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Abstract

Exploration of plant-derived compounds, particularly from black pepper (Piper nigrum) and
onion (Allium cepa L.), is urgently needed to combat tuberculosis (TB) infection as an alternative
to currently available antibiotics. This study aimed to evaluate the anti-Mycobacterium activity
of P. nigrum and A. cepa extracts and their combination, and to identify their metabolite profiles.
Metabolites derived from these plants were extracted using the maceration technique with 70%
ethanol. A. cepa extract showed a higher extraction yield of 19.18% than P. nigrum (8.15%).
Among five different formulas (F1-F5), F5 (containing P. nigrum extract only) showed the
strongest anti-Mycobacterium activity with an inhibition zone of 12+0 mm, as assessed using
the disc-diffusion method. Consistently, this extract also exhibited the strongest minimum
inhibitory concentration (MIC) compared to other formulas, with an MIC value of 0.312 mg/mL,
indicating its strong anti-Mycobacterium activity. Additionally, all formulas displayed minimum
bactericidal concentration (MBC) values greater than 10 mg/mL. LC-MS/MS analysis identified
that these two plant extracts have different metabolite profiles, some of which have been reported
as antimicrobial agents. In conclusion, the extract derived from P. nigrum was more active than
A. cepa extract and their combination. P. nigrum extract is highly promising for further study
and development as a plant-based anti-Mycobacterium agent.
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Abstrak

Eksplorasi senyawa aktif dari tanaman terutama dari lada hitam (Piper nigrum) dan bawang
bombai (Allium cepa L.) dibutuhkan untuk mengatasi infeksi tuberkulosis (TB) sebagai alternatif
dari antibiotik yang tersedia saat ini. Penelitian ini bertujuan untuk mengevaluasi aktivitas anti-
Mycobacterium dari ekstrak P. nigrum, A. cepa, dan kombinasinya serta mengidentifikasi profil
metabolitnya. Metabolit yang berasal dari tanaman ini diekstraksi menggunakan teknik maserasi
dengan etanol 70%. Ekstrak A. cepa menunjukkan hasil ekstraksi yang lebih tinggi yaitu 19,18%
daripada P. nigrum (8,15%). Di antara lima formula yang berbeda (F1-F5), F5 (hanya mengandung
ekstrak P. nigrum) menunjukkan aktivitas anti-Mycobacterium terkuat dengan zona penghambatan
12+0 mm dengan metode difusi cakram. Ekstrak tersebut juga menunjukkan minimum inhibitory
concentration (MIC) terkuat dibandingkan dengan formula lain, dengan nilai MIC sebesar 0,312
mg/mL. Selain itu, semua formula menunjukkan nilai minimum bactericidal concentration (MBC)
lebih besar dari 10 mg/mL. Analisis LC-MS/MS mengidentifikasi bahwa kedua ekstrak tanaman
ini memiliki profil metabolit yang berbeda, beberapa di antaranya telah dilaporkan sebagai agen
antimikroba. Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa ekstrak yang berasal dari P. nigrum lebih
aktif daripada ekstrak A. cepa dan kombinasinya. Ekstrak P. nigrum sangat menjanjikan untuk
studi dan pengembangan lebih lanjut sebagai agen anti-Mycobacterium berbasis tanaman.

Kata kunci: Antibakteri, bawang bombai, lada hitam, Mycobacterium smegmatis, tuberkulosis

penduduk Indonesia menderita TBC. Namun,

paru yang disebabkan oleh infeksi Mycobacterium
tuberculosis (M. tuberculosis). Prevalensi penyakit
ini tergolong tinggi secara global dan Indonesia
menempati posisi ke-2 sebagai negara dengan kasus
TBC tertinggi di dunia. Kementerian Kesehatan RI
(2022) melaporkan bahwa lebih dari 724.000
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pengobatan TBC belum optimal karena banyak
penderita TBC vyang tidak konsisten dalam
pengobatan sehingga sering terhenti sebelum
pengobatan tuntas (Jiwintarum et al., 2022). Hal ini
menyebabkan M. tuberculosis dapat bertahan dan
mengembangkan resistensinya terhadap antibiotik,
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seperti rifampisin dan isoniazid yang kemudian
dikenal dengan strain  Multidrug  Resistant
Tuberculosis (MDR-TB). Penemuan obat TBC baru
yang efektif dalam mengatasi MDR-TB memiliki
kendala yaitu membutuhkan waktu yang lama karena
pertumbuhan bakteri tersebut yang lambat serta
adanya persyaratan fasilitas biosafety level 3 untuk
melakukan riset terkait M. tuberculosis. Di sisi lain,
Mycobacterium smegmatis dapat digunakan sebagai
mikroorganisme pengganti dalam riset pencarian
obat TBC Kkarena bakteri tersebut memiliki
pertumbuhan yang lebih cepat dan memiliki
sensitivitas yang sama dengan M. tuberculosis
terhadap sebagian besar obat TBC (Lelovic et al.,
2020).

