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ABSTRAK

Escherichia coli O157:H7 dan Staphylocccus epidermidis merupakan bakteri yang
dapat menyebabkan penyakit pada manusia. Upaya pengendalian alternatif sangat penting
dilakukan karena penggunaan antbiotika dapat menimbulkan efek samping yang merugikan.
Penelitian ini bertujuan untuk mendapatkan ekstrak lengkuas putih (Alpinia galanga L.)
dalam menghambat pertumbuhan E. coli O157:H7 dan S. epidermidis. Pada pengujian ini,
menggunakan ekstrak lengkuas putih yang dimaserasi dengan tiga pelarut pada tingkat
kepolaran berbeda (etanol 96%, n-heksan dan etil asetat). Kemampuan ekstrak lengkuas
putih dalam menghambat bakteri uji, dilakukan dengan metode Kirby Bauer (kertas cakram).
Konsentrasi ekstrak lengkuas yang diujikan adalah 0%; 5% ; 10% ; 15%; 20% (b/v), kontrol
(ciprofloxacin) dan MIC (Minimum Inhibition Concentration). Penentuan toksisitas ekstrak
maka dilakukan uji LC50. Sedangkan penentuan golongan senyawa yang terkandung dalam
ekstrak lengkuas, dilakukan uji senyawa fitokimia melalui metode skrinning fitokimia. Hasil
penelitian menunjukkan ekstrak lengkuas putih dengan pelarut Etanol 96% dan n-heksan
mampu menghambat bakteri uji. Penghambatan terhadap E. coli O157:H7 paling efektif pada
pelarut n-heksan dengan konsentrasi ekstrak 20% (diameter zona hambat 20,2 mm).
sedangkan terhadap S. epidermidis adalah pelarut n-heksan dengan konsentrasi 20%
(diameter zona hambat 23,5 mm). LCsgterhadap E. coli O157:H7 dengan pelarut etanol 96%
dan n-heksan masing-masing 11,2% dan 10,4%. Sedangkan LCso S. epidermidis dengan
pelarut etanol 96% dan n-heksan masing-masing 9,9% dan 9,3%. Secara kualitatif, ekstrak
tanaman lengkuas putih mengandung golongan senyawa flavonoid, saponin, terpenoid, dan
tannin.

Kata Kunci: Daya hambat, Escherichia coli O157:H7, Lengkuas putih, Staphylococcus
epidermidis.

ABSTRACT

Escherichia coli O157:H7 and Staphylocccus epidermidis are bacteria that can
cause disease in humans. Alternative control efforts are very important because the use of
antibiotics can cause adverse side effects. This study aims to obtain extracts of white galangal
(Alpinia galanga L.) in inhibiting the growth of E. coli O157:H7 and S. epidermidis. In this
test, white galangal extract was macerated with three solvents at different polarity levels
(96% ethanol, n-hexane and ethyl acetate). The ability of white galangal extract in inhibiting
bacteria was tested using the Kirby Bauer method (paper disc). The concentration of galangal
extract tested was 0%; 5% ; 10% ; 15%; 20% (w/v), control (ciprofloxacin) and MIC
(Minimum Inhibition Concentration). To determine the toxicity of the extract, the LC50 test
was carried out. Meanwhile, to determine the class of compounds contained in the galangal
extract, phytochemical tests were carried out using the phytochemical screening method. The
results showed that white galangal extract with 96% ethanol as solvent and n-hexane was able
to inhibit the test bacteria. Inhibition against E. coli O157:H7 was most effective in n-hexane
solvent with an extract concentration of 20% (inhibition zone diameter 20.2 mm). while for S.
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epidermidis was n-hexane solvent with a concentration of 20% (inhibition zone diameter 23.5
mm). LC50 against E. coli O157:H7 with 96% ethanol and n-hexane as solvents 11.2% and
10.4%, respectively. Meanwhile, the LC50 of S. epidermidis with 96% ethanol and n-hexane
solvents were 9.9% and 9.3%, respectively. Qualitatively, white galangal plant extract
contains a class of flavonoid compounds, saponins, terpenoids, and tannins.

Keywords: lhibition, Escherichia coli O175:H7, Staphylococcus epidermidis.

PENDAHULUAN

Escherichia coli O157:H7 dan
Staphylocccus  epidermidis  merupakan
bakteri yang menyebabkan infeksi pada
manusia. Bakteri E. coli starin O157:H7
sangat berbahaya karena menghasilkan
toksin  Shiga-toxin merupakan toksin
virulensi  (O’Loughlin and Browned,
2001). Toksin ini dapat menyebabkan
Hemorrhagic Colitis, yaitu terjadinya
radang usus besar yang  dapat
mengakibatkan pendarahan dan
menyebabkan gagal ginjal akut hingga
akhirnya dapat menimbulkan kematian
(Chad et al., 2012).

Staphylococcus epidermidis
merupakan satu dari sekian macam dari
bakteri yang dapat menimbulkan jerawat.
Jerawat disebabkan oleh hiperproliferasi
epidermis sehingga terjadi inflamasi,
sumbatan pori, aktivitas bakteri dan
produksi minyak pada wajah yang
berlebih (Athikomkulchai et al., 2008).
Pengobatan jerawat dilakukan dengan
antibiotik tetrasiklin, doksisiklin,
klindamisin, dan eritromisin. Pengobatan
tersebut bertujuan untuk menghambat
inflamasi  dan  mematikan  bakteri
(Nakatsuji et al., 2009).

Saat ini, pengembangan antibiotik
dari bahan alami sedang dibutuhkan.
Lengkuas mengandung senyawa
antibakter dan karena itulah lengkuas
berpotensi menjadi antibiotik alami.
Tanaman lengkuas mempunyai beberapa
kandungan senyawa, seperti tanin,

saponin, terpenoid, dan flavonoid
(Yuharmen, 2002).

