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Abstrak

Salah satu patofisiologi terjadinya penyakit parkinson adalah stres oksidatif. Stres oksidatif dapat
diatasi dengan antioksidan yang diperoleh dari bahan alam, diantaranya buah kemukus (Piper
cubeba L.). Metabolit sekunder yang diduga bersifat antioksidan adalah flavonoid. Penelitian ini
bertujuan untuk menganalisis kandungan flavonoid dan menguji aktivitas antiparkinson ekstrak
etanol buah kemukus (EEBK), fraksi etil asetat ekstrak etanol buah kemukus (FEAEEBK), dan
fraksi n-heksan ekstrak etanol buah kemukus (FNHEEBK) yang diperoleh secara fraksinasi
bertingkat. Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental dengan post test only control group
design. Tikus sebanyak 84 ekor dibagi menjadi 14 kelompok. Kelompok 1 merupakan kelompok
normal tanpa induksi haloperidol yang diberi akuades 12,5 mL/kgBB. Kelompok 2 dan 3
merupakan kontrol negatif yang berturut-turut diberi akuades dan minyak zaitun. Dua kelompok
kontrol positif, yaitu kelompok 4 dan 5 berturut-turut diberi levodopa 27 mg/kgBB dan vitamin
E 180 IU/kgBB. Kelompok 6 sampai 14 diberi EEBK, FEAEEBK, dan FNHEEBK masing-
masing dengan dosis 150, 300, dan 600 mg/kgBB. Kelompok 2 hingga 14 diinduksi dengan
haloperidol 2 mg/kgBB secara intraperitoneal 45 menit setelah pemberian bahan uji. Semua
kelompok diuji ketahanannya berjalan di atas rotarod pada hari ke 0, 4, 7, 11, 14. Kurva dibuat
berdasarkan data waktu bertahan tikus di atas rotarod terhadap waktu, lalu dihitung AUCo.12-nya
dengan metode trapezoit. Data AUCo.14 dianalisis statistik Mann Whitney 95%CI. Keberadaan
flavonoid dalam bahan uji dianalisis dengan kromatografi lapis tipis. Hasil penelitian
menunjukkan bahwa EEBK, FEAEEBK, dan FNHEEBK mengandung flavonoid, serta EEBK,
FEAEEBK, dan FNHEEBK mempunyai aktivitas antiparkinson, kecuali FNHEEBK dosis 150
dan 600 mg/kgBB.

Abstract

Pathophysiologies underlying the Parkinson's disease is oxidative stress, can be treat with
antioxidants from natural sources, including Piper cubeba L. Flavonoids are reported as
antioxidants. This study aimed to analyse the flavonoids content and antiparkinson activity from
the ethanolic extract of cubeb fruits (EECF), ethyl acetate fraction of ethanolic extract of cubeb
fruits (EAFEECF), n-hexane fraction of ethanolic extract of cubeb fruits (NHFEECF). This
research is an experimental study with a post test only control group design. Eighty four rats
were divided into 14 groups. Group 1 is a normal group, group 2-3 are negative controls which
were given aquadest and olive oil, respectively. Positive control groups, 4 and 5 were given
levodopa 27 mg/kgBW and vitamin E 180 1U/kgBW, respectively. Group 6-14 were given EECF,
EAFEECF, and NHFEECF at doses 150, 300, 600 mg/kgBW. Group 2-14 were induced with
haloperidol 2 mg/kgBW intraperitoneally 45 minutes after administration of the material tests.
The materials are given once a day for 7 days. The length of time the rats can hold on to the
rotarod was tested on days 0, 4, 7, 11, 14. The curve showed the data on the survival time of rats
on a rotarod versus time, then the AUC,.14 was calculated using the trapezoidal method. The
AUC,.14 Were analyzed using Mann Whitney test at 95%CI. The flavonoids content were analysed
using TLC. The results showed that the EECF, EAFEECF, and NHFEECF contained flavonoids,
and antiparkinson activity except for the NHFEECF at doses 150 and 600 mg/kgBW.
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PENDAHULUAN
Penyakit Parkinson merupakan
penyakit neurodegeneratif yang

mengakibatkan munculnya gejala seperti
kekakuan, tremor, bradikinesia, kesulitan
berjalan, dan ketidakseimbangan.! Salah
satu mekanisme patologi yang sangat
penting dalam penyakit Parkinson adalah
disfungsi mitokondria.? Disfungsi
mitokondria merupakan gangguan akibat
stres oksidatif dan neuroinflamasi.® Stres
oksidatif merupakan kondisi
ketidakseimbangan, yaitu jumlah reactive
oxygen and nitrogen species (RONS)
sangat tinggi, sehingga tidak dapat
tertangani oleh antioksidan endogen seperti
manganase superoxide dismutase dan
glutation.* Disfungsi mitokondria yang
disebabkan oleh RONS dapat mempercepat
kerusakan serta kematian sel
dopaminergik.>  Terapi  menggunakan
senyawa yang dapat memperbaiki fungsi
mitokondria atau senyawa yang mampu
meningkatkan kemampuan antioksidan
endogen dapat bermanfaat untuk penyakit
neurodegeneratif.®

Hingga saat ini belum ada terapi yang
bersifat menyembuhkan penyakit
Parkinson.’ Terapi penyakit Parkinson yang
dilakukan diharapkan dapat memperlambat
progresivitas penyakit.? Tujuan
dilakukannya terapi pada penyakit
Parkinson adalah memperbaiki gejala
motorik dan non motorik, sehingga pasien
dapat mempertahankan kualitas hidupnya.®
Selama ini, levodopa merupakan obat yang
paling sering digunakan dalam terapi
penyakit Parkinson.'° Levodopa merupakan
prekusor dopamin yang efektif dalam
mengontrol gejala dan menghambat
progresivitas penyakit Parkinson.!!

Tanaman merupakan sumber
antioksidan alami. Metabolit sekunder
berupa flavonoid dapat beraktivitas sebagai
antioksidan, sehingga dapat dimanfaatkan
untuk mengobati penyakit yang berkaitan
dengan radikal bebas seperti kanker,
diabetes, dan penyakit neurodegeneratif.'?
Penelitian Jung dan Kim?!® menyatakan
flavonoid berpotensi memperbaiki dan
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mencegah penyakit Parkinson dengan
mengendalikan beberapa respon fisiologis
yang berkaitan dengan efek neuroprotektif
seperti peningkatan antioksidan.

Tanaman kemukus (Piper cubeba L.)
merupakan tanaman yang telah lama
dimanfaatkan sebagai obat tradisional di
Indonesia, khususnya di pulau Jawa.l*
Ekstrak buah kemukus juga diketahui
memiliki aktivitas antioksidan yang kuat.
Aktivitas ini diduga berhubungan dengan
kandungan polifenolnya.”® Khalaf dkk.,®
melakukan penelitian mengenai aktivitas
antioksidan buah kemukus. Hasil penelitian
tersebut menunjukkan bahwa ekstrak
metanol buah kemukus memiliki aktivitas
antioksidan  dengan nilai  inhibition
concentration 50 (ICso) yang mendekati
asam askorbat.

Penelitian  ini  bertujuan  untuk
mengkonfirmasi keberadaan flavonoid dan
membuktikan aktivitas EEBK, FEAEEBK,
dan FNHEEBK sebagai antiparkinson pada
tikus galur Sprague Dawley.

METODE

Alat dan bahan

Alat yang digunakan dalam penelitian
ini adalah bejana maserasi, corong pisah
(Pyrex), rotary evaporator (Heidolph),
bejana Kromatografi Lapis Tipis (KLT)
(Camag), lampu UV 254 dan 365 nm
(Camag), rotarod (PT. Alfa Mas Sakti), dan
alat-alat gelas.

Tanaman yang digunakan adalah buah
kemukus yang diperoleh dari petani
kemukus di desa Kemejing, kecamatan
Loano, kabupaten Purworejo. Tanaman
kemukus yang digunakan telah
dideterminasi di Laboratorium Sistematika
Tumbuhan. Kebenaran tanaman kemukus
yang digunakan pada penelitian ini
ditunjukkan dengan dikeluarkannya surat
keterangan  bernomor  01410968/S.Th/
X1/2021.

Pelarut yang digunakan untuk proses
ekstraksi dan fraksinasi adalah etanol 70%,
etil asetat, dan n-heksan. Semua pelarut
yang digunakan merupakan pelarut
berkualitas teknis yang diperoleh dari PT.
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Multi Kimia Raya. Fase gerak untuk KLT
berupa campuran etil asetat (Merck), asam
formiat (Merck), dan akuabidestilata (PT.
Ikapharmindo Putramas). Fase diam yang
digunakan adalah silika gel 60 F2s4 (Merck).
Uap amonia digunakan sebagai penampak
bercak (Merck). Kuersetin (PT. Sigma-
Aldrich) merupakan pembanding flavonoid
pada pengujian menggunakan KLT.

Tikus putih jantan galur Sprague
Dawley diperoleh dari Laboratorium
Farmakologi, Fakultas Farmasi, Universitas
Gadjah Mada. Tikus yang digunakan
berumur 2-3 bulan dengan berat badan
200-250 gr. Tikus tersebut telah
dikonfirmasi kebenarannya melalui proses
determinasi oleh Laboratorium Sistematika
Hewan, Fakultas Biologi, Universitas
Gadjah Mada (surat keterangan nomor
BI/SH/35/X/2021). Prosedur pelaksanaan
pengujian telah memenuhi persyaratan etik
penggunaan hewan uji oleh komisi bioetik
Fakultas Kedokteran, Universitas Islam
Sultan  Agung  Semarang  (Ethical
Clearance No 155/V/2021/Komisi

Bioetik).
Bahan yang digunakan untuk pengujian
antiparkinson adalah haloperidol

(Lodomer® injeksi dari PT. Roche), CMC-
Na dan gom arab (PT. Brataco), levodopa
(Madopar® dispersible tablet dari PT.
Roche), vitamin E (Natur-E® dari PT.
Darya-Varia), minyak zaitun (PT. Rafael
Salgado), NaCl 0,9% (PT. Widatra Bhakti),
dan akuades.

Pembuatan EEDP, FEAEEDP, dan
FNHEEDP

Buah kemukus dikeringkan dengan
oven pada suhu 55°C hingga kadar airnya
kurang dari 10%. Simplisia buah kemukus
selanjutnya diserbuk. Serbuk simplisia buah
kemukus dibuat ekstrak dengan metode
maserasi menggunakan etanol 70%.

Maserat yang  diperolen  diuapkan
pelarutnya menggunakan rotary
evaporator. Ekstrak yang diperoleh
dilakukan fraksinasi bertingkat

menggunakan etil asetat dan n-heksan. Fase
etil asetat dan n-heksan yang didapat

diuapkan pelarutnya menggunakan rotary
eveporator pada suhu 55°C.

Uji kualitatif flavonoid

Keberadaan flavonoid dikonfirmasi
melalui KLT. Fase gerak berupa campuran
etil asetat, asam formiat, dan air dengan
perbandingan 10:2:3 disiapkan sebanyak
22,5 ml, dimasukkan dalam bejana, lalu
dilakukan penjenuhan. Ketiga bahan uji
yaitu EEBK, FEAEEBK, FNHEEBK
masing-masing sebanyak 0,5 g dilarutkan
ke dalam 2 mL etanol, lalu ditotolkan pada
plat silika gel 60 F2s4. Kuersetin dilarutkan
dalam etanol, kemudian ditotolkan pada
plat silika gel 60 Fzs4. Plat yang sudah
ditotol kemudian dielusi dalam bejana yang
telah jenuh dengan fase gerak. Setelah fase
gerak sudah mencapai batas elusi, plat silika
gel 60 Fos4 dikeringkan. Plat silika gel 60
Fos4 selanjutnya dikenai uap amonia, dan
dilakukan pengamatan bercak di bawah
sinar UV 254 dan 366 nm.

Uji aktivitas antiparkinson

Semua tikus diadaptasi di lingkungan
laboratorium selama 1 minggu, dan dilatih
berjalan di atas rotarod hingga mahir.
Latihan dilakukan setiap hari selama
setengah jam. Tikus yang sudah mahir
berjalan di atas rotarod diuji kemampuan
bertahannya di atas rotarod. Lama bertahan
tikus di atas rotarod menjadi dasar lamanya
waktu pengujian pada fase uji.

Tikus sebanyak 84 ekor dibagi menjadi
14 kelompok. Kelompok 1 merupakan
kelompok normal tanpa induksi haloperidol
yang diberi akuades 12,5 mL/kgBB.
Kelompok 2 dan 3 merupakan kontrol
negatif yang berturut-turut diberi akuades
dan minyak zaitun 12,5 mL/kgBB. Dua
kelompok kontrol positif yaitu kelompok 4
dan 5 berturut-turut diberi levodopa 27
mg/kgBB dan vitamin E 180 1U/kgBB.
Kelompok 6 sampai 14 diberi EEBK,
FEAEEBK, dan FNHEEBK dengan dosis
pada masing-masing bahan uji sebesar 150,
300, dan 600 mg/kgBB.

Semua hewan uji sesuai kelompoknya
diberikan perlakuan 1 kali sehari selama 7
hari secara per oral. Empat puluh lima menit
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kemudian  diberikan  haloperidol 2
mg/kgBB secara intraperitoneal kecuali
tikus kelompok 1. Haloperidol diberikan
dengan frekuensi satu kali sehari, selama 7
hari  berturut-turut.’’  Segera setelah
pemberian haloperidol, tikus pada masing-
masing kelompok diuji menggunakan alat
rotarod selama waktu yang diperoleh pada
fase latihan di hari ke 0, 4, 7, 11 dan 14,
kemudian dilakukan pencatatan waktu
bertahan tikus di atas rotarod tersebut.
Prosedur  pelaksanaan  uji  aktivitas
antiparkinson ini mengacu pada penelitian
yang telah dilakukan oleh Ardhianta dkk.!’
dengan sedikit modifikasi. Penelitian yang
dilakukan  oleh  Ardhianta  dkk.'
menetapkan lamanya pengujian tikus di atas
rotarod adalah 300 detik, sedangkan pada
penelitian ini lamanya pengujian tikus di
atas rotarod ditetapkan berdasarkan
lamanya waktu bertahan tikus di atas
rotarod selama fase latihan.

Data yang diperoleh dari uji aktivitas
antiparkinson adalah lama bertahan tikus di
atas rotarod pada hari ke 0, 4, 7, 11, dan 14.
Kurva dibuat dengan menghubungkan hari
pengujian sebagai sumbu x dan lama tikus
bertahan di atas rotarod sebagai sumbu y.
Area di bawah kurva atau area under curve
(AUCo.14) dihitung dengan  metode
trapezoid. Rumus perhitungan AUCo.14
yaitu:

AUCO_14 — Kn1-|2- Kn2
Kn: lama bertahan tikus di atas rotarod pada
hari ke n

t : hari pengujian ke-n

X (12 —tl)

HASIL DAN PEMBAHASAN
Uji kualitatif flavonoid

Konfirmasi  keberadaan  flavonoid
dalam EEBK, FEAEEBK, dan FNHEEBK
dengan KLT menunjukkan bahwa semua
bahan uji tersebut mengandung flavonoid.
Hal ini terlihat dengan munculnya warna
kuning kecoklatan setelah plat silika gel 60
F2s4 dikenai uap amonia. Paparan sinar UV
254 dan 366 nm membantu memperjelas
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bercak yang terpisah dari EEBK,
FEAEEBK, dan FNHEEBK (Gambar 1).

Keberadaan flavonoid dalam EEBK
juga ditemui pada penelitian lain. AlSaid
dkk'® dalam penelitiannya mengungkapkan
bahwa ekstrak etanol buah kemukus yang
dibuat  dengan metode  perkolasi
mengandung flavonoid.

UV 366 nm

UV 254 nm

Sinar tampak

Gambar 1. Hasil KLT setelah penguapan
amonia (A) EEBK (B) FEAEEBK (C)
FNHEEBK (D) kuersetin dengan fase gerak etil
asetat : asam formiat : air (10:2:3) pada sinar
tampak, UV 254 nm, dan UV 366 nm

Uji aktivitas antiparkinson

Penggunaan model hewan uji, yaitu
tikus putih jantan galur Sprague Dawley
mengacu pada penelitian yang dilakukan
Ardhianta  dkk.'”  Pertimbangan lain
pemilihan jenis kelamin galur tikus
didasarkan pada kelaziman spesifikasi
hewan uji yang digunakan untuk penelitian
aktivitas antiparkinson yang diungkapkan
oleh Waku dkk?® dan ketersediaanya.

Tikus dibuat mengalami gejala penyakit
Parkinson dengan cara diinduksi dengan
haloperidol secara intraperitoneal.
Pemberian  haloperidol ~ menyebabkan
penghambatan reseptor dopamin Do,
sehingga timbul gejala penyakit Parkinson.
Gejala yang ditimbulkan berupa rigiditas
otot dalam waktu 60 menit setelah
pemberian  haloperidol  sebanyak 5
mg/kgBB secara injeksi intraperitoneal .

Tikus dengan kemampuan motorik
yang baik dapat bertahan di atas rotarod
lebih lama dibandingkan tikus yang dibuat
mengalami penyakit Parkinson dengan
pemberian haloperidol. Semakin baik
kemampuan motorik tikus, maka waktu
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bertahan tikus akan semakin lama. Data
lama waktu bertahan tikus yang diperoleh
dan hari pengukuran digunakan untuk
menghitung  AUCo.14.  Semakin  baik
kemampuan motorik tikus, maka waktu
bertahan di atas rotarod makin lama dan
nilai AUCo.14-nya semakin besar. Secara
teoritis, tikus yang diberikan senyawa yang
dapat meningkatkan kemampuan motorik
akan menghasilkan nilai AUCo.14 yang
lebih besar dibandingkan tikus kontrol
negatif.

Kelompok 1 merupakan kelompok
kontrol sehat yaitu tikus tidak diinduksi
haloperidol dan diberi akuades 12,5
mL/kgBB. Pemberian akuades secara per
oral pada kelompok kontrol sehat
dimaksudkan untuk menyamakan
perlakuan kelompok kontrol sehat dengan
kelompok yang lain. Terjadinya gejala
penyakit Parkinson pada tikus dalam
penelitian ini ditunjukkan dengan lebih
kecilnya AUCo.14 secara bermakna pada
kelompok tikus yang diinduksi haloperidol
dan diberi akuades (kelompok 2) dan tikus
kelompok kontrol sehat (p < 0,05) (Tabel
1).

Terdapat dua kelompok kontrol negatif
dalam penelitian ini yaitu kelompok kontrol
negatif yang diberi akuades dan minyak
zaitun. Akuades merupakan pembawa pada
suspensi EEBK, FEAEEBK, dan
FNHEEBK. Bahan pembawa seharusnya
tidak mempunyai efek farmakologi. Rata-
rata AUCo.14 kelompok kontrol yang diberi
akuades lebih kecil daripada rata-rata
AUCo.14 kontrol positif yang diberi
levodopa, dan terdapat perbedaan diantara
keduanya (p < 0,05) (Tabel 1), sehingga
dapat dinyatakan bahwa akuades sebagai
pembawa ekstrak dan fraksi tidak punya
aktivitas sebagai antiparkinson.

Minyak zaitun merupakan pelarut yang
digunakan untuk mengencerkan vitamin E.
Minyak zaitun mengandung vitamin E.?
Pemastian  tidak adanya  kontribusi
kandungan vitamin E pada minyak zaitun
menjadi  diperlukan.  AUCqo.14  tikus
kelompok kontrol negatif yang diberi
akuades lebih besar dibandingkan AUCoq-14

kelompok yang diberi minyak zaitun. Tidak
ada perbedaan yang bermakna antara nilai
AUCo.14 kedua kelompok tersebut (p >
0,05) (Tabel 1), sehingga dapat dinyatakan
bahwa minyak zaitun sebagai pengencer
tidak mempunyai  aktivitas  sebagai
antiparkinson.

Rata-rata AUCo-14 pada kelompok yang
diberi EEBK, FEAEEBK, dan FNHEEBK
masing-masing dengan dosis 150, 300, dan
600 mg/kgBB berkisar antara 4.115,63
hingga 5.416,25 detik.hari.  Rata-rata
AUCo.14 terkecil merupakan AUCo.14
kelompok yang diberi FNHEEBK dosis 150
mg/kgBB, sedangkan rata-rata AUCo.14
terbesar adalah  AUCo.14  kelompok
FEAEEBK dosis 300 mg/kgBB. Rata-rata
AUCo14 EEBK, FEAEEBK, dan
FNHEEBK pada berbagai dosis lebih besar
dibandingkan kelompok kontrol negatif
yang hanya diberi akuades, namun tidak ada
perbedaan antara AUCo-14 FNHEEBK dosis
150 dan 600 mg/kgBB dengan AUCy.14
kelompok kontrol negatif yang diberi
akuades (p > 0,05). Ekstrak dan kedua
fraksi mempunyai aktivitas antiparkinson,
kecuali FNHEEBK dosis 150 dan 600

mg/kgBB (Tabel 1). Lazimnya,
peningkatan ~ dosis  senyawa  akan
meningkatkan pula aktivitas

farmakologinya, namun kelaziman ini tidak
terjadi pada FNHEEBK. Hal ini diduga
terjadi karena variasi data AUCo.14
FNHEEBK dosis 150 dan 600 mg/kgBB
besar, sehingga hasil analisis statistikanya
tidak ada perbedaan dengan kelompok
kontrol negatif yang diberi akuades.
Rata-rata AUCo.14 EEBK, FEAEEBK,
dan FNHEEBK pada dosis 300 mg/kgBB
dari yang paling kecil hingga yang paling
besar  berturut-turut  adalah  EEBK,
FNHEEBK, dan FEAEEBK. Terdapat
perbedaan AUCo.14 pada ketiga kelompok
tersebut (p < 0,05). Berdasarkan nilai rata-
rata AUCo.14, dapat dinyatakan bahwa
aktivitas antiparkinson fraksi lebih besar
dibandingkan EEBK (Tabel 1). Hasil
penelitian ini memberikan informasi bahwa
penyederhanaan komponen dalam EEBK
melalui proses fraksinasi dapat
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meningkatkan  aktivitas  antiparkinson.
Perbandingan antar kedua jenis fraksi
menunjukkan bahwa FEAEEBK lebih
besar efektivitasnya sebagai antiparkinson
dibandingkan FNHEEBK. Perbedaan
aktivitas FEAEEBK dan FNHEEBK dapat
dihubungkan  dengan  polaritas dan
kandungan flavonoidnya. Polaritas
flavonoid secara umum cenderung polar
hingga semi polar. Fraksinasi menggunakan
etil asetat menghasilkan fraksi dengan
kandungan  flavonoid lebih  banyak
dibandingkan  fraksi yang diperoleh
menggunakan n-heksan yang bersifat non
polar. Diduga perbedaan kandungan
flavonoid pada kedua fraksi membedakan
besarnya aktivitas antiparkinson. Besarnya
kandungan flavonoid pada FEAEEBK dan
FNHEEBK perlu dipastikan melalui
penelitian yang lain.