Produk herbal telah lama dimanfaatkan secara
turun temurun sebagai obat berbagai penyakit,
termasuk agen antimikrob (Abdallah dan Koko
2017). Eksplorasi senyawa bioaktif pada tanaman
obat terbukti efektif untuk mengatasi berbagai
penyakit dan hampir 80% penduduk dunia masih
memanfaatkan tanaman obat sebagai kebutuhan
primer kesehatan (Beyene et al., 2016). Lada hitam
(Piper nigrum L.) merupakan salah satu anggota dari
genus Piper yang kandungan senyawa bioaktif pada
buahnya banyak dimanfaatkan untuk tujuan
kesehatan, antara lain sebagai antibakteri, antifungi,
antitumor, hingga antidepresan (Islam et al., 2015).
Lada hitam mengandung senyawa aktif seperti
hinokinin ~ (anti-Mycobacterium  terhadap M.
tuberculosis), piperin (antivirus SARS-CoV-2, dan
antibakteri  terhadap  Staphylococcus  aureus,
Staphylococcus  epidermis, Salmonella typhi),
alkaloid, tanin, serta flavonoid (antibakteri terhadap
S. aureus, S. typhi, Escherichia coli,
Propionibacterium acnes, dan antifungi Proteus sp.)
(Lima et al., 2018; Khan et al., 2021; Srivastava &
Singh, 2017; Sari et al., 2014).

Tanaman herba lainnya dapat dieksplorasi dari
kelompok bawang-bawangan, seperti bawang
bombai (Allium cepa L.). Tanaman ini merupakan
salah satu tanaman obat tertua yang banyak
dibudidayakan untuk dimanfaatkan sebagai bahan
makanan dan obat herbal (Martins, 2016). Ekstrak
bawang bombai dilaporkan memiliki aktivitas
antibakteri terhadap S. aureus, Pseudomonas
aeruginosa, E. coli, dan Klebsiella pneumoniae
(Oyawoye et al., 2022). Bioaktivitas tersebut
kemungkinan didukung oleh kandungan senyawa
aktif pada ekstrak tanaman tersebut, diantaranya
mengandung Kkuersetin, allisin, flavonoid, alkaloid,
pektin, tanin, saponin, dan minyak atsiri (Sharma et
al., 2019; Pakekong et al., 2016; Anggraini &
Retnaningsih, 2022; Rahmi et al., 2019). Aktivitas
antibakteri dapat ditingkatkan salah satunya melalui
kombinasi ekstrak dari kedua tanaman obat yang
berbeda. Kombinasi ekstrak dapat meningkatkan
keragaman jenis senyawa dan bioaktivitas senyawa-
senyawa tersebut. Lada hitam dan bawang bombay
dapat diperoleh dari Lampung. Lada hitam yang
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diperoleh di wilayah ini memiliki cita rasa dan aroma
yang khas. Pada tahun 2020 Lampung memiliki
perkebunan lada sekitar 20.847 ha, dengan
produktivitas sebesar 5.575 ton (Dinas Perkebunan
Provinsi Lampung 2022). Selain itu, wilayah ini juga
termasuk sentra produksi bawang bombai dengan
kualitas baik (Dinas Ketahanan Pangan, Tanaman
Pangan dan Hortikultura, Kabupaten Lampung
Tengah 2022). Oleh karena itu, lada hitam dan
bawang bombai yang dipanen dari lokasi tersebut
perlu diteliti potensinya sebagai anti-Mycobacterium.
Hingga saat ini belum ada penelitian yang
menganalisis efektivitas anti-Mycobacterium dari
ekstrak tanaman lada hitam dan bawang bombai,
serta kombinasi keduanya. Oleh karena itu, penelitian
ini bertujuan untuk menganalisis potensi ekstrak
tunggal dan kombinasi ekstrak lada hitam dan
bawang bombai sebagai anti-Mycobacterium, serta
mengidentifikasi profil metabolitnya. Penelitian ini
perlu dilakukan sebagai upaya eksplorasi bahan baku
fitofarmaka yang efektif sebagai obat tuberkulosis.

