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ABSTRAK 

       Penelitian tentang isolasi senyawa metabolit sekunder dari fraksi etil asetat 

rimpang Zingiber ottensii Val. dan uji aktivitas antimikroba telah dilakukan. 

Penelitian ini dilatarbelakangi oleh kurangnya informasi mengenai pemanfaatan 

rimpang dari Zingiber ottensii Val. khusunya di Indonesia. Tujuannya adalah untuk 

mendapatkan senyawa metabolit sekunder fraksi etil asetat dan melakukan uji 

aktivitas antimikroba terhadap senyawa hasil isolasi. Ekstraksi dilakukan 

menggunakan  menggunakan pelarut metanol, kemudian di fraksinasi dengan pelarut 

n-heksana dan etil asetat menghasilkan fraksi non polar dan semi polar. Pemisahan 

fraksi etil asetat menggunakan metode kromatografi kolom dengan fasa diam silika 

gel 60. Kolom kromatografi dielusi dengan menggunakan metode Step Gradient 

Polarity (SGP) dengan peningkatan jumalah etil asetat didalam n-heksana. Hasil 

isolasi senyawa AF1 yang  pucat kekuningan (10,5 mg, titik leleh 226-227ºC). 

Senyawa ini memiliki Rf 0,575 dengan menggunakan eluen n-heksana : etil asetat (2: 

3). Karakterisasi senyawa dilakukan dengan Spektrofotometer UV-Vis, 

Spektrofotometer FTIR. Pengujian aktivitas antimikroba dilakukan dengan 

menggunakan metode difusi agar. Mikroba uji yang digunakan adalah bakteri  

Enterococus faecalis, Staphylococus aureus, Escherichia coli,  Salmonella typhosa,  

Pseudomonas aeruginosa,  Streptococus mutans, dan jamur Candida albicans. Hasil 

uji aktivitas antimikroba menunjukkan bahwa senyawa AF1 hanya memiliki aktivitas 

dengan diameter hambat 10 mm pada Pseudomonas aeruginosa dengan konsentrasi 1 

µg/cakram, dan tidak memiliki aktivitas terhadap mikroba uji lainnya.  

 

Kata Kunci : Isolasi senyawa metabolit sekunder, rimpang Zingiber ottensii Val., 

Aktivitas Antimikroba.  

 

 

 

 

 

 

 

 



 

ABSTRACT 

       Research on isolation of secondary metabolites from Zingiber ottensii Val. ethyl 

acetate fraction and antimicrobial activity test have been carried out. This research is 

motivated by the lack of information about the use of rhizome of  the Zingiber 

ottensii Val. especially in Indonesia. The aim of this research to obtain a secondary 

metabolites of ethyl acetate fraction and to conduct the antimicrobial activity of the 

isolated compounds. Extraction was carried out by using methanol, then fractionated 

with n-hexane and ethyl acetate to produce non-polar and semi-polar fractions. 

Separation of  ethyl acetate fraction was done by using column chromatography using 

silica gel 60 as a stationary phase. Chromatographic column was eluted by using Step 

Gradient Polarity (SGP) the increasing amount of ethyl acetat in hexane. This yields 

compound AF1 as pale yellowish crystals (10.5 mg, mp 226-227 ºC). This compound 

gave a Rf of 0.575 using n-hexane: ethyl acetate (2: 3) eluent. Compound 

characterization was carried out with UV-Vis Spectrophotometer, FTIR 

Spectrophotometer. Antimicrobial activity was carried out using agar diffusion 

method. The test microbes used were bakteri Enterococus faecalis, Staphylococus 

aureus, Escherichia coli, Salmonella typhosa, Pseudomonas aeruginosa, 

Streptococus mutans, and fungus Candida albicans. Antimicrobial activity test results 

showed that AF1 compounds only had activity with a diameter of 10 mm inhibition 

on Pseudomonas aeruginosa at concentration of 1 µg/disc, and had no activity 

against other  microbes. 

 

 

Keywords: Isolation of secondary metabolites, Zingiber ottensii Val. rhizome, 

Antimicrobial activity. 
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BAB 1 

PENDAHULUAN 

 

 

       Tanaman telah lama digunakan sebagai sumber dari obat – obatan. 

Zingiberaceae merupakan salah satu famili yang memiliki lebih dari 1000 spesies, 

dan banyak digunakan sebagai sumber dari obat – obatan. Tanaman ini tumbuh di 

wilayah  tropis termasuk di Indonesia. Salah satu tanaman yang tumbuh liar di 

Indonesia adalah bunglai hantu (Zingiber ottensii Val.), tetapi belum banyak 

ditemukan informasi mengenai penggunaan tanaman ini sebagai obat tradisional 

ataupun kandungan kimianya (Sinaga et al., 2000). 

      Dari skrining Fitokimia ekstrak etanol rimpang Zingiber ottensii Val.. 

diketahui  mengandung senyawa kimia, kelompok ; Tanin, saponin dan 

triterpenoid (Sulaeman, 2017). Ekstrak protein yang menggunakan pelarut  

diamoniun sulfat (NH4)2SO4 rimpang Zingiber ottensii Val. ditemukan 

mengandung senyawa sistein protease,  zingipain, yang memiliki aktivitas sebagai 

antiproliferatif sel HEP-G2 (kanker hati), SW620 (kanker usus besar) pada 

manusia dan dapat melawan jamur Exserohilum turicicum dan Fusarium 

oxysporum (Karnchanatatet al., 2011) 

      Ekstrak diklorometana dan metanol rimpang Zingiber ottensii Val.  memiliki 

aktivitas sebagai antibakteri, antioksidan dan antialergi (Habsahet al., 2000). 

Destilat rimpang Zingiber ottensii Val. yang berasal dari Sabah, Malaysia 

ditemukan mengandung minyak essensial, dengan komponen utama zerumbon, 

terpinen-4-ol, α-humulene, dan sabine dalam jumlah yang cukup banyak (Sirat et 

al., 1994).  
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       Jenis zingiber yang memiliki manfaat sebagai obat tradisional yang tidak 

asing lagi digunakan oleh masyarakat adalah jahe (Zingiber officinale Rosc). 

Tanaman jahe adalah salah satu bumbu dapur juga digunakan sebagai tanaman 

obat (Tim, 2004). Jahe biasanya digunakan untuk melancarkan ASI, mengobati 

batuk, membangkitkan nafsu makan, mengobati mulas, perut kembung, gatal 

(sebagai obat luar), sakit kepala, dan sebagai obat luar bakar (Agromedia, 2008). 

Bengle (Zingiber casumunar) secara tradisional dipergunakan sebagai obat sakit 

kuning, demam, sakit kepala, batuk berdahak, perut nyeri, masuk angin, sembelit, 

cacingan, rematik, mengecilkan perut pasca melahirkan dan kegemukan (Hartati 

et al., 2013). Lempuyang gajah (Zingiber zerumbet) merupakan salah satu 

tanaman yang digunakan untuk pengobatan secara tradisional berbagai penyakit, 

seperti batuk, pilek, sakit perut, diare, sakit tenggorokan, penyakit kulit (Koga, 

2016). Diperkirakan tumbuhan Zingiber ottensii Val. ini juga mengandung 

senyawa yang dapat dimanfaatkan untuk pengobatan, untuk itu kami akan 

mencoba melakukan isolasi komponen senyawa yang berasal dari fraksi etil asetat  

tumbuhan ini, sekaligus megetahui bioaktivitas  antimikrobanya. 

       Metode yang dilakukan untuk mengisolasi komponen kimia dari rimpang 

Zingiber ottensii Val.  adalah penyarian secara maserasi, pemisahan awal 

fraksinasi pada fraksi etil asetat, pemeriksan dengan kromatografi  lapis tipis, 

pemurnian dengan kromatografi kolom dan rekristalisasi.  

