasi, rotary evaporator,
waterbath, Laminar Air Flow (LAF), alat pengukur daerah hambat, autoklaf, inkubator, shaker
incubator, hot plate, UV lamp 254 nm dan 366 nm, kertas perkamen, alat gelas, dan mikropipet.
Bahan

Bahan-bahan yang dipakai adalah rimpang lengkuas, bakteri Shigella sonnei, bakteri
Bacillus cereus, metanol 70%, metanol 80%, Mueller Hinton Agar (MHA), Brain Heart Infusion
(BHI), Mac Conkey Agar, dimetil sulfoksida (DMSO), kloroform, etil asetat, n heksan, reagen
semprot Dragendorff, FeCl;, Sitroborat, Liebermann-Burchard, natrium klorida, aquadest,

standar Mc. Farland, blue tips, yellow tips, blank disc (Oxoid™), dan plat silika gel GF254.

Prosedur penelitian
Pengolahan sampel

Sampel rimpang lengkuas dibersihkan dengan air bersih yang mengalir hingga bersih
tanpa ada sisa gumpalan tanah liat yang melekat. Setelah itu, kulit luar lengkuas dikupas bersih
dan dicuci kembali. Kemudian rimpang lengkuas dipotong kecil dan dikeringkan pada almari
pengering dengan suhu 50 °C selama kurang lebih 2-3 hari. Setelah kering, rimpang lengkuas
diblender hingga menjadi serbuk lalu ditimbang.

Ekstraksi sampel

Serbuk rimpang lengkuas yang sudah ditimbang, dipakai untuk maserasi. Serbuk
rimpang lengkuas dimaserasi dengan metanol 70% selama 3x24 jam, lalu diremaserasi
(Permatasari, 2022). Remaserasi menggunakan serbuk rimpang lengkuas hasil penyaringan
maserasi yang pertama. Setelah itu, hasil remaserasi tersebut disaring. Filtrat yang telah siap
diuapkan menggunakan rotary evaporator hingga tidak ada lagi pelarut yang tersisa (Mursyida
and Alfiola, 2020). Kemudian dibuat ekstrak pekat dengan cara dipanaskan dalam penangas
air (waterbath) dengan suhu 40 °C. Rumus berikut dipakai untuk menentukan rendemen bahan

yang diekstraksi (Fauzi et al., 2017):

Berat ekstrak
Rendemen ekstrak = ——="2%  « 100% (1)
Berat simplisia
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Fraksinasi

Ekstrak lengkuas difraksinasi dengan kombinasi dua pelarut. Ke dalam corong pisah
dimasukkan 10 gram ekstrak lengkuas pekat (hasil maserasi) yang dilarutkan dalam 50 mL
metanol 80%. Setelah itu, 50 mL kloroform ditambahkan ke dalam corong pisah dan dikocok
kuat-kuat hingga ekstrak benar-benar larut. Dua lapisan yang terbentuk dipisahkan. Etil asetat
50 mL ditambahkan ke fraksi metanol, dan dua lapisan dipisahkan. Fraksinasi dilakukan satu
kali. Hasil fraksinasi ketiga pelarut dikentalkan melalui penguapan di penangas air (Permatasari,
2022) pada suhu 40 °C sampai kental. Berikut rumus yang dapat dipakai untuk menentukan
hasil fraksi (Fauzi et al., 2017):

. B t ksi
Rendemen fraksi = Berat frakst

Berat ekstrak x 100% (2)
Sterilisasi alat

Alat dan bahan yang dipakai, disterilisasi dengan oven dan autoklaf. Alat-alat yang akan
dipakai disterilkan di oven dengan suhu 160 °C selama 45 menit. Bahan-bahan seperti media
disterilkan di autoklaf dengan suhu 121 °C selama 15-20 menit (Wulandari et al., 2022).