MATERI DAN METODE

Bahan yang digunakan, yaitu bawang bombai,
lada hitam, isolat M. smegmatis ATCC700084
(koleksi laboratorium Mikrobiologi di Pusat Riset
Bahan Baku Obat dan Obat Tradisional, BRIN),
etanol, Mueller Hinton Broth (MHB),
dimethylsulfoxide (DMSQ), NaCl, agar, air destilasi,
dan alkohol. Penelitian dilakukan sejak bulan April
hingga Juli 2024 di Laboratorium Penelitian
Mikrobiologi, Departemen Biologi, Fakultas
Matematika dan llmu Pengetahuan Alam, Institut
Pertanian Bogor.

Ekstraksi lada hitam dan bawang bombai

Bawang bombai impor dikeringkan pada suhu
40-60 °C hingga diperoleh simplisia. Selanjutnya 200
g simplisia bawang bombai dan lada hitam asal
Lampung masing-masing dimaserasi dengan 2 L
etanol 70%. Maserasi dilakukan 3x24 jam sambil
sesekali diaduk. Maserat bawang bombai dan lada
hitam selanjutnya disaring dan dipekatkan
menggunakan vacuum rotary evaporator pada suhu
50 °C.

Formulasi ekstrak
bombai

Formulasi ekstrak bawang bombai dan lada
hitam dilakukan pada lima variasi pada konsentrasi
80 mg/mL. Komposisi masing-masing formula
ditunjukkan pada Tabel 1.
Tabel 1. Formulasi kombinasi ekstrak bawang

bombai dan lada hitam

lada hitam dan bawang

Perlakuan (%)

Bahan

FL. F2 F3 F4 F5
Ekstrakbawang 0 25 59 o 0
bombai
E_kstrak lada 0 o5 50 75 100
hitam
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Uji anti-Mycobacterium menggunakan metode
cakram

Uji  aktivitas  anti-Mycobacterium  dari
kombinasi ekstrak bawang bombai dan lada hitam
terhadap M. smegmatis ATCC700084 dilakukan
menggunakan metode cakram. Sebanyak 20 L
masing-masing formula ekstrak (80 mg/mL)
diteteskan pada kertas cakram steril yang telah
diletakkan diatas media Mueller Hinton Agar (MHA)
yang telah diinokulasikan dengan M. smegmatis (0,5
McFarland). Kultur selanjutnya diinkubasi selama 24
jam pada suhu 37°C. Diameter zona hambat yang
terbentuk selanjutnya diukur dalam satuan milimeter
(mm) (NCCLS, 2020).

Penentuan minimum inhibitory concentration

(MIC) dan minimum bactericidal
concentration (MBC)
Penentuan  nilai Minimum Inhibitory

Concentration (MIC) dan Minimum Bactericidal
Concentration (MBC) dilakukan berdasarkan metode
microbroth dilution. Suspensi bakteri target yang
telah diinkubasi selama 24 jam diencerkan dengan
larutan NaCL 0,85% untuk mencapai standar
McFarland 0,5 (setara dengan 108 CFU/mL).
Selanjutnya, pengenceran bertingkat dua kali (two-
fold dilutions) ekstrak disiapkan pada konsentrasi
mulai dari 78 mg/mL hingga 10.000 mg/mL,
kemudian ditambahkan ke 96 well-plate yang
mengandung medium Mueller Hinton Broth (MHB)
steril hingga volume akhir mencapai 200 pL pada
masing-masing well. Kontrol negatif hanya berisi
media, M. smegmatis, dan DMSO, sedangkan kontrol
positif merupakan sumuran yang mengandung
rifampisin (1,562 pug/mL hingga 200 pg/mL). Plate
kemudian diinkubasi pada suhu 37 °C selama 24 jam.
Sumuran yang tidak dijumpai adanya pertumbuhan
bakteri (medium tetap jernih) ditentukan sebagai
sumuran MIC. Selanjutnya, penentuan nilai MBC
diperoleh dengan mencawankan sebanyak 100 pL
dari sumuran MIC hingga sumuran dengan
konsentrasi ekstrak tertinggi dengan cara disebar
pada media MHA. MBC ditentukan berdasarkan
cawan petri yang tidak ada pertumbuhan koloni
bakteri.

Analisis liquid chromatography with tandem mass
spectrometry (LC-MC/MS)

Analisis LC-MS/MS dilakukan pada ekstrak
tunggal bawang bombai dan lada hitam untuk
mengidentifikasi ~ kandungan  senyawa  aktif
didalamnya. Analisis dilakukan pada mesin LC-
MS/MS Xevo G2XS QTof (Quadripole time of
flight) mass instrument (Water, USA).