       Karakterisasi senyawa hasil isolasi meliputi  pemeriksaan organoleptis, 

penentuan titik leleh, pemeriksaan kromatografi lapis tipis (KLT),  

spektrofotometer ultraviolet-visibel (UV-Vis), spektrofotometer fourier transform 
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infrared (FTIR), dan uji identifikasi golongan senyawa mengunakan penampak 

noda, serta pengujian aktivitas antimikroba dari senyawa hasil isolasi dan fraksi 

etil asetat dari rimpang Zingiber ottensii Val. dilakukan terhadap bakteri gram 

posif, bakteri gram negatif, jamur dan diamati apakah memiliki efek daya hambat 

terhadap mikroba uji. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

4 
 

BAB II 

TINJAUAN PUSTAKA 

 

 

2.1 Zinggiber otternsii Val. 

2.1.1 Taksonomi  

Kingdom : Plantae 

Divisi : Spermatophyta  

Kelas : Monocotyledonae  

Ordo : Zingiberales 

Famili : Zingiberaceae  

Genus  : Zingiber  

Spesies : Zingiber ottensii Val. (Marsusiet al., 2001) 

 

2.1.2  Nama Daerah  

       Zingiber ottensii Val. memiliki nama daerah panglai hideung (Sunda), 

bunglai hantu (Sumatera), lampoyang hitam, kunyit hitam, berseh hitam 

(Malaysia), phai dam dan pai muang (Bangkok) (Sirirugsa, 1999).  

2.1.3  Morfologi  

       Zingiber ottensii Val. merupakan tanaman herba semusim, berbatang 

tegak setinggi 2 m, tumbuh merumpun dan rapat, batangnya semu, beralur. 

Rimpang berwarna ungu dan berbau tajam. Daun tunggal, berbentuk 

lanset, dan ujung meruncing. Bunga majemuk, berbentuk bulir, bertangkai 
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dan berujung runcing. Buah berbentuk kotak. Biji berbentuk bulat, 

berwarna hitam (Agromedia, 2008). 

 

 

 

 

 

Gambar 1.Zingiber ottensii Val.  

2.1.4 Penggunaan secara tradisional  

       Zingiber ottensii Val.  secara tradisional  dapat digunakan sebagai 

penghilang rasa sakit, dan kadang  digunakan untuk menyembuhkan 

demam dan batuk terutama untuk anak anak (Sinagaret al., 2000). 

Rimpang Zingiber ottensii Val. dapat dimanfaatkan sebagai penenang 

kejang dan sebagai obat sakit pinggang (Sirirugsa, 1999). 

2.1.5 Kandungan Kimia  

       Ekstrak CHCl3 rimpang Zingiber ottensii Val. mengandung tiga 

seskuiterpen yaitu (1) humulene, (2) humulene epoxide, (3) zerombone 

dan satu diterpen yaitu (4) (E)-labda-8(17),12-diene-15,16-dial dengan 

struktur senyawa seperti di bawah ini (Sirat,1994). 
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Gambar 2.Terpenoid yang terdapat pada rimpang Zingiberottensii Val. (Sirat, 

1994). 

 

       Menurut Akiyama et al., 2006, telah ditemukan terpenoid dan 

diarylterpenoid baru yang terdapat pada rimpang tumbuhan bengle hantu 

yang diekstrak dengan pelarut diklorometana (CH2Cl2) yaitu; (1) 1,10,10-

trimethylbicyclo[7,4,0]tridecane-3,6-dione,(2) (E)-14-hydroxy-15-

norlabda-8(17),12-dien-16-al, (3) (E)-labda-8(17),12,14-trien-15(16)-

olide, (4) (E)-14,-15,16-trinorlabda-8(17),11-dien-13-oic acid, dan(5) 

rel-(3R,5S)-3,5-dihydroxy-1-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-

7(3,4dihydroxyphenyl) heptanes, dengan struktur senyawa seperti di 

bawah ini. 

Gambar 2. 
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Gambar 3.Struktur Senyawa Metabolit Sekunder Rimpang  Zingiber ottensii Val. 

yang diekstrak dengan diklorometana (Akiyama et al., 2006).  

 

Menurut Boukouvalas dan Wang, 2008, dilaporkan bahwa rimpang Zingiber 

ottensii Val. mengandung senyawa baru yaitu ottensinin yang didapatkan dari 

revisi struktur menggunakan data spektrum RMI dari  α-ylidenebutenolide 1 

menjadi γ-pyrone 2 

 

 

 

 

Gambar 4.Struktur Senyawa Ottensinin (BoukouVal.as dan Wang, 2008) 
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2.1.6  Kandungan Kimia Aktif Genus Zingiber 

       Kandungan kimia aktif dari jahe (Zingiber officinale Rosc) yaitu, 

gingerol (Hargono et al, 2013). Bengle (Zingiber casumunar) yaitu, 

kurkumin (Miftahudin, 2010). Lempuyang gajah (Zingiber zerumbet) 

yaitu, zerumbon (Suhirman, 2006). 

 

 

 

 

 

Gambar 5. (a) Struktur gingerol dan (b) Struktur kurkumin, (Miftahudin, 2010). 

 

2.2 Ektraksi dan Fraksinasi  

2.2.1  Ektraksi 

             Merupakan suatu proses penarikan senyawa - senyawa kimia dari 

tumbuh – tumbuhan, hewan dan biota laut dengan menggunakan pelarut 

tertentu. Cara ini digunakan untuk menarik komponen kimia yang terdapat 

pada bahan alam. Ektraksi ini berdasarkan prinsip perpindahan massa 

komponen zat ke dalam pelarut. Perpindahan terjadi pada lapisan antar 

muka lalu berdifusi masuk ke dalam pelarut (Harbone, 1987). 

 

 

(a) (b) 
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2.2.2 Fraksinasi  

       Fraksinasi merupakan penyederhanaan kelompok kandungan kimia 

ekstrak berdasarkan sifat fisika dan kimia. Ekstrak hasil maserasi diuapkan 

pelarutnya sampai didapatkan ekstrak kental. Ekstrak ini difraksinasi dengan 

menggunakan berbagai pelarut yang memiliki kepolaran yang berbeda dan 

tidak saling bercampur (Harbone, 1987). 

2.3 Metode Kromatografi Dan Pemurnian  

       Kromatografi kolom merupakan suatu metode klasik yang masih 

banyak digunakan, kromatografi kolom digunakan untuk memisahkan 

senyawa – senyawa kimia dalam jumlah yang banyak berdasarkan adsorbsi 

dan partisi (Wijaya, 1996). Kolom yang terbuat dari gelas diisi dengan fase 

diam berupa serbuk penyerap (seperti selulosa, silika gel, poliamida). Fase 

diam dialiri (elusi) dengan mengunakan fase berupa pelarut. Pada 

kromatografi kolom fasa normal fase geraknya dapat dimulai dengan dari 

pelarut nonpolar kemudian kepolaran dapat ditingkatkan secara bertahap 

(step gradient polarity), atau dengan menggunakan pelarut tunggal atau  

kombinasi dengan dua pelarut yang berbeda kepolarannya dengan 

perbandingan tertentu sesuai dengan tingkat kepolaran yang dibutuhkan 

(isokratik). Sampel yang mengandung senyawa kimia di tuang dibagian atas 

kolom, kemudian sampel dielusi dengan menggunakan fase gerak berupa 

pelarut. Setiap senyawa kimia/komponen kimia dalam campuran akan akan 

didorong oleh fase gerak dan akan ditahan oleh fase diam (Gritter, 1991). 
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          Subfraksi yang keluar dari kolom kromatografi ditampung dan di 

monitor  dengan menggunakan kromatografi lapis tipis. Subfraksi – subfrasi 

yang memiliki nilai Rf yang sama digabungkan, kemudian pelarutnya 

diuapkan dan diperoleh beberapa subfraksi. Senyawa hasil kolom 

kromatografi umumnya senyawa murni dan salah satu cara mendapatkan 

senyawa murni adalah dengan cara rekristalisasi (Gritter, 1991). 

