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ABSTRAK
Pendahuluan: Kombinasi herbal-antibiotik adalah salah satu upaya untuk mengatasi infeksi. Ekstrak kasar meniran
(Phyllanthus niruri L.) yang diduga mengandung fenolik diketahui dapat meningkatkan efektivitas antibiotik pada bakteri
S. aureus, sehingga berpotensi digunakan sebagai ajuvan terhadap antibiotik. Namun, isolasi kelompok senyawa fenolik
tersebut belum dilakukan. Penelitian ini melakukan fraksinasi ekstrak fenolik dari meniran dan melihat interaksi
kombinasi dengan Amoxicillin dan Chloramphenicol terhadap bakteri S. aureus.
Metode: Isolasi fenolik meniran melalui maserasi menggunakan metanol, kemudian dilakukan pemisahan ekstraksi cair-
cair dengan heksana dan mengumpulkan residunya. Residu diuapkan pada 55°C lalu dioven sampai menjadi pasta. Hasil
ekstraksi difraksinasi dengan dilarutkan menggunakan akuades, metanol, dan etil asetat untuk mendapatkan tiga fraksi.
Kemurnian dari hasil fraksi tersebut dilakukan uji fitokimia secara kualitatif. Untuk mengukur daya hambat terhadap S.
aureus dilakukan menggunakan metode Kirby-Bauer. Sedangkan interaksi diukur dengan metode AZDAST (Ameri-Ziaei
Double Antibiotic Sinergism Test).
Hasil: Isolasi fenolik dari meniran menunjukkan adanya senyawa fenolik dan tidak terdeteksi kelompok senyawa lain
yang diuji (alkaloid, terpenoid, dan steroid). Setelah fraksinasi, fenolik ditemukan pada fraksi akuades dan metanol,
namun tidak ditemukan pada fraksi etil asetat. Uji daya hambat tidak menunjukkan adanya aktivitas antibakteri pada
semua fraksi dengan konsentrasi 1000 ppm (0£0 mm). Penambahan fraksi akuades (F1), metanol (F2), etil asetat (F3)
dengan Amoxicillin menunjukkan diameter zona hambat sebesar 18,45+0,80; 17,89+2,62; 17,62+3,10. Sedangkan dengan
Chloramphenicol sebesar 31,33+0,58; 29,58+0,54; 26,24+1,49. Zona hambat Amoxicillin adalah 19,54+0,81 dan pada
Chloramphenicol adalah 28,16+1,59.
Kesimpulan: Interaksi fraksi akuades dari ekstrak fenolik dengan Chloramphenicol menunjukkan interaksi potensiasi.
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from Meniran (Phyllanthus niruri L.) with Amoxicillin or Chloramphenicol on Inhibitory

Power on the Growth of Staphylococcus aureus
Isna Aulia Zamzamy, Arif Yahya, Rio Risandiansyah*
Fakultas Kedokteran Universitas Islam Malang

ABSTRACT
Introduction: The combination of herbal-antibiotics is one of the efforts to treat infection. Meniran crude extract
(Phyllanthus niruri L.) which is suspected to contain phenolic is known to increase the effectiveness of antibiotics on S.
aureus bacteria, so it has the potential to be used as an adjuvant to antibiotics. However, the isolation of this group of
phenolic compounds has not been carried out. This study fractionated phenolic extract from meniran and looked at its
interaction with Amoxicillin and Chloramphenicol against S. aureus bacteria.
Methods: Isolation of phenolics from meniran through maceration using methanol, then a liquid-liquid extraction with
hexane was done, and the residu were collected. The residue was evaporated at 55°C and then baked until it became a
paste. Extraction results were fractionated by dissolving using distilled water, methanol, and ethyl acetate to get three
fractions. The purity of the resulting fraction was carried out by qualitative phytochemical tests. The Kirby-Bauer method
was used to measure the inhibition against S. aureus. While the interaction was measured by the AZDAST (Ameri-Ziaei
Double Antibiotic Sinergism Test) method.
Results: Isolation of phenolic from meniran showed the presence of phenolic compounds and no other groups of
compounds were tested (alkaloids, terpenoids, and steroids). After fractionation, phenolics were found in the distilled
water and methanol fractions, but not in the ethyl acetate fraction. The inhibition test did not show any antibacterial
activity in all fractions with a concentration of 1000 ppm (00 mm). Addition of aquadest (F1), methanol (F2), ethyl
acetate (F3) fractions with Amoxicillin showed the inhibition zone diameter was 18.45+0.80; 17.89+2.62; 17.62+3.10.
Meanwhile, with Chloramphenicol 31.33+£0.58; 29.58+0.54; 26.24+1.49. The zone of inhibition for Amoxicillin was
19.54+0.81 and for Chloramphenicol it was 28.16+1.59.
Conclusion: The interaction of the distilled water fraction of the phenolic extract with Chloramphenicol showed a
potentiating interaction.
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PENDAHULUAN

Indonesia merupakan negara dengan
keanekaragaman hayati yang tinggi, dimana terdapat
sekitar 3.800 jenis tumbuhan yang hidup di Indonesia®.
Meniran merupakan salah satu dari banyak variasi
tanaman yang dapat ditemukan di daerah subtropis dan
tropis seperti Indonesia @. Tanaman ini telah digunakan
berabad-abad oleh masyarakat karena dinilai kaya akan
berbagai senyawa yang berguna sebagai obat. Senyawa
yang terkandung seperti flavonoid, alkaloid, saponin,
steroid, tanin, dan fenolik®. Meniran (Phyllanthus
niruri L.) memiliki kandungan senyawa fenolik yang
keberadaannya dapat menghambat pertumbuhan
bakteri. Fenolik bekerja dengan melignifikasi dinding
sel bakteri, sehingga pertumbuhan bakteri terhambat®.
Selain itu, fenolik juga berperan penting dalam
presipitasi protein dan menghambat enzim dari
mikroorganisme®),