Penelitian ini  menggunakan dua
kelompok kontrol positif yaitu levodopa
dan vitamin E. Levodopa merupakan
senyawa yang mudah terdekarboksilasi
menjadi dopamin oleh enzim L-amino acid
decarboxylase pada saluran
gastrointestinal. Dopamin adalah senyawa
yang tidak bisa menembus sawar darah
otak. Penambahan benserazid sebagai
inhibitor ~ dopa-dekarboksilase  dapat
meningkatkan bioavailabilitas levodopa di
otak dengan mencegah dekarboksilasi
levodopa di saluran gastrointestinal.?? Rata-
rata nilai AUCo.14 kelompok yang diberi
EEBK, FEAHEEBK, dan FNHEEBK dosis
300 mg/kgBB lebih kecil secara bermakna
(p < 0,05) dibandingkan AUCo.14 kelompok
yang diberi levodopa. Berdasarkan hasil
analisis statistika tersebut dapat dinyatakan
bahwa aktivitas antiparkinson EEBK,
FEAEEBK, dan FNHEEBK tidak sekuat
levodopa (Tabel 1).

Vitamin E merupakan antioksidan yang
digunakan sebagai terapi penunjang pada
pengobatan penyakit Parkinson.? Vitamin
E dipandang perlu digunakan sebagai
kontrol positif karena pada penelitian ini
kemampuan antiparkinson bahan  uiji
didasarkan pada aktivitas antioksidannya.
Rata-rata AUCo.14 kelompok yang diberi
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vitamin E lebih besar dibandingkan rata-
rata AUCo.14 kelompok yang diberi EEBK,
FEAEEBK, dan FNHEEBK. Uji beda
AUCo.14 antara kelompok yang diberi
perlakuan FEAEEBK dosis 300 mg/kgBB
dengan kelompok yang diberi vitamin E
menunjukkan tidak ada perbedaan yang
bermakna (p > 0,05) (Tabel 1). Hasil
analisis statistika tersebut menunjukkan
bahwa FEAEEBK dosis 300 mg/kgBB
memiliki aktivitas antiparkinson yang
setara dengan vitamin E. Pelarut yang
digunakan dalam fraksinasi FEAEEBK
adalah etil asetat yang bersifat semi polar,
sehingga fraksi yang didapat juga bersifat
semipolar. Organ yang menjadi target pada
terapi Parkinson adalah otak, sehingga
antiparkinson diharapkan dapat melewati
sawar darah otak. Polaritas senyawa
merupakan salah satu faktor yang
menentukan kemampuan suatu senyawa
dalam menembus sawar darah otak.
Senyawa yang bersifat lipofil akan lebih
mudah mencapai otak.?* Fraksi yang lebih
lipofil adalah FNHEEBK, namun ternyata
aktivitas antiparkinson FNHEEBK tidak
setara dengan vitamin E, kemungkinan
karena sedikitnya kandungan flavonoid di
dalamnya. Kesetaraan FEAEEBK dengan
vitamin E diduga karena lipofilisitasnya
yang cukup untuk menembus sawar darah
otak serta kandungan flavonoidnya yang
lebih besar dibandingkan FNHEEBK.

Adanya aktivitas antiparkinson EEBK,
FEAEEBK, dan FNHEEBK pada dosis 300
mg/kg dan kesetaraan aktivitasnya dengan
vitamin E, namun tidak sekuat levodopa
membuka peluang pengembangan ketiga
bahan uji sebagai terapi penunjang pada
penyakit Parkinson. Penelitian lanjutan
yang dapat dilakukan adalah pengujian
aktivitas antiparkinson levodopa Yyang
dikombinasikan dengan EEBK,
FEAEEBK, dan FNHEEBK.

Keberadaan flavonoid pada EEBK,
FEAEEBK, dan FNHEEBK dapat
dihubungkan dengan aktivitas
antiparkinson. Flavonoid merupakan salah
satu metabolit sekunder yang berperan
terhadap aktivitas antioksidan.?®



Aktivitas Antiparkison Ekstrak dan Fraksi Buah Kemukus.... (Kiki Damayanti, dkk)

Tabel 1. Rata-rata AUCo.14 pada semua
kelompok perlakuan

Perlakuan Rata-rata AUCso.
14 = SE
(hari.detik)
Kontrol sehat 6.720,00 + 0,0°
Kontrol negatif dengan
akuades 12,5 mL/kgBB 3.674,50 £ 1735

Kontrol negatif dengan
minyak zaitun 1 mL/kgBB
Kontrol positif levodopa

3.483,63 + 194,1°

27 mg/kgBB 6.006,13 + 163,0*
Kontrol positif vitamin E

180 1U/kgBB 5.423,83 + 44,8°
EEBK 150 mg/kgBB 4.285,63 + 71,5
EEBK 300 mg/kgBB 4.624,13 +

100,73¢4
EEBK 600 mg/kgBB 5.074,33 + 64,0°
FEAEEBK 150 mg/kgBB 5.162,50 + 112,9*
FEAEEBK 300 mg/kgBB 5.416,25 + 32,5%°¢
FEAEEBK 600 mg/kgBB 5.194,00 + 87,2°
FNHEEBK 150 mg/kgBB  4.115,63 + 209,5°
FNHEEBK 300 mg/kgBB ~ 4.985,75 + 91,0%¢
FNHEEBK 600 mg/kgBB  4.759,00 + 408,4°
¢ Hasil uji Mann-Whitney menunjukkan

adanya perbedaan yang bermakna
dengan kontrol negatif akuades

b Hasil uji Mann-Whitney menunjukkan
tidak ada perbedaan yang bermakna
dengan kontrol negatif akuades

¢ . Hasil uji Mann-Whitney menunjukkan
adanya perbedaan yang bermakna
dengan kontrol positif levodopa

d . Hasil uji Mann-Whitney menunjukkan
adanya perbedaan yang bermakna
dengan FEAEEBK dan FNHEEBK 300
mg/kgBB

Paparan radikal bebas menjadi salah
satu faktor resiko rusaknya neuron
dopaminergik yang mengakibatkan
penurunan kadar dopamin dalam otak.
Penurunan kadar dopamin menimbulkan
berbagai gejala penyakit Parkinson.?®
Beberapa jenis senyawa yang memiliki
aktivitas sebagai antioksidan menjanjikan
untuk dikembangkan sebagai terapi
penyakit Parkinson.?’

KESIMPULAN

Flavonoid terkandung dalam EEBK,
FEAHEEBK, dan FNHEEBK. Aktivitas

antiparkinson ditunjukkan dalam EEBK,
FEAHEEBK, dan FNHEEBK pada dosis
150, 300, dan 600 mg/kgBB, kecuali
FNHEEBK dosis 150 dan 600 mg/kgBB.
Berdasarkan rata-rata AUCo.14,
perbandingan  aktivitas  antiparkinson
EEBK, FEAHEEBK, dan FNHEEBK pada
dosis 300 mg/kgBB menunjukkan bahwa
FEAEEBK mempunyai aktivitas
antiparkinson yang paling besar. Aktivitas
antiparkinson EEBK, FEAHEEBK, dan
FNHEEBK tidak sekuat levodopa.
FEAEEBK  dosis 300 mg/kgBB
mempunyai aktivitas antiparkinson yang
setara dengan vitamin E.

SARAN

Perlu dilakukan pengujian kadar
flavonoid total pada EEBK, FEAEEBK,
dan FNHEEBK sekaligus penentuan
aktivitas antioksidan untuk mengetahui
korelasi dengan aktivitas antiparkinsonnya.
Lanjutan  penelitian  ini  disarankan
pengujian aktivitas antiparkinson levodopa
yang dikombinasikan dengan EEBK,
FEAEEBK, dan FNHEEBK. Selain itu,
dapat pula dilakukan pada FEAEEBK yang
difokuskan pada aktivitasnya dalam
menangani gejala penyakit Parkinson non
motorik, misalnya sebagai peningkat daya
ingat.
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Abstrak

Resistensi antibiotik menjadi penghalang dalam pengendalian penyakit infeksi sehingga
alternatif penemuan antibiotik baru perlu dilakukan. Penelitian ini bertujuan untuk menggali
potensi metabolit sekunder isolat fungi tanah muara Desa Katialada Gorontalo Lokasi Satu
sebagai antibakteri terhadap bakteri Staphylococcus aureus. Parameter antibakteri yang diamati
adalah persen penghambatan ekstrak etil asetat hasil fermentasi isolat fungi tanah terhadap
pertumbuhan bakteri Staphylococcus aureus. Sampel tanah muara dikultur dalam media PDA
dan diisolasi hingga menjadi isolat fungi tunggal. Lima isolat fungi tunggal yang dibedakan
berdasarkan warna, tekstur, serta bentuk dan diberi kode 1S2-BTG-4.1.1, 1S2-BTG-4.1.2, 1S1-
BTG-4.2, 1S2-BTG4.3.1, dan 1S2-BTG-4.3.2. Kelima isolat fungi tanah muara difermentasi
menggunakan media PDB dan hasil fermentasi diekstraksi dengan pelarut etil asetat. Ekstrak
yang diperoleh diskrining kandungan senyawanya menggunakan lempeng KLT dan dilakukan
pengujian antibakteri dengan konsentrasi tunggal 100 pg/mL pada metode mikrodilusi. Kelima
ekstrak etil asetat hasil fermentasi isolat fungi tanah muara mengandung senyawa golongan
terpenoid dan isolat dengan kode 1S2-BTG-4.3.2 juga mengandung senyawa golongan alkaloid.
Kelima ekstrak etil asetat hasil fermentasi isolat fungi tanah muara memiliki aktivitas
penghambatan pada pertumbuhan bakteri Staphylococcus aureus dengan persen penghambatan
pada ekstrak 1S2-BTG-4.1.1 sebesar 50,2% + 14,8%, 1S2-BTG-4.1.2 35,6% + 12,9%, 1S1-BTG-
4.2 13,0% + 7,3%, 1S2-BTG-4.3.1 13,6% + 6,0%, dan 1S2-BTG-4.3.2 sebesar 12,4% + 9,2%.

Abstract
The emergence of antibiotic resistance becomes a barrier in controlling infectious diseases, so
it is necessary to find new alternative antibiotics. This study aimed to explore the potential of
estuarine soil fungals secondary metabolites isolated from Katialada Village Gorontalo
Location One and test their antibacterial activity against Staphylococcus aureus. The
antibacterial parameter observed was the percent inhibition of ethyl acetate extracts against
Staphylococcus aureus. The estuarine soil samples were cultured in PDA media producing five
single fungal isolates differentiated based on color morphology, texture, and shape coded 1S2-
BTG-4.1.1, IS2-BTG-4.1.2, IS1-BTG-4.2, 1S2-BTG4.3.1, and 1S2-BTG-4.3.2. Those five samples
were fermented using PDB media and the fermented products were extracted with ethyl acetate.
The extracts were screened for its compound using a TLC plate and antibacterial testing with a
single concentration of 100 g/mL in the microdilution method. The screening results showed that
the five ethyl acetate extracts contained terpenoid compounds and code 1S2-BTG-4.3.2 also had
alkaloids. Based on the antibacterial test results, the five ethyl acetate extracts had growth
inhibitory activity on the Staphylococcus aureus, with the percentage showed by 1S2-BTG-4.1.1
50,2% =+ 14,8%, 1S2-BTG-4.1.2 35,6% = 12,9%, IS1-BTG-4.2 13,0% % 7,3%, 1S2-BTG-4.3.1
13,6% + 6,0%, and 1S2-BTG-4.3.2 by 12,4% + 9,2%.
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PENDAHULUAN

Salah satu masalah kesehatan yang
menjadi perhatian khusus adalah penyakit
infeksi.  Penyakit infeksi merupakan
penyakit yang disebabkan karena adanya
infeksi oleh mikroorganisme patogen
dalam tubuh yang disertai atau tanpa
gejala.! Berdasarkan data Center for
Disease Control and Prevention (CDC)
2020, terdapat 10 peringkat teratas penyakit
penyebab kematian terbesar di Indonesia
dan 7 di antaranya adalah penyakit infeksi.2
Pengendalian penyakit infeksi dilakukan
menggunakan agen yang dikenal sebagai
antibiotik. Tantangan terbesar untuk
mengendalikan penyakit infeksi adalah
adanya resistensi antibiotik. World Health
Organization WHO menyatakan bahwa
pada tahun 2014 angka kematian akibat
resistensi antibiotik di seluruh dunia
sebesar 700.000 jiwa per tahun. Angka
tersebut diperkirakan meningkat hingga 10
juta jiwa pada tahun 2050 apabila tidak
dikendalikan.?

Salah satu bakteri yang resisten
terhadap  antibiotik  adalah  bakteri
Staphylococcus aureus, yang resisten hanya
dalam waktu 2 tahun setelah pengenalan
penisilin  dengan MRSA (Methicillin—
Resistant Staphylococcus aureus) sebagai
bentuk resistensinya.* Adanya
pengembangan obat baru yang efektif dan
terjangkau untuk mengobati infeksi bakteri
perlu dilakukan untuk mencegah adanya
resistensi.! Sumber utama antibiotik di
masa lalu adalah senyawa bahan alam dan
dibuktikan dengan penemuan antibiotik -
laktam yang berasal dari mikroorganisme
lalu diikuti dengan penemuan
aminoglikosida, poliketida, glikopeptida,
dan golongan antibiotik lainnya.®

Eksplorasi tanah dalam penyaringan
mikroorganisme yang mampu
menghasilkan senyawa bioaktif telah
direkomendasikan. Antibiotik seperti p-
laktam, streptomisin, aminoglikosida, dan
tetrasiklin diproduksi oleh bakteri dan fungi
tanah.® Fungi tanah secara metabolik sangat
aktif dan mampu menghasilkan banyak zat
seperti metabolit sekunder dan pigmen.’
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Salah satu ekosistem tanah yang
berpotensi dalam penemuan senyawa baru
dengan  keberadaan = mikroorganisme
khususnya fungi adalah tanah muara.
Mangrove merupakan salah satu ekosistem
yang sering dijumpai pada tanah muara.
Perbedaan salinitas memberikan pengaruh
terhadap komunitas fungi rizosfer di
ekosistem mangrove.® Kondisi atipikal akar
mangrove dapat membuat habitat yang
kaya akan nutrisi sehingga memungkinkan
kolonisasi mikroorganisme yang beragam
khususnya fungi.®

Berdasarkan uraian di atas, fungi tanah
sangat berpotensi untuk dijadikan sebagai
agen antibiotik baru dalam menangani
resistensi  antibiotik. ~ Penelitian  ini
bertujuan untuk menggali potensi fungi
tanah muara yang berlokasi di Desa
Katialada Gorontalo lokasi satu dalam
menghambat aktivitas pertumbuhan bakteri
Staphylococcus aureus dengan single
concentration 100 pg/mL pada metode
mikrodilusi. Persen penghambatan ekstrak
etil asetat hasil fermentasi fungi tanah
muara digunakan sebagai parameter
aktivitas antibakteri dalam penelitian ini.

METODE
Alat

Neraca analitik (OHAUS®), hot plate
(HEIDOLPH®), Laminar Air Flow (LAF)
(THERMO SCIENTIFIC® 1300 SERIES
A2), spreader, autoklaf (B-ONE),
centrifuge, vortex (GENE-2®), shaker
incubator (B-ONE®), jarum ose, jangka
sorong (TRICLE BRAND®), mikroskop,
micropipet (SOCOREX®), microplate 96-
well, microplate reader (CORONA® SH-
100), Lempeng Kromatografi Lapis Tipis
(KLT), Chamber KLT (CAMAG®),
spektrofotometer UV-Vis, corong pisah
(SCHOTT DURAN®), dan detektor
ultraviolet.

Bahan
Tanah  muara Desa Katialada,
Kecamatan Kwandang, Kabupaten

Gorontalo Utara, Provinsi Gorontalo lokasi
satu, air laut, agua  demineral
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(HYDROBATT®), aquabidest steril,
Potato Dextrose Agar (PDA)
(HIMEDIA®), Potato Dextrose Broth
(PDB) (HIMEDIA®), Mueller Hinton
Agar (MHA) (MERCK®), Mueller Hinton
Broth (MHB) (HIMEDIA®), Cation
Adjusted Mueller (CAMHB), NaCl 0,9%,
etanol 70%, etil asetat pa, DMSO
(Emsure®), MgCl. (Brataco®), CaCl
(Sigma®), BaCl,, H>SOs4, gentamisin
sulfat, bakteri Staphylococcus aureus,
lempeng KLT (Kromatografi Lapis Tipis)
silika gel F2s4, reagen Dragendorff, reagen
Vanilin-H2SO4, reagen FeCla.

Preparasi media

Media yang digunakan pada penelitian
ini diantaranya yaitu media PDA, PDB,
MHA, MHB, dan CAMHB. Media PDA
dibuat dengan melarutkan 9,75 gram PDA
dalam 250 mL air laut pada erlenmayer.
Media PDB dibuat dengan melarutkan 4,8
gram PDB dalam 200 mL aqua demineral
pada erlenmayer. Media MHA dibuat
dengan melarutkan 6,8 gram MHA dalam
200 mL air laut pada erlenmayer. Media
MHB dibuat dengan melarutkan 4,2 gram
MHB dalam 200 mL air laut pada
erlenmayer. Media CAMHB merupakan
media MHB steril yang ditambahkan kation
Mg?* sebanyak 225 pL dan kation Ca?
sebanyak 450 pL. Semua proses dilakukan
secara aseptis di bawah LAF.

Preparasi sampel tanah

Sampel tanah didapat dari Desa
Katialada, Kecamatan Kwandang,
Kabupaten Gorontalo Utara, Provinsi
Gorontalo lokasi satu. Sampel tanah,
diambil secukupnya, dan dimasukkan
kedalam tabung sentrifus dan
disuspensikan dengan menggunakan 10 mL
aquabidest steril. Kedua campuran tersebut
dihomogenkan  menggunakan  vortex
selama 3 menit dan disentrifus dengan
kecepatan 1000 rpm selama 10 menit.
Supernatan yang didapat diambil 100 pL
untuk dikultur pada media PDA dan
diratakan menggunakan spreader. Semua
proses dilakukan secara aseptis diabawah
LAF dan biakan yang telah dibuat
kemudian diinkubasi pada suhu 28 + 2°C

selama 7 hari. Pemilihan suhu 28 + 2°C
disesuaikan dengan suhu optimum dalam
pertumbuhan fungi yaitu pada suhu 25 —
30°C.1°

Isolasi fungi tanah muara

Isolat fungi yang tumbuh kemudian
diamati pertumbuhannya secara
makroskopis. Isolasi dilakukan dengan cara
memindahkan isolat fungi ke media PDA
yang baru  berdasarkan  perbedaan
morfologi seperti warna, tekstur, dan
bentuk hingga menjadi isolat fungi tunggal.

Skrining awal aktivitas antibakteri
Skrining awal aktivitas antibakteri
dilakukan dengan menggunakan metode uji
antagonis atau uji kontak langsung. Proses
tersebut dilakukan dengan mengontakkan
langsung isolat fungi tanah muara tunggal
pada media MHA yang sebelumnya sudah
dikultur bakteri uji. Bakteri dikultur dengan
menginokulasikan 100 pL suspensi bakteri
Staphylococcus aureus dalam  NaCl
fisiologis ke media MHA. Uji antagonis
dilakukan secara aseptis dan diinkubasi
pada suhu 37 + 2°C selama 18 — 24 jam.™

Fermentasi fungi tanah muara

Fermentasi pada  penelitian ini
menggunakan metode batch fermentation
dengan memasukkan sejumlah 5 sumuran
isolat fungi tanah muara tunggal dalam 200
media PDB steril. Campuran yang telah
dibuat, diinkubasi pada suhu 28 + 2°C
selama 14 hari dengan bantuan shaker
kecepatan 125 rpm.

Ekstraksi fungi tanah muara

Proses ekstraksi dilakukan pada
penelitian ini merupakan ekstraksi partisi
cair-cair dengan cara menambahkan pelarut
etil asetat kedalam media hasil fermentasi
dengan perbandingan 1:1 sebanyak 2—3 kali
replikasi. Etil asetat yang diapat dari proses
ekstraksi diuapkan dan diambil ekstrak
yang dihasilkan, ditimbang bobotnya,
dihitung rendemennya dan disimpan.

Skrining kandungan senyawa

Skrining kandungan senyawa yang
terkandung dalam ekstrak etil asetat hasil
fermentasi fungi tanah muara dengan
menggunakan metode KLT. Ekstrak yang
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didapat dilarutkan menggunakan metanol
dan ditotolkan pada lempeng KLT
kemudian dieluasi menggunakan eluen
diklorometana : metanol (9:1). Lempeng
KLT yang telah dieluasi dideteksi dengan
penampak noda dragendorff, vanilin-
H>SO4, dan FeCls. Reagen vanillin-H2S04
digunakan untuk mendeteksi adanya
senyawa golongan terpenoid yang ditandai
dengan noda berwarna ungu. Reagen FeCI3
digunakan untuk mendeteksi adanya
senyawa golongan fenolat yang ditandai
dengan noda berwarna hitam.*?