Pembuatan media

Bahan untuk media meliputi MHA (Mueller Hinton Agar), BHI (Brain Heart Infusion),dan
Mac Conkey yang dibuat masing-masing sebanyak 38,0; 37,0; dan 49,53 gram dalam 1000 mL
aquadest dan dimasukkan dalam wadah lalu diaduk hingga larut. Setelah itu, media disterilkan
pada autoklaf dengan suhu 121 °C selama 15 menit. Kemudian, media MHA dan Mac Conkey
dituang secara aseptis pada cawan petri dan disimpan (Permatasari, 2022).

Uji sensitivitas terhadap antibiotik

Sebanyak 0,2 mL suspensi bakteri uji yang disetarakan kekeruhannya dengan standar
McFarland 0,5% (1,5 x 108 CFU/ml) (Mursyida and Alfiola, 2020), diinokulasikan ke media MHA
secara merata dengan cara spread plate (merata ke seluruh permukaan media) dan didiamkan
selama 10 menit agar suspensi terserap pada media (Puasa et al., 2019). Setelah itu, diletakkan
disk antibiotik (klindamisin, amoksisilin, kloramfenikol, dan ciprofloxacin) pada permukaan
media, lalu diinkubasi selama 24 jam dan diamati daerah hambat pada media.

Uji aktivitas antibakteri ekstrak dan fraksi

Suspensi bakteri uji sebanyak 0,2 mL diinokulasikan ke media MHA secara merata dengan
cara spread plate (merata ke seluruh permukaan media) dan didiamkan selama 10 menit agar
suspensi terserap pada media (Puasa et al., 2019). Setelah itu, diletakkan disk yang terdapat
senyawa uji dengan konsentrasi ekstrak metanol lengkuas yaitu 30%, 40%, 50%, dan 60%
dengan kandungan tiap masing-masing disk sebanyak 4,5; 6; 7,5; dan 9 mg, dan fraksi metanol,
kloroform, etil asetat dengan konsentrasi sama yaitu 100% yang mengandung 15 mg fraksi tiap
disk, serta kontrol posistif (antibiotik dengan daerah hambat paling besar) dan kontrol negatif
(DMSO0), lalu diinkubasi selama 24 jam dan diamati daerah hambat pada media.
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Uji komponen senyawa aktif (Uji KLT)

Kandungan senyawa aktif diidentifikasi dengan uji KLT menggunakan plat silika gel GF 254
sebagai fase diamnya yang telah dipanaskan dalam oven selama 30 menit pada suhu 110 'C
(Archana and Anubha, 2011). Ekstrak dan fraksi lengkuas ditotolkan pada lempeng KLT,
dibiarkan hingga kering lalu dimasukkan ke dalam chamber yang sudah jenuh dengan cairan
pengelusi. Fase gerak untuk ekstrak lengkuas adalah n-heksan:etil asetat (5:5 v/v), sedangkan
fase gerak untuk fraksi lengkuas adalah n-heksan:etil asetat (6:4 v/v). Setelah terelusi, lempeng
dikeluarkan dari chamber, lalu diamati di bawah sinar UV dengan panjang gelombang 254 dan
366 nm, kemudian ditentukan Rf (Retardation factor) (Paramita et al., 2018). |dentifikasi dengan
reagen pereaksi semprot, pereaksi Dragendorff untuk uji alkaloid, pereaksi FeCl; untuk uji
fenolik, pereaksi Liebermann-Burchard untuk uji terpenoid (Kaban et al., 2016), dan pereaksi
Sitroborat untuk uji flavonoid, lalu diamati di bawah sinar UV 366 nm dan sinar tampak.

Uji bioautografi

Uji bioautografi dilakukan dengan plat silika gel GF2s4 yang ditotolkan ekstrak dan fraksi
lengkuas yang kemudian dielusi dengan masing-masing fase gerak yaitu n-heksan:etil asetat
(5:5 viv) dan n-heksan:etil asetat (6:4 v/v). Setelah terelusi, lempeng dikeluarkan dari chamber.
Suspensi bakteri uji sebanyak 0,2 mL diinokulasikan ke media MHA secara merata dengan cara
spread plate (merata ke seluruh permukaan media) dan dibiarkan permukaan mengering.
Lempeng KLT yang telah dielusi, ditempelkan pada media lalu diambil dan diinkubasikan pada
suhu 37 °C selama 18-24 jam. Kemudian diamati daerah hambatnya (Paramita et al., 2018).