Berdasarkan  penelitian  sebelumnya yang
dilakukan oleh Putri (2018) menunjukkan bahwa herba
meniran (Phyllanthus niruri L.) memiliki efek dalam
menghambat S. aureus. Ketika meniran (Phyllanthus
niruri L.) dalam bentuk ekstrak kasar dikombinasikan
dengan Amoxicillin, hasilnya bersifat sinergis. Daya
hambat kombinasi amoxicillin dengan meniran
meningkat lebih kuat dibanding dengan uji tunggalnya.
Hal tersebut dikarenakan aktivasi antibiotik pada
amoxicillin  yang didukung oleh kerja meniran
(Phyllanthus niruri L.), sehingga antibiotik dapat aktif
bekerja pada dinding bakteri ©),

Penelitian ini dilanjutkan oleh peneliti yang lain
dengan  berupaya mengisolasi senyawa  aktif
menggunakan metode fraksinasi. Beberapa fraksi
menunjukkan adanya aktivitas daya hambat pada bakteri
S. aureus. Disebutkan bahwa kombinasi dua antibiotik
amoxicillin dan chloramphenicol dengan fraksi herba
meniran (Phyllanthus niruri L.) menunjukkan hanya 1
fraksi yang memiliki interaksi sinergis. Hasil fraksi yang
lain menunjukkan nilai rata-rata ZOl yang sama antara
kombinasi antibiotik dan herbal dengan antibiotik
tunggal sehingga tidak dapat dibedakan atau Not
Distinguishable. Hal tersebut dikarenakan adanya bias
yakni antibiotik yang tidak stabil karena dilarutkan
menggunakan air, bukan menggunakan dapar(89,

Fraksi yang berinteraksi tersebut dilakukan uiji
fitokimia, dimana ditemukan perubahan warna menjadi
biru kehitaman sehingga disimpulkan mengandung
fenol®. Hasil uji fitokimia menggunakan reagen FeCls
juga menunjukkan hasil positif dengan warna biru baik
tua maupun muda pada fraksi 21-fraksi 23(). Akan
tetapi, pada kedua penelitian ini tidak dilakukan isolasi
senyawa yang lebih spesifik, dikarenakan hasil fraksi
yang sedikit(®),

Penggunaan  Amoxicillin  dalam  penelitian
digunakan sebagai antibiotik yang pada dinding sel,
sehingga berakibat lisisnya bakteri. Di sisi lain,
Chloramphenicol bekerja dengan menghambat sintesis
protein pada bakteri. Maka, Amoxicillin dapat
digunakan sebagai perwakilan antibiotik yang bekerja
pada  permukaan sel bakteri. Sedangkan,

Chloramphenicol adalah perwakilan antibiotik yang
bekerja secara pada intraseluler.

Penelitian ini melakukan isolasi lebih lanjut
dengan melarutkan ekstrak meniran (Phyllanthus niruri
L.) dalam 3 pelarut dengan polarisasi yang berbeda. Hal
ini bertujuan untuk mendapatkan isolat senyawa aktif
poten yang akan berinteraksi. Fraksi yang terbentuk
akan dilakukan pengecekan senyawa yang dikandung.
Kombinasi antibiotik Amoxicillin dan Chloramphenicol
dengan  fraksinasi senyawa fenolik  meniran
(Phyllanthus niruri L.) akan diuji dengan metode yang
berbeda  dengan  peneliti  sebelumnya,  diuji
menggunakan metode AZDAST (Ameri-Ziaei Double
Antibiotic Synergism). Metode ini digunakan untuk
menentukan interaksi hasil ZOl dengan mengevaluasi
sinergisme antimikroba tersebutt?,

METODE PENELITIAN

Desain, Waktu, dan Tempat Penelitian

Penelitian ini merupakan penelitian ekperimental
yang bersifat analitik laboratorik. Efek kombinasi fraksi
fenolik ~ meniran  dengan  Amoxicillin  atau
Chloramphenicol terhadap ZOIl (Zone of Inhibition)
pada bakteri Staphylococcus aureus, dapat diketahui
melalui uji in vitro. Penelitian dilakukan pada bulan
Maret-Juli 2020 yang dilakukan di Laboratorium Pusat
Riset Kedokteran (LPRK) Fakultas Kedokteran
Universitas Islam Malang.

Ekstraksi dan lIsolasi Senyawa Fenolik Phyllanthus
niruri L.

Pembuatan ekstrak ~ fenolik  dilakukan
menggunakan simplisia tumbuhan meniran
(Phyllanthus niruri L.) yang didapatkan dari Materia
Medica Batu dengan nomer determinasi
074/650A/102.7/2019. Metode maserasi digunakan
pada ekstraksi fenolik tahap pertama menggunakan
metanol 96% dengan perbandingan 1/10 (m/V),
dilakukan selama 24 jam. Selanjutnya, hasil ekstraksi
dilakukan pemisahan dengan metode ekstraksi cair-cair
menggunakan heksana dengan perbandingan 1/1 (V/V),
dikocok selama 30 menit. Setelah 30 menit heksana
dibuang. Tahap ini dilakukan sebanyak 2 kali. Ekstrak
yang telah dilakukan pemisahan cair-cair kemudian
diuapkan menggunakan alat Rotatory vacuum
evaporator pada suhu 55°C. Hasil dari penguapan
Rotatory vacuum evaporator di masukkan oven sampai
menjadi pasta pada suhu 40°C selama 3-5 hari.