Uji aktivitas antibakteri

Uji  aktivitas antibakteri dengan
menggunakan metode mikrodilusi yang
dilakukan pada penelitian ini mengacu pada
CLSI MO07-A09.1 Konsentrasi suspensi
bakteri yang digunakan adalah 1x10°
CFU/mL dalam media CAMHB dan pada
setiap sumuran berisi 50 pL. Larutan
kontrol positif, kontrol negatif, dan ekstrak
yang digunakan pada penelitian ini
sebanyak 50 pL pada setiap sumuran.
Kelompok perlakuan pada pengujian ini
berisi ekstrak dalam DMSO 1% sebanyak
50 uL dan bakteri dalam media CAMHB
sebanyak 50 pL. Kontrol ekstrak terdiri
dari ekstrak dalam DMSO 1% sebanyak 50
pL dan media CAMHB sebanyak 50 pL.
Kontrol positif terdiri dari gentamisisn
dalam media CAMHB sebanyak 50 pL dan
bakteri dalam media CAMHB sebanyak 50
pL. Kontrol gentamisin terdiri  dari
gentamisin  dalam media CAMHB
sebanyak 50 pL dan media CAMHB
sebanyak 50 pL. Kontrol negatif ekstrak
terdiri dari DMSO 1% dalam media
CAMHB sebanyak 50 pL dan bakteri
dalam media CAMHB sebanyak 50 pL.
Kontrol DMSO terdiri dari DMSO 1%
dalam media CAMHB dan media CAMHB
sebanyak 50 pL. Kontrol negatif
gentamisin terdiri dari media CAMHB
sebanyak 50 pL dan bakteri dalam media
CAMHB sebanyak 50 pL. Kontrol media
terdiri dari media CAMHB sebanyak 100
pL. Microplate yang telah berisi larutan uji
kemudian diinkubasi pada suhu 35 + 2°C
selama 18 — 20 jam dengan bantuan shaker
kecepatan 120 rpm.
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Analisis data

Hasil yang didapat dalam pengujian ini
adalah nilai absorbansi. Data absorbansi
yang didapat kemudian dimasukkan dalam
rumus penghambatan (%) sebagai berikut:

(Abs C—Abs D)

Penghambatan (%) :(1 (Abs A—203 B)

) x 100%

Keterangan:

Abs : absorbansi

: kontrol negatif ekstrak/gentamisin

: kontrol DMSO 1% /media CAMHB
: larutan uji ekstrak/gentamisin

: kontrol ekstrak/gentamisin

Sow>»

HASIL DAN PEMBAHASAN

Pembiakan dan isolasi fungi tanah
muara

Supernatan yang dihasilkan  dari
campuran tanah dan air steril kemudian
ditumbuhkan dalam media PDA dengan
pelarut air laut. Media PDA merupakan
media yang cocok untuk penumbuhan
fungi, karena kandungan sari pati kentang
dan dextrose yang mampu mendorong
sporulasi fungi.’* Parameter yang diamati
selama masa inkubasi adalah variasi
pertumbuhan fungi. Variasi fungi yang
tumbuh kemudian dipisahkan dengan
melakukan isolasi kembali dalam media
PDA  baru berdasarkan  perbedaan
morfologis seperti warna, tekstur, dan
bentuk (Gambar 1). Secara visual terdapat
3 variasi pertumbuhan fungi dan dari 3
perbedaan tersebut diisolasi ke media PDA
baru. Hasil akhir didapat 5 isolat fungi
tanah muara seperti yang ditunjukkan pada
Gambar 2 dan karakteristik makroskopis
dari masing-masing isolat fungi tanah
muara dapat dilihat pada Tabel 1.

Identifikasi
mikroskopis

Hasil identifikasi makroskopis dan
mikroskopis fungi tanah pada penelitian ini
adalah jenis fungi yeast. Fungi yeast
merupakan fungi dengan karakteristik
terdiri dari sel soliter dengan bentuk bulat
hingga oval dan tumbuh mirip seperti
koloni bakteri.®

makroskopis dan
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IS1-BTG-4.2

IS1-BTG-4.2

IS1-BTG-4.2

Gambar 1. Penumbuhan fungi tanah pertama

kali pada media PDA

Gambar 2. Hasil isolasi fungi tanah muara
terdapat lima isolat; (a) 1S2-BTG-4.1.1, (b)

1S2-BTG-4.1.2, (c) IS1-BTG-4.2, (d) 1S2-BTG-

4.3.1, () 1S2-BTG-4.3.2

Tabel 1. Karakteristik makroskopis isolat
fungi tanah muara

Isolat Karakteristik

IS2-BTG-4.1.2  Putih susu, kasar, keruh
IS1-BTG-4.2 Kuning pucat, halus, kental
IS2-BTG-4.3.1  Putih kekuningan, halus,
kering
1IS2-BTG-4.3.2  Putih kekuningan, halus,
keruh
Morfologi  makroskopis yeast pada

penelitian yang dilakukan oleh Nurcholis
M., dkk'® tentang isolasi dan karakteristik
yeast pada buah lokal di Indonesia
berwarna putih, halus, mengkilap, dan
keruh, sedangkan morfologi mikroskopis
berbentuk oval dan bulat. Penelitian lain

juga  menunjukkan  bahwa  bentuk
mikroskopis dari yeast adalah oval hingga
bulat.l” Pada penelitian ini karakteristik
fungi yang didapat memiliki struktur sel
soliter, berbentuk oval, dan tumbuh mirip
seperti koloni bakteri. Secara kasat mata,
perbedaan morfologi makroskopis antara
kelima isolat memiliki penampakan yang
berbeda. Hal ini dimungkinkan bahwa
spesies fungi yang berbeda pada setiap
isolat, namun perlu dilakukan pembuktian
bahwa isolat tersebut  benar-benar
merupakan spesies fungi yang berbeda
dengan menggunakan analisis filogenik.

Skrining awal aktivitas
antibakteri

Skrining awal pada penelitian ini
mengamati zona bening yang terbentuk
disekitar isolat saat dilakukan uji antagonis.
Berdasarkan hasil uji antagonis, zona
bening yang terbentuk tidak terlalu jelas.
Hambatan yang dihasilkan tidak terlalu
kuat karena pada pengujian ini hanya
mengontakkan isolat fungi dengan jumlah
yang kecil pada bakteri uji. Hal tersebut
berpengaruh terhadap metabolit sekunder
yang dihasilkan, bisa saja metabolit
sekunder belum cukup dihasilkan atau

pengujian

konsentrasinya  belum  cukup  untuk
menghambat pertumbuhan bakteri S.
aureus. Hal ini dibuktikan dengan

penelitian yang dilakukan oleh Sara-
Ramiez, dkk yang melaporkan bahwa
hambatan yang dihasilkan dalam bentuk
ekstrak pada pertumbuhan bakteri akan
jauh lebih besar dibandingkan pada saat
masih dalam bentuk isolat fungi.®

Fermentasi dan ekstraksi fungi tanah
Fermentasi merupakan suatu proses
yang Dbertujuan untuk memperbanyak
biomassa isolat fungi tanah muara. dipilih
metode batch  fermentation  karena
prosesnya yang mudah dibandingkan
dengan metode fermentasi yang lain, selain
itu fermentasi pada metode ini resiko
kontaminasinya rendah.!®* Media PDB
dipilih karena memiliki kandungan pati
kentang yang menyediakan unsur nitrogen,
vitamin dan mineral yang dibutuhkan
dalam pertumbuhan fungi.?’ Selama proses
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fermentasi dibantu dengan agitasi untuk
menghomogenkan nutrisi yang ada pada
media menggunakan shaker incubator
dengan kecepatan 125 rpm. Pemilihan
waktu 14 hari untuk fermentasi disesuaikan
dengan fase logaritmik dan pertumbuhan
stasioner pada fungi karena berpengaruh
terhadap  metabolit  sekunder  yang
dihasilkan, hasil fermentasi bisa dilihat
pada gambar 3. Metabolit sekunder dan
enzim dihasilkan oleh isolat fungi selama
proses fermentasi berlangsung yang
ditandai dengan perubahan warna pada
media PDB.?°

Gambar 3. Hasil fermentasi selama 14 hari

isolat fungi tanah muara

Ekstraksi merupakan suatu proses
untuk menyaring metabolit sekunder yang
dihasilkan oleh isolat fungi selama proses
fermentasi. Etil asetat digunakan sebagai
pelarut dalam proses ekstraksi karena
sifatnya yang kurang toksik, mudah
menguap, dan semi polar sehingga
diharapkan dapat menarik metabolit
sekunder yang bersifat polar maupun
nonpolar  dengan  maksimal.  Hasil
perhitungan persentase rendemen ekstrak
etil asetat fungi tanah muara dapat dilihat
pada Tabel 2.

Perbedaan kondisi, perlakuan, jumlah
kultur fungi, spesies fungi, dan jenis
senyawa Yyang terkandung dalam fungi
tanah  dapat berpengaruh  terhadap
persentase rendemen yang dihasilkan.
Ekstrak dengan kode isolat fungi IS2-BTG-
4.3.2 merupakan ekstrak dengan persentase
rendemen tertinggi (0,266%) dan 1S2-BTG-
4.3.1 merupakan ekstrak dengan persentase
rendemen terkecil (0,009%).
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Tabel 2. Persentase rendemen ekstrak etil
asetat fungi tanah muara

Volume Bobot Rendemen
Kode Fungi Media  Ekstrak (%)
(mL) (9)
I1S2-BTG-4.1.1 190 0,019 0,01
I1S2-BTG-4.1.2 178 0,261 0,146
IS1-BTG-4.2 186 0,027 0,014
I1S2-BTG-4.3.1 180 0,017 0,009
I1S2-BTG-4.3.2 172 0,459 0,266

Skrining kandungan senyawa

Skrining kandungan senyawa pada
ekstrak isolat fungi tanah muara dilakukan
untuk mendeteksi golongan senyawa yang
terkandung dalam ekstrak etil asetat. Hasil
optimasi eluen menunjukan eluen yang
optimum adalah diklorometana : metanol (9
: 1) dan hasil elusi lempeng KLT seperti
pada Gambar 4.

% Penghambatan Ekstrak Etil Asetat Hasil Fermentasi
Fungi Tanah Muara
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Gambar 4. Diagram batang penghambatan
(%) ekstrak etil asetat fungi tanah muara
terhadap bakteri Staphylococcus aureus

Kondisi analisis yang digunakan pada
penelitian ini adalah fase diam lempeng
KLT Fas4, fase gerak diklorometana:
metanol (9:1), jarak pengembangan 4 cm,
penampak noda dragendorff, vanilin
H2SO4, dan FeCls. Tabel 3 menunjukkan
hasil identifikasi golongan senyawa pada
ekstrak isolat fungi tanah muara.

Tabel 3. Identifikasi golongan senyawa
ekstrak etil asetat fungi tanah muara

Kode Ekstrak
Fungi

Alkaloid

Hasil Uji
Terpenoid/
Steroid

Fenolat

1IS2-BTG-4.1.1
1IS2-BTG-4.1.2
IS1-BTG-4.2

1S2-BTG-4.3.1
1S2-BTG-4.3.2

+

+
+
+
+
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Uji aktivitas antibakteri

Pengujian aktivitas antibakteri
dilakukan dengan menggunakan ekstrak
etil asetat isolat fungi tanah muara yang
diuji terhadap bakteri Staphylococcus
aureus. Digunakan metode pengujian
mikrodilusi untuk mendapatkan data
penghambatan (%) sesuai dengan protokol
pada Clinical and Laboratory Standard
Institute (CLSI). Media CAMHB (Cation
Adjusted Mueller Hinton Broth) digunakan
pada pengujian ini sebagai standarisasi
kadar kation seperti Mg?* dan Ca?* dalam
media Mueller Hinton Broth. Adanya
kation sangat berpengaruh terhadap
pengujian aktivitas antibakteri karena dapat
mempengaruhi integritas membran sel
bakteri.?!

Kontrol positif dan kontrol negatif
dalam pengujian pasti diperlukan agar
didapat data hasil yang baik. Oleh karena
itu, pada penelitian ini  digunakan
gentamisin sebagai kontrol positif dan
DMSO sebagai kontrol negatif. Sesuali
dengan persyaratan pada CLSI, konsentrasi
gentamisin yang digunakan adalah 1 pg/mL
dengan penghambatan (%) pada metode
pengujian mikrodilusi > 80% dan apabila
tidak sesuai dengan persyaratan perlu
dilakukan penyesuaian kadar kation dalam
media kembali.13 Pada penelitian ini,
penyesuaian kadar Kkation tidak perlu
dilakukan karena konsentrasi kontrol
negatif yang digunakan sudah sesuai dan
nilai penghambatan (%) yang didapat oleh
kontrol positif > 80%. Tabel 3 merupakan
hasil penghambatan (%) dari gentamisin
sebagai kontrol positif dan DMSO sebagai
kontrol negatif  terhadap bakteri
Staphylococcus aureus.DMSO sebagai
kontrol negatif juga digunakan sebagali
kosolven ekstrak etil asetat dalam media
CAMHB. Sesuai dengan protokol yang
ditetapkan pada CLSI, konsentrasi DMSO
yang digunakan adalah 1%.13 Hal ini
dikarenakan DMSO termasuk kosolven
surfaktan yang dapat menghambat
pertumbuhan bakteri apabila
konsentrasinya melebihi 1%.2% Aktivitas
penghambatan ekstrak etil asetat hasil
fermentasi fungi tanah muara dicantumkan

pada Tabel 4 dan diagram batang pada
Gambar 4.

Tabel 4. Rerata Penghambatan kontrol +
dan kontrol —, dan ekstrak etil asetat fungi
tanah muara terhadap bakteri
Staphylococcus aureus

Rerata

Kode Kontrol ~ Penghambatan SD cv

dan Fungi Pertumbuhan (%) (%)
Bakteri (%)

Kontrol +
(Gentamisin) 99,3 06 0.6

Kontrol —

(DMSO) 8,5 1,1 13,4
1S2-BTG-4.1.1 50,2 7.4 14,8
1S2-BTG-4.1.2 35,6 4,6 12,9
IS1-BTG-4.2 13,0 1,0 7,3
1S2-BTG-4.3.1 13,6 0,8 6,0
1S2-BTG-4.3.2 12,4 1,1 9,2

Hasil  dari  pengujian  aktivitas

antibakteri dengan metode mikrodilusi
ekstrak etil asetat fungi tanah muara
memiliki aktivitas antibakteri terhadap
bakteri S. aureus didapat nilai
penghambatan (%) tertinggi yaitu pada
ekstrak dengan kode 1S2-BTG-4.1.1 (50,2
* 14,8%) dan penghambatan (%) terendah
adalah ekstrak dengan kode 1S2-BTG-4.3.2
(12,4 £ 9,2%). Coefficient of variation (CV)
pada penelitian ini sudah memenuhi
persyaratan CV penelitian berbasis sel yaitu
< 30% sehingga keterulangan metode pada
penelitian ini dapat diterima (23). Pada
skrining kandungan senyawa, kelima
ekstrak etil asetat fungi tanah muara
mengandung senyawa terpenoid dan
ekstrak dengan kode 1S2-BTG-4.3.2 juga
mengandung senyawa alkaloid. Kedua
golongan senyawa tersebut yang diduga
berperan dalam aktivitas antibakteri.
Terpenoid  merupakan  golongan
senyawa yang terdiri dari gugus isopren dan
disintesis melalui dua jalur yaitu non-
mevalonat dan jalur mevalonat. Penelitian
yang dilakukan olen  Liu, dkk?
menunjukkan bahwa senyawa yang
berhasil diisolasi dari fungi Aspergillus
sydowii SW9 dengan nama senyawa methyl
(R,E)-6-(2,3-dihydroxy-4-methylpenyl)-2-
methylhept-5-enoate (Gambar 5) termasuk
dalam kelompok seskuiterpenoid. Senyawa
tersebut memiliki aktivitas antibakteri
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terhadap bakteri S. aureus, E. coli, dan S.
pneumoniae dengan rentang nilai MIC
sebesar 2-16 pg/mL.

HO
OH

Gambar 5. Struktur senyawa methyl (R,E)-6-
(2,3-dihydroxy-4-methylpenyl)-2-methylhept-

5-enoate

Mekanisme  kerja dari  senyawa
terpenoid sebagai aktivitas antibakteri
adalah menghambat dua proses penting
untuk kelangsungan hidup bakteri yaitu
pada penyerapan oksigen dan fosforilasi
oksidatif.?

Alkaloid merupakan suatu golongan
senyawa yang banyak ditemukan pada
bakteri, jamur, tumbuhan, dan hewan
dengan  pendistribusian yang  cukup
terbatas. Penelitian yang dilakukan oleh
Pienheiro, dkk tentang pengujian aktivitas
antibakteri senyawa yang berhasil diisolasi
dari fungi Aspergillus sp., yaitu senyawa
fumigaclavine C dan pseurotin A (Gambar
6 a,b), terhadap beberapa bakteri uji salah
satunya bakteri S. aureus dengan nilai
penghambatan MIC sebesar 15,62 pg/mL
untuk senyawa fumigaclavin C dan 15,6
ng/mL untuk senyawa Pseurotin A.%

Na)

Gambar 6. Struktur senyawa fumigaclavine C

(a) dan pseurotin A (b)

Kedua senyawa tersebut termasuk
dalam golongan senyawa
alkaloid.mekanisme kerja alkaloid sebagai
antibakteri yaitu dengan cara menghambat
sintesis asam nukleat, menghambat
pembelahan sel, mengurangi konsumsi
oksigen, mengganggu homeostasis bakteri,
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dan mengurangi integritas membran sel
bakteri.?’

KESIMPULAN

Berdasarkan hasil dan pembahasan dari
penelitian yang telah dilakukan, lima isolat
fungi tanah muara yang didapat termasuk
ke dalam kelompok yeast dan lima isolat
tersebut diberi kode 1S2-BTG-4.1.1,
IS2BTG-4.1.2, 1S1-BTG-4.2, 1S2-BTG-
4.3.1, dan IS2-BTG-4.3.2. Hasil skrining
kandungan senyawa ekstrak etil asetat hasil
fermentasi fungi tanah muara menunjukkan
kelima ekstrak mengandung senyawa
golongan terpenoid dan ekstrak 1S2-BTG-
4.3.2 mengandung senyawa golongan
alkaloid. Pada uji aktivitas antibakteri
ekstrak etil asetat fungi tanah muara dengan
single  concentration 100  pg/mL
menunjukkan adanya aktivitas
penghambatan  terhadap  pertumbuhan
bakteri Staphylococcus aureus dengan
persen penghambatan tertinggi pada
ekstrak 1S2-BTG-4.1.1 sebesar 50,2% =
14,8% dan terendah pada ekstrak 1S2-BTG-
4.3.2 sebesar 12,4% + 9,2%.

SARAN

Pengujian lanjutan perlu dilakukan
untuk memastikan aktivitas dari masing-
masing isolate terkait nilai 1Cso yang
dihasilkan terhadap bakteri ujiPengujian
lanjutan perlu dilakukan untuk memastikan
aktivitas dari masing-masing isolat terkait
nilai I1Cso yang dihasilkan terhadap bakteri
uji.Pengujian lanjutan perlu dilakukan
untuk memastikan aktivitas dari masing-
masing isolat terkait nilai 1Csp yang
dihasilkan terhadap bakteri uji.Pengujian
lanjutan perlu dilakukan untuk memastikan
aktivitas dari masing-masing isolat terkait
nilai 1Cso yang dihasilkan terhadap bakteri
uji.
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Abstrak

Jagung merupakan bahan makanan yang mengandung karotenoid yang sangat potensial dalam
mencegah kanker, menambah daya tahan tubuh, sebagai antivirus, jamur, dan parasit, karotenoid
juga baik untuk penglihatan, pertumbuhan dan reproduksi. Senyawa karotenoid di dalam jagung
yang paling tinggi adalah lutein yang memiliki potensi sebagai imunomodulator. Madu juga
bersifat imunomodulator yaitu dengan cara memicu makrofag untuk menghasilkan sitokin yang
terlibat untuk membunuh bakteri dan perbaikan jaringan. Kombinasi jagung dan madu dalam
satu minuman akan menghasilkan sediaan suplemen kesehatan yang mengandung antioksidan
dan imunomodulator yang baik untuk kesehatan. Tujuan penelitian ini adalah untuk mendapatkan
formula terbaik granul instan secara fisik. Granul instan dibuat dari bahan sari biji jagung yang
telah dikeringkan dengan kombinasi madu yang diproses secara granulasi kering dengan variasi
biji jagung FI & FIV (15%), FIl & FV (25%), FIIl & FVI (35%), dan madu FI & FIV (35%),
FIl & FV (25%), FlIl & FVI (15%). Granul instan dilakaukan evaluasi uji fisik meliputi uji
organoleptis, waktu alir, sudut diam, indeks kompresibilitas, waktu larut, distribusi partikel, pH,
viskositas terekonstitusi dan uji AKG. Hasil penelitian menunjukkan bahwa uji waktu alir, sudut
diam, indeks kompresibilitas, waktu larut, distribusi partikel granul, pH dan viskositas
terekonstitusi secara keseluruhan menunjukkan tidak ada perbedaan yang nyata, kecuali terhadap
parameter rasa yang paling disukai yaitu FVI. Sehingga diperoleh formulasi yang paling baik
yaitu FVI yang menunjukkan hasil Uji AKG dengan energi total 350 kkal/100 gram.