Analisis data

Untuk menilai signifikansi statistik, dilakukan uji One Way Anova pada kelompok
perlakuan ekstrak metanol dan fraksi lengkuas (Trisia et al.,, 2018). Uji One Way Anova
memerlukan uji normalitas dan uji variansi untuk menjamin homogenitas data sebelum dapat
dijalankan. Uji Shapiro-Wilk dipakai untuk mendapatkan pengetahuan apakah data diameter
hambat ekstrak lengkuas terdistribusi normal. Analisis homogenitas dan One Way Anova dapat
dijalankan terhadap data yang mempunyai skor p > 0,05 yang mencerminkan jika data tersebut
berdistribusi normal. Selain itu diuji variansinya dengan menerapkan data yang sama vyaitu
diameter hambat ekstrak lengkuas. Uji One Way Anova dapat dijalankan jika skor
probabilitasnya lebih besar dari 0,05 yang menjelaskan jika seluruh sampel mempunyai
variansi yang sama. Apabila dalam uji normalitas menunjukkan bahwa data tidak terdistribusi
normal, digunakan uji Kruskal-Wallis (Quraisy and Hasni, 2021).

HASIL DAN PEMBAHASAN
Hasil ekstraksi

Sampel uji rimpang lengkuas setelah dibersihkan, dikeringkan pada suhu 50 °C dengan
tujuan mengurangi kadar air di dalam rimpang lengkuas sehingga dapat meminimalkan
pertumbuhan mikroba pada rimpang selama masa penyimpanan sebelum pengujian (Warnis
et al., 2020). Pengeringan berlangsung selama 2-3 hari untuk memastikan jika rimpang benar-
benar kering. Setelah kering sampel diserbukan untuk memperkecil ukuran partikel sehingga
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interaksi filter dengan rimpang dapat menembus dinding sel dan melarutkan bahan kimia yang
ada. Berat total simplisia yang diperoleh adalah 500 gram.

Maserasi dilakukan dengan metanol 70% yang dapat dipakai untuk melarutkan analit
polar dan nonpolar karena di dalam struktur metanol terdapat adanya gugus hidroksil dan metil
yang dapat menarik masing-masing analit polar dan nonpolar (Saputra et al., 2018). Ekstrak
metanol dari rimpang dan daun Alpinia galanga memiliki aktivitas sebagai antibakteri (Ghosh
and Rangan, 2013). Alkaloid, steroid, saponin, dan flavonoid dapat diekstraksi dengan metanol
(Astarina et al., 2012). Untuk mendapatkan hasil yang lebih maksimal, perlu dilakukan
remaserasi dengan penambahan pelarut metanol 70% seperti pada maserasi pertama ke dalam
hasil penyaringan maserasi pertama (Ningsih et al., 2015). Hasil keseluruhan proses ekstraksi ini
adalah sebanyak 75,10 gram ekstrak kental dengan persen rendemen sebesar 15,02%.

Hasil fraksinasi

Metode fraksinasi cair-cair didasarkan pada kelarutan analit atau senyawa dalam dua
pelarut yang tidak dapat bercampur. Prinsip dari pemisahannya adalah senyawa organik akan
terdistribusi pada setiap fasenya tergantung masing-masing kelarutannya, sehingga
membentuk dua lapisan (Dalimunthe et al., 2016). Fraksinasi rimpang lengkuas menggunakan
metanol 80% sebagai pelarut ekstrak kental karena pada konsentrasi yang lebih tinggi dapat
melarutkan ekstrak dengan baik sehingga dalam proses pemisahan dapat optimal. Selain itu,
dengan konsentrasi yang lebih tinggi akan mempercepat proses penguapan untuk
mendapatkan ekstrak kental. Metode fraksinasi memungkinkan seseorang memperkirakan
polaritas komponen yang akan dipisahkan. Metode fraksinasi lebih baik dibandingkan yang lain
karena dapat memisahkan molekul bioaktif berdasarkan derajat kepolarannya.