Fraksinasi Senyawa Fenolik Meniran (Phyllanthus
niruri L.)

Fraksinasi dilakukan dengan mengencerkan
ekstrak fenolik meniran (berupa pasta yang dikeluarkan
dari oven di metode sebelumnya) menggunakan tiga
macam pelarut yakni aquades, metanol, dan etil asetat.
Perhitungan setiap fraksi dengan masing-masing pelarut
yakni 1000 ppm (yang didapatkan dari 1000 mg pasta
yang dicampurkan dengan 1000 mL pelarut). Kemudian
sebanyak 2 ml masing-masing fraksi diambil untuk



tahap pengamatan daya hambat atau ZOl (Zone of
Inhibition) dan uji fitokimia.

Uji Fitokimia Fraksi Fenolik Meniran (Phyllanthus
niruri L.)

Uji fitokimia dilakukan dengan mengambil
sampel fraksinasi esktrak meniran menggunakan air,
fraksinasi esktrak meniran menggunakan metanol,
maupun fraksinasi esktrak meniran menggunakan etil
asetat. Kemudian ekstrak yang telah di fraksinasi
tersebut, masing-masing ditambahkan beberapa tetes
larutan  FeCl®®, Jika hasil dari pewarnaan
menunjukkan warna biru atau biru gelap, maka uji
fenolik dikatakan positif(2,

Metode Pembuatan Inokulum  Staphylococcus
aureus

Inokulum bakteri didapatkan dari Kkoloni
Staphylococcus aureus yang tersedia di Laboratorium
Pusat Riset Kedokteran (LPRK) Fakultas Kedokteran
Universitas Islam Malang (FK UNISMA). Koloni
bakteri diambil dari media padat menggunakan oshe
steril, kemudian ditumbuhkan pada media NB (Nutrient
Broth). Nutrient Broth kemudian di masukkan inkubator
dengan suhu 37°C selama 24 jam.

Bakteri dari Nutrient Broth kemudian dilarutkan
pada larutan steril NaCl 0,9% 10 ml diaduk perlahan
hingga warna menjadi keruh. Agar nilai absorbansi
sesuai standar Mcfarland, baktei yang dilarutkan NaCl
diambil sebanyak 1 ml dan dilihat pada panjang
gelombang (A=600 nm) menggunakan spektrofotometri
kemudian diencerkan sesuai nilai  absorbansi
menggunakan NaCl 0,9% steril.

Menentukan Zone of Inhibition Tunggal dan
Kombinasi

Uji ZOl (Zone of Inhibition) menggunakan
metode Kirby-Bauer atau difusi cakram. Cakram terdiri
dari herba tunggal, antibiotik tunggal, dan kombinasi
herba dengan antibiotik. Cakram herba terdiri dari 3
pelarut fraksi, fraksi 1 akuades, fraksi 2 metanol, fraksi
3 etil asetat. Sedangkan antibiotik terdiri dari
Amoxicillin dan Chloramphenicol. Cakram ditanam
pada dasar cawan petri, kemudian dituang dengan
Media agar Muller Hinton Agar (MHA). Saat media
agar telah memadat, bakteri di ratakan menggunakan
teknik Spread plate dengan spreader. Kemudian
dimasukkan dalam inkubator selama 18-24 jam. Setelah
24 jam, zona bening di ukur menggunakan jangka
sorong.

Metode Penentuan Interaksi

Uji Zone of Inhibition (ZOl) menggunakan
penentuan interaksi dilihat 18-24 jam setelah media uji
dimasukkan ke dalam inkubator. Interpretasi hasil ZOl
atau penentuan interaksi pada peneltian ini
menggunakan metode AZDAST seperti pada tabel 1.

Tabel 1. Pedoman Interpretasi Metode AZDAST

No Hasil Kombinas@ dari Alznlge,ar\%r'?t;?da
Cawan Petri L
Kombinasi
1 Jika XY > X &Y, dan Sinergis
XY >/< XX dan/atau YY
Jika X atau Y =0, dan Potensiasi
2 XY>X&Y, dan (Peningkatan)
XY </> XX dan/atau YY
3 Jika XY < X/Y Antagonis
4  Jika XY = XX dan/atau YY Aditif
. Not
5 Jika X\T B)hqt:( (sama atau Distinguishable
ebih besar) (ND)

Keterangan: X = Antibiotik 1 (Amoxicillin atau Chloramphenicol);
Y= Antibiotik 2 (Fenolik herba meniran); XY = Kombinasi Antibiotik
1 (Amoxicillin atau Chloramphenicol) dengan Antibiotik 2 (Fenolik
herba meniran)

Analisa Data Statistik

Analisa data statistik pada penelitian
menggunakan uji statistik One-Way ANOVA. P-value
menunjukkan signifikasi (p-value)> 0,05, maka
menggunakan One-Way ANOVA karena data
terdistribusi normal dan homogen. Kemudian,
dilanjutkan dengan post hoc LSD.

HASIL DAN ANALISA DATA
Hasil Uji Fitokimia

Hasil rendeman dari hasil ekstraki dengan bentuk
pasta dilakukan uji fitokimia. Ekstrak meniran
mengandung fenolik dan flavonoid.