Abstract

Corn is a food ingredient that contains carotenoids that are very potential in preventing cancer,
adding endurance, as antivirals, fungi, and parasites, carotenoids are also good for vision,
growth and reproduction. The highest carotenoid compound in corn is lutein which has potential
as an immunomodulator. Honey is also immunomodulatory by triggering macrophages to
produce cytokines involved in Killing bacteria and tissue repair. The combination of corn and
honey in one drink will produce a health supplement preparation that contains antioxidants and
immunomodulators that are good for health. The goal of this study was to get the best formula
of instant granules physically. Instant granules are made from corn kernels that have been dried
with a combination of honey which is processed by dry granulation with variations of corn
kernels FI & FIV (15%), FIl & FV (25%), FIll & FVI (35%), and FI & FIV honey (35%), FIl &
FV (25%), FIll & FVI (15%). Instant granules are conducted physical test evaluations including
organoleptic tests, flow time, angle of repose, compressibility index, time of granules to dissolve,
particle distribution, pH, viscosity of reconstituted and RDA test. The results showed that the
granule flow time, angle of repose, compressibility index, time of granules to dissolve, granules
particle distribution and viscosity of reconstituted overall physical testing showed no noticeable
differences, except against the most preferred taste parameters FVI. So the best formulation has
obtained is FVI and shows the result of the RDA test with total energy of 350 kcal/100 grams.
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PENDAHULUAN

Berbagai penyakit semakin berkembang
di dunia, penyakit tidak menular menjadi
penyebab kematian pertama, 68% penyebab
kematian di dunia bersumber dari penyakit
tidak menular.! Selain penyakit tidak
menular, masalah kesehatan terkini adalah
adanya  wabah COVID-19 yang
diumumkan oleh WHO sebagai pandemi.
Lebih dari 105 negara, 114.253 kasus, dan
berkisar 4000 kasus kematian karena
pandemi ini.? Di Indonesia, 63% kematian
berasal dari penyakit tidak menular,
sedangkan untuk pandemi COVID-19
Pemerintah telah membuat level status
darurat tercatat dari tanggal 29 Februari
2020.% Data per 25 Oktober 2020 tercatat
sebanyak 385.980 kasus terkonfirmasi
dengan 13.205 pasien meninggal.*

Menanggapi keadaan tersebut, maka
masyarakat perlu menjaga kesehatan, salah
satu diantaranya  adalah dengan
mengonsumsi sediaan yang mengandung
antioksidan dan imunomodulator.
Antioksidan terdapat dalam jagung,
sedangkan imunomodulator terdapat dalam
madu. Jagung mengandung karotenoid
yang sangat berpotensi dalam mencegah
kanker, menambah daya tahan tubuh,
sebagai antivirus, jamur, dan parasit,
karotenoid juga baik untuk penglihatan,
pertumbuhan  dan  reproduksi.  Jenis
karotenoid yang penting bagi manusia yaitu
a- dan B-karoten. B-karoten merupakan
provitamin A atau retinol yang dapat diubah
menjadi vitamin A oleh tubuh. Vitamin A
merupakan zat gizi esensial yang membantu
pertumbuhan dan pembentukan jaringan
tubuh, pembentukan tulang dan gigi, daya
tahan tubuh dan membentuk jaringan mata.
a-karoten juga merupakan karotenoid
provitamin A yang berpotensi sebagai
antioksidan, mengurangi risiko kerusakan
hati, paru-paru dan kulit. Jagung memiliki
kadar karotenoid 1,433 mg/g dengan fraksi
n-heksan.® Senyawa karotenoid di dalam
jagung yang paling tinggi adalah lutein.
Lutein diketahui memiliki potensi sebagai
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imunomodulator yang bersifat
imunostimulan yang dapat meningkatkan
fungsi sitem imun.®

Madu memiliki unsur dengan sifat
bakterisidal dan bakteriostatik. Madu juga
bersifat imunomodulator dengan cara
menstimulan makrofag untuk
menghasilkan  sitokin ~ yang  bekerja
mematikan bakteri dan membangun ulang
jaringan. Madu memiliki daya hambat
terhadap bakteri.” Pemberian madu hutan
pada hewan uji (tikus jantan galur Wistar)
dapat mempengaruhi poliferasi limfosit
pada hewan uji, berupa peningkatan
poliferasi limfosit yang signifikan (p>0,05)
dibanding kontrol negatif .2

Nutraseutikal secara umum diketahui
sebagai pangan fungsional, medical foods,
functional  food, pharmafoods dan
nutritional supplement, yang diartikan
sebagai bahan alam dalam keadaan murni
atau pekat, atau juga senyawa kimia
bioaktif yang memiliki efek meningkatkan

kesehatan, mencegah penyakit atau
menyembuhkan penyakit. Health
supplement atau suplemen kesehatan

merupakan produk untuk melengkapi zat
gizi pangan yang terdapat satu atau dua
lebih subjek seperti vitamin, mineral, asam
amino atau unsur lain yang bersumber dari
tumbuhan atau non tumbuhan yang
memiliki nilai gizi atau efek fisiologis
dalam angka yang terkonsentrasi atau
terpusat. Suplemen bisa berbentuk dalam
sediaan pil, tablet, serbuk, granul, setengah
padat dan cairan yang tidak diperuntukkan
untuk bahan pangan.®

Kepraktisan dan kemudahan dalam
penggunaan merupakan kelebihan sediaan
granul  dibandingkan bentuk sediaan
suplemen lainnya. Bentuk fisik dan kimia
granul biasanya lebih stabil daripada
serbuk. Granul biasanya lebih tahan
terhadap pengaruh udara. Selama proses
granulasi lebih mudah dibasahi oleh pelarut
daripada beberapa macam serbuk yang
cenderung akan mengembang di atas
permukaan pelarut, sehingga granula lebih
disukai untuk digunakan sebagai larutan.®
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Penambahan rempah ke dalam
formulasi minuman untuk menambah nilai
rasa sensori yang lebih tinggi. Bentuk
penyajian produk granul nutraseutikal
dengan cara diseduh merupakan suatu
pilihan alternatif untuk mendapatkan
khasiat dari sari biji jagung. Serta dengan
penambahan madu sebagai alternatif
pemanis, bahan pengawet dan
imunomodulator.

METODE

Penelitian ini menggunakan penelitian
eksperimental. Tahapan pertama yaitu
membuat formulasi sediaan granul instan
kombinasi biji jagung (Zea mays L.) dan
madu dalam 2 variasi rasa, kemudian
dilakukan evaluasi fisik sediaan. Penelitian
dilaksanakan pada bulan Maret — Agustus.

Bahan

Bahan—bahan yang digunakan antara
lain: biji jagung ( Zea mays L.), madu,
Maltodekstrine, CMC-Na, PVP-K30,
essence vanilla, Sodium Starch Glicolat

Alat

Peralatan yang digunakan dalam
penelitian yaitu pisau stainless steel, panci
email, pengukus alumunium, kompor gas,
blender, saringan alumunium dan Kkain
saring halus, alumunium foil, mortir,
stamfer, kertas perkamen, gelas ukur
(pyrex), beaker glass 100ml (Iwaki) 500ml
(lwaki) 1000ml (lwaki), flow tester,
Brookfield (DVE Viscometer), pH meter,
timbangan digital (FSR-A220), Sheive
shaker (MAS 208 S), batang penagduk,
sudip, spatula stainless steel, kaca arloji,
mesin spray dryer, saringan mess 16, 18,
60, 80, 100, 120 (B-ONE).

Tabel 1. Formulasi granul instan fungsional kombinasi biji jagung (Zea mays L.) dan madu

Bahan Formulasi (b/b %0) Fungsi
FI  FII FI FIV FV FVI
Serbuk Biji Jagung 15 25 35 15 25 35 Zat Aktif
Serbuk Madu 35 25 15 5 25 15 Zat Aktif
Maltodekstrine 35 35 35 35 35 35 Pengisi
CMC-Na 1 1 1 1 1 1 Pengental
PVP-K30 5 5 5 5 5 5 Pengikat
Essence Original 0 0 0 - - - Flavouring Agent
Essence Vanilla - - - 5 5 5 Flavouring Agent
Sodium Starch Glicolat 4 4 4 4 4 4 Disintegrant

Prosedur Kerja
Pembuatan sari biji jagung (Zea mays L.)

Sari jagung manis dibuat dengan
langkah—langkah sebagai berikut : jagung
manis segar yang diperoleh dari petani
dipisahkan klobotnya dan dicuci sampai
bersih. Kemudian dikukus selama +15
menit. Biji jagung manis hasil pengukusan
dipisahkan dari tongkolnya dengan cara
disisir dengan pisau stainless steel.
Penyisiran biji jagung dilakukan setelah
pengukusan untuk semaksimal mungkin

manis encer kemudian disaring dengan
saringan aluminium dan dilanjutkan dengan
kain saring halus. Sari jagung manis yang

mendapatkan sari jagung. Apabila biji
jagung manis mentah disisir terlebih dahulu
sebelum dikukus maka sari jagung yang
diperoleh relatif sedikit, karena sebagian
sari jagung keluar dari biji dan menetes

sehingga  hilang  saat  pengukusan
berlangsung.

Biji ~ jagung  manis  kemudian
dihancurkan  dengan  blender  pada

kecepatan maksimal (skala 3) selama + 5
menit dengan ditambah air matang menurut
perbandingan air dan biji jagung 1:1 (v/b)
agar menghasilkan bubur jagung manis
encer. Bubur jagung

diperoleh di pasteurisasi dalam panci email
pada suhu * 80°C selama +15 detik. 1°
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Pembuatan serbuk sari biji jagung

Maltodekstrin 4kg ditambahkan dengan
sari jagung 23,68kg di dalam automatic
mixing control 1 dengan suhu £60°C.
Penambahan jumlah binder didasarkan atas
percobaan trial PT. Fits Mandiri Bogor.
Setelah itu campuran tersebut diproses ke
dalam automatic mixing control 2 untuk
menyalurkan suspensi sari jagung manis
untuk dikeringkan dengan alat PLC spray
dryer pada suhu inlet 160°C dan suhu outlet
60°C dengan Nozzle Flow 300Hz dan
kecepatan aliran masa (feed pump) 25Hz
(Metode PT.Fits Mandiri Bogor).

Pembuatan
fungsional

sediaan granul instan

Sampel penelitian berupa serbuk sari
biji jagung dengan konsentrasi FI & FIV
(15%), FIl & FV (25%), Flll & FVI (35%)
dan serbuk madu dengan konsentrasi FI &
FIV (35%), FIl & FV (25%), FIll & FVI
(15%) yang diformulasikan dengan bahan-
bahan yang terdiri dari maltodekstrin,
CMC-Na, PVP-K30, wvanilla essence,
Sodium Starch Glicolat sesuai formulasi.
Masing-masing serbuk simplisia dan bahan
tambahan lainnya ditimbang sesuai dengan
formulasi yang telah ditentukan. Kemudian,
dicampur sampai homogen. Setelah itu
diayak dengan ayakan mesh 16.
Dikeringkan dalam oven (40°C). Selama
proses pengeringan serbuk dibolak—
balikkan. Setelah mencapai kepadatan yang
tepat campuran serbuk dikeluarkan, dibuat
granul dengan ayakan mesh 18. Granul
dikeringkan dalam oven suhu 40°C.!

Evaluasi fisik sediaan granul

Organoleptis

Evaluasi organoptis dilakukan dengan
pengamatan secara visual terhadap sediaan
granul instan yang didapatkan melalui
bentuk, warna, rasa dan bau sediaan granul
instan fungsional.?
Waktu alir

Sifat alir granul dapat ditentukan
melalui tes kecepatan alir dengan

112

menggunakan alat flow tester, pengujian
aliran granul dengan cara menimbang 100g
granul ke dalam alat tester hingga granul
melewati corong. Kemudian dihitung
waktunya dan dilakukan perhitungan
sebanyak 1 kali. Selain itu dilakukan
pencatatan tinggi timbunan atau tumpukan
granul yang telah melewati corong dengan
mengukur diameter alas kerucut timbunan
berat cetak.® Penghitungan daya aliran
granul dilakukan menggunakan rumus:

M
F=7

Keterangan :

F = Daya Aliran (gram/detik)

M = Massa (gram)

T = Waktu (detik)

Evaluasi sudut diam diukur dengan
menggunakan rumus sebagai berikut :
a=tan* h/r

Keterangan :

o = sudut istirahat (°)
h = tinggi timbunan (cm)
r = jari-jari timbunan (cm)

Indeks Kompresibilitas

Penentuan  Indeks  Kompresibilitas
dimodifikasi dengan perlakuan sejumlah 25
gram sampel (M) dimasukkan ke dalam
gelas ukur berukuran 50 mL, kemudian
diukur volume (V bulk) dari sampel
tersebut. Gelas yang sudah terisi oleh
sampel di ketuk sebanyak 500 kali, untuk
menentukan hasil volume mampat (v
mampat). Nilai indeks kompresibilitas
dihitung menggunakan rumus sebagai
berikut:*

Bj mampat =

V mampat

M
V bulk

Bj bulk =

Indeks Kompresibilitas (%)
_ Bj Mampat — Bj Bulk X 100%
- Bj Mampat
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Waktu larut

Uji waktu larut dimodifikasi dengan
menimbang sebanyak 12 gram granul.
Selanjutnya granul dilarutkan ke dalam 100
mL air. Kemudian dihitung kecepatan
melarutnya dengan stopwatch. Syarat
waktu larut granul kurang dari 5 menit. Air
yang digunakan berupa air dingin dengan
pengadukan secara terus menerus saat
granul dilarutkan.3

Uji distribusi partikel

Pengukuran distribusi ukuran partikel
granul dimodifikasi dilakukan dengan
menggunakan ayakan mesh 60, 80, 100,
120. Sejumlah 100 gram granul digetarkan
dengan alat sieve shaker dengan waktu 10
menit. Bobot granul yang tertinggal di
masing—masing pengayak ditimbang untuk
menentukan distribusi ukuran partikel
granul.t?
Uji pH

Penentuan pH dimodifikasi dengan
melarutkan 12 gram granul dalam 100 mL
air. Selanjutnya, pH diukur pada suhu ruang
dengan menggunakan digital pH-meter
yang telah dikalibrasi.*

Viskositas Rekonsitusi

Uji viskositas dimodifikasi sesuai alat
dengan granul 48 gram yang telah dicampur
dengan air (besaran sampel 400mL) lalu
diamati dengan  menggunakan alat
Viskometer Brookfield.!?

Uji angka kecukupan gizi (AKG)

Uji AKG dilakukan di PT. Vicma Lab
Indonesia dengan menganalisa hasil
proksimat sediaan granul instan yang paling
baik dan paling diminati dengan
menggunakan metode SNI 01-2891-1992.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil dari evaluasi sifat fisik granul
(Tabel 2) dimana sifat alir granul adalah
skala kritis untuk mencari kesamaan
kandungan sediaan dan digunakan untuk
menentukan kemampuan granul
Hasil evaluasi indeks kompresibilitas
granul termasuk kategori bahan yang
alirannya sangat buruk dan. kemungkinan

dimasukkan ke dalam kemasan.? Waktu
alir dipengaruhi oleh bentuk, ukuran,
porositas, densitas dan gaya gesek antar
partikel granul. Sifat alir yang baik akan
memudahkan granul memasuki ruang
cetakan sehingga keseragaman bobot dapat
terjaga baik.'® Granul dikatakan memiliki
sifat alir yang bebas mengalir jika
kecepatan alirnya >10g/detik, 4-10 mudah
mengalir, 1,4-4 Kkohesif, <1,4 sangat
kohesif.'® Hasil evaluasi karakteristik
waktu alir dan sudut diam pada masing-
masing formula menunjukkan bahwa FI
(33g/detik, 19,39°), FII (20g/detik, 23,62°),
FIIl (25g/detik, 24,98°), FIV (33g/detik,
20,55°%), FV (33g/detik, 20,55°%) dan FVI
(20g/detik, 14,03°) termasuk kategori bebas
mengalir.*®

Hasil evaluasi sudut diam keenam
formula granul memberikan hasil granul
yang memiliki sifat aliran yang sangat
baik.'8 Sifat alir yang baik di artikan sebagai
kemampuan partikel agar tidak mengalami
konsolidasi atau pengumpulan dan dapat
mengalir dengan di bantu oleh gaya
gravitasi. Kenaikan sifat alir granul di
tentukan banyak faktor seperti ukuran
partikel, bentuk partikel, morfologi
permukaan partikel dan gaya yang berubah
pada permukaan.’> Adapun Kkategori sifat
aliran dan keterikatan dengan sudut diam
yaitu sifat aliran yang sangat baik (<25°),
baik (25-30°), cukup (30-40°), sangat buruk
(>400).16

Uji indikator pemampatan adalah proses
pengukuran kekuatan “jembatan” serbuk
(power bridge strength) dan kestabilan.
Nilai indikator pemampatan yang memiliki
hasil rendah dari bahan dapat diartikan
sebagai sifat aliran yang lebih baik
dibandingkan nilai indikator pemapatan
yang tinggi. Nilai indeks kompresibilitas
kurang dari 10% menunjukkan aliran yang
sangat baik, sedangkan apabila lebih dari
38% menunjukkan aliran yang sangat
buruk.:

Penyebab dari nilai indeks
kompresibilitas yang menunjukkan aliran
yang sangat buruk karena granul yang
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dihasilkan terlalu halus dengan ukuran
125pm.

Hasil evaluasi uji waktu larut (Tabel 2)
menunjukkan waktu larut 1-5 menit
sehingga menunjukkan syarat waktu
melarut. Syarat waktu melarut yang baik
adalah kurang dari 5 menit.*® Hal tersebut
kemungkinan karena bahan yang digunakan
memiliki karakteristik mudah larut dalam
air.

Hasil evaluasi distribusi ukuran partikel
menunjukkan bahwa proporsi partikel
dengan rasio terbesar terdapat pada ayakan
nomor 120, sehingga dapat diartikan granul
memiliki ukuran partikel 125pum dan
termasuk kategori serbuk sangat halus. Hal
tersebut dapat disebabkan karena bahan
baku yang digunakan sudah berukuran
halus. Ukuran granul yang dihasilkan pada
proses granulasi perlu adanya peningkatan
dan keseragaman. Agar tercapai tujuan
tersebut maka pengikat PVP-K30 pada
formulasi granul dengan metode granulasi
kering perlu untuk ditingkatkan jumlahnya
atau dikombinasi dengan pengikat lain
untuk mendapatkan ukuran partikel yang
lebih baik.*2

Uji pH perlu dilakukan karena jika
larutan granul yang terbentuk terlalu asam
dapat mengiritasi lambung, sedangkan jika
terlalu basa menimbulkan rasa pahit dan
tidak enak. Berdasarkan derajat keasaman,
bahan pangan dapat digolongkan ke dalam
tiga kelompok, yaitu (1) bahan pangan
berasam rendah dengan kisaran pH 5,3-4,5;
(2) bahan pangan berasam dengan kisaran
pH 4,5—3,7 dan (3) bahan pangan berasam
tinggi dengan nilai pH di bawah 3,7.1* Hasil
uji pH pada masing—masing formula granul
instan termasuk ke dalam kategori berasam
rendah sehingga sediaan granul tersebut
aman untuk dikonsumsi.!* Sebagian besar
produk makanan dan minuman memiliki
sifat alir non-newtonian.!> Kekentalan
produk minuman maksimal adalah 31,6
poise. Adanya peningkatan viskositas pada
produk minuman pada umumnya tidak
disukai konsumen.
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Uji  viskositas  bertujuan  untuk
mengetahui  kekentalan suatu sediaan.’
Hasil ~ uji  viskositas  terekonstitusi
menggunakan spindle 61 menunjukkan 50—
100 rpm hasil cP FI (65,64-58,20); FlI
(45,12-39,72); FIII (38,76-34,32) FIV
(44,28-29,70), FV (47,28-38,34), FVI
(51,84-42,48). Spindle 62 menunjukkan
pada 50-100 rpm hasil cP FI (42,00-38,91),
FIl (51,00-48,90), FIlI (51,00-48,00), FIV
(45,00-37,80), FV (51,60-49,50), FVI
(51,60-49,50). Hal tersebut kemungkinan
dari jumlah PVP-K30 yang digunakan
terlalu besar.

Hasil uji AKG dengan menggunakan
metode SNI 01-2891-1992 di PT. Vicma
Lab Indonesia menunjukkan hasil data
proksimat (Tabel 3 & Tabel 4).

(b)

Gambar 1. Hasil formulasi granul instan
fungsional sebelum dioven (a) dan sesudah
dioven (b)
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Tabel 2. Hasil evaluasi fisik granul instan fungsional kombinasi biji jagung
(Zea mays L.) dan madu

Parameter Hasil Persyaratan
Formula 1 Formula 2 Formula 3 Formula 4 Formula5 Formula6 (Referensi)
Organoleptis warna putih,  warna agak warna warna putih,  warnaagak  warna agak
bentuk kuning, kuning, bentuk kuning, kuning,
granul, bauk bentuk bentuk granul, bau bentuk bentuk
khas granul, bauk  granul, bauk vanilla, rasa  granul, bau  granul, bau
jangung, rasa  khas jagung, khas jagung vanilla vanilla, rasa  vanilla dan
sangat rasa hambar ~ manis, rasa vanilla rasa vanilla
hambar manis
Waktu Alir 33 g/detik 20 g/detik 25 g/detik 33 g/detik 33 g/detik 20 g/detik > 10 g/detik
Sudut Diam 19,39° 23,62° 24,98° 20,55° 20,55° 14,03° <25°
Kompresibilitas 41,10% 36,70% 38,20% 39,00% 39,00% 39,00% <10%
Waktu Larut 1 menit 3 menit 5 menit 4 menit 3 menit 5 menit <5 menit
pH 5,83 5,64 5,32 5,48 5,36 5,26 3,7-53
Viskositas 65,64-58,20  45,12-39,72  38,76-34,32  44,28-29,70  47,28-38,34 51,84-42,48
Terekonstitusi 42,00-3891  51,00-48,90 51,00-48,00 45,00-37,80 51,60-49,50 51,60-49,50
Tabel 3. Laporan hasil pengujian uji AKG
Jenis Analisis Satuan Hasil Analisis Metode
Proksimat
Air % 13.96 SNI 01-2891-1992
Abu % 1.24
Protein % 8.73
Lemak % 1.37
Karbohidrat % 74.70

Tabel 4. Hasil analisis uji AKG

INFORMASI NILAI GIZI
Ukuran porsi : 100 gram (g)

Energi Total 350 kkal
Energi dari Lemak 10 kkal

Per Porsi %AKG*
Lemak Total 19 2 %
Protein 9 ¢ 15%
Karbohidrat Total 759 23 %

* % AKG berdasarkan kebutuhan energi 2159 kkal.

Kebutuhan energi anda mungkin lebih tinggi atau lebih rendah.
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KESIMPULAN

Formulasi  sediaan granul instan
fungsional yang mengandung serbuk sari
biji jagung dan madu dibuat 2 varian rasa
yaitu original dan vanila yang paling baik
berdasarkan uji organoleptis menunjukkan
bahwa formula berpengaruh nyata terhadap
bau dan rasa dan tidak ada perbedaan yang
nyata pada evaluasi fisik granul yang
meliputi uji waktu alir, uji sudut diam, uji
indeks kompresibilitas, uji waktu larut, uji
distribusi partikel, uji pH dan uji viskositas
terekonstitusi. Bau dan rasa granul instan
yang disukai adalah Formula VI. Formula
VI dengan formula terbaik dimana memiliki
kombinasi jagung dan madu dalam satu
minuman granul sediaan nutraseutikal
suplemen kesehatan yang menunjukkan
hasil uji AKG sebesar 350 kkal/gram.
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Abstrak

Atrofi vagina merupakan salah satu masalah kesehatan masyarakat yang paling banyak
dikeluhkan oleh wanita pascamenopause. Pada kondisi ini jumlah lapisan dan indeks maturasi
sel epitel vagina akan berkurang, serta terjadi peningkatan pH vagina. Penurunan tingkat
keasaman vagina menyebabkan wanita menopause lebih rentan terhadap infeksi vaginal,
karena pH asam sangat penting untuk melindungi vagina dari patogen. Pemberian fitoestrogen
terbukti efektif untuk memperbaiki struktur histologi vagina dan mengurangi keluhan
urogenital termasuk mampu memperbaiki pH. Ubi jalar ungu (lpomea batatas L.) banyak
dibudidayakan di Bali, memiliki kandungan antosianin cukup tinggi, dan sudah diketahui
memiliki aktivitas fitoestrogen. Pada penelitian ini akan dievaluasi pengaruh pemberian ekstrak
etanol ubi jalar ungu terhadap pH vagina hewan model menopause. Penelitian ini memakai
rancangan randomized pre-test post-test control group design, memakai 36 ekor tikus Wistar
betina yang diovariektomi bilateral sebagai hewan model menopause. Hewan model secara
random dibagi menjadi kelompok kontrol (TO) yang diberikan saline dan kelompok perlakuan
(T1) yang diberi ekstrak etanol ubi jalar ungu 400 mg/hari selama 30 hari. Tingkat keasaman
(pH) vagina diukur sebelum perlakuan, tiap minggu selama perlakuan dan setelah perlakuan.
Hasil penelitian menunjukkan bahwa pada kelompok TO terjadi peningkatan pH Vagina mulai
minggu ke-2, minggu ke-3 dan pada akhir penelitian (P<0.05) dibandingkan dengan kelompok
T1. Disimpulkan bahwa ekstrak etanol ubi jalar ungu efektif mencegah peningkatan pH vagina
setelah ovariektomi bilateral pada tikus Wistar.