Tabel 1. Hasil rendeman ekstrak dan fraksi rimpang lengkuas

Sampel Bobot Sampel (gram) Rendemen (%)
Ekstrak metanol 70% 75,10 15,02%
Fraksi metanol 80% 5,26 52,6%
Fraksi etil asetat 0,18 1,8%
Fraksi kloroform 1,01 10,1%

Dari tabel 1 di atas, menunjukkan bahwa di dalam lengkuas lebih banyak terdapat
golongan senyawa yang bersifat polar.

Hasil uji sensitivitas bakteri

Sensitivitas bakteri ditentukan melalui uji sensitivitas menggunakan metode difusi disk
yang hasilnya tertulis di tabel 2. Uji sensitivitas antibiotik menunjukkan diameter daerah hambat
ciprofloksasin paling besar terhadap Shigella sonnei (31,8 mm) dan Bacillus cereus (35,3 mm).
Siprofloksasin termasuk ke dalam golongan fluoroquinolon. Fluoroquinolon bekerja sebagai
inhibitor topoisomerase Il (DNA girase) dan topoisomerase IV, sehingga mencegah sintesis
DNA bakteri (Sri and Setyawati, 2016). Fluoroquinolones efektif melawan berbagai macam
bakteri karena menekan transkripsi dan replikasi dengan mengganggu proses sintesis DNA
bakteri (Agustina et al., 2020). Relaksasi DNA superkoil positif dalam proses transkripsi dan
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replikasi dihambat oleh DNA girase. Pemisahan kromosom DNA setelah proses replikasi saat
pembelahan sel menjadi terganggu karena adanya inhibisi topoisomerase IV (Sri and
Setyawati, 2016). Berdasarkan hasil uji sensitivitas, antibiotik ciprofloxacin dipilih menjadi
kontrol positif pada uji aktivitas antibakteri.
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Tabel 2. Hasil uji sensitivitas antibiotik terhadap Shigella sonnei dan Bacillus cereus

Antibiotik Rata-rata diameter zona hambat (mm) £ SD
Shigella sonnei Bacillus cereus
Klindamisin 10,0 £ 0,00 12,0 £ 2,94
Amoksisilin 23,3+0,24 23,3+1,65
Kloramfenikol 29,5+ 0,71 26,8 + 7,32
Ciprofloxacin 31,8+ 1,65 35,3 +0,47

Keterangan: Diameter daerah hambat sudah termasuk diameter disk (6 mm)

Hasil uji aktivitas antibakteri ekstrak dan fraksi

Pengujian aktivitas antibakteri ekstrak dan fraksi rimpang lengkuas dilakukan
menggunakan metode difusi disk. Pada percobaan ini DMSO dipakai untuk membuat larutan
konsentrasi ekstrak dan fraksi dengan kandungan yang bervariasi karena DMSO merujuk pada
pelarut universal (dapat melarutkan zat polar dan non-polar) yang tidak membunuh bakteri,
maka DMSO dipakai menjadi kontrol negatif (Huda et al., 2019). Hasil uji aktivitas antibakteri
terhadap ekstrak dan fraksi rimpang lengkuas tercantum di tabel 3.

Tabel 3. Hasil uji tindakan antibakteri ekstrak dan fraksi rimpang lengkuas terhadap
bakteri Shigella sonnei dan Bacillus cereus
Rata-rata diameter zona hambat

Jenis sampel Konsentrasi (%) Kand/l::g:n (mm) SD
(mg/disk) Shigella sonnei  Bacillus cereus
30 4,5 9,83 £0,24 8,92 1+ 0,31
Ekstrak Metanol 40 6 10,75 £ 0,20 10,50 £ 0,41
70% 50 7,5 11,58 £ 0,31 11,33 £ 0,24
60 9 12,08 £ 0,31 12,50 £ 0,41
Kontrol Positif (Ciprofloxacin) 31,67 £ 0,85 27,67 £ 0,24
Kontrol Negatif (DMSO) 6,0+ 0,0 6,0+ 0,0
Fraksi Metanol 80% 100 15 6,67 £ 0,47 7,50 £ 1,08
Fraksi Kloroform 100 15 16,17 £ 0,47 11,67 £ 0,24
Fraksi Etil asetat 100 15 12,33 £ 0,85 10,83 £ 0,47
Kontrol Positif (Ciprofloxacin) 30,67 £ 0,47 29,83 £ 0,24
Kontrol Negatif (DMSQO) 6,0+ 0,0 6,0+ 0,0