        Proses rekristalisasi dilakukan dengan cara melarutkan senyawa hasil 

isolasi dengan menggunakan pelarut yang dapat melarutkan senyawa dan 

dekat dengan titik didihnya, penyaringan larutan panas dari partikel yang 

tidak larut, pemisahan kristal dari larutan induknya. Pada proses ini dapat 

diulang beberapa kali sampai dihasilkan senyawa murni dengan titik lebur 

konstan. Senyawa tersebut dapat larut dengan pelarut yang sesuai, jika tidak 

dapat melarutkan dengan pelarut tunggal maka dapat digunakan pelarut 

campur. Senyawa tersebut dilarutkan dapat pelarut yang mudah 

melarutkannya kemudian ditambahakan pelarut lain yang bisa ditambahkan 

dalam keadaan panas sampai timbul kekeruhan, kemudian panaskan 

kembali dan tambahkan pelarut mula-mula untuk menghilangkan 

kekeruhan, biarkan pada suhu kamar dan dinginkan sampai timbul kristal 

(Gritter, 1991)  

2.4 Identifikasi senyawa  

2.4.1 Kromatografi Lapis Tipis ( KLT)  

       Kromatografi lapis tipis (disingkat KLT) atau dalam bahasa inggris 

disebut Thin Layer Chromatogram (TLC) merupakan salah satu 
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kromatografi plannar disamping kromatografi kertas. Berbeda dengan 

kromatografi kolom yang mana fase diamnya dikemas dalam bentuk 

kolom, berbeda dengan kromatografi lapis tips (KLT) fase diamnya dapat 

berupa lapisan seragam pada permukaan bidang datar yang didukung oleh 

lempeng kaca, pelat aluminium atau pelat plastik. Parameter yang 

digunakan untuk menganalisis secara kualitatif  adalah nilai Rf. Nilai Rf  

adalah  nilai yang didapatkan dengan membagi jarak yang ditempuh 

sampel dengan jarak yang ditempuh pelarut dari penotolan awal  (Gandjar 

dan Rohman, 2009). 

2.4.2 Spektrofotometer ultraviolet dan visible (UV-Vis)  

       Spektrofotometer UV-Vis adalah alat yang digunakan untuk 

mengukur panjang gelombang dan intensitas sinar ultraviolet dan cahaya 

tampak yang di absorbsi oleh sampel. Spektofotometer UV-Vis  biasanya 

digunakan untuk molekul dan ion anorganik atau komplek di dalam 

larutan. Sinar ultraviolet berada pada panjang gelombang 200 – 400 nm 

dan pada cahaya tampak berada pada panjang gelombang 400-800 nm 

(Dachriyanus, 2004). Apabila radiasi elektromagnetik dikenakan pada 

suatu molekul atau atom maka sebagian dari radiasi tersebut diserap oleh 

molekul atau atom tersebut sesuai dengan strukturnya yang mempunyai 

gugus kromofor (Mulja, 1990). Ketika suatu atom atau molekul meyerap 

cahaya maka energi tersebut akan menyebabkan tereksitasinya elektron 

pada kulit terluar ke tingkat energi yang lebih tinggi. Tipe eksitasi 

tersebut tergantung pada panjang gelombang cahaya yang diserap. Sinar 
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ultraviolet dan sinar tampak akan menyebabkan elektron tereksitasi ke 

orbital yang lebih tinggi. Sistem yang bertanggung jawab terhadap 

absorbsi cahaya disebut dengan kromofor (Dachriyanus, 2004). 

   

2.4.3 Spektroskopi FTIR  

      Spektroskopi FTIR (Fourier Transform Infrared) adalah metode 

spektroskopi infamerah yang dilengkapi transformasi fourier untuk 

menganalisis hasil spektrumnya. Metode spektroskopi yang digunakan 

adalah metode absorbsi, merupakan metode spektroskopi yang yang 

didasarkan atas perbedaan penyerapan radiasi inframerah. Absorbsi 

inframerah dapat terjadi jika terpenuhi dua syarat, yaitu kesesuaian antara 

frekuensi radiasi inframerah dengan frekuensi vibrasional molekul 

sampel dan perubahan moment dipol selama bervibrasi. Atom – atom 

dalam molekul tidak diam melainkan bergetar (vibrasi) serta berotari 

pada sumbu keseimbangan. Jika suatu molekul meyerap sinar 

inframerah, maka dalam molekul tersebut terjadi perubahan tingkat 

energi vibrasi dan rotari dari keadaan tingkat energi rendah ketingkat 

energi yang  tinggi. Supaya molekul dapat menyearap sinar inframerah, 

maka getaran vibrasi dan rotasi molekul tersebut harus disertai osilasi 

moment dipol yang terdapat dalam molekul tersebut sama frekunsi IR 

yang diserap. Penyerapan energi inframerah merupakan proses yang 

terukur, hanya energi tertentu dari radiasi inframerah yang diserap 

molekul, sesuai dengan kisaran frekuensi vibrasi rentangan (stretching) 
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dan vibrasi bengkokan (bending) dari momen dipole (Catwal, 1985). Jika 

suatu frekuensi tertentu dari radiasi inframerah dilewatkan pada sampel 

suatu senyawa organik maka akan terjadi penyerapan frekuensi oleh 

senyawa tersebut. Detektor akan mendeteksi frekuensi yang dilewatkan 

pada sampel yang tidak diserap oleh senyawa. Banyaknya frekuensi yang 

melewati senyawa (yang tidak diserap) akan diukur sebagai persen 

transmitan. Serapan yang tinggi akan memberikan informasi penting 

tentang ikatan yang ada dalam senyawa.  (Dachriyanus, 2004) 

2.5 Pengujian Aktivitas Antimikroba 

2.5.1 Antibiotik 

       Antibiotik adalah suatu zat biokimia yang dihasilkan yang 

dihasilkan oleh mikroorganisme yang mana dapat menghambat 

suatu pertumbuhan atau bahkan bisa membunuh pertumbuhan 

mikroorganisme lainnya (Harmita dan Radji, 2008). Turunan dari 

antibiotik dapat dibuat secara semi sintetis atau sintetis (Tjay dan 

Rahardja, 2007) 

2.5.2 Antibakteri 

       Antibakteri adalah suatu zat yang dapat membunuh, menekan  

pertumbuhan, dan menghambat reproduksi dari bakteri. Suatu zat 

antibakterial harus bersifat toksisitas selektif, artinya bahwa suatu 

obat berbahaya terhadap parasit tetapi tidak membahayakan tuan 

rumah (hospes).  Zat antibakteri terbagi atas dua kelompok yaitu 

antibakteri yang dapat menhambat pertumbuhan bakteri 
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(bakteriostatik) dan antibakteri yang dapat membunuh bakteri 

(bakteriosid) (Talaro, 2008)  

2.5.3 Antijamur  

       Antijamur memiliki dua pengertian yaitu fungisidal dan 

fungistatik. Pengertian fungisidal adalah senyawa yang dapat 

membunuh jamur, sedangkan fugistatik adalah senyawa yang dapat 

menghambat pertumbuhan jamur tanpa membunuh jamur itu 

sendiri. Tujuan utama dalam pengedalian jamur yaitu untuk 

mencegah penyebaran penyakit dan infeksi, membami jamur dan 

inang yang terinfeksi dan mencegah pembusukan dan perusakan 

oleh jamur (Pelczar and Chan, 1998). 

2.5.4 Bakteri Uji 

2.5.4.1 Staphylococcus aureus 

       S. aureus merupakan bakteri Gram-positif berbentuk bulat dan 

berdiameter 0,5-1,5 µm, tersusun dalam kelompok kelompok yang 

tidak teratur seperti buah anggur (Kloss dan Bannerman, 1994). 

S.aureus dapat menyebabkan berbagai jenis penyakit seperti, inflamasi 

pada kulit, infeksi pernapasan, mastitis, sepsis dan sindrom syok toksik 

(Bhatia dan Zahoor, 2007). 
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2.5.3.2  Pseudomonas aeruginosa 

       P. aeruginosa merupakan bakteri Gram-negatif, aerob, dan 

bergerak dengan menggunakan flagel, dan merupakan bakteri 

oportunistik (Todar, 2004)  

2.5.3.3  Salmonella typhosa 

       S. typhosa merupakan kuman batang Gram-negatif, yang tidak 

memiliki spora, bergerak dengan flagel peritrik (Iswari, 1998). S. 

typhosa merupakan kuman patogen penyebab demam tifoid, yaitu 

suatu infeksi sistemik dengan gambaran demam yang berlangsung 

lama, adanya bakterimia di sertai inflamasi yang dapat merusak usus 

dan organ-organ hati (Tria dan Triningsih, 1998). 