Abstract

Vaginal atrophy is one of the most common health problems in postmenopausal women. The
disease is characterized by decreasing layers and maturation index of the vaginal epithelium
and an increase in vaginal pH. A decrease in vaginal acidity will increase the susceptibility to
infections since acidic pH protects the vagina from pathogens infection. The previous study has
proven that phytoestrogens were effective to improve the microstructures of the vaginal, reduce
urogenital complaints, and improve vaginal pH. The purple sweet potato (Ipomea batatas L.)
which is cultivated in Bali was recognized for its high anthocyanin content and was reported to
have phytoestrogen activity. The aim of the present study is to evaluate the effect of purple
sweet potato on vaginal pH in an animal model of menopause. The randomized pre-test post-
test control group design study was conducted using 36 bilateral ovariectomized female Wistar
rats as an animal model of menopause. The animals were divided randomly into a control
group (TO) which was given saline and a treatment group (T1) given an ethanolic extract of
purple sweet potato 400 mg/day for 30 days. Vaginal pH was measured before treatment, every
week during treatment, and after treatment. The result of the study showed that there was an
increase in vaginal pH of the TO on the 2nd and 3rd week, and after treatment (P<0.05),
compared to T1. In conclusion, the ethanol extract of purple sweet potato was effective to
prevent an increase vaginal pH following ovariectomy in wistar rats.
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PENDAHULUAN

Struktur dan fungsi organ genital
wanita selama usia reproduksi dijaga oleh
kadar hormon estrogen yang memadai.
Pada kondisi kadar hormon estrogen yang
normal, mukosa vagina dilapisi oleh epitel
yang cukup tebal dengan jenis epitel
berlapis pipih tanpa keratin. Sel-sel epitel
memiliki kandungan glikogen yang secara
teratur dilepaskan kepermukaan mukosa.
Glikogen akan dimetabolisme oleh
mikroba golongan lactobacillus yang
hidup secara komensal di mukosa vagina
dengan menghasilkan produk asam laktat.
Asam laktat yang terakumulasi di mukosa
menyebabkan pH vagina relatif sangat
asam, pH asam ini sangat penting
perannya dalam melindungi vagina dari
infeksi oleh bakteri patogen.*

Wanita secara alamiah akan mengalami
menopause pada rentang usia 45 hingga 55
tahun.  Seorang wanita  dinyatakan
mengalami  menopause  jika  tidak
mengalami menstruasi secara alami
minimal selama satu tahun.? Pada kondisi
menopause terjadi penurunan kadar
estrogen sistemik, yang akan
mengakibatkan munculnya beberapa gejala
klinis menopause.® Salah satu gejala yang
paling sering terjadi adalah atrofi vagina,
yang dialami oleh lebih dari 50 persen
wanita pascamenopause.*

Atrofi vagina pada masa menopause
ditandai oleh beberapa perubahan pada
organ vagina, antara lain: penyusutan
dinding vagina, berkurangnya sabut
elastik, penurunan vaskularisasi,
penurunan lubrikasi, penurunan tebal
epitel dan penurunan rasio antara sel
superfisial dan sel basal yang disebabkan
oleh penurunan proliferasi sel. Perubahan
tersebut mengakibatkan mukosa vagina
rentan  mengalami  kerusakan  atau
perdarahan  saat  aktivitas  seksual.
Penipisan sel epitel mengakibatkan
berkurangnya pelepasan glikogen oleh
epitel, sehingga aktivitas lactobacillus
menurun, yang kemudian menyebabkan
pH menjadi lebih alkali. Peningkatan pH
pada mukosa vagina menyebabkan wanita

119

menopause rentan mengalami infeksi yang
disebabkan oleh patogen urogenital dan
fekal.1>® Selain kerentanan untuk infeksi
di vagina, atrofi vagina menyebabkan
beberapa gejala yang sangat mengganggu,
seperti: iritasi pada area vulva, rasa sakit
saat kencing, rasa kering, rasa panas dan
bisa meyebabkan rasa nyeri ketika
melakukan aktivitas seksual.” Semua
keluhan tersebut bisa menyebabkan
perasaan khawatir ketika akan melakukan
aktivitas seksual, yang kemudian bisa
menyebabkan penurunan gairah seksual
dan penurunan kualitas hidup.®
Penanganan gejala atrofi vagina
dengan estrogen memberikan hasil yang
baik termasuk dalam mengembalikan pH
vagina ke pH normal,” tetapi saat ini
senyawa fitoestrogen juga banyak diteliti
sebagai alternatif pengganti estrogen.’
Salah satu golongan fitoestrogen yang

banyak dipelajari adalah  golongan
flavonoid. Flavonoid sudah banyak
dibuktikan aktivitasnya sebagai

fitoestrogen, senyawa ini memiliki struktur
molekul mirip dengan estrogen, sehingga
bisa menempel pada reseptor estrogen dan
mampu menginduksi ekspresi estrogen-
responsive genes dan memicu proliferasi
sel.l®  Penelitian pada hewan model
menopause dan wanita menopause telah
membuktikan  efektivitas  fitoestrogen
untuk penanganan gejala atrofi vagina.
Pemberian ekstrak Pueraria mirifica pada
monyet menopause mampu meningkatkan
proporsi sel superfisial, dan menurunkan
pH  vagina!’  Pemberian  ekstrak
Foeniculum  vulgare pada  wanita
menopause mampu meningkatkan proporsi
sel superfisial terhadap sel basal dan
parabasal, serta menurunkan pH vagina
secara signifikan.'?

Antosianin adalah salah satu sub-grup
utama flavanoid, yang biasanya ditemukan
pada tanaman yang memiliki warna merah,
biru, dan ungu.'® Sebagaimana flavonoid
lainnya seperti ekstrak blackcurrant * dan
anggur *°, antosianin juga menunjukkan
aktivitas sebagai fitoestrogen. Antosianin
memiliki struktur mirip dengan estrogen



Ekstrak Etanol Ubi Jalar Ungu untuk Mencegah Peningkatan pH Vagina .... (I Wayan Sugiritama, dkk)

endogen, sehingga bisa menempel pada
kedua jenis reseptor estrogen dan bisa
memicu proliferasi sel.'®

Ubi jalar ungu (Ipomea batatas L.)
yang secara luas dibudidayakan di
Indonesia, termasuk di provinsi Bali telah
diketahui memiliki kandungan antosianin
yang tinggi.l” Karena  kandungan
antosianinnya, ubi jalar ungu terindikasi
memiliki aktivitas fitoestrogen. Hasil
penelitian sebelumnya menemukan bahwa
ubi jalar ungu mampu memperbaiki
ketebalan dan indeks maturasi sel epitel
vagina ® dan mencegah perlemakan organ
hati *® pada hewan model menopause.
Pada penelitian ini aktivitas fitoestrogen
ekstrak etanol ubi jalar ungu dievaluasi
dengan mengukur perubahan pH vagina
pada hewan model menopause.

METODE

Penelitian ini memakai disain pretest-
posttest control group design dan
merupakan penelitian ~ jenis  true
experimental. Protokol penelitian ini telah
disetujui oleh Komisi Etik Fakultas
Kedokteran Universitas Udayana nomor
2124/UN14.2.2.VI1.14/LP/2018.
Pemeliharaan hewan coba, perlakuan dan
pengukuran pH dilakukan di Laboratorium
Histologi Fakultas Kedokteran Universitas
Udayana, Bali.

Alat dan bahan

Alat yang dipakai pada penelitian ini
adalah kandang hewan coba, timbangan
digital (Otsuka Series OSK 6000), set alat
bedah minor, blender (Philips ME HR-
2958), kain filter, rotary evaporator
(Biobase RE-301), batang pengaduk,
wadah bertutup, kapas, spuit 1 cc, warna
standar pH, pH indikator (Merck). Bahan
yang digunakan adalah umbi ubi jalar
ungu kultivar Bali (Ipomea batatas L.)
yang diperoleh dari petani di Kabupaten
Tabanan Bali, tikus putih betina strain
Wistar (Rattus norvegicus) yang didapat
dari Unit Pemeliharaan Hewan Coba
Laboratorium Biomedis Terpadu Fakultas
Kedoteran Universitas Udayana, etanol 70

persen, pakan hewan coba, saline, air
suling, dan gentamisin injeksi (Indofarma).

Prosedur kerja
Pembuatan ekstrak etanol ubi jalar ungu
Pembuatan ekstrak etanol umbi ubi
jalar ungu dilakukan melalui prosedur
sebagai berikut : umbi ubi jalar ungu hasil
panen direndam dalam air bersih, kotoran
pada kulit dibersinkan dan kemudian
dikupas. Umbi ubi jalar ungu kemudian
dipotong berbentuk kubus dengan ukuran
2-2,5 cm dan dihaluskan dengan blender.
Setelah menjadi bubur halus kemudian
ditambahkan etanol 70 % dengan jumlah 1
liter untuk setiap 1 kilogram umbi ubi
jalar ungu. Campuran ini didiamkan
selama 1x24 jam dalam wadah tertutup,
kemudian dilakukan penyaringan dengan
memakai tiga lapisan kain filter. Filtrat
kemudian  diuapkan dengan  rotary
evaporator untuk menghilangkan cairan
pelarut dan mendapatkan ekstrak kental
ubi jalar ungu. Saat pemberian perlakuan
ekstrak kental dilarutkan dalam aquades.?°

Penyiapan hewan model menopause
Hewan model menopause yang
digunakan pada penelitian ini sebanyak 36
ekor tikus putih betina strain Wistar
dengan umur antara 10-15 minggu dan
berat badan antara 190-220 gram. Besar
sampel  ditentukan  dengan formula
Frederer dan didapatkan jumlah sampel
minimal adalah 32 ekor. Karena perlakuan
cukup lama (30 hari) maka sampel hasil
perhitungan ditambahkan 4 ekor (10
persen) untuk mengantisipasi adanya
dropout, sehingga didapatkan jumlah
sampel total adalah 36 ekor. Sebelum
dilakukan ovariektomi, hewan coba
diberikan waktu selama 1 minggu untuk
beradaptasi dengan lingkungan
laboratorium. Hewan coba dipelihara
dalam kandang komunal, pada ruangan
yang memiliki suhu ruangan 24°C dan
dengan siklus terang-gelap 12 jam. Selama
pemeliharaan hewan coba diberi makan
pellet standar hewan pengerat dan diberi
akses air minum ad libitum. Hewan coba
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yang dalam keadaan sehat setelah masa
adaptasi kemudian dilakukan ovariektomi
bilateral.

Tindakan ovariektomi bilateral
dilakukan sesuai dengan metode yang
dijelaskan oleh Ingle dan Griffith. Tikus
dianastesi dengan injeksi ketamin dosis 40
mg/kgBB intramuskular. Bulu abdomen
dicukur, dilakukan sterilisasi dengan
savlon-betadine, kemudian ditutup dengan
doek steril. Selanjutnya dilakukan insisi
transabdominal kira-kira diatas uterus
sepanjang 1,5 - 2 cm, lapis demi lapis
sampai menembus dinding peritoneum.
Langkah selanjutnya adalah menemukan
uterus, kemudian dicari kornu uterus,
oviduk, sampai ditemukan posisi ovarium
kiri. Ovarium tampak seperti sekelompok
anggur yang translucen. Oviduk dan
ovarium dibebaskan dari jaringan lemak
dan jaringan ikat sekitarnya, selanjutnya
oviduk bagian distal diligasi kemudian
ovarium dipotong dan diangkat. Prosedur
yang sama dilakukan pada bagian ovarium
kanan. Setelah pengangkatan ovarium,
dilakukan eksplorasi untuk memastikan
tidak ada perdarahan aktif, kemudian luka
insisi di jahit lapis demi lapis.?* Setelah
tindakan ovariektomi bilateral dilakukan,
hewan coba diberi antibiotik gentamisin
injeksi dengan dosis 60-80 mg/KgBB/hari
selama 3 hari untuk mencegah terjadinya
infeksi.  Selanjutnya tikus diberikan
perawatan selama 7 hari untuk pemulihan.
Tikus yang sehat 7 hari pasca pembedahan
selanjutnya dibagi menjadi kelompok TO
dan T1 secara random dengan memakai
perangkat lunak SPSS. Masing-masing
kelompok terdiri dari 18 ekor hewan model
menopause. Hewan model menopause
kelompok T1 merupakan kelompok
perlakuan diberikan ekstrak etanol ubi jalar
ungu 400 mg/hari yang dilarutkan dalam 1
ml akuades. Kelompok TO sebagai
kelompok kontrol diberikan saline 1 mL/
hari. Perlakuan kepada semua hewan coba
dilakukan selama 30 hari.

Pengukuran pH Vagina

Pengukuran tingkat keasaman vagina
(pH) dilakukan sebelum perlakukan (pre-
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test), 1 minggu, 2 minggu, dan 3 minggu
selama perlakuan, dan yang terakhir
setelah perlakuan (post-test). Pengukuran
pH vagina hewan model menopause
memakai pH indicator strip merek Merck.
Sebelum pengukuran pH hewan model
menopause ditempatkan pada tabung untuk
mencegah pergerakan yang berlebih
(imobilisasi), kemudian dilakukan
pembersihan area genital dengan cairan
saline, selanjuntnya pH strip dimasukan
kedalam introitus vagina dan didiamkan
selama 10 detik dan pastikan cairan vagina
meresap ke dalam strip pH. Kemudian
strip pH ditarik dan warna yang muncul
dicocokan dengan warna standar untuk
mengetahui pH dari cairan vagina.?

Analisis Data

Data hasil pengukuran pH vagina
dianalisis dengan menggunakan SPSS
15.0. Data pH merupakan data numerik,
sehingga untuk mengetahui perbedaan
antar kelompok pada masing-masing tahap
pengukuran dipakai uji  Independent
Sample T Test. Untuk mengetahui
perubahan pH sebelum dan sesudah
perlakuan pada masing-masing kelompok
dipakai Paired Sample T Test. Sebelum
dilakukan uji statistik terlebih dahulu
dilaksanakan uji Levene untuk memastikan
bahwa data bersifat homogen. Hasil uiji
statistik dinyatakan signifikan jika hasil
perhitungan mendapatkan nilai p <0,05.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Selama penelitian berlangsung semua
hewan model menopause masih dalam
keadaan sehat, sehingga data pH vagina
yang diukur sebanyak 5 kali terdiri dari
masing-masing 18 data untuk kelompok
TO dan 18 data untuk kelompok T1 (Tabel
1). Pada tabel 1 dapat dilihat bahwa pH
vagina sebelum perlakuan (pre-test)
hampir sama antara kelompok TO dan T1,
yaitu masing-masing 7.72+0.67 dan
7.83+0.71. Pengukuran pH vagina pada
minggu  ke-1  memperlihatkan  ada
peningkatan pada kedua kelompok (7.94
+0.41 untuk TO dan 7.88 + 0.47 untuk T1),
tetapi selisih pH antar kedua kelompok
masih sangat kecil. Hasil pengukuran pH
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Tabel 1. Hasil pengukuran pH vagina pada kelompok TO dan T1

Kelompok TO Kelompok T1 Statistik
Pre-Test 7.72 £0.67 7.83+0.71
Minggu | 7.94 £0.41 7.88 £ 0.47
Minggu Il 8.33 £0.59 7.77+0.73 *
Minggu 111 8.50 £0.51 7.94£0.93 *
Post-Test 8.61 £0.50 8.00£0.76 *

Keterangan : tanda * Uji Independent Sample T Test terdapat perbedaan yang bermakna (p<0.05)

pada minggu ke-2 mulai menunjukkan
perbedaan yang cukup besar antar kedua
kelompok, yaitu 8.33+0.59 pada TO dan
7.77£0.73 pada T1. Pengukuran pH pada
minggu  ke-3  menemukan terjadi
peningkatan pH pada kedua kelompok
(8.50 +0.51 untuk TO dan 7.94 %= 0.93
untuk T1), tetapi selisih antar kelompok
masih sama dengan minggu ke-2. Pada
akhir  penelitian pengukuran pH
menemukan ada banyak peningkatan pada
TO (8.61 +0.50) dan sedikit peningkatan
pada P1 (8.00 = 0.76), yang menyebabkan
selisih pH antar kedua kelompok menjadi
semakin lebar.

Analisis Levene menemukan semua
data pH memiliki p> 0.05 sehingga dapat
disimpulkan bahwa semua data bersifat
homogen. Berdasarkan hasil tersebut untuk
mengetahui perbedaan rerata pH antar
kelompok memakai Independent Samples
T Test. Analisis statistik pH pre-test

mendapatkan p = 0.631, minggu ke-1 p=
0.710, minggu ke-2 p = 0.017, minggu ke-
3 p=0.034, dan pada post-test p=0.000.
Dari hasil analisis tersebut dapat diketahui
bahwa pH vagina pada awal penelitian
tidak ada perbedaan yang bermakna antara
kedua kelompok, pada minggu ke-2 juga
masih sama seperti awal penelitian. Pada
minggu ke-3 mulai ada perbedaan yang
bermakna antara T1 dan TO, perbedaan
yang bermakna terus berlanjut pada
minggu ke-3 dan pada post-test. Pada akhir
penelitian dapat dilihat (Gambar 1) bahwa
kelompok TO memilki rerata pH vagina
lebih tinggi dari T1. Untuk mengetahui
perubahan sebelum dan sesudah perlakuan
dilakukan uji Paired Samples T Test,
hasilnya menunjukkan ada perbedaan
bermakna pH vagina sesudah dan sebelum
perlakuan pada TO (p<0.05), sedangkan
pada kelompok T1 tidak terjadi perbedaan
yang bermakna.
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Gambar 1. Hasil pengukuran pH vagina pada kelompok TO dan T1
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Atrofi vagina adalah keluhan yang
paling umum pada wanita
pascamenopause. Gejalanya meliputi rasa
kering, gatal dan terbakar pada area
genital, selain itu juga ada rasa sakit saat
melakukan aktivitas seksual (dispareunia).
Keadaan ini jika tidak mendapat
penanganan yang tepat bisa menyebabkan
penurunan libido dan gangguan pada
kualitas hidup wanita pascamenopause.®
Hasil penelitian  menyimpulkan bahwa
gejala atrofi vagina disebabkan oleh
penurunan  kadar  estrogen,?®  yang
kemudian  mengakibatkan  perubahan
mikroanatomi vulvovaginal, penurunan
sekresi vagina, dan penurunan produksi
glikogen oleh sel epitel vagina.b Penurunan
pelepasan  glikogen disertai dengan
penurunan populasi laktobasilus dan
penurunan produksi asam laktat, akhirnya
mengakibatkan peningkatan pH vagina.
Peningkatan pH vagina menyebabkan
vagina lebih rentan terhadap infeksi.?®?*
Pemberian  estrogen  pada  wanita
menopause mampu memperbaiki indeks
maturasi epitel vagina, meningkatkan
populasi laktobasilus, dan penurunkan pH
vagina.?® Karena ada kekhawatiran akan
efek samping dari pemakaian hormon,
maka penggunaan obat herbal dan
komplementer mendapat perhatian yang
besar dalam pananganan masalah pada
menopause. Salah satu bahan alternatif
yang banyak dipelajari efektivitasnya
adalah fitoestrogen.?

Fitoestrogen adalah senyawa yang
berasal dari tumbuhan dengan struktur
yang mirip dengan hormon estrogen.
Kesamaan struktural dengan estrogen
memungkinkan fitoestrogen terikat pada
reseptor estrogen dan memiliki efek
estrogenik. Fitoestrogen diketahui
memiliki banyak manfaat dalam mengatasi
berbagai  masalah  kesehatan  pada
menopause misalnya memperbaiki gejala
hot  flushes  dan  osteoporosis.?®
Fitoestrogen juga terbukti bisa
memperbaiki masalah pada organ genital
seperti mengurangi masalah kekeringan
pada vagina,?’ memperbaiki indeks
maturasi epitel vagina dan memperbaiki
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mikrobiota pada vagina.?® Ada banyak
tanaman obat yang sudah terbukti berperan

sebagai  fitoestrogen  seperti  Salvia
officinalis, Melissa officinalis, Valerina
officinalis, Cimicifuga racemosa,

Fenugreek, Nigella sativa, Foeniculum
vulgare, Oenothera biennis, Ginkgo
biloba, Alfalfa, Panax ginseng, Red clover,
dan Glycine soja.?® Pada penelitian ini
dievaluasi aktivitas fitoestrogen dari umbi
ubi jalar ungu yang merupakan salah satu
bahan pangan populer di Indonesia, dengan
mengukur tingkat keasaman (pH) vagina
hewan model menopause.

Hasil penelitian ini  membuktikan
bahwa ekstrak etanol ubi jalar ungu
mampu  mempertahankan pH  atau
mencegah peningkatan pH vagina hewan
model menopause. Hal ini terlihat dari
hasil penelitian yang menemukan bahwa
rerata pH vagina kelompok TO mengalami
peningkatan secara signifikan sedangkan
kelompok T1 relatif stabil, didukung juga
oleh hasil uji Paired Sample T Test yang
menemukan bahwa tidak ada perbedaan
yang bermakna pH vagina pada kelompok
T1 antara post-test dan pre-test, sedangkan
pada kelompok kontrol (TO) ada perbedaan
(peningkatan) yang bermakna. Efek dari
esktrak etanol ubi jalar ungu dalam
mencegah peningkatan pH vagina terjadi
setelah 2 minggu perlakuan, hal ini terlihat
dari hasil analisis Independent Samples T
Test yang menemukan rerata pH antar
kelompok berbeda bermakna mulai
minggu ke-2 sampai akhir penelitian (post-
test). Dari pemaparan di  atas dapat
dikatakan bahwa ekstrak etanol ubi jalar
ungu dosis 400mg/hari memiliki aktivitas
fitoestrogen, karena mampu mencegah
peningkatan pH vagina pada hewan model
menopause. Hasil ini mengkonfirmasi hasil
penelitian sebelumnya yang membuktikan
bahwa esktrak etanol ubi jalar ungu
memiliki  aktivitas fitoestrogen yaitu
mampu memperbaiki tebal epitel dan
tingkat maturasi epitel organ vagina hewan
model menopause.!® Efektivitas
fitoestrogen dalam menjaga pH vagina
pada hewan coba juga ditunjukkan oleh
beberapa hasil penelitian sebelumnya,
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antara lain pemberian ekstrak kacang
tunggak (Vigna unguiculata) pada hewan
model menopause,?® susu kedelai pada
tikus Wistar betina immatur,*® dan ekstrak
air daun kelor (Moringa oleifera Lamk)
pada tikus putih benita yang dipapar
DMPA 3!