Rimpang lengkuas putih dapat
digunakan sebagai obat alternatif untuk
mengobati rematik, bau mulut, radang
selaput lendir hidung, pilek, batuk,
infeksi ~ tenggorokan dan  demam
(Oonmetta et al., 2006). Lengkuas putih
juga untuk berbagai proses antibakteri,
aktivitas terapeutik, antioksidan,
antianalgesik, antiinflamantori, antialergi
dan antikanker (Chudiwal et al., 2010).

Menurut Prasetyo (2016) bahwa
senyawa Yyang terkandung dalam
lengkuas putih berupa tanin, saponin,
terpenoid, dan flavonoid yang memiliki
aktivitas sebagai antibakteri. Senyawa
tersebut memiliki  komponen bioaktif
yang dapat menghambat pertumbuhan
bekteri. Hiala dkk., (2019) melaporkan
ekstrak lengkuas dengan pelarut etanol
pada konsentrasi 20% memiliki daya
hambat bagi E. coli dengan zona hambat
berdiameter 25,6 mm. Lain halnya hasil
penelitian Muhammadiah (2020) bahwa
ekstrak lengkuas putih dengan pelarut
etanol dengan konsentrasi 40% memiliki
daya hambat bagi Staphylococcus aureus
dengan zona hambat berdiameter 28,6
mm. Polaritas pelarut yang digunakan
dalam menarik senyawa aktif yang ada
pada simplisia menentukan
kemampuannya dalam  menghambat
bakteri yang diujikan. Menurut Huliselan
dkk., (2015) hasil dari senyawa bioaktif
yang terkandung pada  simplisia
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dipengaruhi oleh adanya perbedaan jenis
pelarut yang digunakan. Berdasarkan hal
tersebut, penelitian dengan topik daya
hambat ekstrak lengkuas putih (Alpinia
galanga L.) terhadap pertumbuhan E. coli
O157:H7 dan S. epidermidis pun
dilakukan.

MATERI DAN METODE
Peremajaan dan Reidentifikasi

Penelitian ini menggunakan bakteri
uji E. coli O157:H7 vyang berasal dari
stok kultur Laboratorium Mikrobiologi,
Program Studi Biologi, F Mipa,
Universitas Udayana, dan bakteri S.
epidermidis yang disolasi dari stok kultur
Laboratorium Badan Pengawas Obat dan
Makanan (BPOM) Denpasar, Bali.

Peremajaan bakteri dilakukan dengan
cara mengambil 1 loop bakteri uji
kemudian distreak pada media Eosin
Methylen Agar (EMBA) untuk E. coli
0157:H7 dan media Manitol salt Agar
(MSA) untuk bakteri S. epidermidis.
Koloni yang tumbuh pada media setalah
diikubasi pada suhu 37°C selama 24 jam,
kemudian dilanjutkan mereidentifikasi
dengan mengamati bentuk koloni dan
warna koloni, sedangkan pada
mengamatan mikroskopis, diawali
dengan melakukan pewarnaan gram lalu
dilakukan diamati bentuk selnya dengan
menggunakan mikroskup  pembesaran
100 kali dan mencatat hasil pewarnaan
gram (Nurhari, 2009). Untuk meyakinkan
bahwa bakteri tersebut merupakan bakteri
E. coli O157:H7 dan S. epidermidis,
maka dilakukan uji biokimia yang
meliputi uji gula gula (glukosa, laktosa,
manitol, maltosa, sukrosa) dan uji indol,
Triple Sugar Iron Agar (TSIA) serta uji
sitrat.

Masing-masing  koloni E. coli
0O157:H7 dan S. epidermidis yang sudah
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tumbuh diambil 1 ose koloni dari media
NA diinokulasi ke tabung reaksi berisi
Nutrient broth. Selanjutnya proses
inkubasi selama 24 jam pada suhu 37°C.
Proses pengenceran dilakukan dengan
tahapan yaitu mengambil dan
memasukkan 1 mL sampel ke dalam
tabung reaksi 9 mL yang didalamnya
sudah terdapat larutan fisiologis NacCl
agar bisa mendapatkan faktor
pengenceran sebanyak 101, Pengenceran
sampel dilakukan dengan tahapan yang
sama hingga dapat memperoleh tingkat
pengenceran sebanyak 108  Setiap
tingkat pengenceran kemudian dituang
sebanyak 1 mL pada cawan petri dan
dihomogenkan dengan media NA dan
dibiarkan hingga memadat. Setelah media
NA sudah memadat, proses inkubasi
dilakukan dengan waktu 24 jam dan suhu
37°C. Tahap  selanjutnya  adalah
menghitung koloni mikroba yang sudah
tumbuh dengan menggunakan counter.
Kerapatan sel E. coli O157:H7 adalah
265x108 CFU/ mL dan S. epidermidis
adalah 239x108 CFU/ mL.

Uji Daya Hambat Ekstrak Kasar
Lengkuas Putih Terhadap E. coli
0157:H7 dan S. epidermidis

Penentuan daya hambat ekstrak kasar
lengkuas putih terhadap bakteri E. coli
0157:H7 dan S. epidermidis
menggunakan metode kertas cakram.
Metode ini dilakukan dengan cara
disiapkan  cawan  Petri, kemudian
dituangkan media Nutrient Agar dan
dibiarkan hingga memadat. Diinokulasi 1
mL suspensi bakteri E. coli O157:H7 dan
S. epidermidis. Kemudian didiamkan
selama 30 menit, lalu kertas cakram steril
berdiameter 6 mm didedahkan dengan 50
ML ekstrak lengkuas putih konsentrasi
0%, 5% (b/v), 10% (b/v), 15% (b/v), 20%
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(b/v) dan ciprofloxacin konsentrasi 0,1%
sebagai kontrol positif. Semua paper disc
yang sudah  mendapat  perlakuan
dikeringkan selama 5 menit agar ekstrak
lengkuas putih meresap pada paper disc.
Tahapan selanjutanya adalah meletakkan
paper disc di atas lempengan agar yang
terisi suspensi bakteri. Kemudian proses
inkubasi selama 24 jam dengan suhu
37°C. Jika sudah selesai proses inkubasi,
tahapan selanjutnya adalah proses
pengukuran diameter zona bening di area
paper disc menggunakan jangka sorong.
Setelah proses-proses tersebut dijalankan,
diperolehlah hasil dari diameter zona
hambat  ekstrak  lengkuas  putih.
(Susiloningsih, 2003).