2.5.3.4  Streptococcus mutans 

       S. mutans merupakan bakteri Gram-positif berbentuk bulat 

(coccus) dengan diameter 0,5-2,0 µm, tidak bergerak, tidak berspora 

dan bersifat fakultatif anaerob (Aviles, 2014). S. mutans merupakan 

penyebab utama terbentuknya karies gigi (Lemos, 2013). 

2.5.3.5  Escherichia coli 

       E. coli adalah bakteri Gram-negatif, berbentuk batang dan tidak 

membentuk spora, mikroorganisme ini tidak umum hidup atau terdapat 

dalam air, sehinggan keberadaannya dalam air dapat dianggap sebagai 
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petunjuk terjadinya pencemaran kotoran dalam arti luar, baik dari 

kotoran hewan maupun manusia (Purnawijayanti, 2001). 

2.5.3.6 Enterococcus faecalis 

       E. faecalis adalah bakteri fakultatif anaerob Gram-positif yang 

berbentuk kokus, dapat tumbuh dengan ada atau tidaknya oksigen dan 

merupakan flora normal pada manusia yang biasanya terdapat pada 

rongga mulut, saluran gastrointestinal dan saluran vagina.Bakteri ini 

dapat menginfeksi saluran urin, pembuluh darah, endokardium, 

lambung, saluran empedu, luka bakar dan lain-lain (Siqueira, et al., 

2002). 

2.5.3.7  Candida albicans 

       C. Albicans merupakan jamur opportunistik peyebab sariawan, lesi 

pada kulit, vulvavaginitis, candida pada urin (candiduria), 

gastrointestinal kandidiasis yang dapat meyebabkan gastric ulcer, atau 

dapat meyebabkan komplikasi kanker (Kurniawan, 2009) 

2.5.4  Metode Pengujian Aktivitas Antimikroba  

       Aktivitas antimikroba suatu sampel dapat dideteksi dengan mengamati 

respon pertumbuhan berbagai jenis mikroba yang berkontak dengan 

sampel tersebut. Metode pengujian dilakukan dengan menggunakan tiga 

cara yaitu : 
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a. Metode dilusi cair atau dilusi padat 

       Pada prinsipnya sejumlah obat antimikroba diencerkan hingga 

diperoleh beberapa konsentrasi. Pada dilusi cair dimana masing-

masih konsentrasi obat ditambahkan suspensi kuman dalam media, 

sedangkan pada dilusi padat tiap konsentrasi obat akan 

dicampurkan dengan media agar  kemudian akan ditanami kuman 

dan diinkubasi. Setelah masa inkubasi selesai maka selanjutnya 

diperiksa sampai konsentrasi berapa obat dapat menghambat 

pertumbuhan atau mematikan bakteri (Jawetz et al., 1986) 

b. Metode difusi  

       Pada metode ini suatu cakram kertas saring atau cawan 

berling renik atau suatu silinder tidak beralas yang sudah 

mengandung obat dalam jumlah tertentu ditempatkan pada media 

pada yang telah ditanami biakan kuman yang akan diperiksa. 

Seletelah inkubasi selesai garis tengah daerah hambat jernih yang 

mengelilingi obat dianggap sebagai ukuran kekuatan hambat obat 

terhadap organisme yang diperiksa (Jawetz et al., 1986)  

c. Metode bioautografi  

       Bioautografi adalah metode yang spesifik dimana digunakan 

untuk mengetahui zat yang memiki aktivitas antimikroba pada 

kromatogram hasil KLT. Metode ini berdasarkan metode difusi, 

dimana sampel akan berdifusi dari kromatogram menuju medium 

yang telah diinokulasi dengan mikroba uji (Pratiwi, 2008) 
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BAB III 

METODE PENELITIAN 

 

3.1 Waktu dan Tempat Penelitian  

       Penelitian ini dilaksanakan Pada bulan Maret – Oktober 2018, di 

Laboratorium Biota Sumatra, Laboratorium Sentral, Kebun Tanaman Obat, 

Farmasi, Universitas Andalas, Padang.  

3.2 Metode Penelitian  

       Metode penelitian ini bersifat eksperimental. Rancangan penelitian yang 

dilakukan adalah : 

a. Penyiapan alat dan bahan 

b. Penyiapan sampel 

c. Isolasi 

d. Identifikasi senyawa hasil isolasi 

e. Uji aktivitas Antimikroba 

3.3 Alat dan Bahan 

3.3.1 Alat 

       Untuk Isolasi; wadah maserasi, seperangkat alat destilasi vacum, seperangkat 

alat rotary evaporator, seperangkat alat grinder, corong, corong pisah, 

timbangan analitik,  pisau,  gelas ukur, pinset, chamber KLT, aluminium foil, 

timbangan, lampu UV 254 nm dan 365 nm, fisher-john Melting Point 
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Apparatus,Spektrofotometer UV-Vis, Spektrofotometer FT-IR, spatel, pipet tetes, 

erlenmeyer, pipa kapiler kecil, botol vial 10 ml, botol Infus (100 ml, 500 ml), 

penangas air , kolom kromatografi.  

       Untuk uji antimikroba; tabung reaksi, cawan petri, pipet mikro, Erlenmeyer, 

jarum ose, lampu spritus, batang pengaduk, Laminar Air Flow (LAF), inkubator, 

labu ukur, autoklaf, timbangan analitik, vortex, hot plate.  

3.3.2 Bahan 

       Untuk Isolasi; sampel rimpang Zingiber ottensii Val., plat silika 60 F254, 

metanol, n-hexan, etil asetat, DCM, Kloroform, aquades, kapas, silika gel 60 . 

Untuk uji anti mikroba; mikroba uji (Bakteri  Enterococus faecalis, Staphylococus 

aureus, Escherichia coli,  Salmonella typhosa,  Pseudomonas aeruginosa,  

Streptococus mutans, dan jamur Candida albicans), senyawa hasil isolasi, fraksi 

etil asetat, aquadest, kertas cakram, cotton bud, alkohol 70%, Larutan NaCl 

fisiologis, kloramfenikol, nistatin, dimetil sulfoksida (DMSO), kasa, kapas, 

benang, 

3.4 Cara kerja 

3.4.1 Pengambilan Sampel  

Sampel rimpang Zingiber ottensii Val. dipanen langsung di pekarangan  

Laboratorium Biota Sumatra, Universitas Andalas. 
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3.4.2  Identifikasi Sampel 

       Identifikasi Sampel dilakukan di Herbarium Universitas Andalas (ANDA). 

3.4.3 Penyiapan sampel  

       Sampel  rimpang Zingiber ottensii Val. sebanyak 9,6 kg dipanen langsung di 

pekarangan Laboratorium Biota Sumatra Universitas Andalas. Sampel dicuci 

bersih dari tanah dan dihilangkan akar  yang terdapat pada rimpang,  rimpang 

diiris tipis, dikeringkan ke dalam oven dengan suhu 50º C  selama 3 hari,  

dihaluskan dengan menggunakan grinder, sehingga didapatkan sebanyak 1,45 kg 

sampel yang telah kering dan halus.  

3.4.4 Ekstraksi  

       Sampel rimpang bunglai hantu yang sudah halus dan kering di ektraksi 

dengan cara maserasi dengan menggunakan metanol selama 24  jam dan 

dilakukan berulang selama 3 kali pengulangan, selanjutnya maserat di hilangkan 

pelarutnya in vacuo sehingga didapatkan 79,16 gram ekstrak kental metanol.  

3.4.5 Isolasi  

       Ektrak metanol kental sebanyak 35 gram ditambah metanol dan aquades dan 

di fraksinasi dengan pelarut n-hexan selanjutnya pisahkan fraksi n-hexana yang 

didapatkan dan fraksi sisa, fraksi sisa di fraksinasi kembali dengan etil asetat,  

pisahkan fraksi yang terbentuk. Fraksi etil asetat diuapkan in vacuo sampai kental 

dan didapatkan sebanyak 3,2 gram fraksi kental etil asetat, selanjutnya proses 

pemisahan fraksi etil asetat, dilakukan dengan menggunakan kromatografi kolom 
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silikan gel 60 sebanyak 3 gram fraksi etil asetat yang di elusi dengan 

menggunakan n-heksana dengan penambahan etil asetat dengan perbandingan 

pelarut  yaitu ; n-heksana saja 50 ml, dengan (n-heksana : etil asetat) (19:1) 

sebanyak 50 ml, (9;1)  sebanyak 4 L, (4:1) sebanyak 2,7 L, (2:1) Sebanyak 0,6 L, 

(1:1) Sebanyak 2,2 L, (1:2) Sebanyak 0,6 L. Hasil kolom di tampung dengan vial 

25 ml dan di monitoring dengan KLT  di bawah lampu UV λ254 dan λ365 . 

