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ABSTRACT

KUSUMANINGTYAS, E., L. SUKMAWATI and E. AsTUTI 2008. Evaluation of group of Alpinia galanga n-hexane-Extract against
Candida albicans by bioautography and thin layer chromatography. JITV 13(4): 323-328.

Alpinia galanga has been used for centuries as a remedy for human diseases because it contains of therapeutic compounds.
The objectives of this study was to define groups of the antifungal compounds of Alpinia galangal n-hexane-extract. Alpinia
galanga was extracted by maceration method and the compounds were analyzed by phytochemical analysis. The extract was run
on the thin layer chromatography (TLC) plate silica gel GF,s4 with dichloromethane and toluene. Bioautography was conducted
to determine antifungal compounds against Candida albicans. Active compounds on the previous step were identified by
running extract on TLC plate and sprayed with Vanilin sulphuric acid and Liebermann-Burchard I. The results of phytochemical
analysis showed that Alpinia galanga n-hexane-extract contains alkaloids, flavonoids, saponins, triterpenoid, tannins and
aromatic oil. Bioautogram revealed that there was one inhibition zone against Candida albicans. The active compounds in the
inhibition zone were in Ry value 0.75 and 0.89. One out of the two compounds was identified as a compound from terpenoid
group.
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ABSTRAK

KUSUMANINGTYAS, E., L. SUKMAWATI dan E. ASTUTIL. 2008. Penentuan golongan bercak senyawa aktif dari ekstrak n-heksan
Alpinia galanga terhadap Candida albicans dengan bioautografi dan kromatografi lapis tipis. JITV 13(4): 323-328.

Alpinia galanga telah digunakan sebagai obat untuk penyakit pada manusia selama berabad-abad karena berisi senyawa-
senyawa yang bisa digunakan untuk terapi. Tujuan penelitian ini adalah untuk menentukan golongan dari senyawa aktif ektrak
n-heksan Alpinia galanga. Rimpang Alpinia galanga diekstrak dengan menggunakan metode maserasi dan senyawa yang ada
dianalisis dengan penapisan fitokimia. Ekstrak dielusi pada lempeng kromatografi lapis tipis (TLC) silika gel GF,s4 dengan
menggunakan diklorometana dan toluena. Bioautografi dilakukan untuk menentukan senyawa anti khamir terhadap Candida
albicans. Senyawa aktif pada tahap sebelumnya diidentifikasi dengan mengelusi ekstrak pada lempeng TLC yang disemprot
dengan Vanilin asam sulfat dan Liebermann-Burchard I. Hasil penapisan fitokimia nenunjukkan bahwa ekstrak n-heksan Alpinia
galanga mengandung alkaloid, flavonoid, saponin, triterpenoid, tanin dan minyak atsiri. Bioautogram menunjukkan adanya satu
zona hambat terhadap Candida albicans. Senyawa aktif yang terdapat dalam zona hambat tersebut berada pada nilai Ry 0,75 dan
0,89. Salah satu dari dua senyawa tersebut teridentifikasi sebagai senyawa dari golongan terpenoid.