Uji Letal Concentration so (LCso)

Pengujian LC50 dilakukan dengan
menggunakan metode cawan tuang.
Ekstrak lengkuas yang konsentrasinya
bervariasi antara 11 sampai 15%,
selanjutnya sebanyak 1 mL
diinokulasikan ke dalam masing-masing
suspensi bakteri E. coli O157:H7 dan S.
epidermidis. Campuran tersebut
didiamkan selama 1 jam, lalu diambil
sebanyak 1 mL selanjutnya dimasukkan
ke dalam cawan petri dan tuangkan
media NA 15 mL dan digoyang secara
simultan. Setelah media membeku cawan
Petri selanjutnya diinkubasi suhu 37°C.
selama 24 jam. Jumlah koloni bakteri
dihitung menggunakan colony counter.
Percobaan diulang sebanyak 3 kali untuk
memperoleh hasil yang representatif.
Hasil yang diperoleh kemudian diplot
pada kurva yang menunjukkan hubungan
antara konsentrasi ekstrak lengkuas
dengan kerapatan sel mikroba uji dan
ditentukan persamaan regresinya
(Kurnilia, 2019).
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Pengujian Senyawa Fitokimia

Hasil yang menunjukkan
kemampuan daya hambat, selanjutnya
dilakukan pengujian senyawa fitokimia
dengan menggunakan metode skrinning
fitokimia. Tahapan proses
mengidentifikasi senyawa flavonoid,
yang pertama adalah menimbang 0,5 g
ekstrak lengkuas putih, selanjutnya
menambahkan aquadest sebanyak 5 mL,
lalu menyaring dan memanaskannya
selama 3 menit. Tambahkan filtrat 5 tetes
H2>SO4. Proses mengidentifikasi senyawa
tanin yang pertama adalah menimbang
0,5 g ekstrak lengkuas putih, selanjutnya
menambahkan 5 mL aquadest dan
langsung menyaringnya. Selanjutnya,
menambahkan filtrat yang sudah didapat
dengan beberapa tetes FeCls 1%.
Tahapan proses mengidentifikasi
senyawa saponin, yang pertama adalah
menimbang 0,5 g ekstrak lengkuas putih,
selanjutnya memanaskannya selama 3
menit dengan tambahan air secukupnya.
Tahapan selanjutnya adalah
mendinginkan larutan yang kemudian
dikocok selama 10 menit. Proses
identifikasi senyawa terpenoid adalah
dengan menimbang 0,5 g ekstrak
lengkuas putih kemudian menambahkan
asam asetat dengan asam sulfat yang
pekat.

Analisis Data

Semua data yang telah diperoleh
akan  dianalisa  secara  kuantitatif
memanfaatkan prosedur Analysis of
Varians (ANOVA) bertaraf 5%. Dalam
analisis ini akan dilaksanakan Duncan
Multiple Range Test bertaraf 5% jika
antar perlakuan yang diujikan
berpengaruh secara nyata bagi variabel
yang diamati.
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HASIL

Reidentifikasi Bakteri Escherichia coli
0O157:H7 dan Staphylococcus
epidermidis

Pengujian konfirmasi terhadap kedua
bakteri melalui pewarnaan gram yang
diamati secara mikroskopis menggunakan
mikroskop dengan perbesaran 1000x,
diperoleh hasil sebagai berikut: E. coli
O157:H7 berbentuk batang (bacill),
tersusun secara tunggal dengan warna
merah, dan termasuk Gram negatif
(Gambar 1). Sedangkan S. epidermidis
berbentuk bulat (coccus), tersusun secara
berkelompok atau bergerombol dengan
warna ungu, dan termasuk Gram positif
seperti ditampilkan pada (Gambar 2).

p 3 A S TN gD /)
ELLS0E e o DTDRN Ll
Gambar 1. Hasil pewarnaan Gram
E. coli O157:H7
Ket. Tanda panah : bentuk sel
bakteri

Gambar 2. Hasil pewarnaan Gram
S. epidermidis
Ket. Tanda panah: bentuk sel bakteri

Hasil uji biokimia dari kedua
bakteri yang digunakan sebagai bakteri
uji menunjukkan bahwa bakteri E. coli

http://ojs.unud.ac.id/index.php/simbiosis

elSSN: 2656-7784
September 2022

0O157:H7 pada pengujian glokosa,
laktosa, mannitol, maltose, sukrosa, TSI
dan Indol memberikan hasil positif
sedangan pada uji biokimia sitrat
diperoleh hasil negative, selengkapnya
disajikan pada tabel 1.  Untuk uji
konfermatif  bakteri S. epidermidis
diperoleh hasil seperti ditampilkan pada
tabel 2.

Tabel 1. Hasil Uji Biokimia dan Uji

Gula-gula pada Escherichia coli

O157:H7
No Uji Hasil
1 Glukosa +
2 Laktosa +
3 Manitol +
4 Maltosa +
5 Sukrosa +
6 Sitrat -
7 TSIA +
8 Indol +

Tabel 2. Hasil Uji Katalase, Koagulase
dan Uji Manitol pada Staphylococcus

epidermidis
No Uji Hasil
1 Manitol -
2 Katalase +
3 Koagulase -

Daya Hambat Ekstrak Kasar (crude
exctract) Lengkuas Putih Terhadap
Escherichia  coli  O157:H7 dan
Staphylococcus epidermidis