Subfraksi yang sama setelah digabungkan dan didapatkan 3 subfraksi yaitu 

subfraksi FA, FB, dan FC, dari hasil monitoring di dapatkan subfraksi FB yang 

memiliki jumlah yang banyak setelah di gabungan, lalu subfraksi diuapkan in 

vacuo dan direkristalisasi, dan didapatkan senyawa hasil isolasi AF1.  

3.5 Identifikasi senyawa 

       Identifikasi senyawa meliputi pemeriksaan sebagai berikut : 

1. Pemeriksaan organoleptis 

       Pemeriksaan dapat berupa bentuk, warna secara visual, yang 

berhubungan dengan senyawa hasil isolasi. 

2. Pemeriksaan titik leleh  

       Pemeriksaan dilakukan dengan menggunakan alat pengukur titik leleh 

melting point apparatus di Laboratorium Biota Sumatera Universitas 

Andalas PadangBeberapa zat diletakkan diantara dua kaca objek, kemudian 

di letakkan dibawah pemanas, dibawah kaca pembesar dan diatur kenaikan 

suhu nya.Amati perubahan fisik zat catat suhu awal meleleh sampai zat 

meleleh dengan sempurna. 
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3. Pemeriksaan kromatografi lapis tipis  

      Pemeriksaan KLT  dilakukan untuk menghitung nilai Rf. Rf dihitung 

dengan cara membagi jarak yang ditempuh noda dari tempat totolan dengan 

jarak yang  

4. Pemeriksaan spektrum ultraviolet (UV)   

       Pemeriksaan spektrum ultraviolet dilakukan dengan menggunakan alat 

spektrofotometer UV-Vis di Laboratorium Sentral Fakultas Farmasi 

Universitas Andalas. Digunakan untuk menentukan λ max isolat senyawa, 

pada λ max ditunjukkan oleh panjang gelombang yang memberikan serapan 

terbesar. Sebanyak lebih kurang 1 mg senyawa murni dilarutkan dengan 

kloroform pro analis sebanyak 10 ml kemudian dimasukkan ke dalam 

kuvet.Pelarut kloroform pro analisis digunakan sebagai blangko kemudian 

sampel diukur serapannya pada panjang gelombang 200-800 nm. 

5. Pemeriksaan spektrum inframerah 

       Spektrum inframerah diukur menggunakan alat fourier transform 

infrared (FTIR) di Laboratorium Sentral Fakultas Farmasi Universitas 

Andalas. Sebanyak lebih kurang 1 mg sampel dilarutkan dengan kroroform 

pro analisis 10 ml kemudian dimasukkan kedalam kuvet, dan diukur 

serapannya.Serapan pada spektrum Inframerah menunjukkan gugus fungsi 

yang terdapat pada senyawa. 

6. Identifikasi  golongan senyawa dengan Menggunakan Penampak Noda      

Pemeriksaan senyawa hasil isolasi adalah dengan mereaksikan  yang sudah 
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dikembangkan pada plat KLT dengan pereaksi, FeCl31%, Vanilin sulfat, 

Dragentdorf, Sitroborat, dan Lieberman Burchad.   

3.6  Uji aktivitas antimikroba  

3.6.1 Sterilisasi Alat dan Bahan 

       Alat-alat yang digunakan terlebih dahulu dicuci bersih dan dikeringkan. 

Cawan perti, tabung raksi, gelas ukur, aquadest, kertas cakram, NaCl fisiologis 5 

ml dalam tabung reaksi sebanyak 7 buah yang ditutup dengan kapas dibalut kain 

kasa, Nutrient agar dan potato dektrose Agar yang telah dimasukkan ke dalam 

Erlenmeyer kemudian ditutup mulutnya dengan kapas yang dibalut dengan kain 

kasa, kemudian dibungkus dengan kertas koran, lalu disterilkan di dalam autoklaf 

pada suhu 121° C dan tekanan 15 lbs selama 15 menit. Pinset dan jarum ose 

disterilkan dengan cara diflambir pada lampu spritus. Laminar air flow 

dibersihkan dari dari debu kemudian disemprot dengan etanol 70%, biarkan 15 

menit. Setelah itu disterilkan dengan menyalakan lampu UV nya selama 10 menit, 

lalu nyalakan bunsen selama lebih kurang 10 menit sebelum digunakan.  

3.6.2 Pembuatan media pembenihan  

3.6.2.1 Nutrien Agar (NA)  

       Nutrient agar sebanyak 6 gr dilarutkan dengan aquadest sebanyak 300 ml 

dalam Erlenmeyer dan dipanaskan di atas hot plate sambil diaduk sampai 

terbentuk larutan yang jernih.  
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3.6.2.2 Potato Dektrose Agar (PDA) 

       Potato Dektrose Agar sebanyak 2,5 gr  dilarutkan dengan aquadest sebanyak 

50 ml dan dipanaskan diatas hot plate sambil diaduk sampai terbentuk larutan 

jernih.  

3.6.3 Pengujian Aktivitas  

      Sebelum diujikan setiap bakteri dan jamur di tumbuhkan secara terpisah di 

media NA untuk bakteri dan media PDA untuk jamur (agar miring) dan 

diinkubasi pada suhu 37°C  untuk bakteri dan 25°C - 30°C untuk jamur selama 24 

jamur untuk bakteri dan 5 hari untuk jamur. Selanjutnya koloni bakteri dan jamur, 

diambil dari agar miring 1-2 ose lalu disuspensikan dalam NaCl fisiologis, 

kemudian divortex sampai koloni tercampur hingga homogen dan diukur 

kekeruhan yang setara dengan 0,5 (McF) standar Mc Farland, dengan konsentrasi 

108 CFU/ml bakteri atau jamur.  

       Pengujian antimikroba dilakukan dengan menggunakan metode difusi agar. 

kontrol positif yang digunakan untuk bakteri yaitu kloramfenikol 0,03 mg/cakram 

dan untuk jamur digunakan nistatin 100 unit/cakram, sedangkan kontrol negatif 

digunakan DMSO.  Suspensi bakteri dan jamur yang telah dibuat disapukan di 

permukaan media NA dan PDA digerakkan ke kiri dan ke kanan serta memutar 

cawan petri 90°. Selanjutnya 10µL larutan uji yaitu senyawa AF1 konsentrasi (1 

µg/cakram, 0,75 µg/cakram, 0,5 µg/cakram) dan fraksi etil asetat dengan 

konsentrasi 0,15 mg/cakram, dipipet ke kertas cakram steril kemudian diletakkan 

sesuai dengan tanda pada cawan petri diatas permukaan  media NA dan PDA yang 
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telah disapukan bakteri dan jamur, lalu diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37° C 

. Kemudian diamati pertumbuhan mikroba dan diukur diameter hambatnya. 
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BAB IV 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

 

4.1 Hasil 

1. Sampel spesimen herbarium tumbuhan ini diidentifikasi di Herbarium 

Universitas Andalas Padang (ANDA) sebagai Zingiber ottensii Val. 

dengan family Zingiberaceae (Lampiran 1) 

2. Dari 9,6 kg sampel rimbang Zingiber ottensii Val. di dapatkan, sampel 

kering sebanyak 1,45 kg (15,10 %),   ekstrak kental metanol di dapatkan 

sebanyak 79,16 g (5,46 %), selanjutnya ekstrak di fraksinasi dengan 

menggunakan pelarut n-heksana dan etil asetat sehingga didapatkan fraksi 

n-heksana 12,0 g (34, 28 %) dan fraksi etil asetat 3,2 g (9,14 %).  