Hasil penelitian ini menambah daftar
efek menguntungkan dari ubi jalar ungu
(Ipomoea batatas L.) pada kesehatan. Ubi
jalar ini berwarna ungu disebabkan oleh
kandungan metabolit sekunder antosian
yang tinggi, yang menyebabkan ubi jalar
ungu memiliki potensi besar untuk
dikembangkan sebagai tanaman obat.
Ubi jalar ungu telah diketahui memiliki
berbagai aktivitas, yaitu : (1) sebagai
antioksidan ~ yang  kuat, = mencegah
aterosklerosis dan memperbaiki diabetes,
(2) menurunkan kadar asam urat darah,3*
(3) dan sebagai agen anti-inflamasi dan
menghambat pertumbuhan sel kanker.*

Aktivitas fitoestrogen dari ubi jalar
ungu yang buktikan pada penelitian ini
sangat  mungkin  disebabkan  oleh
kandungan antosianinnya. Hipotesis ini
berdasarkan beberapa hasil penelitian
sebelumnya yang membuktikan aktivitas
fitoestrogen bahan yang kaya dengan
antosianin. Ekstrak Blackcurrant (Ribes
nigrum L.) yang kaya antosianin memiliki
aktivitas fitoestrogen dalam menjaga
kesehatan pembuluh darah tikus yang
diovariektomi,®® 37 memperbaiki profil
lipid dan mengurangi penanda risiko
penyakit  kardiovaskular pada tikus
perimenopause,® dan mengurangi
aktivitas resorpsi tulang pada hewan model
menopause.*

Lama perlakuan terhadap hewan model
menopause pada penelitian ini  belum
optimal, yang ditunjukkan oleh rerata pH
vagina post-test pada kelompok T1 (8.00 +
0.76) masih lebih tinggi dari rerata pH pre-
test (7.83+ 0.71), walaupuan uji Paired
Sample T Test tidak menemukan
perbedaan bermakna antara keduanya.
Tingkat keasaman vagina pre-test pada
kedua kelompok berkisar antara 7.72-7.83,
hasil penelitian sedikit lebih tinggi dari
hasil ~ penelitian  sebelumnya  yang

menemukan bahwa pH vagina pada hewan
golongan pengerat mendekati pH netral
yaitu sekitar 6.8-7.1.3° Hal ini disebabkan
oleh karena pengukuran pH vagina pre-test
pada penelitian ini dilakukan 7 hari setelah
ovariektomi bilateral. Tingkat keasaman
vagina hewan pengerat jika dibandingkan
dengan pH vagina pada manusia sangat
berbeda. Pada wanita usia reproduksi pH
vagina berkisar 4.5-5.5 dan pada masa
menopause akan meningkat menjadi
sekitar 7.0-7.4, sedangkan pada hewan
pengerat pH vagina normal mendekati pH
netral,*° yang disebabkan oleh populasi
lactobacillus pada vagina yang jauh lebih
rendah  dibandingkan pada vagina
manusia.** Karena alasan tersebut maka
hewan pengerat kurang sesuai jika dipakai
untuk penelitian obat atau bahan yang
bekerja pada pH rendah.*! Hasil penelitian
ini masih bisa dinyatakan valid karena
mengukur perubahan pH sebelum dan
setelah perlakuan dan dibandingkan antara
kelompok perlakuan dengan kelompok
kontrol.

KESIMPULAN

Ekstrak etanol ubi jalar ungu dosis 400
mg/hari mampu mencegah peningkatan pH
vagina tikus Wistar setelah ovariektomi
bilateral. Efek fitoestrogen ubi jalar ungu
mulai terlihat setelah dua minggu
perlakuan.
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Abstrak

Pengetahuan mengenai obat tradisional merupakan hal penting bagi terbentuknya aktivitas
seseorang dalam menggunakan obat tradisional. Studi pendahuluan yang dilakukan
menujukkan tingkat pengetahuan masyarakat tentang obat tradisional pada kategori kurang. Hal
ini dapat disebabkan oleh kurangnya keinginan mencari informasi dan kurangnya edukasi dari
tenaga kesehatan. Untuk itu dibutuhkan media edukasi seperti e-booklet. Penelitian ini
bertujuan untuk melihat tingkat pengetahuan masyarakat tentang obat tradisional setelah
diberikan e-booklet. Penelitian ini menggunakan metode pra eksperimen dengan rancangan one
group pretest-posttest design. Populasi penelitian adalah penduduk Kabupaten Karimun yang
pernah menggunakan obat tradisional. Sampel penelitian ini 150 responden yang ditentukan
menggunakan metode purposive sampling. Kriteria inklusi penelitian yaitu responden berusia
minimal 18 tahun, telah menggunakan obat tradisional berlogo dan terdaftar pada BPOM
minimal 3 bulan terakhir, bisa menggunakan smartphone dan bersedia menjadi responden.
Instrumen penelitian yaitu media e-booklet dan kuesioner pengetahuan. Kuesioner pengetahuan
yang digunakan telah dilakukan uji validitas dan reliabilitas (diperoleh 20 pertanyaan valid
dengan nilai r 0,881). Analisis data secara univariat untuk menggambarkan tingkat pengetahuan
serta bivariat dilakukan untuk analisis perubahan skor pengetahuan pretest dan posttest dengan
uji wilcoxon. Hasil yang diperoleh sebelum pemberian e-booklet yaitu pengetahuan baik
sebanyak 6,6%, cukup sebanyak 55,4% dan kurang sebanyak 38% sedangkan setelah diberikan
e-booklet pengetahuan responden dengan kategori baik sebanyak 55,4%, cukup sebanyak 38%
dan kurang sebanyak 6,6%. Analisis bivariat diperoleh p value 0,000. Dapat disimpulkan
bahwa media yang diberikan berpengaruh signifikan terhadap pengetahuan responden.

Abstract

Knowledge of traditional medicine is important for the formation of a person's activity in using
traditional medicine. Preliminary studies conducted show the level of public knowledge about
traditional medicine in the less category. This can be caused by a lack of desire to seek
information and lack of education from health workers. For this reason, educational media
such as e-booklets are needed. This study aims to see the level of public knowledge about
traditional medicine after being given an e-booklet. This study uses a pre-experimental method
with a one group pretest-posttest design. The population of this research is the residents of
Karimun Regency who have used traditional medicine. The sample of this study was 150
respondents who were determined using purposive sampling method. The inclusion criteria for
the study were that the respondent was at least 18 years old, had used traditional medicine with
the logo and was registered with BPOM for at least the last 3 months, could use a smartphone
and was willing to be a respondent. The research instrument is e-booklet media and knowledge
questionnaire. The knowledge questionnaire used has been tested for validity and reliability
(obtained 20 valid questions with an r value of 0.881). Univariate data analysis to describe the
level of knowledge and bivariate analysis was carried out for the analysis of changes in pretest
and posttest knowledge scores using the Wilcoxon test. The results obtained before giving the
e-booklet are good knowledge as much as 6.6%, sufficient as much as 55.4% and less as much
as 38% while after being given the e-booklet the knowledge of respondents with good category
is 55.4%, enough is 38% and less as much as 6.6%. Bivariate analysis obtained p value 0.000.
It can be concluded that the given media has a significant effect on respondents knowledge.
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PENDAHULUAN

Pengobatan tradisional telah banyak
digunakan di dunia dan sekitar 80%
penduduk di beberapa negara
menggunakan  pengobatan  tradisional
sebagai jaminan dan perawatan kesehatan
mereka.! Masyarakat Indonesia telah
menggunakan berbagai macam obat
tradisional baik dari campuran yang dibuat
sendiri maupun sediaan atau ramuan yang
telah terjual di pasaran. Informasi Badan
Pengawas Obat dan Makanan (BPOM),
bahwa obat tradisional yang mendapat izin
edar di Indonesia hingga Juli 2020 tercatat
24 fitofarmaka, 71 produk OHT (Obat
Herbal Terstandar) dan jamu tercatat
11.000 produk.? Berdasarkan informasi
dari RISKESDAS (Riset Kesehatan Dasar)
pada tahun 2018 penduduk Indonesia
melakukan  pengobatan  menggunakan
ramuan jadi obat tradisional yang terjual di
pasaran sebanyak (48%), untuk
pengobatan menggunakan obat tradisional
ramuan sendiri (31,8%) dan memanfaatkan
YANKESTRAD (Pelayanan Kesehatan
Tradisional) sebanyak (31,4%).2

Informasi atau intelektual merupakan
hal yang penting bagi terbentuknya
pengaturan aktivitas seseorang (over
behavior). Sebagaimana ditunjukkan oleh
teori WHO (World Health Organization)
menyatakan bahwa salah satu jenis objek
kesehatan dapat digambarkan dengan
informasi yang diperolen dari wawasan
dan pengalaman sendiri.* Sebagai uji
pendahuluan, peneliti melakukan survey
terhadap 60 masyarakat di Wilayah
Kabupaten Karimun dengan menyebarkan
kuesioner online dan diperoleh hasil
tingkat pengetahuan masyarakat berada
pada kategori kurang. Oleh karena itu,
untuk meningkatkan pengetahuan
masyarakat dibutuhkan media penunjang
atau media edukasi.

Pemanfaatan media disesuaikan dengan
kegunaan dan informasi yang akan
disampaikan. Salah satu jenis media yang
dapat digunakan dalam sistem
pembelajaran adalah media cetak, seperti
booklet. Booklet memiliki manfaat yaitu
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dapat dipelajari kapan saja karena design
menarik, dapat dipelajari secara mandiri,
pesan atau informasi relatif lebih banyak
dan konfigurasi booklet yang menarik akan

membuat  pembaca  tertarik  untuk
memahaminya.® Penelitian lainnya
menunjukkan  bahwa  booklet  dapat

digunakan sebagai salah satu media
pembelajaran karena memuat berbagai
gambar.® Keefektifan booklet sebagai
media penunjang juga telah terbukti dalam
penelitian yang menunjukkan bahwa media
booklet efektif dalam meningkatkan
pengetahuan masyarakat terhadap masalah
kesehatan.’

Negara Indonesia merupakan salah satu
negara dengan perkembangan penggunaan
internet yang cukup pesat. Masyarakat
memiliki kemudahan dalam hal pencarian
informasi mengenai kesehatan.® Asosiasi
dan forum kesehatan di beberapa belahan
dunia telah memaksimalkan penggunaan
media internet dan media sosial sebagai
sarana untuk memberikan pembelajaran
kepada masyarakat mengenai kesehatan.®
Untuk itu, peneliti berupaya
mengembangkan media edukasi obat

tradisional menggunakan e-booklet.
Menurut hasil survei di Kabupaten
Karimun  pasien yang  melakukan

pengobatan sendiri (selftreatment) untuk
penyakit yang diderita dan menggunakan
obat tradisional sebesar 61,58%. Karena
pasien telah banyak yang melakukan
pengobatan mandiri di rumah
(selftreatment) maka dibutuhkan
pemberian informasi dan media pendidikan
kesehatan agar obat tradisional digunakan
secara tepat.°

Penelitian ini dilakukan di Kabupaten
Karimun, dengan pertimbangan
berdasarkan studi pendahuluan yang
dilakukan sebelumnya diketahui mayoritas
masyarakatnya memiliki  pengetahuan
kategori kurang tentang obat tradisional
sehingga diharapkan media edukasi yang
telah dirancang dapat meningkatkan
pengetahuan masyarakat tentang obat
tradisional.
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METODE

Penelitian ini merupakan penelitian pra
eksperimen dengan rancangan desain
penelitian yaitu one group pretest-posttest
design. Sebagai tahap awal responden akan
diberikan kuesioner atau dilakukan pretest
untuk memperoleh data  tingkat
pengetahuan responden sebelum diberikan
intervensi. Intervensi yang diberikan
berupa pemberian e-booklet yang dibuat
oleh peneliti dan diberikan kepada
responden untuk dibaca serta dipahami
oleh responden. Setelah itu, responden
diberikan kembali kuesioner (dilakukan
posttest) untuk memperoleh data tingkat
pengetahuan setelah diberikan e-booklet.

Sampel dalam penelitian ini diambil
menggunakan teknik purposive sampling
yaitu penetapan jumlah sampel
berdasarkan kriteria inklusi dan eksklusi
yang ditetapkan peneliti. Kriteria inklusi
terdiri dari usia minimal 18 tahun,
menggunakan obat tradisional berlogo
(terdaftar BPOM) minimal tiga bulan
terakhir dan bersedia menjadi responden.
Kriteria eksklusi yaitu responden yang
tidak dapat dihubungi kembali saat posttest
dan responden yang tidak mengisi lengkap
kuesioner.  Jumlah  minimal  sampel
dihitung dengan menggunakan rumus
Lame show (Riduwan & Akdon, 2010)
sebagai berikut:

(21—%)2P(1—P)

n= @
- (1,96)4(0,5)(1-0,5
n= ((0,1))2( :
n=  (3,8416)(0,5)(0,5)
(0,01)
n= 96 responden

Berdasarkan perhitungan rumus diatas,
maka minimal sampel yang digunakan
adalah 96 responden namun dalam
penelitian ini terdapat 150 responden yang
memenuhi  Kriteria inklusi  sehingga
dijadikan sebagai sampel penelitian

Kuesioner pengetahuan disusun
merujuk pada informasi yang dikeluarkan
oleh Badan Pengawas Obat dan Makanan
(BPOM) tentang Persyaratan Keamanan

dan Mutu Obat Tradisional tahun 2019 dan
dimodifikasi sesuai kebutuhan dalam
penelitian. Informasi yang harus tercantum
adalah definisi obat tradisional, bentuk
sediaan obat tradisional, jenis-jenis obat
tradisional, penandaan dan penomoran
registrasi obat tradisional yang baik,
kelebihan dan kekurangan obat tradisional
dan juga cara memilih obat tradisional
yang baik. Media edukasi berupa e-booklet
yang dibuat menggunakan aplikasi vector
graphic open source Inkscape dan Canva
yang berjumlah 17 halaman, dan memuat
seluruh informasi yang akan ditanyakan
dalam kuesioner pengetahuan yaitu tentang
definisi obat tradisional, bentuk sediaan
obat  tradisional,  jenis-jenis  obat
tradisional, penandaan dan penomoran
registrasi obat tradisional yang baik,
kelebihan dan kekurangan obat tradisional
dan juga cara memilih obat tradisional
yang baik. Masyarakat dapat mengakses
media e-booklet pada link yang telah
dibagikan oleh peneliti.

Sebelum digunakan sebagai instrumen
penelitian, dilakukan uji validitas dan
reliabilitas terhadap kuesioner terlebih
dahulu. Kuesioner diujikan terhadap 20
responden sehingga pertanyaan dinyatakan
valid apabila nilai r hitung > 0,444.

Analisis data dilakukan terhadap data
demografi responden dan juga data
pengetahuan responden yang diukur saat
pre-test dan post-test. Pemberian skor
menggunakan skala Guttman, yaitu 1
untuk jawaban benar dan 0 untuk jawaban
salah. Penilaian berdasarkan kategori
pertanyaan  seperti  favorable  dan
unfavorable yang dapat dilihat pada Tabel
1.  Perhitungan  persentase  tingkat
pengetahuan responden  menggunakan
rumus sebagai berikut:

Dp = = x 100%

Keterangan:

Dp : Deskriptif persentase
n : Skor Aktual

N : Skor Ideal
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Tabel 1. Kategori Penilaian Skala Guttman

Skor
No.  Jenis Pertanyaan _
Ya Tidak
1. Favorable 1 0
2. Unfavorable 0 1

Selanjutnya persentase yang diperoleh
diinterpretasikan ~ berdasarkan  kriteria
interpretasi skor pada Tabel 2.3

Tabel 2. Kategori Tingkat Pengetahuan

Kategori Peresentase
Pengetahuan Tinggi >75%
Pengetahuan Cukup 60% - 75%
Pengetahuan Rendah <60%

HASIL DAN PEMBAHASAN

Uji Validitas dan Reliabilitas

Uji validitas dilakukan pada 20
responden agar diperoleh nilai pengukuran
mendekati normal. Lembar kuesioner
dinyatakan dapat digunakan dalam
penelitian apabila hasil pengukuran nilai r
hitung lebih besar dibandingkan r tabel.
Nilai r hitung didapatkan dari banyaknya
jumlah sampel untuk validitas dan
reliabilitasnya, dan pengujian yang
menggunakan 20 responden dengan persen
kesalahan 5% maka untuk nilai r tabel
adalah 0,44 (hasil disajikan pada Tabel
3).14

Uji reliabilitas dilakukan untuk melihat
apakah alat ukur dapat dipercaya dan
digunakan dalam suatu penelitian. Uji
reliabilitas dilakukan dengan metode
Alpha Cronbach. Kuesioner dinyatakan
reliabel apabila hasil pengukuran koefisien
Alpha Cronbach memiliki nilai minimal

0,60.1* Berdasarkan hasil pengujian
reliabilitas, variabel pertanyaan pada
kuesioner dinyatakan reliabel Kkarena

memiliki nilai Alpha Cronbach > 0,60
dimana nilai yang diperoleh adalah 0,881.

Pengetahuan Berdasarkan Demografi
Jenis Kelamin

Berdasarkan hasil penelitian (Tabel 4),
dapat dilihat bahwa jenis kelamin laki-laki
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maupun perempuan Sama-sama dalam
kategori  pengetahuan  baik  setelah
pemberian intervensi berupa media e-
booklet. Hal ini sejalan dengan penelitian
lainnya yang juga menyatakan bahwa tidak
terdapat perbedaan secara signifikan antara
kemampuan dalam menyerap informasi
pada laki-laki dan perempuan.’® Selain itu,
hal lain yang menjadi faktor banyaknya
jumlah  responden perempuan dalam
penelitian ini dikarenakan perempuan
lebih  banyak memiliki waktu dalam
menggunakan internet dari pada laki-laki,
dimana  kebanyakan laki-laki  pada
kelurahan tersebut bekerja sehingga waktu
luangnya lebih sedikit. Survey yang
dilakukan oleh Kementerian Informasi dan
Komunikasi Rl pada tahun 2017 yang
menunjukkan hasil bahwa pengguna media
sosial berdasarkan jenis kelamin untuk
perempuan adalah sebesar 86,49%.%°

Usia

Kategori berdasarkan usia responden
diketahui pada usia remaja akhir (18-25
tahun) dan dewasa awal (26-35 tahun)
responden dalam kategori pengetahuan
baik.  Menurut teoritisnya  semakin
bertambah usia akan semakin berkembang
pula daya tangkap dan pola pikir
seseorang, sehingga pengetahuan yang
diperoleh semakin baik. Pada penelitian ini
peneliti memanfaatkan internet dalam
memberikan intervensi kepada responden
sehingga responden pada usia remaja akhir
memiliki peran dalam memanfaatkan
internet, yang dapat dilihat dari
penggunaan internet pada remaja akhir
lebih besar dari pada dewasa awal dan
dewasa akhir dan juga pada usia tersebut
memiliki kemampuan mengingat yang
lebih baik.16-7

Pendidikan Terakhir

Berdasarkan tingkat pendidikan
terakhir  responden, didapatkan hasil
bahwa tingkat pendidikan terakhir
menengah  (SMP-SMA/sederajat)  dan
tinggi (Perguruan Tinggi) dalam kategori
baik setelah pemberian media e-booklet.
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Tabel 3. Hasil Uji Validitas Kuesioner

.... (Ratna Sari Dewi, dkk)

No Pertanyaan r hitung r tabel Ket

1  Apakah obat tradisional adalah obat yang dibuat dari bahan atau 0,576 0,444 Valid
paduan bahan-bahan yang diperoleh dari tanaman, hewan atau
mineral?

2 Apakah obat tradisional merupakan obat campuran antara bahan 0,540 0,444 Valid
kimia dan bahan alami yang digunakan sejak turun temurun?

3 Apakah bentuk sediaan obat tradisional yang beredar dipasaran 0,616 0,444 Valid
dalam bentuk kapsul, sirup, serbuk, simplisia dan tablet?

4 Apakah dipasaran hanya tersedia obat tradisional dalam bentuk 0,576 0,444 Valid
sediaan kapsul?

5  Apakah pengelompokkan obat tradisional di Indonesia adalah 0,616 0,444 Valid
jamu, obat herbal terstandar, dan fitofarmaka?

6  Apakah jamu merupakan obat tradisional Indonesia yang tidak 0,472 0,444 Valid
memerlukan pembuktian ilmiah sampai dengan klinis, tetapi
cukup dengan pembuktian empiris (pengalaman) ?

7 0,532 0,444 Valid
Apakah gambar tersebut merupakan logo obat tradisional jamu?

8  Apakah obat herbal terstandar merupakan obat yang perlu 0,574 0,444 Valid
dilakukan uji pra-klinis (terhadap hewan) mengenai standar
kandungan bahan yang berkhasiat?

9  Apakah tolak angin merupakan contoh sediaan obat tradisional 0,526 0,444 Valid
jamu?

10 0,562 0,444 Valid
Apakah gambar tersebut merupakan logo obat herbal
terstandar?

11 Apakah stimuno merupakan obat herbal terstandar? 0,562 0,444 Valid

12 Apakah diapet merupakan obat herbal golongan jamu? 0,572 0,444 Valid

13 Apakah nomor registrasi obat herbal adalah nomor identitas 0,576 0,444 Valid
yang dikeluarkan oleh Badan POM setelah proses registrasi obat
tersebut disetujui?

14 Apakah penulisan nomor registrasi diatur oleh Badan POM? 0,607 0,444 Valid

15  Apakah nomor registrasi tidak wajib dicantumkan pada 0,593 0,444 Valid
kemasan obat tradisional?

16  Apakah tujuan dari nomor registrasi obat tradisional adalah 0,586 0,444 Valid
untuk menyamakan antara obat yang belum diregistrasi dengan
yang sudah diregistrasi?

17  Apakah pencantuman kegunaan dan cara penggunaan obat 0,506 0,444 Valid
herbal harus dalam bahasa Indonesia?

18  Apakah pada kemasan obat herbal boleh menggunakan bahasa 0,616 0,444 Valid
daerah masing-masing sesuai dengan alamat produksi?

19  Apakah obat tradisional membutuhkan waktu lama untuk 0,616 0,444 Valid
mendapatkan khasiat obat sehingga harus dikonsumsi secara
rutin?