Tabel 3. menunjukkan daya hambat
tertinggi ekstrak kasar lengkuas putih
terhadap bakteri E. coli O157:H7
ditemukan  pada ekstrak  dengan
konsentrasi 20% (b/v) yang dimaserasi
dengan pelarut n-heksan. Rata-rata
diameter zona hambat sebesar 20,2 mm.
Daya hambat terendah terhadap bakteri
E. coli O157:H7 terjadi pada perlakuan
dengan pelarut etanol 96% pada
konsentrasi 15% (b/v) dengan diameter
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zona hambat sebesar 8,3 mm. Sedangkan
konsentrasi 10% (b/v) dan 5% (b/v)
ekstrak kasar, baik yang dimaserasi
dengan pelarut n-heksan maupun etanol
96% belum menunjukkan adanya tanda-
tanda pembentukan zona bening di
sekitar kertas cakram. Begitu juga pada
semua konsentrasi ekstrak kasar lengkuas
putih yang dimaserasi dengan pelarut
semi  polar  (etil  asetat), tidak
menunjukkan terbentuknya daya hambat.
Untuk kontrol negatif dengan
menggunakan kertas cakram yang hanya
didedahkan masing-masing pelarut, juga
tidak terbentuk zona hambat sedangkan
kertas cakram  yang  didedahkan
ciprofloxacin sebagai kontrol positif
menghasilkan diameter zona hambat 31,8
mm, data selengkapnya disajikan pada
Tabel 3.

Tabel 3 Daya Hambat Ekstrak Kasar
(crude exctract) Lengkuas Putih terhadap E.
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pada perlakuan dengan pelarut n-heksan pada
konsentrasi 20% (b/v), dengan rata-rata
diameter zona hambat sebesar 23,5 mm.
Daya hambat terendah terhadap bakteri S.
epidermidis diperoleh pada perlakuan dengan
pelarut etanol 96% pada konsentrasi
15%(b/v), dengan rata-rata diameter zona
hambat sebesar 9,0 mm. Konsentrasi ekstrak
5% (b/v) dan 10% (b/v) yang dimaserasi
dengan etanol dan n-heksan, belum
menunjukkan adanya daya hambat. Begitu
juga pada semua konsentrasi ekstrak yang
dimaserasi dengan ethil asetat sebagai pelarut
semi polar tidak terbentuk zona bening di
sekitar kertas cakram. Kertas cakram yang
hanya didedahkan masing-masing pelarut
sebagai  kontrol negatif, juga tidak
memberikan kontribusi terhadap
terbentuknya zona hambat sedangkan kertas
cakram yang didedahkan ciprofloxacin
sebagai  kontrol  positif  menghasilkan
diameter zona hambat 32,6 mm, data
selengkapnya disajikan pada Tabel 4

Tabel 4 Daya Hambat Ekstrak Kasar (crude

exctract) Lengkuas Putih terhadap S.
epidermidis

coli O157:H7
Diameter zona hambat (mm)
Konsentrasi Jenis Pelarut Ekstrak
Ekstrak (b/v) Etanol N-heksan Etil Asetat
0% 0+ 0? 0+ 0? 0+ 0?
5% 0+ 0? 0+ 0? 0+ 02
10% 0+ 0? 0+ 0* 0+ 02
15% 9,0 +0,04° 9,1+0,05° 0+ 0?
20% 22,9+ 0,04° 23,5+ 0,03° 0+ 0?
K+ (0,1%) 32,6 + 0,051 32,6 +0,05¢ 32,6 + 0,05

Diameter zona hambat (mm)

Keterangan :

Nilai-nilai pada Tabel 4.3 standar deviasi
merupakan rata-rata dari 3 kali ulangan. Nilai-nilai
yang diikuti oleh huruf pada kolom maupun baris yang
sama merupakan rata-rata yang tidak berbeda nyata
(p>0,05) berdasarkan uji jarak berganda Duncan,
setelah dilakukan analisis sidik ragam (Anova)

Ekstrak kasar lengkuas putih yang
dimaserasi dengan n-heksan dan etanol 96%
memberikan kontribusi terhadap
terbentuknya diameter zona hambat di sekitar
kertas cakram. Diameter zona hambat
tertinggi  ekstrak kasar lengkuas putih
terhadap bakteri S. epidermidis diperoleh

Konsentrasi Jenis Pelarut Ekstrak
Ekstrak (b/v)
Etanol N-heksan Etil Asetat
0% 0+ 0: 0+ 0: 0+ o:
50 0+ 0 0+ 0 00
10% 0+ 0° 0+ 0° 0+ 0°
15% 9,0 + 0,04 9,1+ 0,05 0+ 0°
20% 22,9+ 0,04 23,5+ 0,03 0+ 0°
.
K+ (0,1%) 32,6 + 0,05 32,6 + 0,05 30266&_,;

Keterangan :
Nilai-nilai pada Tabel 4.4 standar deviasi merupakan
rata-rata dari 3 kali ulangan. Nilai-nilai yang diikuti
oleh huruf pada kolom maupun baris yang sama
merupakan rata-rata yang tidak berbeda nyata
(p>0,05) berdasarkan uji jarak berganda Duncan,
setelah dilakukan analisis sidik ragam (Anova).

Minimum Inhibitory  Concentration
(MIC) Ekstrak Kasar lengkuas Putih
Terhadap Bakteri Uji.