3. Fraksi etil asetat yang dikromatografi kolom dengan silika gel, diperoleh 

subfraksi FB, dilanjutkan dengan kristalisasi didapatkan satu senyawa 

murni AF1 (10,5 mg)  dengan Rf 0,575 dengan fase gerak etil asetat : n-

heksana  (3 : 2), dan DCM : n-heksana (6 :1) Rf 0,375 (Lampiran 2, Tabel 

5,  Gambar 10 dan 11) 

4.  Senyawa AF1  berbentuk kristal pucat kekuningan, dengan jarak  leleh 

226 – 227 ºC. (Lampiran 2, Gambar 6, Tabel 2)  

5. Data spektrum Uv-Vis dalam pelarut kloroform senyawa AF1 

memperlihatkan serapan maksimum pada panjang gelombang 269 nm 

(Abs= 0,734) (Lampiran 2, Gambar 7, Tabel 3) 

6. Dari data spektrum IR di dapatkan senyawa utama AF1 menunjukkan 

serapan pada bilangan gelombang 3019,49 cm-1 (Regangan O-H), 1523,02 



 

27 
 

cm-1 (C=C aromatik), 1214,82 cm-1 (C-O eter) dan 668,01 (C-H)  

(Lampiran 2, Gambar 8, Tabel 4 )  

7. Pemeriksaan golongan senyawa dengan perekasi warna terhadap AF1 

bereaksi positif terhadap   FeCl3 1% yang menunjukkan senyawa ini  

termasuk golongan fenol warna yang terbentuk  ungu kehitaman dan 

dengan pereaksi  Sitroborat menunjukkan noda berpendar pada lampu UV 

365  nm , sedangkan dengan pereaksi Dragendorrf, Lieberman-Bunchard, 

Vanilin sulfat tidak bereaksi, diduga senyawa tersebut termasuk golongan 

flavonoid (Lampiran 2, Tabel 6,  Gambar 12 dan 16) 

8. Hasil uji aktivitas antimikroba 

  Tabel 1. Uji Aktivitas Antimikroba Fraksi etil asetat  dan Senyawa AF1 

 

 

Mikroba uji 

Fraksi etil asetat 

(0,15 mg/cakram) 

Konsentrasi senyawa AF1 

(µg/cakram) 

1 0,75 0,5 

Diameter daerah hambat (mm) 

S. aureus 14 - - - 

S. mutans 15 - - - 

E. faecalis 20 - - - 

E. coli 15 - - - 

P. aeruginosa 15 10 - - 

S. typhosa 17 - - - 

C. albicans - - - - 
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Keterangan : 

- Satu cakram = 10 µL 

 

 

4.2 Pembahasan  

      Dari penelusuran literatur, terlihat bahwa tumbuhan ini pernah diteliti 

kandunag kimianya (Sirat,1994). Dengan pertimbangan bahwa tumbuhan ini 

belum diketahui secara luar dan bisa jadi merupakan varietas dan ekotipe. 

Penelitian ini tetap dilajutkan karena bisa jadi memiliki kandungan kimia 

yang berbeda. Tanaman Zingiber ottensii Val. yang dipanen langsung di 

Laboratorium Biota Sumatra Universitas Andalas, bagian tanaman yang 

digunakan adalah bagian rimpang. Rimpang Zingiber ottensii Val. dipanen 

sebanyak 9,6 kg, lalu rimpang di bersihakan dari tanah dan untuk rimpang 

diiris dengan ketebalan ± 3 mm (Kementrian RI, 2011) , lalu dikeringkan 

didalam oven dengan suhu 50ºC selama 78 jam, untuk menghilangkan kadar 

air yang terdapat didalam rimpang, agar tidak terjadi pembusukan pada 

rimpang yang menyebabkan rimpang menjadi berjamur, serta  suhu 50 ºC 

dipakai untuk  meminimalisir rusaknya senyawa metabolit sekunder pada 

rimpang akibat adanya panas yang berlebihan. Rimpang kering  didapatkan 

sebanyak 1,45 kg (15,10 %), selanjutnya di grinder sampai halus, hal ini 

dilakukan untuk memperbesar luas permukaan rimpang,  serta  mempermudah 

proses ekstraksi.  
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        Proses ekstraksi senyawa dilakukan dengan menggunakan alat maserasi. 

Metode maserasi dipilih karena merupakan salah satu metoda ekstraksi dingin 

yang baik digunakan untuk sampel dengan kandungan kimianya yang belum 

diketahui. Keuntungan lain dari metode ini   menggunakan alat yang 

sederhana dan proses pengerjaan yang  mudah dilakukan.Sebanyak 1,45 kg 

sampel yang sudah kering dan halus di maserasi, dilakukan dengan cara 

merendam sampel dalam pelarut selama tiga hari dengan tiga kali 

pengulanggan, dimana tiap hari sesekali diaduk sehingga membantu 

percepatan difusi zat dari sampel kedalam pelarut, serta untuk mengurangi 

kejenuhan pelarut terhadap sampel.  

       Pelarut yang digunakan dalam proses maserasi adalah metanol. Pemilihan  

metanol dikarenakan pelarutmetanol merupakan salah satu pelarut  universal 

yang dapat melarutkan semua senyawa organik, baik yang bersifat non polar, 

semi polar dan yang bersifat polar. Selain itu metanol memiliki titik didih 

yang relatif rendah (67ºC) sehingga mudah diuapkan dan mengurangi resiko 

terurainya zat yang terkandung di dalam maserat yang bersifat tidak tahan 

dengan pemanasan saat pelarut diuapkan. 

       Maserat yang diperoleh diuapkan dengan menggunakan alat rotary 

evaporatory dalam keadaan vakum. Proses ini ini akan menguapkan pelarut 

lebih cepat, dimana dengan menurunkan tekanan uap yang menyebabkan 

pelarut akan mendidih pada temperatur yang lebih rendah dari titik didihnya 
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sehingga pada proses pengguapan tidak memerlukan temperatur yang tinggi 

dan mempercepat proses penguapan pelarut serta menghindari terjadinya 

kerusakan senyawa kimia akibat temperatur yang terlalu tinggi. Dari hasil 

pengguapan pelarut metanol diperoleh ekstrak kental metanol sebanyak 79,16 

g (5,46 %).  

        Ekstrak kental metanol (35 g)  yang diperoleh selanjutnya dilakukan 

fraksinasi. Fraksinasi merupakan proses pengelompokan senyawa kimia 

berdasarkan sifat kepolarannya, dengan tujuan membagi senyawa-senyawa 

yang terdapat pada ekstrak berdasarkan tingkat kepolarannya sehingga lebih 

mudah dalam proses isolasi senyawa. Fraksinasi dilakukan dengan 

menggunakan dua pelarut yang tidak saling bercampur dan dipisahkan di 

dalam corong pisah. Fraksinasi dimulai dengan pelarut non polar hingga 

polar. Senyawa-senyawa yang relatif bersifat non polar difraksinasi dengan 

menggunakan pelarut  n-heksana. Fraksinasi senyawa-senyawa yang bersifat 

semi polar digunakan pelarut etil asetat. 

       Maserat fraksi yang diperoleh diuapkan dengan alat rotary evaporator 

dalam keadaan vakum dan di dapatkan fraksi kental n-heksana yaitu 12 g 

(34,28 %)  dan fraksi kental etil asetat 3,2 g (9,14 %). Untuk mendapatkan 

senyawa murni dari fraksi etil asetat dilakukan pemisahan menggunakan 

kromatografi kolom sebanyak 3 g dari fraksi etil asetat . Kromatografi kolom 

terdiri dari fase gerak dan fase diam. Fase gerak atau pelarut pengembang 
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akan bergerak turun sepanjang fase diam karena adanya gaya grafitasi. Pelarut 

yang digunakan adalah n-heksana dengan penambahan etil asetat (SGP) 

dengan perbandingan pelarut yaitu n-heksana saja, n-heksana : etil asetat 

perbandingan (19:1), (9:1), (4:1), (2:1), (1:1) dan (1:2), fase diam yang 

digunakan adalah silika gel 60.  