Kata kunci: Senyawa, Ekstrak, Alpinia galanga, Candida albicans

PENDAHULUAN pada Candida albicans juga dapat menimbulkan
resistensi sehingga pencarian senyawa baru sebagai anti
Candida albicans merupakan khamir yang secara  khamir masih terus dilakukan (CAMPBELL et al., 2004;
normal hidup pada alat pencernaan, mulut, vagina dan ~ Mar et al., 2007).
kulit. Infeksi terjadi apabila ada pertumbuhan yang Salah satu bahan alam yang mempunyai aktivitas
berlebih dari khamir tersebut. Infeksi yang paling sering  anti khamir adalah Alpinia galanga. Alpinia galanga
dijumpai adalah non sistemik yang terlihat lesi pada merupakan salah satu tumbuhan yang telah lama
kulit dan menunjukkan peradangan (JAWETZ et al., digunakan masyarakat Indonesia sebagai bahan obat-
1996). Beberapa anti khamir dari golongan azole obatan. Rimpang Alpinia galanga sering digunakan
banyak digunakan untuk menggantikan griseofulvin, sebagai obat penyakit perut, kudis, panu dan
tetapi dapat menimbulkan resistensi. Mutasi genetika  menghilangkan bau mulut (SOMAATMAJA, 1981). Hasil
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penelitian sebelumnya menyebutkan bahwa Alpinia
galanga mengandung senyawa dari golongan flavonoid,
fenol dan terpenoid (DARWIS dan HASIYAH, 1989).
Golongan senyawa ini sering digunakan sebagai bahan
dasar obat-obatan modern. Sebagai contoh, senyawa
terpenoid asetoksikavikol asetat yang diisolasi dari
Alpinia galanga digunakan untuk menghambat
perkembangan virus HIV tipe 1 (YE dan Li, 2006).
Alpinia galanga juga mengandung senyawa-senyawa
anti kapang dan khamir (JANSSEN dan SCHEFFER, 1985).
Diterpen yang terkandung dalam ekstrak lengkuas
bersifat sitotoksik terhadap kapang dan khamir, yaitu
galangal A, galangal B, galanolakton, 12-labdiena-
15,16-dial, dan 17-epoksilabd-12-ena-15,16-dial
(MORITA dan ITOKAWA, 1988). Beberapa senyawa yang
terkandung dalam rimpang lengkuas juga dilaporkan
dapat berfungsi melisiskan protoplas sel khamir. Salah
satu diantaranya adalah Diterpen 1 dengan struktur (E)-
8p,17-epoxylabd-12-ene-15,16-dial. Senyawa Diterpen
1 bersama-sama dengan quercetin dan chalcone dapat
bersifat anti khamir terhadap Candida albicans.
Senyawa  tersebut bekerja dengan  mengubah
permeabilitas membran melalui perubahan membran
lipida (HARAGUCHI et al., 1996). Sebagai anti kapang
dan khamir, ekstrak Alpinia galanga bahkan dapat
berfungsi dengan baik pada kapang dan khamir yang
resisten terhadap amphotericin B dan ketokonazol
(FICKER et al., 2003)

Pada penelitian ini digunakan ekstrak n-heksan
rimpang Alpinia galanga. Penggunaan ekstrak tersebut
didasarkan pada hasil sebelumnya yang menyebutkan
bahwa ekstrak n-heksan menghasilkan daya hambat
yang  baik  terhadap  kapang  Trichophyton
mentagrophytes dan Microsporum canis (HERNANI et
al., 2007) sehingga akan dicoba kemampuannya
terhadap khamir Candida albicans. Namun demikian,
senyawa aktif yang terkandung dalam ekstrak tersebut
belum diketahui dengan jelas. Metode bioautografi
digunakan untuk memisahkan senyawa-senyawa yang
terkandung pada ekstrak n-heksan rimpang Alpinia
galanga yang selanjutnya diuji untuk mendapatkan
senyawa yang aktif terhadap Candida albicans. Untuk
mengetahui golongan senyawa yang mempunyai
aktivitas anti Camdida albicans dalam ekstrak tersebut,
dalam penelitian ini dilakukan uji kromatografi lapis
tipis (TLC) yang kemudian disemprot dengan pereaksi
warna tertentu yang spesifik untuk mendapatkan hasil
pewarnaan yang sesuai untuk golongan senyawa
tertentu.

MATERI DAN METODE

Persiapan khamir uji. Khamir Candida albicans
diperoleh dari BBalitvet Culture Collection (BCC)
(F0179). Candida albicans ditumbuhkan dalam media
Sabouraud dextrose agar (SDA) dalam tabung. Kultur
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dipanen dengan melarutkan sel dalam air suling steril
dan dihitung jumlah cfu/ml. SDA yang masih cair (+
50°C) disiapkan, kemudian suspensi khamir dicampur
dalam SDA cair sehingga mencapai konsentrasi akhir
10° cfu/ml. Suspensi tersebut selanjutnya digunakan
untuk melapisi kromatogram pada uji bioautografi.