Ekstrak kasar lengkuas putih yang
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dimaserasi dengan pelarut etanol dan n-
heksan pada konsentrasi 15% (b/v)
selanjutnya diencerkan sampai
konsentrasi 11% (b/v). Hal ini bertujuan
untuk menentukan konsentrasi minimum
dari ekstrak tersebut dalam menghambat
bakteri yang diujikan. Pada Tabel 5 dan 6
dapat dilihat bahwa  konsentrasi
11%(b/v), di kedua ekstrak yang
dimaserasi dengan etanol dan n-heksan
menunjukkan adanya diameter zona
hambat masing-masing sebesar 7,3 mm
dan 7,2 mm terhadap E. coli 0O157:H7
serta diameter zona hambat sebesar 7,0
mm dan 7,8 mm terhadap S. epidermidis
(Gambar 8 dan 9). Walaupun terdapat
variasi data dari ekstrak kasar lengkuas
putih yang dimaserasi dengan
menggunakan dua pelarut yang memiliki
sifat tingkat kepolaran berbeda, secara
umum daya hambat yang ditunjukkan
berbanding lurus dengan terjadinya
peningkatan konsentrasi yang diberikan.
Daya hambat tertinggi pada pengujian
MIC terhadap bakteri E. coli O157:H7 ,
ditunjukkan pada konsentrasi 14% (b/v)
dikedua pelarut yang digunakan yaitu
diameter zona hambat sebesar 8,2 mm
dan 8,1 mm. Sementara terhadap S.
epidermidis, pada pengujian MIC didapat
juga pada konsentrasi 14% (b/v) vyaitu
diameter zona hambat masing-masing
sebesar 8,1 mm dan 8,7 mm.

Tabel 5 Hasil MIC pada Escherichia
coli O157:H7
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Diameter zona hambat (mm)

Konsentrasi Jenis Pelarut Ekstrak

Ekstrak (b/v)
Etanol N-heksan
11% 7,0+ 0,05° 7,8 £0,05%
12% 7,8+ 0,05 7,9 +0,02°
13% 7,9+0,03 8,3+0,02°
14% 8,1+0,02° 8,7 £ 0,02«
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Keterangan :

Nilai-nilai pada Tabel 5 standar deviasi merupakan
rata-rata dari 3 kali ulangan. Nilai-nilai yang diikuti
oleh huruf pada kolom maupun baris yang sama
merupakan rata-rata yang tidak berbeda nyata (p>0,05)
berdasarkan uji jarak berganda Duncan, setelah
dilakukan analisis sidik ragam (Anova).

Tabel 6 Hasil MIC pada
Staphylococcus epidermidis

Diameter zona hambat (mm)

Konsentrasi Jenis Pelarut Ekstrak
Ekstrak (b/v)
Etanol N-heksan
11% 7,0 +0,05? 7,8 + 0,050
12% 7,8 + 0,050 7,9 +0,020¢
13% 7,9 + 0,030 8,3 +0,02¢
14% 8,1+0,02¢ 8,7 + 0,02«
Keterangan :

Nilai-nilai pada Tabel 6 standar deviasi
merupakan rata-rata dari 3 kali ulangan. Nilai-
nilai yang diikuti oleh huruf pada kolom maupun
baris yang sama merupakan rata-rata yang tidak
berbeda nyata (p>0,05) berdasarkan uji jarak
berganda Duncan, setelah dilakukan analisis sidik
ragam (Anova).

Uji LCso (Lethal Concentration 50%)

Nilai LC50 ditentukan dengan
persamaan regresi sehingga diperoleh
nilai tingkat kepercayaan tertinggi seperti
yang disajikan di Gambar 3, 4, 5, dan 6.
Hal itu diperkuat dengan perhitungan
persamaan regresi. Nilai LC50 untuk E.
coli O157:H7 dengan perlakuan pelarut
etanol 96% dan n-heksan berturut-turut
sebesar 11,2% dan 10,4%. Sedangkan
Nilai  untuk S. epidermidis dengan
perlakuan pelarut etanol 96% dan n-
heksan berturut-turut sebesar 9,9% dan
9,3%. Hal ini menunjukkan bahwa
ekstrak lengkuas lebih toksik terhadap S.
epidermidis karena konsentrasi yang
diperlukan lebih kecil untuk menghambat
50% populasi dibandingkan dengan yang
diperlukan untuk menghambat 50%
populasi E. coli O157:H7.
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LC50 Escherichia coli O157T:H7
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Gambar 3. Hasil LCso pada E. coli
0157:H7 dengan Pelarut Etanol
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Gambar 4. Hasil LCso pada E. coli
0157:H7 dengan Pelarut N-heksan
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Gambar 5. Hasil LCsopada S.
epidermidis dengan Pelarut Etanol
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LCS50 Staphylococcus epidermidis
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Gambar 6. Hasil LCso pada S.
epidermidis dengan Pelarut N-heksan

Hasil Uji Senyawa Fitokimia Ekstrak
Kasar Lengkuas Putih

Peneliti dalam melakukan pengujian
senyawa fitokimia ekstrak lengkuas putih
memanfaatkan metode kualitatif dan
hasilnya adalah dari ke empat golongan
senyawa yang diujikan yaitu flavonoid,
tannin, saponin dan terpenoid, semuanya
memberikan hasil positif (Tabel 7). Hal
ini menunjukkan ekstrak kasar lengkuas
putih yang dimaserasi dengan Etanol
96% dan n-heksan memiliki beberapa
golongan senyawa, VYaitu terpenoid,
tannin, flavonoid, dan saponin.

Tabel 7. Pengujian Senyawa Fitokimia
Ekstrak Lengkuas Putih

Hasil
Uji Etanol N-
96% heksan
1 Flavonoid + +
2 Tanin + +
3 Saponin + +
4 Terpenoid + +