       Pada saat pemisahan terjadi fraksi-fraksi yang diperoleh dari pemisahan 

kromatografi kolom ditampung didalam vial  dan pola KLT masing – masing 

senyawa dimonitoring dibawah lampu UV λ254 atau λ365dimana senyawa 

dengan pola KLT yang sama akan digabungkan sehingga menghasilkan 

kelompok senyawa yang disebut subfraksi. Pengelompokkan senyawa dari 

fraksi etil asetat menghasilkan 3 fraksi diantaranya: Subfraksi FA, FB dan FC. 

Setelah dimonitoring, subfraksi FB menunjukkan satu noda dengan sedikit 

pengotor dan memiliki jumlah yang lebih banyak, dibandingkan dengan 

subfraksi lainnya.Sehingga, subfraksi FB perlu direkristalisasi. Rekristalisasi 

merupakan teknik pemurnian suatu zat padat dari pengotornya dengan cara 

mengkristalkan kembali zat tersebut setelah dilarutkan dalam pelarut yang 

sesuai. Pelarut pertama harus dapat melarutkan senyawa yang diinginkan dan 

pelarut lain tidak dapat melarutkan senyawa tersebut. Pelarut yang digunakan 

pada proses rekristalisasi ini adalah etil asetat dan n-heksana. Subfraksi FB 

direkristalisasi beberapa kali sehingga diperoleh senyawa murni yang 

menunjukkan satu noda bila dimonitoring dengan dengan plat KLT. 
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       Senyawa murni AF1 yang didapatkan berupa kristal  kekuningan seberat 

10,5 mg. hasil penentuan titik leleh memperlihatkan bahwa senyawa ini 

meleleh pada suhu 226-227ºC. Pemeriksaan spektrum UV dalam pelarut 

kloroform memperlihatkanserapan maksimum pada panjang gelombang 269 

nm (Abs=0,734). Pada pemeriksaan spektrum inframerah, senyawa AF1 

menunjukkan nilai serapan pada daerah bilangan gelombang 3019,49 cm-1 

(Regangan O-H), 1523,02 cm-1  (C=C aromatik), 1214,82 cm-1  (C-O eter ) 

dan 668,01 ( C-H).  

       Pemeriksaan golongan  senyawa, AF1 menunjukkan bereaksi positif 

terhadap FeCl3 1%  berwarna   ungu kehitaman, yang menunjukkan senyawa 

tersebut positif golongan fenol, dimana apabila golongan senyawa fenol 

diujikan  dengan FeCl3 akan menghasilkan cincin aromatik yang berwarna 

ungu kehitaman, dan  dengan menggunakan pereaksi Sitroborat senyawa AF1 

menunjukan positif senyawa flavonoid, ditunjukkan senyawa AF1 ini  

berpendar di bawah lampu UV 365 nm.  

       Fraksi etil asetat dan senyawa hasil isolasi yang didapatkan dilakukan uji 

aktivitas antimikroba dilakukan terhadap 6 bakteri  dan 1 jamur patogen. 

Metode yang digunakan adalah difusi agar, metoda dipilih karena 

pengerjaannya sederhana, pengukuran hasil yang didapatkan juga cukup 

mudah dengan cara mengukur diameter (mm) daerah bening di sekitar cakram 

yang merupakan daerah hambat pertumbuhan mikroba. Zona bening yang 
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didapatkan karena adanya aktivitas antimikroba dari senyawa yang terdapat 

dalam cakram, senyawa tersebut akan berdifusi ke media yang telah 

diinokulasi mikroba uji dan mengambat pertumbuhan mikroba uji sehingga 

terbentuknya zona bening disekitar cakram. Kontrol positif yang digunaka 

untuk bakteri uji adalah kloramfenikol (0,03 mg/cakram)dan jamur nisatin 

(100 unit/cakram) untuk kontrol negatif digunakan dimetilsulfoksida 

(DMSO). Kontrol positif berfungsi untuk mengetahui mikroba patogen yang 

diuji tumbuh pada media dan dapat dihambat pertumbuhannya dengan 

membentuk zona bening disekeliling cakram. Kontrol negatif DMSO 

digunakan untuk melarutkan sampel uji karena DMSO tidak mempegaruhi 

poliferasi sel dan DMSO juga bersifat dipolar,  aprotikdapat bercampur 

dengan air serta pelarut organik pada umumnya (Maryanti dan Sutrisna, 2007) 

       Pada hasil uji aktivitas mikroba pada kontrol positif baik untuk bakteri  

menggunakan kloramfenikol  0,03 mg/ cakram dan jamur menggunakan 

nistatin 100 unit/cakram menujukkkan adannya aktivitas yang kuat  

menghambat pertumbuhan   mikroba uji , sedangkan kontrol negatif tidak 

menunjukkan adannya aktivitas menghambat  mikroba uji.  

       Pada fraksi etil asetat yang diujikan terhadap bakteri uji semunya 

menunjukkan adannya aktivitas  yang kuat menghambat pertumbuhan bakteri 

uji, pada konsentrasi 0,15 mg/cakram, dimana fraksi eti asetat memiliki 

sensitifitas menghambat pertumbuhan mikroba uji, yaitu terhadap bakteri 
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Enterococus faecalis (20 mm), Staphylococus aureus (14 mm), Escherichia 

coli (15 mm),  Salmonella typhosa (17 mm), Streptococus mutans (15 mm), 

Pseudomonas aeruginosa (15 mm), dan tidak sensitif menghambat 

pertumbuhan jamur Candida albicans, hal ini berkaitan dengan masih 

banyaknya senyawa yang terdapat di dalam fraksi etil asetat  yang 

menyebabkan dapat  menghambat pertumbuhan bakteri uji.  

       Pada senyawa AF1, hasil pengujian aktivitas antimikroba menunjukkan 

adanya aktivitas yang lemah menghambat pertumbuhan bakteri 

ujiPseudomonas aeruginosa, dengan diameter hambat 10 mm, pada 

konsentrasi 1 µg/cakram, tetapi tidak menunjukkan  adanya aktivitas 

menghambat pertumbuhan mikroba uji  pada bakteriEnterococus faecalis, 

Staphylococus aureus, Escherichia coli,  Salmonella typhosa, Streptococus 

mutans, dan jamur Candida albicans, dalam konsentrasi 1 µg/cakram, 0,75 

µg/cakram dan 0,5 µg/cakram.  
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BAB V 

KESIMPULAN DAN SARAN 

 

5.1 Kesimpulan  

1. Dari fraksi etil asetat didapatkan senyawa murni yaitu senyawa AF1 

sebanyak 10,5 mg. 

2. Dari hasil pemeriksan KLT penampak noda, diperkirakan senyawa AF1 

merupakan golongan senyawa flavonoid. 

3. Dari pengujian aktivitas antimikroba diketahui bahwa : 

a. Fraksi etil asetat  rimpang Zingiber ottensii Val.  menunjukkan  aktivitas 

yang kuat (diameter hambat 14-20  mm)  menghambat  bakteri uji, dan tidak 

memiliki aktivitas menghambat  jamur Candida albicans. 

b. Senyawa AF1 menunjukkan   aktivitas yang  sedang (diameter hambat 10 

mm) menghambat pertumbuhan bakteri Pseudomonas aeruginosa, dan tidak 

memiliki aktivitas menghambat jamur Candida albicans. 

5.2 Saran  

        Disarankan untuk penelitian selanjutnya, melanjutkan isolasi senyawa 

antimikroba fraksi etil asetat yang lainnya dari rimpang Zingiber ottensii Val. 

dan melakukan uji bioaktivitas yang memungkinkan pada senyawalain yang 

diperoleh dari fraksi etil asetat. 
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Lampiran 1. Surat Identifikasi Sampel 
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Lampiran 2. Data Hasil Penelitian  

Tabel 2. Data Karakteristik Isolat  

Karakteristik AF1 

Bentuk  Kristal 

Bau Tidak berbau 

Warna Kekuningan 

Titik Leleh 226-227ºC 

 

  

 

 

 

 

 

 

Gambar 6. Senyawa Hasil Isolasi 
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Lampiran 2 (Lanjutan) Spektrum UV  senyawa AF1  

 

 

 

 

 

 

Gambar 7. Spektrum UV senyawa AF1 

Tabel 3. Data Spektrum UV Senyawa AF1 

No Panjang Gelombang (nm) Absorban 

1 269 0,734 
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Lampiran 2. (lanjutan) Spektrum IR senyawa AF1  

 

 

 

 

 

Gambar 8. Spektrum Serapan sinar inframerah senyawa AF1 

Tabel 4.Data spektrum Serapan sinar inframerah senyawa AF1 

No Bilangan Gelombang Puncak serapan Jenis Ikatan 

1 3019,49 O-H 

2 1523,02 C=C aromatic 

3 1214,82 C-O eter  

4 668,01 C-H 
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Lampiran 2 (Lanjutan) Profil  KLT Fraksi etil asetat dan senyawa AF1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 9.Profil KLT Fraksi etil asetat rimpang Zingiber ottensii Val. 