Interpretasi  gambar 1 dan tabel 2
memperlihatkan pada uji fenolik secara kualitatif,
fraksi-fraksi meniran (Phyllanthus niruri L.) yang
ditambahkan dengan FeCl; menunjukkan hasil positif
pada fraksi 1 dan fraksi 2 yang ditandai dengan
perubahan warna menjadi biru gelap. Pada uji flavonoid,
didapatkan hasil positif pada fraksi 1 dan fraksi 2 dengan
perubahan warna membentuk warna kuning Kketika
ditambahkan dengan larutan HCI pekat dan dikocok.

Hasil Pengukuran ZOI (Zone of Inhibition) Fraksi-
fraksi Fenolik Meniran Tunggal terhadap
Staphylococcus aureus

Hasil pengukuran ZOl fraksi-fraksi fenolik
meniran (Phyllanthus niruri L.) tunggal terhadap bakteri
S. aureus seperti pada gambar 2 dan tabel 3.

Tabel 2. Rerata hasil pengukuran ZOI fraksi-fraksi
fenolik meniran (Phyllanthus niruri L.) tunggal
terhadap bakteri S. aureus

Rata-rata + SD (mm)

F1 F2 F3

Fx 00 0£0 00

FXFX 0+0 0+0 0+0

Keterangan: Fx = Fraksi tunggal; FxFx = Fraksi ganda; F1 = Fraksi
1 (dengan pelarut aquades); F2 = Fraksi 2 (dengan pelarut metanol);
F3=Fraksi 3 (dengan pelarut etil asetat); SD = Standart Deviasi; Dosis
yang digunakan adalah 1000 ppm

Sampel




Berdasarkan gambar 2 dan tabel 3, hasil uji
fraksi-fraksi fenolik meniran terhadap Staphylococcus
aureus menunjukkan tidak terdapat zona inhibisi yang
terbentuk pada semua fraksi yang uji. Hal ini diartikan
bahwa fraksi tidak mampu menghambat pertumbuhan
bakteri Staphylococcus aureus secara tunggal.

Hasil Pengukuran ZOIl Antibiotik Tunggal
Amoxicillin dan Chloramphenicol terhadap Bakteri
Staphylococcus aureus

Hasil pengukuran ZOIl (Zone of Inhibition)
antibiotik tunggal terhadap bakteri Staphylpcoccus
aureus seperti pada gambar 2 dan tabel 4. Berdasarkan
gambar 2, dan tabel 4, dapat diketahui bahwa rata-rata
ZOl dari 3 kali pengulangan yang terbentuk dari
Amoxicillin tunggal yakni 19,54 + 0,81; sedangkan rata-
rata ZOI dari 3 Kkali pengulangan yang terbentuk dari

Gambar 1. Hasil Uji Fitokimia

Chloramphenicol tunggal yakni 28,16 + 1,59. Dari data
tersebut, ZOIl yang dibentuk oleh Chloramphenicol
tunggal lebih besar daripada ZOl yang dibentuk oleh
Amoxicillin tunggal terhadap bakteri S. aureus. Begitu
pula pada uji antibiotik ganda, ZOI yang dibentuk oleh
Chloramphenicol ganda lebih besar daripada ZOI yang
dibentuk oleh Amoxicillin ganda terhadap bakteri S.
aureus.
Tabel 3. Rerata hasil pengukuran ZOIl Amoxicillin
tunggal dan Chloramphenicol tunggal terhadap
bakteri Staphylococcus aureus

Rata-rata £ SD (mm)

AMX CHL
19,54+0,81 28,16+ 1,59
22,17+1,70 30,60+2,67

Sampel

Antibiotik tunggal
Antibiotik ganda

Keterangan: A = Amoxicillin tunggal; AA = Amoxicillin ganda; C =
Chloramphenicol tunggal; CC = Chloramphenicol ganda; SD =
Standart Deviasi

Y

e —

i

Keterangan: 1a) Uji fitokimia fenolik meniran (Phyllanthus niruri L.) secara kualitatif; 1b) Uji fitokimia alkaloid meniran (Phyllanthus niruri L.)
secara kualitatif; 1c) Uji fitokimia flavonoid meniran (Phyllanthus niruri L.) secara kualitatif; 1d) Uji fitokimia terpenoid dan steroid meniran
(Phyllanthus niruri L.) secara kualitatif; F1 = Fraksi 1 (akuades); F2 = Fraksi 2 (metanol); F3 = Fraksi 3 (etil asetat)

Tabel 4. Hasil uji fitokimia fraksi meniran secara kualitatif

Hasil Uji Fitokimia

Uji . .

Lo Reagen/ Metode Hasil Positif Fi1 F2 F3
Fitokimia 1 2 1 2 1 2
Fenolik Ditambahkan FeCls Warna biru atau biru gelap + + + + - -
Alkaloid Dengan pereaksi mayer Membentuk endapan putih - = = = - -
Dengan pereaksi dragendorff  Membentuk endapan jingga hingga merah - - - - - -
Flavonoid ~ Ditambahkan HCl pekat ~ MemPentuk War;‘iig”;earah' kuning, atau o, L
Terpenoid DltambahngrE)f\CZO dan Warna merah hingga violet - - - = - -
Steroid Dltambatllllzz;rg?mo dan Warna hijau hingga hijau kebiruan - - - - - -

Keterangan: F1 = Fraksi 1 (menggunakan pelarut aquades); F2 = Fraksi 2 (menggunakan pelarut metanol); F3 = Fraksi 3 (menggunakan pelarut etil

asetat); 1 = Pengamat 1; 2 = Pengamat 2



Hasil Pengukuran ZOl Kombinasi Fraksi Fenolik
Meniran dengan Amoxicillin terhadap S. aureus
Hasil pengukuran ZOIl kombinasi fraksi-fraksi
fenolik meniran dengan Amoxicillin terhadap S. aureus
seperti pada gambar 2 dan tabel 5. Hasil
memperlihatkan bahwa kombinasi fraksi-fraksi fenolik
meniran dengan Amoxicillin terhadap S. aureus lebih
kecil daripada ZOl Amoxicillin tunggal. Hal ini
menunjukkan tidak ditemukan adanya peningkatan
diameter zona inhibisi pada Staphylococcus aureus

secara kombinasi.