Persiapan ekstrak. Simplisia rimpang Alpinia
ga;anga diperoleh dari Balai Penelitian Tanaman
Rempah dan Obat (BALITTRO) Bogor yang telah
dideterminasi di Herbarium Bogoriensis Botani,
Puslitbang LIPI Bogor. Pembuatan ekstrak dilakukan
dengan cara maserasi yaitu dengan cara merendam
sebanyak 500 g serbuk kering simplisia dalam 2,5 L
cairan penyari non polar n-heksan, cairan tersebut
dikocok dengan pengocok otomatis selama 2 jam dan
dibiarkan selama 24 jam. Perendaman dilakukan
beberapa kali sampai diperoleh filtrat yang agak jernih,
filtrat yang telah terkumpul kemudian dipekatkan
dengan menggunakan rotavapor sampai diperoleh
ekstrak kental.

Penapisan fitokimia dilakukan terhadap ekstrak n-
heksan Alpinia galanga untuk mengetahui adanya
kandungan senyawa alkaloid, flavonoid, saponin,
terpenoid, tannin dan minyak atsiri. Penapisan fitokimia
tersebut dilakukan menurut metode CIULEI (1984)
dengan prinsip kerja titrasi ekstrak dengan larutan atau
reagen tertentu.

Bioautografi agar overlay dengan MTT (methyl
thiazole tetrazolium: (3-(4,5-dimethylthiazol-2-y1)-2,5-
diphenyltetrazolium  bromide)). Larutan  ekstrak
sebanyak 10 ul dengan konsentrasi 10% ditotolkan
dengan pipa kapiler pada lempeng TLC (silica gel
GF»s4), lalu dielusi dengan larutan diklorometana dan
dilanjutkan dengan toluena sampai mencapai batas
rambat lalu dikeluarkan dan dikeringkan. Setelah
lempeng TLC yang sudah dielusi (kromatogram)
mengering, suspensi Candida albicans dalam SDA
yang masih cair dituangkan pada kromatogram untuk
membentuk lapisan tipis. Setelah agar yang melapisi
kromatogram mengeras, kromatogram disimpan dalam
cawan petri steril lalu diinkubasi pada suhu 37°C
selama 16-18 jam. Kromatogram disemprot dengan
MTT (2,5mg/ml) dan diinkubasi pada suhu 37°C selama
4-6 jam. Pengamatan dilakukan pada zona yang
berwarna terang yaitu putih kekuningan (warna MTT)
yang menandakan ada aktivitas anti khamir dengan latar
belakang warna ungu pada daerah yang ditumbuhi
Candida albicans. Nilai Ry pada daerah yang
menunjukkan zona hambat dicatat.

Identifikasi golongan senyawa. Dua buah
kromatogram masing-masing dibuat dengan
menotolkan larutan ekstrak dengan konsentrasi 10%
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sebanyak 10 pl pada lempeng TLC (silica gel GFysy).
dielusi dengan larutan diklorometana, dilanjutkan
dengan toluena sampai mencapai batas rambat,
kemudian dikeluarkan dan dikeringkan. Masing-masing
kromatogram disemprot dengan pereaksi warna
Vanilin-asam sulfat dan Liebermann-Burchard 1.
Vanilin asam sulfat dan Liebermann-Burchard I
merupakan pengembang untuk senyawa terpenoid yang
akan menghasilkan warna ungu untuk Vanillin-asam
sulfat dan hijau untuk Liebermann-Burchard 1.
Selanjutnya, kromatogram yang sudah disemprot
dipanaskan dalam oven pada suhu 100°C selama lebih
kurang 10 menit. Pemanasan diperlukan untuk
pembentukan warna yang optimum terutama untuk
pereaksi warna yang menggunakan asam (SETIABUDI,
1995). Bercak senyawa yang terbentuk diamati dan
dicatat nilai Rgnya. Identifikasi senyawa aktif
dilakukan dengan membandingkan nilai R¢zona hambat
pada bioautogram dengan nilai Ry pada kromatogram
hasil penyemprotan dengan Vanilin-asam sulfat dan
Liebermann-Burchard I.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Ekstrak rimpang Alpinia galanga dibuat dengan
cara maserasi dengan pelarut n-heksan. Pelarut n-
heksan dipilih untuk mengekstraksi atau mengisolasi
senyawa-senyawa yang larut pada pelarut non polar.
Pelarut non polar seperti n-heksan dan diklorometana
mampu mengisolasi senyawa anti kapang dan anti
khamir yang bersifat non polar dalam jumlah lebih
banyak dengan aktivitas anti kapang dan khamir yang
lebih besar dibandingkan dengan pelarut lain (MASOKO
dan ELOFF, 2005).