Adanya aktivitas antibakteri ditandai dengan terlihatnya zona bening di daerah sekitar
disk. Berdasarkan data, dapat dilihat bahwa terdapat peningkatan diameter zona hambat
seiring dengan semakin tingginya konsentrasi ekstrak yang digunakan. Hal ini sesuai dengan
penelitian sebelumnya bahwa semakin tinggi konsentrasi ekstrak, maka semakin besar pula
daya hambat terhadap bakteri uji (Rini et al., 2018). Ekstrak lengkuas paling efektif melawan
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bakteri Shigella sonnei, pada konsentrasi 60% (9 mg/disk) yang menghasilkan zona hambat
sebesar 12,08 £ 0,31 mm; sedangkan terhadap bakteri Bacillus cereus, pada konsentrasi 60%
(9 mg/disk) menghasilkan zona hambat sebesar 12,50 + 0,41 mm. Hasil pengujian antibakteri
fraksi lengkuas menunjukkan bahwa hasil paling efektif melawan bakteri Shigella sonnei dan
Bacillus cereus yaitu fraksi kloroform. Hal ini menunjukkan bahwa senyawa aktif yang
berpotensi sebagai antibakteri lebih banyak terkandung dalam fraksi kloroform (non-polar).
Pada konsentrasi 100% (15 mg/disk), uji aktivitas antibakteri fraksi kloroform menghasilkan
zona hambat sebesar 16,17 £ 0,47 mm dan 11,67 = 0,24 mm.

\ \ K-
\(DMSO) k3
Y (ciprofioxacin)

Anta_ 5 el
Sfsf2s T

(ciprofloxacin)

(b)
Gambar 1. Hasil uji antibakteri ekstrak metanol 70% rimpang lengkuas (a) terhadap
bakteri Shigella sonnei, dan (b) terhadap bakteri Bacillus cereus

/ fraksi Kloroform
,.' /

, / fraksi metanol

£ .) fraksi etil asetat \
3 N

fraksi etil asetat

;

(ciprofloxacin)

—_— 25(5(2%

@) (b)
Gambar 2. Hasil uji antibakteri fraksi rimpang lengkuas, (a) terhadap bakteri
Shigella sonnei, dan (b) terhadap bakteri Bacillus cereus

Hasil uji statistik ekstrak metanol terhadap Shigella sonnei, tes normalitas menghasilkan
nilai signifikansi sebesar 0,000, data tidak terdistribusi secara normal (p>0.05). Uji homogenitas
menunjukkan nilai signifikansi sebesar 0,014, yang menunjukkan bahwa data tidak terdistribusi
secara homogen (p>0,05). Uji non-parametrik (Independent-Samples Kruskal-Wallis Test)
menghasilkan nilai signifikansi sebesar 0,006 (p<0,05), akan tetapi pada hasil komparasi antar
konsentrasi menunjukkan bahwa data tidak berbeda secara signifikan. Untuk Bacillus cereus,
tes normalitas menunjukkan nilai signifikansi sebesar 0,001, yang menunjukkan distribusi data
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yang tidak normal (p>0,05), sedangkan tes homogenitas menghasilkan nilai signifikansi
sebesar 0,334, yang menunjukkan distribusi data yang homogen (p >0,05). /Independent-
Samples Kruskal-Wallis Test menghasilkan nilai signifikansi 0,005 (p<0.05), tetapi pada hasil
komparasi antar konsentrasi menunjukkan bahwa data tidak berbeda secara signifikan dan
hanya antara konsentrasi 30% dan 60% yang menunjukkan berbeda signifikan (sig. 0,038).