HASIL DAN PEMBAHASAN

Rendemen Ekstrak Bawang Bombai dan Lada
Hitam

Hasil esktraksi dari 200 g bawang bombai dan
lada hitam memiliki persentase rendemen yang
berbeda. Ekstrak bawang bombai yang yang
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diperoleh dua kali lebih banyak (38,30 ¢)
dibandingkan dengan ekstrak lada hitam (16,03 g)
dengan persentase rendemen berturut-turut yaitu
19,15% dan 8,015%. Kedua ekstrak tanaman tersebut
memiliki warna ekstrak dan tekstur yang berbeda.
Ekstrak lada hitam berwarna abu-kehijauan,
sedangkan ekstrak bawang bombai berwarna merah-
kecokelatan. Kedua ekstrak bertekstur pasta (Gambar
1).

@)

Gambar 1. Ekstrak kasar a) lada hitam b) bawang bombai

(b)

Aktivitas Anti-Mycobacterium

Masing-masing formula kombinasi ekstrak
maupun ekstrak tunggal bawang bombai atau lada
hitam memiliki aktivitas anti-Mycobacterium yang
bervariasi (Tabel 2). Formula F5 menunjukkan
aktivitas anti-Mycobacterium paling kuat yang
diindikasikan dengan diameter zona hambat terluas
dibandingkan dengan formula lainnya (diameter zona
hambat: 12+0 mm) (Gambar 2). Disisi lain, ekstrak
tunggal bawang bombai memiliki aktivitas
antibakteri paling rendah dibandingkan dengan
ekstrak lainnya (diameter zona hambat: 7+0 mm).
Ekstrak tunggal lada hitam memiliki aktivitas
antibakteri yang cenderung lebih aktif dibandingkan
dengan ekstrak tunggal bawang bombai dan ekstrak
kombinasi kedua tanaman tersebut. Kemampuan
ekstrak bahan alam dalam menghambat pertumbuhan
M. smegmatis dapat terjadi melalui beberapa
mekanisme, antara lain perusakan membran sel
bakteri (Riaz et al., 2020), penghambatan lintasan
metabolism  spesifik (Jeffrey et al., 2023),
penghambatan sintesis dinding sel (Shetty et al.,
2018), penghambatan fungsi ribosom (Lin et al.,
2014), penghambatan pompa efflux (Simunovié et
al., 2021), dan penghambatan replikasi DNA
(Szafran et al., 2018).

Tabel 2. Aktivitas anti-Mycobacterium ekstrak tunggal dan
kombinasi lada hitam dan bawang merah

Komposisi ekstrak Diameter zona

Formulasi bawang bombai: lada
h?tam (%) hambat (mm)

F1 100:0 7+0

F2 75:25 810

F3 50:50 8+1

F4 25:75 1040

F5 0:100 1240
Rifampisin - 15+1

DMSO - 0

*Kketerangan: konsentrasi rifampisin (0,1 mg/mL), DMSO 99%
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(F) rifampisin (0,1 mg/mL), (G) DMSO 99% (v/v) terhadap Mycobacterium smegmatis ATCC 700084.

Nilai Minimum Inhibitory Concentration (MIC) Tabel 3. Nilai MIC (Minimum Inhibitory Concentration)
dan Minimum Bactericidal Concentration (MBC) ekstrak bawang bombai dan lada hitam serta kombinasinya
. . h M i is.
Ekstrak bawang bombai dan lada hitam, serta terhadap Mycobacterium smegmatis

kombinasi keduanya memiliki nilai MIC yang Formula ekstrak ~ MIC (mg/mL) Efektivitas
beragam. Nilai MIC terbaik ditunjukkan oleh F5