Hasil Pengukuran ZOl Kombinasi Fraksi Fenolik

Meniran dengan Chloramphenicol
aureus

terhadap S.

Pengukuran ZOI kombinasi fraksi-fraksi fenolik
meniran dengan Chloramphenicol terhadap bakteri S.

aureus menunjukkan hasill seperti pada gambar 2 dan
tabel 6.

Berdasarkan gambar 2 dan tabel 6, diperoleh
hasil kombinasi  fraksi-fraksi  fenolik  meniran
(Phyllanthus niruri  L.) dengan Chloramphenicol
terhadap bakteri S. aureus menunjukkan bahwa daya
hambat pada kombinasi F1C (31,33 £ 0,58 mm) lebih
besar  daripada Zone of Inhibition (ZOlI)
Chloramphenicol tunggal (28,16 + 159 mm).
Sedangkan pada kombinasi F2C (29,58 £+ 0,54 mm) dan
F3C (26,24 £+ 1,49 mm) tidak memperlihatkan adanya
kenaikan diameter zona hambat yang terbentuk jika
dibandingkan dengan Zone of Inhibition
Chloramphenicol tunggal. Hal tersebut memperlihatkan
bahwa kombinasi F1C memiliki daya hambat yang lebih
besar daripada Chloramphenicol tunggal terhadap
Staphylococcus aureus.

Gambar 2. Hasil Zone of Inhibition (ZOl)
Keterangan: 2a) Hasil ZOI tunggal fraksi fenolik meniran (Phyllanthus niruri L.) terhadap S. aureus; 2b)Hasil ZOI Amoxicillin tunggal, Amoxicillin
ganda, kombinasi fraksi fenolik meniran dengan antibiotik Amoxicillin terhadap bakteri S. aureus; 2c) Hasil ZOl Chloramphenicol tunggal,
Chloramphenicol ganda, dan kombinasi fraksi fenolik meniran dengan Chloramphenicol terhadap bakteri S. aureus; F1 = Fraksi 1 tunggal
(menggunakan pelarut aquades), F2 = Fraksi 2 tunggal (menggunakan pelarut metanol), F3 = Fraksi 3 tunggal (menggunakan pelarut etil asetat), FxFx
= Fraksi ganda; A = Amoxicillin tunggal; AA=Amoxicillin ganda; FxA = Kombinasi Fraksi meniran dengan Amoxicillin; C = Chloramphenicol tunggal;
CC = Chloramphenicol ganda; FxXC = Kombinasi Fraksi meniran (Phyllanthus niruri L.) dengan Chloramphenicol; Masing-masing diulang 3 kali.

Tabel 5. Hasil interaksi ZOIl (Zone of Inhibition) kombinasi fraksi-fraksi fenolik meniran dengan antibiotik
Amoxicillin terhadap S. aureus berdasarkan metode AZDAST

Rata-rata + S Jenis
Sampel SD (mm) Signifikasi Interaksi
F1ed 00 0,00
F1A F1F1cd 00 0,00 Not
18,45+0,80 A*®  19,54+0,81 0,995 distinguishable
AA®D 2217 +1,70 0,082
F2cd 0£0 0,00
F2A F2F2¢d 0+0 0,00 Not
17,89+262 A*  1954+081 0,913 distinguishable
AA®D 2217 +1,70 0,029
F3cd 0£0 0,00
F3A F3F3¢d 0+0 0,00 Not
17,62+3,10 A*  19,54+0,81 0,815 distinguishable
AA*®  2217+1,70 0,017

Keterangan: Fx = Uji ZOI Zone of Inhibition tunggal fraksi fenolik meniran; FxFx = Uji ZOI ganda fraksi fenolik meniran (Phyllanthus niruri L.); A
= Amoxicillin tunggal; AA = Amoxicillin ganda; FXA = Kombinasi fraksi fenolik meniran (Phyllanthus niruri L.) dengan amoxicillin; SD = Standart
Deviasi; a = berbeda signifikan terhadap fraksi tunggal; b = berbeda signifikan terhadap fraksi ganda; ¢ = berbeda signifikan terhadap antibiotik

tunggal; d = berbeda signifikan terhadap antibiotik ganda.