Analisis statistik dari data uji aktivitas antibakteri fraksi Alpinia galanga terhadap Shigella
sonnei, tes normalitas menghasilkan nilai signifikansi sebesar 0,200, yang menunjukkan bahwa
data tersebut terdistribusi secara normal (p>0.05), sedangkan tes homogenitas menghasilkan
nilai signifikansi sebesar 0,034, yang menyatakan bahwa data tidak terdistribusi secara
homogen (p >0.05). Karena data menunjukkan distribusi normal, ANOVA one way dilakukan.
Uji ANOVA one way menunjukkan nilai signifikansi sebesar 0.000 (p<0.05), yang menunjukkan
adanya perbedaan zona hambat yang signifikan karena pengaruh dari ketiga fraksi rimpang
Alpinia galanga yang berbeda dalam menghambat pertumbuhan bakteri Shigella sonnei. Untuk
Bacillus cereus, tes normalitas menghasilkan nilai signifikansi sebesar 0,001, yang
menunjukkan distribusi data tidak normal (p>0.05), dan tes homogenitas menunjukkan nilai
signifikasi 0,005, yang berarti distribusi data tidak homogen (p >0.05). Hasil tes non-parametrik,
menghasilkan nilai signifikansi sebesar 0,009 (p<0.05), akan tetapi pada hasil komparasi antar
fraksi menunjukkan bahwa tidak adanya signifikansi dari fraksi rimpang Alpinia galanga yang
berbeda pada zona inhibisi untuk Bacillus cereus.

Hasil uji fitokimia

Senyawa metabolit sekunder dapat diidentifikasi pada suatu bahan alam melalui skrining
fitokimia. Metode ekstraksi dan jenis pelarut yang digunakan memiliki dampak signifikan
terhadap hasil pemeriksaan fitokimia, sehingga untuk menarik komponen aktif yang dituju
secara tepat dan efisien maka pelarutnya harus optimal (Vifta and Advistasari, 2018). Metanol
adalah pelarut pilihan untuk penelitian ini karena dapat dipakai untuk melarutkan analit polar
dan nonpolar. Berbagai senyawa metabolit sekunder tumbuhan, termasuk alkaloid, steroid,
saponin, dan flavonoid, dapat ditarik ke metanol (Astarina et al., 2012).

Tabel 4. Hasil uji fitokimia ekstrak dan fraksi rimpang lengkuas

R
Plat eagen Rf Visualisasi Warna/fluoresensi Keterangan
Semprot
Ekstrak Sitoborat 0,5 UV 366 nm Hijau kekuningan (+) Flavonoid
methanol Dragendorff 0,76 Sinar tampak Jingga (+) Alkaloid
70% LB 0,46 UV 366 nm Biru violet (+) Terpenoid
° FeCls - Sinar tampak Tidak kehitaman (-) Fenolik
0,3
Sitoborat 0 ,46 UV 366 nm Hijau kekuningan (+) Flavonoid
Fraksi Dragendorff 0,6 Sinar tampak Jingga (+) Alkaloid
Kloroform Liebermann- Tidak biru violet atau .
Burchard i UV 366 nm merah violet () Terpenoid
FeCls 0,4 Sinar tampak Kehitaman (+) Fenolik
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Gambar 3. Hasil uji fitokimia ekstrak metanol rimpang lengkuas

Keterangan:

(1) Hasil elusi KLT sebelum disemprot pada sinar tampak

(2) Hasil elusi KLT sebelum disemprot pada sinar UV 254 nm

(3) Hasil elusi KLT sebelum disemprot pada sinar UV 366 nm

(4) Hasil semprot reagen Sitroborat pada UV 366 nm, lingkaran merah menandakan terdeteksi flavonoid
(hijau kekuningan)

(5) Hasil semprot reagen Dragendorff pada sinar tampak, lingkaran merah menandakan terdeteksi
alkaloid (jingga)

(6) Hasil semprot reagen Liebermann-Burchard pada UV 366 nm, lingkaran merah menandakan
terdeteksi terpenoid (biru violet)