PEMBAHASAN

Pengamatan secara mikroskopis E.
coli O157:H7 vyang diawali dengan
pewarnaan Gram didapat ciri bakteri
berbentuk batang (bacill), susunan
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tunggal, dan berwarna merah (Gambar 1),
sedangkan S.epidermidis teramati ciri-
ciri bakteri berbentuk bulat (coccus),
susunan berkelompok atau bergerombol,
berwarna ungu (Gambar 2). Berdasarkan
hasil pengamatan secara mikroskopis ke
dua bakteri tersebut menunjukkan adanya
kesesuaian dengan yang dilaporkan oleh
Sabudi  dan  Hendrayana  (2017)
pengamatan secara mikroskopis bakteri
E. coli O157 berbentuk batang (bacill)
dan berwarna merah. Menurut Services
(2015) pengamatan secara mikroskopis
bakteri S. epidermidis berukuran sekitar
0,5-1,5um tersusun seperti buah anggur.
Hasil pewarnaan Gram yang telah
dilakukan pada koloni yang diduga
sebagai E. coli O157:H7 didapatkan
bahwa, koloni tersebut termasuk di dalam
kelompok bakteri Gram negatif. Pada
pengamatan secara mikroskopis dengan
pembesaran 1000x, dinding sel bakteri
teramati  berwarna  merah  karena
menyerap zat warna kedua atau warna
pembanding kedua. Sesuai dengan
pernyataan Hidayat (2011) bahwa,
bakteri Gram negatif lebih banyak
terdapat lipid sehingga pada saat
dilakukan  pencucian  menggunakan
alkohol lipid beserta warna dasar akan
ikut larut dan menyebabkan pori-pori
mudah membesar. Bakteri yang telah
kehilangan warna dasar vyaitu Kkristal
violet akan membuat bakteri tidak
berwarna sehingga sel bakteri akan
terwarnai dengan zat warna kedua yaitu
safranin. Hasil pewarnaan Gram yang
telah dilakukan pada koloni yang diduga
sebagai S. epidermidis termasuk dalam
kelompok bakteri Gram positif. Pada
pengamatan secara mikroskopis dengan
pembesaran 1000x, dinding sel bakteri
teramati warna ungu karena
mempertahankan zat pewarna pertama
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yaitu kristal violet. Menurut Cambell et
al.,, (2008) bahwa, penyebab dari
tingginya aktivitas kristal violet dan ion
adalah struktur dari dinding sel bakteri
gram positif, yaitu tebalnya lapisan
peptidoglikan. Sedangkan, penyebab dari
bertahannya zat warna pertama atau
kristal violet (ungu) adalah karena
terbentuknya suatu senyawa yang sulit
larut dalam alkohol. Senyawa yang sulit
larut dalam alkohol pun terbentuk
mengakibatkan zat warna pertama yaitu
warna ungu tetap bertahan.

Hasil uji biokimia dan gula-gula
terhadap koloni yang diduga E. coli
O157:H7 adalah positif, yaitu pada
proses uji glukosa, sukrosa, laktosa,
maltosa, manitol, uji TSIA, uji indol,
ditandai dengan warna hijau yang
berubah menjadi menjadi kuning pada
media, sedangkan hasil negatif terdapat
pada uji sitrat, ditandai dengan media
yang tetap berwarna hijau atau tidak
mengalami perubahan warna sama sekali
(Tabel 1). Pendapat yang mendukung
hasil pengujian tersebut dikemukakan
oleh Mahon et al., (2015) bahwa bakteri
yang dapat melakukan fermentasi
karbohidrat, mengalami perubahan warna
pada media, yaitu dari ungu menjadi
kuning. Penyebab perubahan warna dapat
terjadi adalah karena reaksi antara
indikator Phenol red dengan keadaan
asam. Dari reaksi tersebut, terbentuklah
asam yang kemudian berubah menjadi
CO2 dan H2 sehingga membuat gas yang
dapat terlihat dari tabung Durham.

Uji TSIA hasilnya adalah bahwa
bakteri mampu melakukan fermentasi
pada gula baik glukosa, laktosa, dan
sukrosa. Hal ini ditandai dengan
dihasilkannya warna kuning pada media
TSIA. Menurut Sakila (2013), hasil
positif uji TSIA ditandai dengan warna
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kuning yang terdapat di lempeng kuning
pada dasar agar. Gas positif yang
terbentuk merupakan hasil dari proses
fermentasi antara H2 dan CO2 yang
ditandai dengan media agar yang pecah
atau terangkat. Hasil dari uji sitrat adalah,
warna media tidak mengalami perubahan
atau tetap berwarna hijau seperti semula.
Hal ini menandakan bahwa sumber
karbon dan energi tidak digunakan oleh
bakteri. Menurut Mahon et al. (2015),
bakteri yang menggunakan sitrat akan
menghilangkan asam dari medium yang
dapat mengakibatkan perubahan warna
medium yang semula berwarna hijau
berubah menjadi warna biru serta juga
mengakibatkan meningkatnya pH. Hasil
uji indol diperoleh hasil positif yang
ditandai dengan permukaan biakan yang
di dalamnya terbentuk motif cincin
dengan warna merah muda. Hal ini
menunjukan bakteri yang teridentifikasi
mempunyai enzim triptonase yang
memiliki  kemampuan menghidrolisis
asam amino berjenis triptofan.

Hasil uji biokimia dan uji gula-gula
S. epidermidis terhadap koloni yang
diduga S. epidermidis adalah, yang
pertama yaitu uji katalase hasilnya
positif, sedangkan uji manitol dan uji
koagulase hasilnya adalah. Uji katalase
bertujuan untuk mengerti akan hal
mengenai sifat bakteri dalam
memproduksi enzim katalase. Pada uji
katalase kali ini, hasilnya adalah positif
karena pada pengujian ini gelembung-
gelembung gas terbentuk. Uji manitol
pada bakteri S. epidermidis menunjukkan
hasil negatif yang teridentifikasi sebagai
S. epidermidis. Staphylococcus
epidermidis termasuk ke dalam salah satu
bakteri yang tidak memiliki kemampuan
untuk melakukan fermentasi gula atau
manitol. Dimana bakteri ini bersifat
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anaerob fakultatif atau bakteri yang dapat
bertumbuh melaui respirasi aerobik atau
melalui fermentasi (Services, 2015).
Hasil uji koagulase menunjukkan bahwa
bakteri yang diujikan merupakan bakteri
S. epidermidis, karena pada uji ini
didapat negatif  karena serum pada
tabung tidak mengalami tahap
penggumpalan. Menurut Osman et al.,
(2017) bahwa bagi setiap species
Staphylococcus yang merespon koagulase
negatif, termasuk  bakteri  yang
menghasilkan infeksi oportunistik
terhadap manusia dan hewan.