Tabel 6. Hasil interaksi ZOI (Zone of Inhibition) kombinasi fraksi-fraksi fenolik meniran (Phyllanthus niruri L.)
dengan Chloramphenicol terhadap S. aureus berdasarkan metode AZDAST

Sampel R;éai:’s::)i Signifikasi  Jenis Interaksi
F1cd 0+0 0,00
F1C F1F1c0 040 0,00 Dotensiasi
31,33+058 C*  2816+1,59 0,043 otensiast
cca  30,60+267 0,998
F2cd 0+0 0,00
F2C F2F2c0 040 0,00 Not
2958+054 C*  2816+159 0853 distinguishable
cc*®  30,60+267 0,979
F3cd 0+0 0,00
F3C F3F3ed 040 0,00 Not
2624+1,49 C*  2816+159 0528 distinguishable
cc*®  30,60+267 0,002

Keterangan: Fx = Uji ZOI (Zone of Inhibition) tunggal fraksi fenolik meniran ; FxFx = Uji ZOI ganda fraksi fenolik meniran (Phyllanthus niruri L.);
C = Chloramphenicol tunggal; CC = Chloramphenicol ganda; FxC = Kombinasi fraksi fenolik meniran (Phyllanthus niruri L.) dengan chloramphenicol;
SD = Standart Deviasi; a = berbeda signifikan terhadap fraksi tunggal; b = berbeda signifikan terhadap fraksi ganda; ¢ = berbeda signifikan terhadap

antibiotik tunggal; d = berbeda signifikan terhadap antibiotik ganda

Hasil Interpretasi Jenis Interaksi ZOl (Zone of
Inhibition) Berdasarkan Metode AZDAST

Jenis interaksi Zone of Inhibition (ZOI)
kombinasi antibiotik Amoxicillin atau Chloramphenicol
dengan fraksi-fraksi fenolik meniran (Phyllanthus niruri
L.) diinterpretasikan menggunakan metode AZDAST
(Ameri-Ziaei Double Antibiotic Sinergism Test), yakni
dengan membandingkan diameter antara Zone of
Inhibition (ZOI) tunggal dan ganda (dosis ganda, dan
gabungan)®9,

Berdasarkan tabel 5, merupakan jenis interaksi
berdasarkan metode AZDAST yang di amati dengan
membandingkan diameter masing-masing sampel. Pada
hasil Zone of Inhibition (ZOI) kombinasi fraksi 1 fenolik
meniran dengan Amoxicillin menunjukkan hasil not
distinguishable karena ZOIl kombinasi (F1A) hamper
sama dengan ZOIl tunggal (amoxicillin tunggal).
Sedangkan pada F2A dan F3A menunjukkan jenis
interaksi antagonis karena ZOIl kombinasi (F2A dan
F3A) lebih kecil dari ZOI tunggal (amoxicillin tunggal).

Berdasarkan tabel 6, merupakan jenis interaksi
berdasarkan metode AZDAST yang di amati dengan
membandingkan diameter masing-masing sampel. Pada
hasil ZOIl kombinasi fraksi 1 fenolik meniran dengan
Chloramphenicol menunjukkan hasil potensiasi karena
Z0I kombinasi (F1A) lebih besar daripada ZOI tunggal
(Chloramphenicol). Sedangkan pada hasil Zone of
Inhibition (ZOI) kombinasi fraksi 2 dan fraksi 3 fenolik
meniran (Phyllanthus niruri L.) dengan
chloramphenicol mennjukkan hasil not distinguishable,
karena ZOl kombinasi sama dengan ZOI tunggal
(chloramphenicol tunggal).

Pada uji interaksi Zone of Inhibition (ZOl)
pelarut fraksi tunggal terhadap Staphylococcus aureus,
pelarut metanol dan etil asetat memiliki rata-rata 0 + O
(rata-rata * standart deviasi) yang mana diartikan bahwa
pelarut yang digunakan untuk fraksinasi fenolik meniran
tidak dapat menghambat bakteri Staphylococcus aureus.

PEMBAHASAN
Uji Fitokimia Kandungan Senyawa Aktif dari Hasil
Fraksi Ekstrak Fenolik Meniran

Hasil uji fitokimia secara kualitatif pada fraksi 1
dan fraksi 2 fenolik meniran (Phyllanthus niruri L.)
menunjukkan bahwa terdapat kandungan fenolik yang
ditandai dengan perubahan warna menjadi biru atau biru
gelap setelah ditambahkan dengan FeCls. Selain itu,
pada fraksi 1 dan fraksi 2 juga ditemukan kandungan
flavonoid yang ditandai dengan perubahan warna
kuning atau jingga ketika ditambahkan dengan HCI
pekat. Sedangkan uji fitokimia yang lain tidak
ditemukan hasil positift®,

Pada senyawa fenolik, gugus hidoksi yang
tersubtitusi pada cincin benzen berperan pada
kemampuan senyawa fenolik melepaskan atom
hidrogen dan terlibat reaksi redoks dengan Folin-
ciocalteu®®, Hasil positif berupa warna biru inilah yang
menandakan bahwa senyawa fenol bereaksi dengan
reagen redoks yang spesifik, yakni Folin-ciocalteu®.

Senyawa fenolik memiliki sifat cenderung
mudah larut dalam pelarut polar®®. Oleh karena itu,
pada fraksi 1 dan fraksi 2, fenolik teridentifikasi, karena
pada fraksi 1 menggunakan pelarut aquades dan pada
fraksi 2 menggunakan pelarut metanol. Sedangkan pada
fraksi 3, fenolik tidak teridentifikasi, kemungkinan
karena pada fraksi 3 menggunakan pelarut etil asetat.
Hal ini dikuatkan oleh penelitian Savitri (2017),
menunjukkan bahwa senyawa fenol yang ditemukan
pada ekstrak Sargassum polycystum dengan pelarut
metanol menunjukkan rata-rata tertinggi, sedangkan
pelarut etil asetat menunjukkan total fenol terendah
daripada pelarut lain. Tingkat kepolaran pelarut mampu
melarutkan fenol dengan baik sehingga didapatkan
kadar yang lebih tinggi pada ekstrak.1?). Eskin, et al
(2000) berpendapat bahwa fenol dapat terekstrak
dengan baik menggunakan pelarut metanol®®),