(7) Hasil semprot reagen FeCl; pada sinar tampak

1 @ ©)) @ &) Q) M

Gambar 4. Hasil uji fitokimia fraksi kloroform rimpang lengkuas
Keterangan:
(1) Hasil elusi KLT sebelum disemprot pada sinar tampak
(2) Hasil elusi KLT sebelum disemprot pada sinar UV 254 nm
(3) Hasil elusi KLT sebelum disemprot pada sinar UV 366 nm
(4) Hasil semprot reagen Sitoborat pada UV 366 nm, lingkaran merah menandakan terdeteksi flavonoid (hijau
kekuningan)
(5) Hasil semprot reagen Dragendorff pada sinar tampak, lingkaran merah menandakan terdeteksi alkaloid (jingga)
(6) Hasil semprot reagen Liebermann-Burchard pada UV 366 nm
(7) Hasil semprot reagen FeCl; pada sinar tampak, lingkaran merah menandakan terdeteksi fenolik (kehitaman)

Muncul bercak berwarna hijau kekuningan jika senyawa flavonoid disemprot dengan
pereaksi sitroborat (Forestryana and Arnida, 2020). Bercak hijau kekuningan dengan Rf 0,5
dan 0,3-0,46 terlihat pada ekstrak metanol dan fraksi kloroform di bawah UV 366 nm,
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membuktikan adanya golongan senyawa flavonoid. Bercak berwarna oranye kecokelatan
(jingga) dapat dilihat ketika digunakan reagen Dragendorff untuk mendeteksi adanya golongan
alkaloid. Baik ekstrak metanol maupun fraksi kloroform bila diperiksa dengan cahaya tampak
muncul bercak jingga dengan Rf masing-masing 0,76 dan 0,6 yang membuktikan adanya
golongan senyawa alkaloid.

Bercak warna biru violet/merah violet dihasilkan oleh reagen Liebermann Burchard
ketika terdapat golongan senyawa terpenoid (Fajriaty et al., 2018). Di bawah UV 366 nm,
ekstrak metanol muncul bercak merah muda/merah violet dengan Rf 0,46, membuktikan
adanya golongan terpenoid, sedangkan untuk fraksi kloroform tidak terdapat terpenoid karena
pada pengamatannya pada sinar UV 366 nm tidak terbentuk bercak merah violet. Ekstrak
rimpang lengkuas memiliki senyawa aktif 7’-acetoxychavicol acetate (ACA) (Zhang et al.,
2021), golongan terpenoid yang memiliki aktivitas sebagai antibakteri.

Golongan senyawa fenolik diamati dengan reagen semprot FeCl; akan menimbulkan

bercak biru kehitaman (Fajriaty et al., 2018). Ekstrak metanol tidak terdapat golongan senyawa
fenolik karena pada pengamatannya pada sinar tampak tidak adanya bercak biru kehitaman,
sedangkan fraksi kloroform terdapat golongan senyawa fenolik karena adanya bercak
kehitaman dengan Rf 0,4 pada pengamatan sinar tampak.

Alpinia galanga dan Kaempferia galanga mengandung saponin, fenol, flavonoid, tanin,
steroid dan terpenoid, yang berkontribusi terhadap sifat antioksidan dan antibakteri. Penelitian
uji fitokimia ekstrak metanol lengkuas (Alpinia galanga) terdapat golongan metabolit sekunder,
yaitu saponin, flavonoid, tanin, fenol, steroid, dan terpenoid (Sani et al., 2019). Hasil penelitian
yang lainnya juga menyatakan jika flavonoid, alkaloid, steroid dan terpenoid telah terdeteksi
pada ekstrak metanol dan fraksi rimpang Alpinia galanga (Avasthi et al., 2015). Hasil pengujian
KLT ini sesuai dengan hasil penelitian uji fitokimia ekstrak metanol rimpang lengkuas terdapat
senyawa flavonoid, alkaloid, dan terpenoid. Pada uiji fitokimia fraksi klorofom rimpang lengkuas
terdapat senyawa metabolit sekunder flavonoid, alkaloid, dan fenolik.