Pelarut etanol 96% dan n-heksan
sebagai kontrol negatif pada hasil
pengujian tidak menunjukkan zona
hambat di sekitar paper disc. Hal ini
disebabkan adanya kemungkinan bahwa
kedua pelarut tersebut mudah menguap
sehingga saat diujikan tidak memberikan
pengaruh  yang  berarti  terhadap
kemampuan dalam menghambat kedua
bakteri yang diujikan. Sedangkan kontrol
positif (ciprofloxacin) pada konsentrasi
0,1% mampu menghasilkan diameter
zona hambat sebesar 31,8 mm terhadap
E. coli O157:H7 dan sebesar 32,6 mm
terhadap S. epidermidis. Hal ini ada
dugaan bahwa bakteri yang diujikan
memiliki sifat dan struktur yang berbeda.
Menurut Fauzia dkk., (2005) bahwa,
Ciprofloxacin adalah antibiotik sintetik
yang masuk ke dalam golongan
fluoroquinolin terhadap bakteri gram
negatif serta gram positif. Penyebab dari
adanya efek antibakteri ciprofloxacin
adalah karena enzim DNA topoisomerase
yang mengalami gangguan.

Daya hambat yang paling tinggi
terhadap bakteri E. coli O157:H7 dan S.
epidermidis adalah perlakuan pelarut n-
heksan dengan konsentrasi 20% yaitu
diameter zona hambatnya sebesar 20,2
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mm dan 23,5 mm. Jika dibandingkan
dengan ekstrak kasar lengkuas putih yang
dimaserasi dengan pelarut etanol pada
kedua bakteri yang diujikan jauh lebih
rendah kemampuannya dalam
membentuk zona hambat. Hal ini, ada
dugaan sifat senyawa aktif yang terambil
oleh kedua pelarut berbeda. Menurut
Poetry et al., (2019) bahwa kertas cakram
yang di sekitarnya terbentuk suatu zona
hambat  mengindikasikan  terjadinya
pertumbuhan bakteri yang terhambat dan
disebabkan oleh adanya pengaruh
senyawa aktif yang terkandung di ekstrak
Lengkuas. Perbedaan besar atau kecilnya
suatu daya hambat dari pelarut yang
berbeda karena senyawa aktif yang telah
larut dalam setiap pelarut mengalami
perbedaan. Perlu diketahui juga bahwa
faktor dari adanya hambatan pada sel
adalah karena tingkat kepolarannya.
Menurut Dewi (2010), menurunnya
tingkat polaritas pelarut menyebabkan
hambatan pada bakteri Gram positif lebih
efektif dibandingkan dengan bakteri
Gram negatif.

Minimum Inhibitory Concentration
(MIC) adalah tingkat pengenceran
tertinggi atau konsentrasi terendah suatu
ekstrak mampu dalam menghambat
tumbuhnya  suatu  mikroorganisme.
Penetapan nilai MIC penting dalam
pengujian suatu ekstrak tanaman karena
memberikan informasi tentang potensi
aktifitas  antimikroba dari  ekstrak
tersebut. Nilai MIC juga dapat dijadikan
acuan untuk mengevaluasi resistensi
mikroorganisme terhadap suatu ekstrak
(Sen and Batra, 2012).

Nilai MIC ekstrak lengkuas putih
terhadap uji bakteri E. coli O157:H7 yang
paling tinggi pada perlakuan pelarut n-
heksan ~ dengan  konsentrasi  14%
berdiameter zona hambat sebesar 8,2 mm
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dan MIC terendah perlakuan dengan
pelarut n-heksan pada konsentrasi 11%
dengan diameter zona hambat sebesar 7,2
mm. Sedangkan nilai MIC ekstrak
lengkuas putih tertinggi terhadap uji
bakteri S. epidermidis pada perlakuan
pelarut n-heksan pada konsentrasi 14%
dengan diameter zona hambatnya sebesar
8,7 mm dan MIC terendah perlakuan
dengan pelarut etanol 96%, diameter
zona hambatnya sebesar 7,0 mm. Setelah
penelitian dilakukan, terlihat bahwa
kemampuan ekstrak rimpang lengkuas
putih dalam menghambat E. coli
0157:H7 dan S. epidermidis akan lebih
besar dayanya jika menggunakan pelarut
n-heksana daripada menggunakan pelarut
etanol 96%. Diameter zona hambatnya
bakteri Gram positif lebih besar daripada
bakteri Gram negatif. Oleh karena itu,
ekstrak lengkuas putih dinilai lebih
efektif dalam menghambat bakteri Gram
positif. Penyebab dari adanya perbedaan
aktivitas ini salah satunya karena struktur
dan bahan penyusun dinding sel bakteri
berbeda. Menurut Allison and Gilbert
(2004) bahwa pada bakteri Gram negatif
lapisan peptidoglikannya lebih tipis
daripada milik bakteri Gram positif yang
lebih tebal. Karena mempunyai lapisan
membran luar tambahan, komponen dari
susunan dinding sel bakteri Gram negatif
lebih kompleks, yang dimana hal itu
membuat dinding sel Gram positif lebih
mudah menembus dibanding Gram
negatif. Efeknya adalah, dinding sel
bakteri Gram positif lebih mudah hancur
jika dibandingkan dengan bakteri Gram
negatif ~ karena  adanya  senyawa
antibakteri yang dimiliki oleh ekstrak
lengkuas putih. Peran ekstrak lengkuas
putih disini adalah merusak dinding sel
bakteri tersebut dengan bantuan senyawa
antibakteri yang dimilikinya.
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Faktor dari ukuran daerah hambat
adalah laju pertumbuhan suatu
mikroorganisme, kemampuan serta laju
difusi bahan aktif medium, kepekaan
mikroorganisme akan reaksi zat aktif,
jenis  media, kepadatan inokulum,
temperatur inkubasi, potensi dari bahan
antibakteri (Siswadi, 2002). Daerah zona
hambat yang terbentuk di area kertas
cakram menandakan terjadinya hambatan
dalam pertumbuhan bakteri yang dinilai
karena efek yang diberikan senyawa aktif
pada ekstrak lengkuas putih.