(ekstrak tunggal lada hitam) dengan MIC sebesar Fl 10 T!dak akt!f
0,312 mg/mL. Berdasarkan nilai MIC tersebut, maka F2 10 Tidak aktif
ekstrak ini memiliki aktivitas antibakteri yang kuat F3 10 Tidak aktif
(Silva et al., 2013). Adapun rifampisin sebagai F4 5 Tidak aktif
kon_trol positif memiliki I\/_II_C_sebe_sa_r 0,005 _mg/ml__ Fs5 0,312 Kuat
sehingga tergolong memiliki aktivitas antibakteri . .
yang sangat kuat (Tabel 3). Disisi lain, ekstrak F1 dan Rifampisin 0,005 Sangat kuat
ekstrak kombinasi (F2-F4) memiliki nilai MIC yang
lebih tinggi yaitu 10 mg/mL, yang mengindikasikan Kandungan senyawa tertinggi dalam ekstrak bawang
bahwa ekstrak tunggal bawang bombai dan bombai merupakan kelompok sesquiterpenes yang
kombinasinya dengan ekstrak lada hitam tergolong ditunjukkan pada waktu retensi 10,51. Diikuti dengan
tidak aktif terhadap M. smegmatis. Disisi lain, senyawa lainnya yaitu phytospingosine, kuersetin,
seluruh formula menunjukkan nilai MBC lebih dari isoquercetin, dan spicatoside-A (Tabel 4). Adapun
10 mg/mL. Seluruh formula ekstrak juga memiliki pada ekstrak lada hitam, kandungan senyawa
rasio MIC/MBC lebih dari 4 sehingga ekstrak tunggal tertinggi berupa piperlyne dengan waktu retensi 9,45,
lada hitam dan bawang bombai serta kombinasinya diikuti dengan senyawa lainnya yaitu Lycorine-
tergolong bakteriostatik (Pankey & Sabath, 2004 monoacetate, 3-Keto-decanoyl-S-N-acetyl
dalam Dickler et al., 2018). cysteamine,  piperine, thebainea, oxyclipine,
hinokinin, oxazoline, dan tetracosadiene (Tabel 5).
Profil Senyawa Kimia pada Ekstrak Bawang Kuersetin dan hinokinin telah dilaporakan mampu
Bombai dan Lada Hitam menghambat  pertumbuhan M.  tuberculosis

(Sasikumar et al., 2018; Korala et al., 2021; Silva et
al., 2009). Selain itu, senyawa-senyawa lain yang
terkandung dalam ekstrak tersebut juga telah
dilaporkan memiliki aktivitas antimikroba seperti
antivirus, antibakteri, hingga antikanker (Tabel 4 dan
Tabel 5).

Senyawa kimia pada ekstrak diidentifikasi dari
hasil analisis uji LCMS/MS yang menunjukkan
bahwa ekstrak bawang bombai dan lada hitam
memiliki profil kromatogram yang berbeda.
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Tabel 4. Profil Metabolit sekunder ekstrak bawang bombai

No Waktu retensi (menit) Formula Senyawa Aktivitas Referensi
1 4,445 Ci5H100 Kuersetin Anti- Sasikumar et al., (2018)
' 15T Mycobacterium "
2 5,542 C21H20012 Isoquercetin Antivirus Mbikay dan Chretien (2022)
3 5,935 C14H70017 Spicatoside-A Antikanker Ramalingam dan Kim (2016)
4 10,51 C14H2206 Sesquiterpenes Antifungi Du et al., (2020)
5 12,242 C18H39NO3 Phytosphingosine Antibakteri Dayan (2008)
Tabel 5. Profil metabolit sekunder ekstrak lada hitam
No Waktu retensi (menit) Formula Senyawa Aktivitas Referensi
1 6,048 Ci18H19NOs Lycorine-monoacetate Antibakteri Bendaif et al., 2018
2 8,944 CuHzNOss  SKeto-decanoyl-S-N- -y oo Kass 1968
acetyl cysteamine
3 10,350 C17H19NOs3 Piperine Antibakteri Haq et al., 2021
4 10,442 C16H17NOs3 Piperlyne Antibakteri Moraru et al., 2019
5 11,300 C19H21NOs3 Thebainea Antibakteri Hasanpour et al., 2023
6 12.263 C20H29NO3 Oxyclipine Antibakteri Wau et al., 2020
7 12,590 C20H1806 Hinokinin Anti-Mycobacterium Koirala et al., 2021
8 16,171 Ca0H37NO Oxazoline Antibakteri Martins et al., 2015
9 18,569 C24H46NO Tetracosadiene Antibakteri Viviana et al., 2023
SIMPULAN Novelbioknowledge and educational
. . rograms. Formatex Research Center. Spain.
Ekstrak lada hitam dan bawang bombai Prog P

memiliki  aktivitas  anti-Mycobacterium  yang
berbeda. Ekstrak lada hitam lebih aktif terhadap M.
smegmatis dengan aktivitas anti-Mycobacterium
yang tergolong kuat dengan nilai MIC sebesar 0,312
mg/mL, dibandingkan dengan ekstrak bawang
bombai dan kombinasinya. Beberapa jenis metabolit
sekunder dengan aktivitas antibakteri terdeteksi pada
ekstrak lada hitam dan bawang bombai. Ekstrak lada
hitam mengandung lycorine-monoacetate, 3-keto-
decanoyl-S-N-acetyl cysteamine, piperine, piperlyne,
thebainea,  oxyclipine,  hinokinin,  oxazoline,
tertacosadiene, sedangkan ekstrak bawang bombai
mengandung kuersetin, isokuersetin, spicatoside-A,
sesquiterpenes, phytosphingosine.
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