20  Apakah obat tradisional sulit diproduksi dan dipasarkan? 0,472 0,444 Valid
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Tabel 4. Jumlah dan Persentase Pengetahuan Responden Berdasarkan Data Demografi

Gambaran Pengetahuan Responden

Data Demografi Pretest Postest
Jumlah % Interpretasi Jumlah % Interpretasi
Responden Responden
Jenis Kelamin
Laki-laki 63 59,8 Kurang 63 76,4 Baik
Perempuan 87 60,1 Cukup 87 77,8 Baik
Rentang Usia
Remaja Akhir 80 62,1 Cukup 80 79,6 Baik
Dewasa Awal 43 56,7 Kurang 43 75,8 Baik
Dewasa Akhir 27 59,1 Kurang 27 72,7 Cukup
Pendidikan Terakhir
Dasar
Menengah 9 58,8 Kurang 9 70,0 Cukup
Tinggi 95 58,5 Kurang 95 76,7 Baik
46 62,5 Cukup 46 78,3 Baik
Status Pekerjaan
Bekerja 101 59,1 Kurang 101 76,1 Baik
Tidak Bekerja 49 61,8 Cukup 49 79,4 Baik
Tingkat pengetahuan seseorang yang kategori pengetahuan yang baik. Hasil
memiliki  pendidikan terakhir  dalam penelitian lainnya menyatakan bahwa
kategori tinggi dan menengah lebih baik status pekerjaan juga mempengaruhi
dari kategori dasar dikarenakan kesadaran tingkat pengetahuan. Seseorang yang

akan status kesehatan dan konsekuensinya
lebih tinggi. Pendidikan yang lebih tinggi
cenderung meningkatkan kesadaran akan
status kesehatan dan konsekuensinya untuk
menggunakan  pelayanan  kesehatan.!8
Semakin  tinggi tingkat  pendidikan
seseorang, maka akan semakin mudah
menerima informasi dan semakin banyak
pula pengetahuan yang dimiliki.'® Selain
itu, penelitian lain menunjukkan tingkat
pendidikan berpengaruh secara signifikan
terhadap rasionalitas penggunaan obat
pada pengobatan sendiri, semakin tinggi
tingkat pendidikan maka semakin rasional
penggunaan obat. Berbagai faktor yang
mempengaruhi tingkat pendidikan
seseorang seperti pengaruh lingkungan,
ekonomi maupun perhatian orang tua
terhadap pendidikan anak.?°

Status Pekerjaan

Berdasarkan status pekerjaan
responden didapatkan hasil bahwa pada
status pekerjaan baik yang bekerja dan
tidak bekerja masing-masing memiliki
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mempunyai aktivitas sosial di luar rumah
akan lebih banyak mendapatkan informasi
sehingga pengalaman yang didapatkan
juga lebih banyak. Makin tinggi tingkat
sosial ekonomi seseorang maka semakin
banyak pengetahuan yang dimiliki.?
Setelah diberikan posttest pada responden
tingkat pengetahuan responden yang
bekerja dan tidak bekerja berada pada
kategori baik dan mengalami peningkatan
skor pengetahuan, artinya tidak terdapat
pengaruh status pekerjaan terhadap tingkat
pengetahuan. Perbedaan status pekerjaan
pada penelitian lainnya juga menunjukkan
hasil yang sama dimana secara statistik
menunjukkan nilai p value sebesar 0,870.??
Kriteria Pengetahuan Responden

Hasil pada Tabel 5 menunjukkan
bahwa masyarakat Wilayah Kabupaten
Karimun  lebih  dominan  memiliki
pengetahuan yang cukup tentang obat
tradisional pada saat pretest. Terjadi
perubahan skor yang signifikan dengan
jumlah  responden yang didominasi
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Tabel 5. Jumlah dan Persentase Kriteria Pengetahuan Responden

No. Kriteria Pretest Postest
Pengetahuan Jumlah % Jumlah %
Responden Responden
1. Baik 10 6,6 83 55,4
2. Cukup 83 55,4 57 38
3. Kurang 57 38 10 6,6

memiliki  pengetahuan  baik  setelah
pemberian intervensi. Awalnya responden
yang berada pada kategori pengetahuan
baik (saat pretest) hanya 10 responden
meningkat  jumlahnya  menjadi 83
responden sedangkan jumlah responden
yang pengetahuan pada kategori kurang
berjumlah 57  responden  berkurang
menjadi 10  responden.  Hal ini
membuktikan bahwa masyarakat masih
membutuhkan media untuk menunjang
pengetahuan mereka terutama mengenai
obat tradisional.

Dapat dilihat bahwa pengetahuan

masyarakat tentang obat tradisional
dikatakan  baik  setelah  pemberian
intervensi  berupa media  e-booklet.

Pengetahuan seseorang dapat meningkat
dengan diberikan suatu informasi melalui
media. Media e- booklet menjadi salah satu
media yang digunakan untuk
meningkatkan pengetahuan seseorang yang
di dalamnya berisi materi singkat dan jelas
untuk mempermudah dalam memahami
pengetahuan mengenai obat tradisional.
Design e-booklet yang berbentuk buku
elektronik yang memuat informasi lebih
banyak  sehingga responden  cukup
membaca informasi apa yang disampaikan.

Analisis Bivariat Perubahan Skor
Pengetahuan  Pretest dan  Posttest
Responden

Hasil dari analisis pengaruh perubahan
skor pengetahuan pada saat pretest dan
posttest menggunakan uji Wilcoxon. Hasil
uji Wilcoxon menunjukkan p value sebesar
0,000 dimana nilai tersebut lebih kecil dari
0,05 sehingga dapat ditarik kesimpulan
bahwa ada pengaruh yang signifikan antara
pretest dan  posttest  pengetahuan
responden. Hasil dari penelitian ini sejalan

dengan hipotesis penelitian bahwa terdapat
pengaruh pemberian e-booklet terhadap
tingkat pengetahuan dari pretest dan
posttest pada kelompok perlakuan yang
mana nilai p value lebih kecil dari 0,05.
Hal ini sejalan dengan penelitian lainnya
bahwa pemberian intervensi  berupa
edukasi berpengaruh terhadap tingkat
pengetahuan (dengan p value 0,003).%
Penelitian sejenis juga menyimpulkan
bahwa responden dapat meningkatkan
kembali pengetahuan yang diperoleh
melalui media elektronik dan cetak yang
dibuktikan dengan adanya peningkatan rata
- rata nilai signifikan (p value = 0,000).%
Pengetahuan tentang kesehatan dapat
dibentuk  melalui  pemberian  media
informasi.®

KESIMPULAN

E-booklet  dapat  dipertimbangkan
sebagai media edukasi karena telah
dibuktikan dalam penelitian ini dengan
meningkatnya pengetahuan masyarakat
terkait penggunaan obat tradisional setelah
diberikan media edukasi.

SARAN

Sebaiknya E-booklet yang telah dibuat
oleh peneliti terus dikembangkan sehingga
dapat digunakan sebagai media edukasi
khususnya mengenai obat tradisional.

UCAPAN TERIMA KASIH

Penulis  mengucapkan terimakasih
kepada Pusat Penelitian. Pengabdian pada
Masyarakat (P3M) STIFAR RIAU atas
dana yang diberikan untuk penelitian ini
melalui Hibah Penelitian Dosen Pemula
(PDP).
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Abstrak

Kapang endofit merupakan salah satu sumber senyawa antioksidan di alam. Rendahnya
perolehan ekstrak dan senyawa aktif yang dihasilkan menjadi salah satu faktor pembatas
pemanfaatan kapang endofit sebagai sumber senyawa antioksidan alami. Modifikasi media
pertumbuhan merupakan salah satu cara untuk mengatasi masalah tersebut. Penelitian ini
bertujuan untuk mengetahui pengaruh kondisi media yang meliputi sumber karbon dan nitrogen
serta pH awal fermentasi yang berbeda terhadap aktivitas antioksidan melalui peredaman
radikal bebas DPPH ekstrak kapang endofit Cb.D1 yang diisolasi dari daun tanaman kayu
manis. Perbanyakan kultur menggunakan media cair basal Czapek Dox Broth dengan kecepatan
agitasi 120 rpm pada suhu ruang selama 14 hari. Sumber karbon yang digunakan ialah glukosa,
sukrosa, dan pati. Sumber nitrogen yang digunakan ialah natrium nitrat, amonium nitrat, dan
yeast extract. Kondisi pH awal yang digunakan ialah pH 5, 7, dan 9 serta etil asetat sebagai
pelarut ekstraksi. Hasil yang didapatkan yaitu penggantian sumber nitrogen, karbon, dan
kondisi pH awal dapat meningkatkan perolehan biomassa ekstrak kapang endofit Cb.D1. Media
pertumbuhan terbaik untuk perolehan biomassa ekstrak ialah yang mengandung glukosa, yeast
extract, dan pH awal 9. Penggantian sumber nitrogen dan pH awal dapat meningkatkan
aktivitas ekstrak dalam meredam radikal bebas DPPH dibandingkan dengan penggantian
sumber karbon. Aktivitas peredaman radikal bebas DPPH tertinggi didapatkan dari ekstrak
kapang endofit Cbh.D1 yang ditumbuhkan pada media yang mengandung sukrosa dan natrium
nitrat sebagai sumber karbon dan nitrogen serta pH awal 5. Variasi media pertumbuhan kapang
endofit isolat Cb.D1 berpengaruh terhadap aktivitas ekstraknya dalam meredam radikal bebas
DPPH.

Abstract

Endophytic fungi are a source of antioxidant compounds in nature. The low yield of extracts
and active compounds produced is one of the limiting factors for using endophytic fungi as a
source of natural antioxidant compounds. Modification of growth media is an alternative
solution to overcome this problem. This study aimed to determine the effect of media
conditions, belonging to carbon and nitrogen sources and different initial pH of fermentation,
on the antioxidant through DPPH radical scavenging activity of extract of endophytic fungi
Cbh.D1 isolated from cinnamon plant leaves. The culture was propagated using Czapek Dox
Broth basal liquid medium with agitation speed 120 rpm at room temperature for 14 days. The
carbon sources used were glucose, sucrose, and soluble starch. The nitrogen sources were
natrium nitrate, ammonium nitrate, and yeast extract. The initial pH conditions used were 5, 7,
and 9, and ethyl acetate as the extraction solvent. The results obtained that the variation of
nitrogen and carbon sources and also initial pH conditions can increase the yield of extract of
endophytic fungi Ch.D1. Glucose, yeast extract, and initial pH at 9 were the best growth media
to gain it. The substitution of nitrogen sources and initial pH can increase the DPPH free
radical scavenging activity of endophytic fungal extract compared to substitution for carbon
sources. The highest activity from the Ch.D1 endophytic fungal extract was obtained from
media that contain sucrose and natrium nitrate as a carbon and nitrogen sources and an initial
pH of 5. The Variation of growth media of endophytic fungi Ch.D1 affected their extract in
DPPH free radical scavenging activity.

137



Jurnal Kefarmasian Indonesia. 2021;11(2):137-144

PENDAHULUAN

Fungi berfilamen (kapang)
menghasilkan senyawa metabolit sekunder
penting seperti alkaloid, flavonoid, steroid,
terpenoid, dan senyawa fenol yang
berkhasiat sebagai antibiotik, antikanker,
antitumor, antidiabetes, antimalaria, dan
antioksidan.! Kemampuan kapang untuk
dapat tumbuh dengan baik dalam skala

besar dan pemurnian produk hasil
metabolismenya yang relatif mudah
merupakan  salah  satu  keuntungan

penggunaan kapang secara komersial.?
Kapang endofit adalah kapang yang hidup
dalam jaringan tanaman dan secara umum
melakukan hubungan timbal balik yang
positif dengan tanaman inangnya.® Kapang
endofit merupakan salah satu sumber
eksplorasi senyawa metabolit sekunder
yang penting dalam dunia kesehatan saat
ini.* Beberapa kapang endofit mampu
menghasilkan senyawa metabolit sekunder
yang dapat berperan sebagai antioksidan.®
Perbanyakan kapang endofit melalui
teknik fermentasi cair menggunakan media
umum yang telah tersedia seringkali
didapatkan hasil ekstrak yang tidak terlalu
banyak jumlahnya. Hal ini dapat
dikarenakan setiap kapang memiliki
kondisi media pertumbuhan yang spesifik,
terutama untuk menghasilkan senyawa
metabolit sekunder tertentu. Oleh karena
itu peningkatan hasil ekstrak yang
mengandung senyawa metabolit sekunder
sangat penting guna mencukupi kebutuhan
bahan aktif dalam skala besar. Salah satu
cara untuk mencapai hal tersebut ialah
dengan memodifikasi komposisi bahan
dalam media fermentasi maupun kondisi
lingkungan tumbuhnya seperti pH, sumber
karbon, sumber nitrogen, waktu inkubasi,
suhu dan pelarut untuk ekstraksi.®
Peningkatan radikal bebas dapat
meningkatkan patogenesis dari beberapa
penyakit pada manusia. Dalam batas
normal, tubuh mempunyai kemampuan
pertahanan alami dalam menanggulangi
meningkatnya radikal bebas. Senyawa
superoksida dapat diredam oleh senyawa
antioksidan. Antioksidan menjadi topik
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yang  menarik saat ini  karena
kemampuannya dalam melindungi tubuh
manusia dari serangan beberapa penyakit
yang disebabkan oleh reaksi radikal bebas.
Penggunaan antioksidan sintetis untuk
melindungi dari kerusakan akibat radikal
bebas telah dilaporkan menimbulkan efek
samping yang berbahaya. Oleh karena itu,
perlu  dilakukan  pencarian  sumber
antioksidan baru yang berasal dari alam.”

Pencarian senyawa kimia yang
berpotensi sebagai antioksidan dari alam
terus dilakukan. Tanaman obat merupakan
alternatif terapi karena relatif lebih aman
dibandingkan  dengan obat  sintetis.
Beberapa tanaman obat telah digunakan
secara turun temurun sebagai obat
tradisional dan mengandung senyawa
antioksidan diantaranya ialah kayu manis.
Bagian tanaman kayu manis yang umum
dimanfaatkan sebagai obat tradisional
adalah kulit batangnya. Hal ini karena kulit
batang kayu manis mengandung beberapa
senyawa aktif sebagai bahan obat,
khususnya senyawa dengan aktivitas
antioksidan.®  Selain  bagian  kulit
batangnya, daun kayu manis juga memiliki
potensi pemanfaatan yang tinggi. Secara
tradisional, daun kayu manis biasa
digunakan sebagai bahan makanan.® Selain
itu, ekstrak daun kayu manis memiliki
kandungan senyawa antioksidan.*°

Kapang endofit Cb.D1 merupakan
kapang endofit yang diisolasi dari daun
tanaman kayu manis asal Bogor. Alasan
pemilihan bagian daun dari tanaman kayu
manis sebagai sumber kapang endofit
adalah bagian daun jarang dimanfaatkan,
melimpah, dan mudah didapatkan
dibanding bagian kulit batang yang
merupakan bagian utama dalam komoditas
perdagangan. Secara makroskopis kapang
ini memiliki karakter permukaan berwarna
putih dengan bagian tepi berwarna
kecoklatan, permukaan seperti bludru, pola
pertumbuhan melingkar, warna sebalik
jingga kehitaman (Gambar 1). Kapang
endofit isolat Cb.D1 pada penelitian
sebelumnya diketahui memiliki aktivitas
antidiabetes dan antioksidan.® Oleh karena
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itu  penelitian ini  bertujuan  untuk
mengetahui pengaruh kondisi media yang
meliputi sumber karbon dan nitrogen serta
pH awal fermentasi yang berbeda terhadap
aktivitas antioksidan kapang endofit
Cb.D1.

Gambar 1. Penampakan secara
makroskopis kapang endofit isolat Cbh.D1.
Tampak permukaan (kiri) dan tampak

sebalik (kanan)

METODE

Alat dan bahan

Alat yang digunakan dalam penelitian
ini ialah rotary vacuum evaporator
(rotavapor) (Stuart), spektrofotometer uv-
vis (Hitachi U-3900H), cuvette (Hellma),
laminar air flow (Biobase), timbangan
analitik ~ (Precisa  240A), waterbath
incubator (Grant), oven (Jouan), magnetic
stirrer hotplate (Thermolyne), sonikator
(Branson), shaker (Thermolyne), corong
Buchner, Erlenmeyer, microtube
(Axygen), tabung reaksi skala, labu ukur,
mikropipet (Eppendorf), tip mikropipet
(Axygen), autoklaf (Tomy) dan alat gelas
lainnya.

Bahan yang digunakan ialah stok isolat
kapang endofit dengan kode isolat Cb.D1.
Isolat kapang endofit tersebut diisolasi dari
daun tanaman kayu manis yang berasal
dari kawasan Agrowisata Gunung Mas,
Bogor yang secara ringkas prosesnya
adalah sebagai berikut. Daun dicuci bersih,
dilakukan sterilisasi permukaan dengan
etanol 70%, natrium hipoklorit 5,3% dan
etanol 70% secara berurutan. Dipotong
1x1 cm dan ditanam di media Potato
Dextrose Agar (PDA) pada suhu kamar
sampai kapang endofit muncul. Kapang
yang tumbuh dimurnikan ke media PDA
baru. Isolat yang tumbuh kemudian
ditumbuhkan pada media PDA agar miring

dan disimpan pada suhu 4°C sebagai isolat
stok!!, DPPH (Sigma), asam askorbat
(Sigma), sodium nitrat (Merck), amonium
nitrat (Merck), yeast extract (Difco),
sukrosa (Merck), D(+)- glukosa (Merck),
pati larut air (Merck), asam klorida 37%
(Merck), natrium hidroksida (Merck),
dikalium fosfat (Merck), besi (Il) sulfat
heptahidrat  (Merck), kalium Kklorida
(Merck), magnesium sulfat heptahidrat
(Merck), metanol (Merck, for analysis
99%), etil asetat teknis 96%, etanol teknis
70%, Potato Dextrose Agar (Difco), dan
akuades.

Prosedur kerja
Fermentasi dan ekstraksi kapang
endofit

Isolat kapang endofit yang digunakan
ialah stok isolat kapang endofit dari daun
tanaman kayu manis (yang sebelumnya
telah  diidentifikasi ~ di  Herbarium
Bogoriense, Pusat Penelitian Biologi, LIPI
sebagai Cinnamomum burmanni dengan
nomor: 2444/1PH.1.01/1f.07/X1/2017) asal
Bogor dengan kode isolat Cb.D1. Media
basal fermentasi yang digunakan ialah
media Czapek Dox Broth (CDB) dengan
komposisi  bahan penyusun meliputi
sukrosa (30 g¢/L), natrium nitrat (2 g/L),
dikalium fosfat (2 g/L), besi (Il) sulfat
heptahidrat (0,01 g/L), kalium klorida (0,5
g/L), magnesium sulfat heptahidrat (0,5
g/L) dengan pH awal 7.'? Variasi media
pertumbuhan meliputi sumber karbon
yaitu dengan menambahkan glukosa dan
pati larut air masing-masing sebanyak 30
g/L sebagai pengganti sukrosa, sumber
nitrogen yaitu dengan menambahkan
amonium nitrat, dan yeast extract masing-
masing sebanyak 2 g/L sebagai pengganti
natrium nitrat, dan dengan mengubah pH
awal fermentasi pada media basal CDB
menjadi 5 dan 9.

Stok isolat kapang endofit Cb.D1
kemudian diremajakan pada media PDA
dan diinkubasi selama 7 hari pada suhu
kamar. Isolat kapang endofit umur 7 hari
kemudian diambil menggunakan pelubang
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steril berdiameter 6 mm sebanyak 2 buah
dan dipindahkan ke dalam erlenmeyer 250
mL yang berisi 100 mL media fermentasi.
Fermentasi dilakukan pada kecepatan
agitasi sebesar 120 rpm selama 14 hari
pada suhu ruang. Setelah 14 hari, media
pertumbuhan disaring menggunakan kertas
saring steril dalam corong Buchner hampa
udara untuk memisahkan filtrat dan
biomassa. Filtrat diekstraksi dengan etil
asetat sebanyak 3 kali dalam corong pisah
dan dipekatkan menggunakan labu
penguap putar hampa udara sampai
diperoleh ekstrak kering pekat, sedangkan
biomassa dikeringkan dalam oven pada
suhu 60°C lalu ditimbang.3

Uji aktivitas antioksidan

Uji aktivitas antioksidan dilakukan
secara in vitro menggunakan metode
peredaman radikal bebas DPPH* dengan
modifikasi pada panjang gelombang dari
515 nm mejadi 517 nm. Konsentrasi
larutan uji sebesar 200; 400; 600; 800;
1000 ppm untuk mengetahui nilai ICso
variasi media secara keseluruhan dan
konsentrasi tunggal 1000 ppm digunakan
pada perlakuan penggantian sumber
karbon, nitrogen, dan pH awal
pertumbuhan. Pemilihan seri konsentrasi
tersebut  didasarkan  pada  aktivitas
peredaman radikal bebas DPPH isolat
kapang Cb.D1 pada media Potato
Dextrose Broth (PDB) yang sebelumnya
telah dilaporkan.> Asam askorbat (vitamin
C) sebagai kontrol positif sebesar 2, 3, 4, 5
dan 6 ppm, serta DPPH kontrol 0,4 mM.
Seluruh sampel larutan uji, kontrol dan
vitamin C diinkubasi pada suhu 37°C
selama 30 menit dengan masing-masing 3
kali pengulangan. Serapan seluruh sampel
kemudian diukur pada panjang gelombang
517 nm. Aktivitas peredaman radikal
bebas DPPH  didapatkan  dengan
menggunakan persamaan (1) dan nilai I1Cso
yang merupakan bilangan dari konsentrasi
sampel uji yang mampu menghambat
proses oksidasi sebesar 50%, diperoleh
dengan cara dibuat kurva linear antara
konsentrasi larutan uji (sumbu x) dan %
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aktivitas peredaman radikal bebas (sumbu
y)-
% Penghambatan = (A-B)/ A x 100% .... (1)

Keterangan: A = serapan blanko
B = serapan bahan uji

Analisis data

Data yang diperoleh berupa aktivitas
peredaman radikal bebas DPPH pada
masing-masing  kelompok  perlakuan
sumber karbon, nitrogen, pH awal
fermentasi, dan variasi media dianalisis
dengan metode Analysis of Variance
(ANOVA) One Way, kemudian bila terjadi
perbedaan signifikan dilanjutkan dengan
Duncan's Multiple Range Test (DMRT)
masing-masing pada tingkat kepercayaan
sebesar 95% untuk mengetahui kelompok
perlakuan yang memiliki pengaruh sama
atau berbeda antara satu dengan yang
lainnya.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Variasi media pertumbuhan kapang
endofit Cb.D1 berpengaruh terhadap
rendemen biomassanya. Nilai rendemen
biomassa berkisar antara 0,1160-1,4546
9/100 mL. Rendemen terendah didapatkan
pada media pertumbuhan yang
mengandung glukosa dan natrium nitrit
sebagai sumber karbon dan nitrogen serta
pada pH awal pertumbuhan sebesar 7.
Rendemen tertinggi didapatkan pada
media pertumbuhan yang mengandung
sukrosa dan yeast extract sebagai sumber
karbon dan nitrogen serta pada pH awal
pertumbuhan sebesar 7 (Tabel 1).
Pengaruh sumber karbon yang berbeda
pada aktivitas peredaman radikal bebas
kapang endofit menunjukkan bahwa
penggantian sumber karbon dari sukrosa
sebagai komponen media basal menjadi
glukosa dan pati dapat meningkatkan
kemampuan aktivitas peredaman radikal
bebas DPPH kapang endofit Ch.D1 secara
signifikan menurut analisis statistik radikal
bebas DPPH kapang endofit Ch.D1 secara
signifikan menurut analisis statistik yang
digunakan (Gambar 2). Sumber karbon
glukosa menghasilkan perolehan
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ekstrak dan  kemampuan  aktivitas
peredaman radikal bebas tertinggi secara
statistik dibandingkan dengan sumber
karbon sukrosa ataupun pati. Karbohidrat
merupakan senyawa yang berperan penting
dalam pertumbuhan maupun produksi
senyawa metabolit sekunder.’® Perbedaan

sumber karbon akan mempengaruhi
metabolit sekunder yang dihasilkan oleh
kapang endofit. Glukosa dilaporkan

merupakan sumber karbon yang paling
sesuai dibandingkan dengan sumber
karbon lainnya untuk produksi metabolit
sekunder antikanker dari kapang endofit
Curvularia lunata BioMCC FE-00283.1
Pengaruh  sumber nitrogen yang
berbeda pada aktivitas peredaman radikal
bebas kapang endofit menunjukkan bahwa
hanya penggantian sumber nitrogen dari
natrium nitrat sebagai komponen media
basal menjadi amonium nitrat maupun
yeast extract tidak dapat meningkatkan
kemampuan aktivitas peredaman radikal
bebas kapang endofit Ch.D1. Penggunaan
sumber nitrogen natrium nitrat pada media
basal memiliki aktivitas penghambatan
radikal bebas tertinggi yang secara statistik

berbeda signifikan dengan kedua sumber
nitrogen lain yang digunakan (Gambar 3).