Lethal Concentration 50% (LC50)
merupakan suatu  konsentrasi yang
mengakibatkan kematian 50% mikroba
(Bannet, 2003). Tujuan dari pengujian
toksisitas terhadap bakteri E. coli
0157:H7 dan S. epidermidis adalah untuk
mengetahui  toksisitas akut ekstrak
lengkuas putih melalui penentuan LC50.
Hasil uji toksisitas ekstrak lengkuas putih
terhadap bakteri E. coli O157:H7 dan S.
epidermidis memperlihatkan, jumlah E.
coli O157:H7 dan S. epidermidis yang
mati meningkat dengan meningkatnya
konsentrasi ekstrak. LC50 pada E. coli
0157:H7 dengan perlakuan pelarut etanol
96% dan n-heksan berturut-turut sebesar
11,2% dan 10,4%. Sedangkan LC50
untuk S. epidermidis dengan perlakuan
pelarut etanol 96% dan n-heksan
berturut-turut sebesar 9,9% dan 9,3%.
Iswantini (2010) yang menguji lengkuas
dengan pelarut etanol terhadap larva
udang diperoleh hasil LC50 adalah pada
konsentrasi 14%. Sedangkan Penelitian
Try (2009) menggunakan lengkuas merah
dengan pelarut etanol dan n-heksan untuk
membunuh larva Artemiasalina diperoleh
hasil LC50 berturut-turut yaitu 14,02
ppm dan 7,39 ppm.

Pengujian senyawa fitokimia ektrak
rimpang lengkuas dilakukan secara
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kualitatif. Berdasarkan Tabel 5, ektrak
rimpang lengkuas positif mengandung
flavonoid, terpenoid, tanin dan saponin.
Hasil positif pada uji flavonoid ditandai
dengan perubahan warna menjadi kuning.
Warna ekstrak yang berubah menjadi
kuning karena penambahan H>SO4
bertanda bahwa terdapat senyawa
flavonoid pada ektrak rimpang lengkuas.
Penambahan asam sulfat pekat saat
pengujian  flavonoid adalah  untuk
membentuk senyawa flavonoid
(pembentukan garam flavilium) yang
ditandai dengan berubahnya warna
kuning pada larutan. Menurut Markham
(1998) flavonoid masuk ke dalam
golongan senyawa fenol, jika senyawa ini
bereaksi dengan asam nantinya warna
kuning akan terbentuk, yang diakibatkan
karena gugus aromatik yang mengalami
sistem konjugasi.

Hasil dari pengujian saponin adalah
positif yang ditandai dengan timbulnya
busa stabil yang terbentuk. Menurut
Burger et al., (1998) busa tersebut
terbentuk karena tegangan permukaan
pada cairan yang menurun. Penurunan
tegangan tersebut diakibatkan oleh sabun
(sapo) yang ikatan hidrogen pada air
dapat rusak karenanya. Senyawa pada
sabun mempunyai dua bagian yang sifat
kepolarannya berbeda dan
mengakibatkan timbulnya busa saat
dikocok. Pengujian tanin hasilnya adalah
positif. Hal itu ditandai berubahnya
warna ekstrak menjadi hijau tua atau
hijau kehitaman. Larutan FeCl3 1% yang
bertambah, diperkirakan karena bereaksi
dengan salah satu gugus hidroksil yang
terdapat di dalam senyawa tanin. FeCl3
sebagai pereaksi secara luas digunakan
dalam proses identifikasi senyawa fenol
termasuk  tanin  (Robinson, 1995).
Keberadaan gugus fenol ditandai dengan
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warna hijau kehitaman atau biru tua yang
terjadi setelah proses penambahan FeCl3,
sehingga jika pada pengujian dengan
FeCI3 hasilnya positif, kemungkinan
terdapat senyawa tannin, mengingat tanin
adalah senyawa polifenol. Uji terpenoid
adalah positif ditunjukkan oleh warna
ungu pekat yang terbentuk. Uji terpenoid
dilakukan dengan menambah asam sulfat
pekat ini yang bertujuan dalam
pemutusan ikatan gula terhadap senyawa.
Apabila ikatan gula dapat lepas,
terbentuknya terpenoid bebas di sampel
akan ditunjukkan dengan perubahan
warna menjadi ungu.

Hasil uji fitokimia ekstrak rimpang
lengkuas  tersebut sejalan  dengan
penelitian Oirere et al., (2015) bahwa
kandungan metabolit sekunder lengkuas
adalah  flavonoid,  saponin, tanin,
terpenoid dan steroid. Lebih lanjut
Prasetyo (2016) menyatakan metabolit
sekunder terkandung dalam rimpang
lengkuas  putih  seperti  flavonoid,
terpenoid, tannin, dan saponin diduga
mempunyai aktivitas sebagai antibakteri.

KESIMPULAN

1. Ekstrak rimpang lengkuas putih
dengan pelarut etanol 96% dan n-
heksan mampu menghambat
pertumbuhan  bakteri E. coli
0157:H7 dan S. epidermidis.

2. Penghambatan pertumbuhan bakteri
E. coli O157:H7 paling -efektif
adalah perlakuan pelarut n-heksan
pada konsentrasi 20% dengan
diameter zona hambat 20,2 mm.
Pada bakteri S. epidermidis paling
efektif adalah perlakuan pelarut n-
heksan pada konsentrasi 20% dengan
diameter zona hambat 23,5 mm.
LCso E. coli O157:H7 dengan pelarut
etanol 96% dan n-heksan masing-
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masing sebesar 11,2% dan 10,4%.
Sedangkan LCso S. epidermidis
dengan pelarut etanol 96% dan n-
heksan masing-masing sebesar 9,9%
dan 9,3%.

3. Golongan senyawa yang terkandung
dalam ekstrak rimpang lengkuas
adalah flavonoid, tanin, saponin dan
terpenoid.
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