Selanjutnya, ekstrak yang telah diperoleh diuji
dengan penapisan fitokimia. Penapisan fitokimia
dilakukan untuk mengetahui senyawa yang terkandung
dalam ekstrak n-heksan rimpang Alpinia galanga.
Berdasarkan hasil penapisan fitokimia (Tabel 1)
menunjukkan bahwa senyawa yang terkandung dalam
ekstrak n-heksan rimpang Alpinia galanga adalah
alkaloid, flavonoid, saponin, triterpenoid, tanin dan
minyak atsiri. Berdasarkan hasil penapisan fitokimia
tersebut menunjukkan bahwa ekstrak n-heksan rimpang
Alpinia galanga mengandung golongan senyawa-
senyawa yang bersifat anti kapang dan khamir
(CYBULSKA et al., 1986; JACKSON et al., 2002; BANFI et
al., 2006), maka diduga ekstrak tersebut dapat berfungsi
untuk menghambat pertumbuhan Candida albicans.
Untuk mengetahui aktivitas anti khamir tersebut dan
senyawa yang aktif diantara beberapa senyawa yang
tersebut di atas maka digunakan uji bioautografi.

Metode bioautografi yang digunakan adalah
bioautografi agar-overlay dengan pewarnaan MTT.
Seperti terlihat pada Gambar 1, terdapat zona terang
diantara warna ungu. Daerah terang merupakan letak

senyawa yang mempunyai aktivitas anti Candida
albicans. Untuk mengetahui golongan senyawa-
senyawa yang terdapat pada daerah zona hambat
tersebut dilakukan pemisahan dengan TLC dan
dilakukan pewarnaan dengan pereaksi warna Vanilin-
asam sulfat dan Liebermann-Burchard I. Kromatogram
dapat dilihat pada Gambar 2, sedangkan harga Ry untuk
masing-masing bercak senyawa tercantum pada Tabel
2.

Tabel 1. Hasil penapisan fitokimia ekstrak n-heksan rimpang
Alpinia galanga

No  Golongan senyawa Hasil reaksi

1 Alkaloid Positif
2 Flavonoid Positif
3 Saponin Positif
4 Triterpenoid Positif
5 Tanin Positif
6 Minyak atsiri Positif

Seperti terlihat pada Gambar 2, kromatogram
dengan pereaksi Vanilin-asam sulfat terbentuk lima
bercak warna yaitu merah muda, hijau, ungu, hijau
kebiruan dan hijau muda. Nilai Rf 0,75 dengan warna
ungu (Tabel 2) merupakan warna positif terhadap
terpenoid sehingga diduga bercak tersebut senyawa dari
golongan terpenoid. Pada kromatogram dengan pereaksi
warna Liebermann-Burchard I, terbentuk delapan
bercak warna senyawa. Pada nilai R 0,75 memberikan
warna hijau yang menandakan reaksi positif terhadap

Gambar 1. Hasil bioautografi ekstrak n-heksan rimpang Alpinia
galanga terhadap Candida albicans. Daerah terang
merupakan letak senyawa aktif yang dapat
menghambat pertumbuhan Candida albicans
dengan nilai Ry 0,75
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Tabel 2. Harga Ry kromatogram ekstrak n-heksan rimpang Alpinia galanga

Nilai R, No. bercak Pereaksi warna pada KL T
Vanilin asam sulfat Lieberman Burchard I
0,13 1 - Ungu keabu-abuan
0,26 2 Merah muda Ungu keabu-abuan
0,48 3 - Kuning
0,62 4 Hijau Jingga
0,69 5 - Ungu
0,75 6 Ungu Hijau
0,89 7 Hijau kebiruan Coklat kehijauan
0,97 8 Hijau muda Coklat

(@)

(b)