Proses fraksinasi senyawa fenolik meniran
(Phyllanthus niruri L.) yang dilakukan berhasil
dilakukan. Proses awal melalui metode maserasi, yakni
simplisia meniran (Phyllanthus niruri L.) dibiarkan
mengalami kontak erat dengan pelarut metanol dalam
wadah yang tertutup oleh aluminium foil disertai dengan
pengadukan hingga komponen sampel meniran
(Phyllanthus niruri L.) ada yang larut (selama +24
jam)@®, Menurut penelitian Verdiana, et al (2018),
pelarut metanol mampu mengekstrak senyawa lebih
baik. Hal tersebut disebabkan karena perolehan suatu
senyawa didasari oleh kesamaan sifat kepolaran

terhadap pelarut®V,

Daya Hambat Uji Fraksi Fenolik Meniran secara
Tunggal terhadap bakteri S. aureus

Uji fraksi fenolik meniran tunggal menunjukkan
rerata nilai 0 pada hasil pengukuran ZOIl (Zone of
Inhibition). Secara tunggal, fraksi fenolik meniran pada
konsentrasi 1000 ppm belum mampu menghambat
pertumbuhan bakteri Staphylococcus aureus. Dosis
yang digunakan cenderung rendah untuk Zone of
Inhibition (ZOl), dimana pada penelitian lain, dosis
yang digunakan antara 500-100.000 ppm®?23. Namun,
dosis 1000 ppm terkadang bisa menghasilkan Zone of
Inhibition (ZO1)@4,

Penelitian sebelumnya yang dilakukan oleh
Desfita, dkk (2011) menyebutkan bahwa hasil uji
aktivitas ekstak metanol herba meniran dapat
menghambat pertumbuhan Staphylococcus aureus
dengan zona bening sebesar 21,29 mm. Konsentrasi uji
yang digunakan pada penelitian Desfita, dkk (2011)
sebesar 10%@®. Konsentrasi fraksi fenolik yang rendah
bisa menjadi penyebab zona bening tidak terbentuk di
area cakram. Senyawa fenolik menurut Tjay dan
Rahardja (2007), berkhasiat sebagai bakterisida dengan
cara mendenaturasi protein sel bakteri®¥, akan tetapi
fraksi fenolik dengan konsentrasi 1000 ppm pada
penelitian ini belum mampu menghambat pertumbuhan
bakteri Staphylococcus aureus. Hal ini dikarenakan
pada fraksi tersebut tidak diketahui komposisi senyawa
secara kuantitatif.

Senyawa dalam herba yang memiliki aktivitas
antibakteri yakni fenolik, flavonoid, dan alkaloid.
Senyawa fenolik bekerja sebagai antibakteri dengan
cara merusak membran sel dan denaturasi protein.
Menurut Dwicahyani (2018), senyawa fenol mampu
merusak dinding sel dengan cara menginaktivasi enzim,
mendenaturasi protein sehingga terjadi penurunan
permeabilitas dan kerusakan pada membran sel.
Perubahan permeabilitas pada membran dapat
mengakibatkan terganggunya transportasi ion ke dalam
sel, sehingga pertumbuhan sel terhambat, bahkan terjadi
kematian sel®”, Pada penelitian ini ditemukan senyawa
fenolik dan flavonoid melalui uji fitokimia. Konsentrasi
dosis yang rendah bisa jadi merupakan penyebab tidak
adanya Zone of Inhibition (ZOI) pada daerah cakram.

Daya Hambat Uji Fraksi Fenolik Meniran dengan
Amoxicillin ~ dan  Chloramphenicol  terhadap
Staphylococcus aureus

Daya hambat pada kombinasi fenolik meniran
dengan  Amoxicillin  menunjukkan interaksi not
distinguishable atau tidak dapat dibedakan pada semua
fraksi, baik fraksi 1 (pelarut aquades), fraksi 2 (pelarut
metanol), dan fraksi 3 (pelarut etil asetat). Sedangkan
pada Chloramphenicol menunjukkan interaksi not
distinguishable atau tidak dapat dibedakan pada fraksi 2
dan fraksi 3. Not distinguishable memiliki arti apabila
hasil ZOI kombinasi fenolik meniran dengan antibiotik
Amoxicillin atau Chloramphenicol memiliki rata-rata
yang sama dengan ZOI antibiotik tunggal dan
signifikasi p>0.05 (tidak signifikan). Meskipun senyawa
fenolik dan flavonoid terdeteksi papda fraksi 1 dan 2,
keduanya tidak memilki efek antibakteri yang
terdeteksi. Hal ini dapat dikarenakan konsentrasi
kandungan atau jenis fenolik dan/atau flavonoid kurang
tinggi, sehingga interaksi antara 2 senyawa dengan
kemampuan antibiotik tidak terjadi.

Hasil yang diperoleh dapat pula tidak terjadi
karena faktor penelitian. Ketebalan media agar Muller
Hinton Agar (MHA) juga bisa menjadi penyebab Zone
of Inhibition (ZOI) tidak terbentuk®®). Ketebalan bakteri
yang diinokulum pada media juga dapat mempengaruhi
tidak terbentuknya ZOI1(9, Selain itu, kelarutan ke
dalam cakram juga dapat berengaruh terhadap ZOl.
Pada penelitian ini, Kkelarutan pada cakram
menggunakan metode celup. Pada penelitian lain,
kelarutan cakram dengan metode diteteskan pada
cakram ditemukan adanya aktivitas sebagai antimikroba
dengan hasil statistic yang signifikan (p<0,05)(26).
Namun, hal ini sudah distandarkan pada penelitian ini.
Pada media, ketebalan yang digunakan sebesar setengah
dari tinggi cawan (0,5-0,6 cm). Bakteri S. aureus yang
digunakan sudah distandarkan sesuai  standar
McFarland.