Hasil uji bioautografi

Adanya golongan senyawa kimia pada ekstrak yang bertanggung jawab terhadap
aktivitas antibakteri dapat diidentifikasi dengan menggunakan metode bioautografi kontak.
Teknik ini didasarkan pada metode difusi agar, dimana bahan kimia antibakteri berdifusi dari
plat KLT ke dalam media agar yang terdapat bakteri (Viogenta et al., 2023). Dalam hal ini
dilakukan uji bioautografi pada rimpang lengkuas untuk mengidentifikasi golongan kimia yang
bersifat antibakteri pada ekstrak metanol dan fraksi kloroform.

Ekstrak metanol rimpang lengkuas menunjukkan hasil daerah hambat pada Rf 0,5, yang
merupakan golongan flavonoid. Senyawa flavonoid banyak diisolasi dari tumbuhan sebagai
antimikroba, antioksidan, dan antikanker (Yanti et al., 2020). Mekanisme aktivitas antibakteri
flavonoid adalah penekanan produksi asam nukleat, gangguan fungsi membran sel, dan
gangguan metabolisme energi. lkatan hidrogen berperan penting dalam efek penghambatan
bahan kimia flavonoid pada sintesis asam nukleat. Permeabilitas dinding sel juga akan
terganggu akibat interaksi flavonoid. Flavonoid menekan fungsi membran sel dengan
bergabung dengan protein ekstraseluler dan terlarut untuk memproduksi senyawa kompleks,
yang mengganggu membran sel dan melepaskan bahan kimia intraseluler (Nomer et al., 2019).
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Tabel 5. Hasil uji KLT-Bioautografi ekstrak metanol dan fraksi kloroform rimpang
lengkuas terhadap bakteri Shigella sonnei dan Bacillus cereus

Bakteri Sampel Rf Keterangan
. Ekstrak 0,5 Diduga terdapat senyawa flavonoid sebagai antibakteri
Bacillus cereus - - - — -
Fraksi 0,6 Diduga terdapat senyawa alkaloid sebagai antibakteri
Ekstrak 0,5 Diduga terdapat senyawa flavonoid sebagai antibakteri
Shigella sonnei Eraksi 0,3 Diduga terdapat senyawa flavonoid sebagai antibakteri
0,6 Diduga terdapat senyawa alkaloid sebagai antibakteri

Hasil uji fraksi kloroform rimpang lengkuas menunjukkan bahwa daerah hambat pada Rf
0,6, yang merupakan alkaloid. Senyawa alkaloid mempunyai aktivitas sebagai antimikroba,
obat penenang, menaikkan tekanan darah (Yanti et al, 2020). Alkaloid mengganggu
pembentukan komponen peptidoglikan pada sel bakteri, yang menyebabkan kematian bakteri.
Alkaloid juga mempengaruhi metabolisme bakteri dengan mencegah produksi protein
(Anggraini et al., 2019).

Hasil uji fraksi kloroform lengkuas mendapatkan hasil bahwa pada nilai Rf 0,3 diduga
terdapat senyawa flavonoid sebagai antibakteri terhadap Shigella sonnei. Lengkuas
mengandung senyawa aktif 1’-acetoxychavicol acetate (ACA) (Zhang et al., 2021), golongan
terpenoid yang memiliki aktivitas sebagai antibakteri, yang berdasarkan pada hasil skrining
fitokimia ditunjukkan pada Rf 0,46.

KESIMPULAN

Zona hambat rimpang lengkuas terbesar terbentuk pada konsentrasi 60% (9 mg/disk)
ekstrak metanol dan konsentrasi 100% (15 mg/disk) fraksi kloroform. Ekstrak methanol
rimpang lengkuas mengandung flavonoid, alkaloid, dan terpenoid, sedangkan fraksi kloroform
mengandung senyawa flavonoid, alkaloid, dan fenolik. Flavonoid dan alkaloid dari ekstrak
methanol lengkuas dan fraksi kloroform, menunjukkan aktivitas sebagai antibakteri terhadap
Shigella sonnei dan Bacillus cereus.
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