Eluen n-heksana  : Etil Asetat ( 1:4) pada lampu UV 254 nm 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Senyawa AF1 
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Lampiran 2. (Lanjutan) Profil KLT Senyawa AF1 dengan Berbagai Eluen  

Tabel 5. Profil KLT Senyawa AF1 dengan Berbagai  eluen 

 No Eluen Gambar Rf 

1 Eluen n-heksana : etil asetat 

(2:3),  Pada lampu UV 254 

nm. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 10  Profil 

KLT senyawa AF1 

(1) 

 

0,575 

 

2 

 

Eluen DCM : n-heksana (6:1), 

Pada lampu UV 254 nm 

Gambar 11.  Profil 

KLT Senyawa AF1 

(2) 

 

0,375 
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Lampiran 2 (Lanjutan) Profil KLT Senyawa AF1 dengan Pereaksi 

Penampak Noda 
 

Tabel .6 Profil KLT Senyawa AF1 dengan Pereaksi Penampak Noda 

 

No Penampak noda Hasil Gambar 

1  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FeCl3 1 % 

 

Eluen n-

heksana : etil 

asetat (2:3) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(+) fenol, warna 

ungu kehitaman. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 12.  Profil KLT Senyawa 

AF1 dengan Pereaksi FeCl31 % 
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2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Lieberman 

Burchard 

 

 

Eluen n-

heksana : etil 

asetat (2:3) 

(-) Terpenoid  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar  13. Profil KLT Senyawa 

AF1 dengan Pereaksi  Lieberman 

Burchard 

3 Vanilin Sulfat 

 

 

Eluen n-

heksana : etil 

asetat (3:2) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(-) Terpenoid  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 14. Profil KLT Senyawa 

AF1 dengan Pereaksi  Vanilin 

Sulfat 
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4 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dragendorf 

 

 

Eluen n-

heksana : etil 

asetat  ( 2:3) 

(-) Alkaloid 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 15. Profil KLT Senyawa 

AF1 dengan Pereaksi Dragendorf 

 

5 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Sitroborat 

 

 

Eluen n-

heksana : etil 

asetat ( 2:3) 

(+) Flavonoid, 

noda berpendar 

pada lampu UV 

365 nm 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar  16. Profil KLT Senyawa 

AF1 dengan Pereaksi Sitroborat 
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Lampiran 2 (Lanjutan) . Hasil Pengujian Aktivitas Antimikroba  

    

  

 

Gambar 17. Hasil Pengujian Aktivitas 

antimikroba terhadap bakteri  E. faecalis 

 

Keterangan 

1 = 0,5 µg/cakram  

2 = 0,75 µg/cakram  

3=  1 µg/cakram  

F= Fraksi etil asetat 0,15 mg/cakram  

(+) = Kontrol (+) ( (Kloramfenikol) 

(-) = kontrol (- )(DMSO) 
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Gambar 18. Hasil Pengujian Aktivitas 

antimikroba terhadap bakteri E. coli 

 

Keterangan 

1 = 0,5 µg/cakram  

2 = 0,75 µg/cakram  

3=  1 µg/cakram  

F= Fraksi etil asetat 0,15 mg/cakram  

(+) = Kontrol (+) ( (Kloramfenikol) 

(-) = kontrol (- )(DMSO) 
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Gambar  19. Hasil Pengujian Aktivitas 

antimikroba terhadap bakteri  S. aureus 

 

Keterangan  

1 = 0,5 µg/cakram  

2 = 0,75 µg/cakram  

3=  1 µg/cakram  

F= Fraksi etil asetat 0,15 mg/cakram  

(+) = Kontrol (+) (Kloramfenikol) 

(-) = kontrol (- )(DMSO) 
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Gambar 20. Hasil Pengujian Aktivitas 

antimikroba terhadap bakteri  P. aeroginosa 

 

Keterangan  

1 = 0,5 µg/cakram 

2 = 0,75 µg/cakram 

3=  1 µg/cakram 

F= Fraksi etil asetat 0,15 mg/cakram 

(+) = Kontrol (+) ( (Kloramfenikol) 

(-) = kontrol (- )(DMSO) 
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Gambar 21. Hasil Pengujian Aktivitas 

antimikroba terhadap bakteri  S. mutans 

 

Keterangan  

1 = 0,5 µg/cakram  

2 = 0,75 µg/cakram  

3=  1 µg/cakram  

F= Fraksi etil asetat 0,15 mg/cakram  

(+) = Kontrol (+) ( (Kloramfenikol) 

(-) = kontrol (- )(DMSO) 
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Gambar 22. Hasil Pengujian Aktivitas 

antimikroba terhadap bakteri   S. thyphosa 

Keterangan 

1 = 0,5 µg/cakram  

2 = 0,75 µg/cakram  

3=  1 µg/cakram  

F= Fraksi etil asetat 0,15 mg/cakram  

(+) = Kontrol (+) ( (Kloramfenikol) 

(-) = kontrol (- )(DMSO) 
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Gambar 23. Hasil Pengujian Aktivitas 

antimikroba terhadap jamur C. albicans 

Keterangan 

1 = 0,5 µg/cakram  

2 = 0,75 µg/cakram  

3=  1 µg/cakram  

F= Fraksi etil asetat 0,15 mg/cakram  

(+) = Kontrol (+) ( (nistatin) 

(-) = kontrol (- )(DMSO) 
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Lampiran 3. Skema Kerja Penelitian 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

   

 

 

 

 

 

Rimpang segar  Zingiber ottensii 

Val. (9,6 kg) 

Dibersihkan dari tanah dan pengotor 

dan dirajang rimpang Zingiber ottensii 

Va 

Dioven pada suhu 50° C selama 78 jam 

sampai kering dan di grinder 

Rimpang Zingiber ottensii Val. kering 

dan halus (1,45 kg) 

Maserasi dengan pelarut MeOH 3x3 harisaring  

 Maserat MeOH 

Uapkan pelarut in vacuo 

 Ekstrak MeOH (79,16 g) 

Fraksi n-Hexan Fraksi sisa 

+ MeOH  dan aquadest  

Fraksinasi menggunakan pelarut n-Hexan 

Fraksinasi dengan EtOAc 

Fraksi EtOAc Fraksi sisa 

Gambar 24. Skema Ekstraksi dan Fraksinasi rimbang Zingiber ottensii Val. 
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Isolasi Senyawa AF1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fraksi EtOAc 

Fraksi kental tOAc 

(3,2 g) 

Uapkan pelarut in vacuo  

Cek pola KLT dan aktivitas ujiantimikroba 

Fraksi EtOAc (3 g) 

Kromatografi kolom fasa normal 

Fase diam : silica gel 60              
 Fase gerak :sgp (hexan dengan 

penambahan EtOAc)     

Tampung dalam vial  

Cek KLT masing-masing vial  

Pola noda yang sama digabungkan.                           

 

 

Subfraksi 

FA 
Subfraksi FB 

Subfraksi 

FC 

Senyawa Murni 

Rekristalisasi  

Identifikasi 

Senyawa 

Titik leleh 

Spektro UV 

Spektro  FTIR 

 

Uji aktivitas 

antimikroba 

Fraksi n-Hexan 
Fraksi sisa 

Uapkan pelarut in vacuo  

Fraksi kental n-Hexan 

(12 g) 

 

Gambar 25. Skema isolasi senyawa AF1 

 

 

Perbandingan pelarut  

-N-heksana saja. 

n-heksana : etil asetat (19:1), 
(9:1),(4:1),(2:1) 

(1:1),(1:2)  

 