Pada daya hambat hasil kombinasi fenolik
meniran  fraksi 1  dengan  Chloramphenicol
menunjukkan interaksi potensiasi. Potensiasi diartikan
ketika fraksi fenolik meniran tunggal bernilai 0, dan
rata-rata  kombinasi  fenolik  meniran  dengan
Chloramphenicol lebih besar daripada rata-rata
Chloramphenicol tunggal. Proses fraksinasi pada fraksi
1 menggunakan pelarut aquades, dimana air bersifat
polar. Pada uji fitokimia meniran, ditemukan senyawa
fenolik dan flavonoid dinama fenolik juga memiliki sifat
polar.

Antibiotik Chloramphenicol yang digunakan
pada penelitian ini memiliki mekanisme kerja secara
intra sel, yakni dengan menghambat sintesis protein
yang berikatan dengan sub unit 50S ribosom serta
mencegah pembentukan protein  bakteri secara
langsung®@”. Hal ini dapat mengganggu ikatan asam
amino baru ke rantai peptida, terutama karena
Chloramphenicol menghambat enzim
peptidiltransferase. Dari hasil kombinasi fenolik
meniran fraksi 1 dengan Chloramphenicol mampu
meningkatkan kinerja dari Chloramphenicol.



Chloramphenicol diketahui berinteraksi dengan
beberapa jenis senyawa dengan nilai interaksi positif
atau sinergis, namun mekanisme interaksi pasti belum
diketahui. Seperti pada penelitian Sanhueza, et al (2017)
menyebutkan bahwa Chloramphenicol memiliki efek
sinergis ketika berinteraksi dengan senyawa fenol dari
ekstrak buah anggur pomace terhadap Staphylococcus
aureus. Senyawa fenol dari ekstrak buah anggur pomace
menunjukkan  sinergi  yang secara  signifikan
mengurangi konsentrasi hambat minimum (Minimal
Inhibitory Concentration/MIC) pada Staphylococcus
aureus@,

Komponen senyawa fenolik yang larut dalam air
yakni asam fenolik, flavonoid, asam galat, asam
protocatechuic, asam gentisic dan asam resorcylic®®39,
Senyawa fenolik yang teridentifikasi melimpah pada
buah anggur yakni asam galat sebagai komponen paling
banyak, asam protocatechuic, quercetin, dan luteolin®®.
Pada meniran, terdapat beberapa kesamaan mengenai
senyawa fenolik yang digunakan yakni p-asam kumarin,
asam vanilla, asam siringat, asam ferulic, kaempferol,
epicatechin, dan hesperidin. Meskipun pada penelitian
ini tidak dilakukan identifikasi spesifik fenolik, namun
pada beberapa literatur disebutkan bahwa meniran
diketahui mengandung beberapa senyawa yang sama,
sehingga kemungkinan interaksi sama.

Senyawa fenolik yang memiliki aktivitas
antibakteri  seperti  fenolik sederhana, kumarin,
flavonoid(31). Mekanisme kerja fenolik sebagai
antibakteri yakni dengan merusak membran sel,
mendenaturasi protein, dan menginaktifkan enzim
sehingga dinding sel bakteri mengalami penurunan
zpermeabilitas dan mengakibatkan kerusakan®?. Cara
kerja fenolik tersebut dapat membantu chloramphenicol
dalam meningkatkan aktivitasnya sebagai antibakteri.
Dengan dirusaknya membran sel oleh senyawa fenolik
akan memfasilitasi masuknya antibiotik ke sitoplasma
sel, sehingga memfasilitasi masuknya Chloramphenicol
masuk ke dalam bakteri. Meskipun secara Kklinis
Chloramphenicol tidak digunakan untuk pengobatan
penyakit yang disebabkan oleh Staphylococcus aureus,
akan tetapi secara laboratoris, Chloramphenicol dapat
menghambat pertumbuhan Staphylococcus aureus.
Namun, penelitian lebih lanjut diperlukan untuk
menjelaskan mekanisme interaksi yang terjadi.

KESIMPULAN

1. Metode isolasi  fenolik pada  meniran
memperoleh senyawa fenolik dan flavonoid pada
fraksi akuades dan metanol;

2. Fraksi-fraksi senyawa fenolik dari meniran tidak
mampu menghambat pertumbuhan S. aureus
secara tunggal;

3. Kombinasi fraksi fenolik meniran dengan
Amoxicillin terhadap S. aureus menunjukkan
interaksi Not distinguishable atau tidak dapat
dibedakan;

4. Kombinasi fraksi akuades fenolik meniran
dengan Chloramphenicol menunjukkan interaksi
potensiasi terhadap S. aureus.

SARAN

1. Melakukan uji kadar fenolik secara kuantitatif
untuk memastikan secara objektif kandungan
senyawa yang ada;

2. Meningkatkan  konsentrasi  fraksi ~ fenolik
meniran (Phyllanthus niruri L.) diatas 1000 ppm;

3. Melakukan uji interaksi fenolik spesifik yang
mengandung antibakteri dengan Amoxicillin dan
Chloramphenicol

4. Menggunakan teknik tetesan untuk kelarutan
pada cakram.
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