Gambar 2. Kromatogram dengan pereaksi (a) Vanilin-asam sulfat (b) Liebermann-Burchard I. Angka menunjukkan senyawa yang

terwarnai

terpenoid. Terdapat kesesuaian hasil dari kromatogram
dengan pewarnaan Vanilin asam sulfat maupun
Lieberman-Burchard I bahwa daerah pada nilai Ry 0,75
diduga merupakan bercak senyawa dari golongan
terpenoid. Hasil tersebut juga sesuai dengan hasil pada
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bioautogram yang menunjukkan bahwa zona hambat
terbentuk pada nilai Ry 0,75 dan 0,89 sehingga senyawa
aktif pada nilai Ry 0,75 adalah terpenoid. Selain dua
senyawa aktif tersebut, pada penapisan fitokimia
ditemukan 6 senyawa dalam ekstrak n-heksan rimpang



JITV Vol. 13 No. 4 Th. 2008

Alpinia galanga yang diduga berpotensi sebagai anti
kapang dan khamir, yaitu alkaloid, flavonoid, saponin,
triterpenoid, tanin dan minyak atsiri. Alkaloid
dilaporkan dapat menghambat pertumbuhan khamir
Candida albicans dan Cryptococcus neoformans dan
kapang dermatofit antara lain Trichophyton sp dan
Epidermophyton floccosum dengan cara menghambat
biosintesa asam nukleat (MC CHARTY et al., 1992).
Kemampuan anti khamir flavonoid pada Candida
albicans adalah mengganggu pembentukan pseudohifa
selama proses patogenesis (CHUSNIE dan LAMB, 2005).
Tanin pada konsentrasi tinggi dapat menghambat
pertumbuhan kapang dan khamir dan menghambat kerja
enzim polifenol oksidase (NICOLS-ORIANS, 1991),
sedangkan saponin dapat membentuk kompleks dengan
sterol dan mempengaruhi permeabilitas membran
(StMONS et al., 2006). Walaupun demikian, pada
bioautogram dan kromatogram hanya 2 bercak senyawa
yang aktif terhadap Candida albicans. Ada beberapa
kemungkinan yang dapat terjadi dan perlu mendapat
perhatian pada penelitian yang akan datang.
Konsentrasi senyawa anti khamir yang rendah tidak
mampu menghambat pertumbuhan Candida albicans.
Sebagai contoh, tanin dapat menghambat pertumbuhan
kapang dan khamir apabila dalam konsentrasi tinggi.
Kemungkinan lain Candida albicans yang diuji tahan
terhadap senyawa-senyawa tersebut.

Seperti telah disebutkan sebelumnya, daerah
senyawa yang mempunyai aktivitas terhadap Candida
albicans pada bioautogram adalah pada nilai R¢ 0,75
dan 0,89 dan daerah yang teridentifikasi sebagai
senyawa terpenoid adalah senyawa dengan nilai R¢0,75.
Pada penelitian ini senyawa pada nilai R¢ 0,89 tersebut
belum diketahui golongannya dan disarankan untuk
dilakukan penelitian lebih lanjut untuk
mengidentifikasinya dengan menggunakan pereaksi
warna lain atau metode yang sesuai. Penelitian juga
dapat dilanjutkan untuk senyawa-senyawa lain yang
diduga dapat berfungsi sebagai anti khamir tetapi pada
penelitian ini tidak menunjukkan adanya aktivitas
tersebut. Hasil penelitian ini juga diharapkan dapat
memicu penelitian lain yang mengarah pada penemuan
bahan obat anti kapang dan khamir yang baru.

KESIMPULAN

Hasil penapisan fitokimia menunjukkan bahwa
ekstrak n-heksan rimpang Alpinia galanga mengandung
senyawa alkaloid, flavonoid, saponin, triterpenoid, tanin
dan minyak atsiri. Bioautogram menampakkan zona
hambat yang berisi senyawa anti Candida albicans.
Pewarnaan dengan kromatogram menunjukkan bahwa
pada zona hambat tersebut terdapat 2 golongan senyawa
aktif yang salah satunya teridentifikasi sebagai
terpenoid. Senyawa yang terdeteksi pada penapisan
fitokimia yang tidak menunjukkan zona hambat pada

bioautogram disarankan untuk diteliti lebih lanjut.
Penemuan golongan senyawa aktif ini dapat
dimanfaatkan sebagai acuan penelitian untuk penemuan
bahan obat untuk kapang dan khamir baru terutama
untuk Candida albicans.
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