Akan tetapi perolehan ekstrak jauh lebih
tinggi dan secara statistik berbeda
signifikan dibandingkan sumber nitrogen
lainnya jika menggunakan yeast extract
sebagai sumber nitrogen. Hal ini sejalan

dengan penelitian sebelumnya bahwa
media fermentasi yang mengandung
sumber nitrogen natrium nitrat akan

menghasilkan senyawa metabolit sekunder
sebagai antioksidan yang lebih tinggi
aktivitasnya dibandingkan dengan sumber
nitrogen lainnya.? Seperti halnya sumber
karbon, sumber nitrogen juga sangat
penting pengaruhnya bagi pertumbuhan
kapang. Nitrogen merupakan unsur utama
dalam pembangunan sel terlebih juga
dalam menghasilkan senyawa metabolit
sekunder. Secara umum media merupakan
media dengan komposisi nitrat sebagai
sumber nitrogen. Media ini sangat sesuai
untuk menumbuhkan kapang dengan
tujuan memperoleh metabolit sekunder,
khususnya yang mempunyai aktivitas
antioksidan.?

Tabel 1. Rendemen biomassa kapang endofit Cb.D1 pada variasi sumber karbon, nitrogen,

dan pH awal
Sampel Sumber Sumber pH awal Rendemen biomassa
karbon nitrogen (9/2100 mL)
Media 1 Sukrosa Natrium nitrat 7 0,4155
Media 2 Sukrosa Amonium nitrat 7 0,3189
Media 3 Sukrosa Yeast extract 7 1,4546
Media 4 Glukosa Natrium nitrat 7 0,1160
Media 5 Pati Natrium nitrat 7 0,2161
Media 6 Sukrosa Natrium nitrat 5 0,6367
Media 7 Sukrosa Natrium nitrat 9 0,5088
E 70 - 60,15¢ r 300
5 60 - 51,25P L 250 g’
© | a - -
. 28 ] (245,8) 40,42 - 200 <
O ~— ©
s - 150 S
3 8 397 100 2
EQ 20 - - 100 2
O L
£ 101 (51,6) 532) 0 =
c 0 0 o
8 glukosa sukrosa pati g
o

sumber karbon

Penghambatan radikal bebas (%)

—&— Perolehan ekstrak (mg)

Gambar 2. Aktivitas peredaman radikal bebas DPPH (1 mg/mL) dan perolehan bobot ekstrak etil asetat
filtrat kapang endofit Cb.D1 dengan sumber karbon yang berbeda. Angka yang diikuti huruf yang sama
pada nilai peredaman radikal bebas tidak berbeda signifikan pada uji lanjut Duncan (a¢=0,05)
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Pengaruh pH awal yang berbeda pada
aktivitas peredaman radikal bebas DPPH
kapang endofit Cb.D1 menunjukkan
bahwa perubahan kondisi keasaman awal
media basal dari pH 7 menjadi pH 5 dan
pH 9 dapat meningkatkan kemampuan
aktivitas peredaman radikal bebas DPPH
kapang endofit Ch.D1. Tingkat keasaman
media awal pertumbuhan pada pH 5
memiliki  aktivitas peredaman radikal
bebas DPPH yang paling tinggi dan
berbeda  signifikan  secara  statistik
dibandingkan dengan nilai pH awal
pertumbuhan lainnya, meskipun di sisi lain
memiliki bobot ekstrak yang paling rendah
(Gambar 4). Hal ini sejalan dengan
penelitian}’” yang melaporkan bahwa
kapang endofit Aspergillus terreus KC
582297 menghasilkan metabolit sekunder
antimikroba pada kisaran pH asam dengan
kondisi optimal terbentuknya senyawa
aktif pada pH awal kisaran 5,5.

Penelitian  sebelumnya menyatakan
bahwa pH awal fermentasi berpengaruh

akan menghasilkan metabolit sekunder
antioksidan pada kisaran pH 5-7, dan tidak
ditemukan senyawa bioaktif pada pH
terlalu ekstrim.? Kondisi pH yang kurang
sesuai akan menyebabkan terjadinya
produksi metabolit yang tertunda akibat
terhambatnya pertumbuhan miselia atau
bahkan produksi metabolit bioaktif akan
menurun.®  Selain  itu pH  juga
berhubungan dengan karakteristik
permeabilitas dari dinding sel dan
membran sehingga berpengaruh terhadap
pengambilan dan kehilangan ion pada
media nutrisi pertumbuhannya.?

Aktivitas peredaman radikal bebas
DPPH variasi media pertumbuhan dapat
dilihat pada Tabel 2. Sebagai pembanding,
aktivitas peredaman radikal bebas DPPH
vitamin C sebagai kontrol positif sebesar
3,48+£0,02 ppm. Variasi komposisi dan
kondisi media pertumbuhan secara umum
berpengaruh signifikan secara statistik
terhadap kemampuan kapang endofit
Cb.D1 untuk menghasilkan senyawa

terhadap  metabolit  sekunder  yang metabolit sekunder yang memiliki aktivitas
dihasilkan kapang. Secara umum kapang peredaman radikal bebas DPPH.
—_ 45 40,42¢ (2237,2) 2500 _
S 40 - = oo
5 35 L 2000 £
© ] ~
cx 0 23,24° L 1500 S
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8 8201 - 1000 ©
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S 2 (51,6) (143,7) °
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amonium nitrat

yeast extract
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Gambar 3. Aktivitas peredaman radikal bebas DPPH (1 mg/mL) dan perolehan bobot ekstrak etil asetat
filtrat kapang endofit Cb.D1 dengan sumber nitrogen yang berbeda. Angka yang diikuti huruf yang sama
pada nilai peredaman radikal bebas tidak berbeda signifikan pada uji lanjut Duncan (a¢=0,05)

Tabel 2. Aktivitas peredaman radikal bebas DPPH ekstrak etil asetat filtrat kapang endofit
Cb.D1 pada variasi sumber karbon, nitrogen, dan pH awal

Sampel Sumber karbon Sumber nitrogen pH awal ICs0% SD (ppm)
Media 1 Sukrosa Natrium nitrat 7 1404,278+24,83
Media 2 Sukrosa Amonium nitrat 7 2850,669+0,80
Media 3 Sukrosa Yeast extract 7 2641,14+42 89
Media 4 Glukosa Natrium nitrat 7 785,73+0,95
Media 5 Pati Natrium nitrat 7 872,05%+2 98
Media 6 Sukrosa Natrium nitrat 5 673,67°+2,55
Media 7 Sukrosa Natrium nitrat 9 794,60°°+3,30

Angka yang diikuti huruf yang sama tidak berbeda signifikan pada uji lanjut Duncan (0¢=0,05)
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Gambar 4. Aktivitas peredaman radikal bebas DPPH (1 mg/mL) dan perolehan bobot ekstrak
etil asetat filtrat kapang endofit Cb.D1 dengan pH awal yang berbeda. Angka yang diikuti
huruf yang sama pada nilai peredaman radikal bebas tidak berbeda signifikan pada uji lanjut
Duncan (0=0,05)

Penggantian sumber nitrogen pada
media basal CDB  tidak  dapat
meningkatkan aktivitas peredaman radikal
bebas DPPH ekstrak yang dihasilkan.
Akan tetapi, penggantian sumber karbon
dan kondisi pH awal pertumbuhan dapat
meningkatkan aktivitas peredaman radikal
bebas DPPH ekstrak yang dihasilkan.
Aktivitas peredaman radikal bebas DPPH
tertinggi didapatkan pada media dengan
penggantian pH awal pertumbuhan
menjadi lebih asam yaitu pada pH 5
dengan ICso sebesar 673,67 ppm. Secara
umum, nilai ICso ekstrak kapang endofit
berkisar antara 673,67-2850,66 ppm. Jika
dilihat dari  penggolongan aktivitas
antioksidan melalui peredaman radikal
bebas DPPH berdasarkan nilai 1Csp, ekstrak
kapang endofit memiliki  aktivitas
antioksidan yang lemah.’® Akan tetapi,
aktivitas peredaman radikal bebas DPPH
ekstrak kapang endofit Cb.D1 dalam media
basal CDB pada penelitian ini mengalami
peningkatan  yaitu  sebesar  40,42%
dibandingkan dengan isolat yang sama
yang ditumbuhkan pada media PDB yang
memiliki aktivitas peredaman radikal
bebas DPPH sebesar 38,61% pada
konsentrasi yang sama yaitu 1 mg/mL.°
Kapang endofit Cb.D1 akan menghasilkan
ekstrak dengan aktivitas peredaman radikal
bebas terbaik pada media yang
mengandung sukrosa dan natrium nitrat

sebagai sumber karbon dan nitrogen serta
pada kondisi pH awal 5.

KESIMPULAN

Variasi media pertumbuhan kapang
endofit  isolat Ch.D1  berpengaruh
signifikan  secara  statistik  terhadap
aktivitas ekstraknya dalam meredam
radikal bebas DPPH.

SARAN

Perlu penelitian lanjutan untuk mencari
kondisi pertumbuhan kapang endofit isolat
Cb.D1 vyang optimal baik dari segi
perolehan ekstrak aktif maupun aktivitas
antioksidannya.
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Abstract

The katuk plant was known as Sauropus androgynous (L.) Merr, but the name is changed to
Breynia androgyna (L.) Chakrab. & N.P. Balakr since the publication of Chakrab's & N.P.
Balakr in the 2012 Journal of Plant Taxonomists. The content of chemical compounds and
secondary metabolites of katuk leaf are strongly influenced by different habitat or location.
Therefore, the Center for Research and Development of Medicinal Plants and Traditional
Medicines, National Institute of Health Research and Development (NIHRD) has conducted
Research on medicinal plants and herbs (RISTOJA) results on 58 samples of katuk plants
originating from 7 provinces and used by 13 ethnic groups in Indonesia. This study aims to
obtain plant quality based on the description of the High-Performance Liquid Chromatography
(HPLC) chromatogram profile, in order to obtain the suitability of the efficacy of medicinal
plants with their benefits for the community in an area. Test using HPLC with a gradient mobile
phase, a mixture of acetonitrile and methanol for 60 minutes. The results of the chromatogram
were analyzed chemometric by using Principal Component Analysis (PCA) data interpretation.
PCA results showed that from HPLC chromatograms at 254 nm and 366 nm, each gave 3
different clusters, namely clusters A, B and C where each cluster has the same chromatogram
profile of katuk plants. Cluster A which was identified at a wavelength of 254 nm was the most
used cluster by 7 ethnic groups with a total of 28 katuk samples. Similarly, the chromatogram at
a wavelength of 366 nm with the largest cluster is cluster A which is used by 11 ethnic groups
with a total of 45 samples of katuk plants. where each cluster had the same chromatogram
profile of katuk Plants.

Abstrak

Tanaman katuk dikenal sebagai Sauropus androgynous (L.) Merr, namun namanya diubah
menjadi Breynia androgyna (L.) Chakrab. & N.P. Balakr sejak publikasi Chakrab's & N.P.
Balakr di Jurnal Taksonomi Tumbuhan 2012. Kandungan senyawa kimia dan metabolit
sekunder daun katuk sangat dipengaruhi oleh habitat atau lokasi tumbuh yang berbeda. Oleh
karena itu, Pusat Penelitian dan Pengembangan Tanaman Obat dan Obat Tradisional
(B2P,TOOT), Badan Penelitian dan Pengembangan Kesehatan (Balitbangkes) telah melakukan
Riset Tanaman Obat dan Jamu (RISTOJA) untuk tanaman katuk sebanyak 58 sampel yang
berasal dari 7 provinsi dan digunakan oleh 13 etnis di Indonesia. Penelitian ini bertujuan untuk
memperoleh mutu tanaman berdasarkan gambaran profil kromatogram High Performance
Liquid Chromatography (HPLC), guna mendapatkan kesesuaian khasiat tanaman obat dengan
kemanfaatannya untuk masyarakat di suatu daerah. Pengujiaan menggunakan HPLC dengan
fase gerak gradien, campuran asetonitril dan metanol selama 60 menit. Hasil kromatogram
HPLC dianalisis secara kemometrik dengan menggunakan interpretasi data Principal
Component Analysis (PCA). Hasil PCA menunjukkan bahwa dari kromatogram HPLC pada
254 nm dan 366 nm, masing-masing memberikan 3 kluster yang berbeda yaitu kluster A, B dan
C dimana tiap kluster mempunyai profil kromatogram tanaman katuk yang sama. Kluster A
yang diidentifikasi pada panjang gelombang 254 nm merupakan Kkluster terbanyak digunakan
oleh 7 etnis dengan jumlah 28 sampel katuk. Demikian pula kromatogram pada panjang
gelombang 366 nm dengan kluster terbanyak adalah kluster A yang digunakan oleh 11 etnis
dengan jumlah 45 sampel tanaman katuk.
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INTRODUCTION

Utilization of katuk leaves in Indonesia
is widely consumed by mothers who have
given birth to increase milk production,
because of the high nutritional content of
katuk leaves.>3# Based on the results of
molecular studies by T. Chakrabarty and
N.P. Balakrishnan in 2012 published in the
Journal Plant Taxon 2012 (December)
stated that the name  Sauropus
androgynous became Breynia androgyna
(L.) Chakrab. & N.P. Balakr.® However,
until now there are still many researchers
who do not know about the name change,
it is proven that there are still many
publications that use Sauropus
androgynous for the katuk plant.>®” The
part of the katuk plant that is commonly
used is the leaf. Chemical compounds
contained in katuk leaves can vary
depending on the type of extraction,
harvest time, place of growth and climate
(weather), beside that the drying process
will affect the levels and composition of
compounds contained in the plant.® Several
drying methods on herbs are carried out to
obtain optimal content, and the water
content is reduced so that it can be stored
for a long time. Drying is done, among
others, using the sun, oven or freeze-drying
and aerated.

In the cinnamomum plant which was
extracted with methanol and water, it was
found that the sun-dried samples had
degraded total phenolics and flavonoids
compared to fresh samples.® Research
using air drying compared to using oven
drying gave higher total phenolic content,
antioxidant activity and flavonoids than
using oven drying?®

Katuk leaves have been widely studied
for their chemical content, ethanol extract
of katuk leaves contains alkaloids,
flavonoids, terpenoids, tannins,
glycosides.’®  Alkaloid and  sterol
compounds are thought to have
effectiveness on breast milk production.tt
one of the effects of the content of
secondary metabolites is the place of
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growth. This is one of the objectives of
Research on Medicinal Plants and Herbs
(Ristoja) conducting research on medicinal
plants in several provinces in Indonesia.
One of the plants that Ristoja sampled was
the katuk plant. Ristoja's research samples
came from various regions in Indonesia.
The distribution of the katuk plant from
Ristoja comes from 13 ethnic groups in the
territory of Indonesia, which come from 7
provinces including West Kalimantan,
Maluku, NTB, NTT, Papua, West Papua,
Central Sulawesi.

To determine Chromatogram profile of
Katuk leaves from various regions in
Indonesia, the chemical content of katuk
leaves was measured using the High
Performance Liquid Chromatography
(HPLC) method. Measurement conditions
using a PDA detector, column C18 column
50 um x 4.6 x150 mm, flow rate 1.0
ml/min to obtain intensity data for each
test sample and analyzed using the
chemometric method. The data obtained
are grouped based on the tendency of the
similarity of chemical compounds, then
from the results obtained it will be possible
to know the chemical profile of katuk
leaves from Ristoja's results which are
spread in several regions in Indonesia.

Chemometric analysis is a statistical
and mathematical science that is used to
process chemical data. While Principal
Componenet Analysis (PCA) is used for
grouping data, looking at the quality
diversity of different  geographical
conditions

Therefore, it is necessary to determine
the profile of the Katuk plant as a result of
Ristoja's research from 7 provinces
consisting of 13 ethnicities.As Nuryani's
research conducted control of the quality
of orthosiphon leaves on the diversity of 3
regions that have different geographies,
using PCA and Partial Least Squares
Discriminant Analysis (PLSDA)
chemometric analysis.*?
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METHOD

Material and Equipment

The material to be tested is katuk leaf
(Breynia androgyna (L.) Chakrab. & N.P.
Balakr) obtained from RISTOJA in 7
provinces (13 ethnicities) of Indonesia
(NTT, NTB, West Kalimantan, Central
Sulawesi, Maluku, West Papua, and
Papua). The solvents used were methanol
HPLC grade (Merck, Germany) distilled
water (IKA), HPLC grade acetonitrile
(Merck,  Germany), andrographolide
standard (Sigma-Aldrich)
Equipment. One set of HPLC (Waters
2695, detector PDA, column C18 5,0 um x
4,6x150 mm (Waters) analytical balance
(Ohauus), oven (Memmert)

Preparation sample

The katuk plant to be tested is first
determined in the laboratory of Medicinal
Plant and  Tradisional Medicine,
Tawangmangu, Central Java.

Processing
Sample preparation

Katuk leaves (Breynia androgyna (L.)
Chakrab. & N.P. Balakr) were separated
from the twigs and cleaned of impurities,
washed and dried in an oven at 50° C for a
day and night. The sample was made in
powder form and then put 150 mg into a
closed tube measuring 1.5 ml. and loaded
into the Brospec Mini Beadbeater-16. The
tool runs for 30 seconds 1-2 times, each
time the tool is run for 30 seconds with a
pause of 60 seconds until the test sample
becomes a fine powder. The bead (gotri) is
removed then the sample is stored and
tightly closed.

Preparation of test solution

The test sample that has been in the
form of a fine powder is weighed as much
as 100 mg and put into a 25 ml capped
bottle, then 10 ml of methanol is added,
then close tightly and let stand overnight at
room temperature protected from sunlight.
Then the sample was filtered with a
0.45um syringe filter and the filtrate was

put into a closed microtube. Store at room
temperature protected from light and
HPLC examination was carried out before
24 hours.

Optimization and performance testing

Before starting HPLC measurements, it
IS necessary to optimize the gradient
system, flow rate, injection volume and
required elution time. Performance tests
were carried out to ensure measurements
with HPLC  were  running  well.
Performance tests were carried out using
the Andrographolid standard. Andro-
grapholid is not a compound present in the
katuk plant, but the function of using the
standard in this HPLC performance test is
to ensure that the HPLC tool used is
running well, with constant peaks
produced at standard repetitions in every
10 test samples.

Measurement of test solution

Before measuring the test solution, we
must measure the blank using methanol.
The base line of the blank solution
chromatogram must contain a signal <3x
noise, where a blank measurement is
performed every 10 injections of the test
solution. This was done to ensure that the
base line was maintained and standard
Andrographolid injection was performed
after every 10 injections of the test
solution. Before the end of the test, it is
necessary to flush with 100% distilled
water for 15 minutes and 100%
methanol/acetonitrile for 15 minutes.

Chemometric data analysis

Chromatogram data obtained from
HPLC measurements are most often used
to identify chemical compounds of many
plants combined with chemometrics using
Uncramble 9.7 Software and continued
with Principal Component Analysis (PCA)
analysis. PCA analysis is a method that is
often used to process multivariate data
with unknown samples, or a multiple
variable analysis method that aims to
simplify the observed variables by
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shrinking (reducing) their dimensions.
Chromatograms of katuk plants belonging
to the same ethnic group were put together.
If any chromatogram is very different from
the other chromatograms, then the different
chromatograms are excluded.
Chromatogram mean vyield for each
ethnicity was analyzed by PCA. Next,
grouping based on the tendency of PC1,
PC2 and PC3 according to the obtained
chromatogram uniformity.

RESULT AND DISSCUSION

Total samples are 58 samples from
Ristoja's 2017, katuk leaf test were
collected from 7 provinces in Indonesia.
The local name of this katuk plant varies
depending on the origin ethnicity where
the sample comes from. Local names,
origins and ethnicities where the katuk

plant originates are presented in Table 1. In
general, each ethnic group provides a test
sample of 5 katuk plants, but there are also
only 3, due to the limitations of the katuk
plant in that ethnic group.

Optimization and performance testing

Optimization of the mobile phase using
the standard Andrographolid to obtain
optimum HPLC conditions was carried out
starting at a wavelength of 200 nm to 500
nm. Measurements were carried out for 60
minutes using a PDA detector. Optimum
injection volume was obtained at 10 ul,
with a gradient mobile phase using a
combination of methanol and acetonitrile
solvents, injection volume 10.0 L, with a
flow rate of 1.0 mL/minute, Optimization
of the mobile phase at HPLC is presented
in Table 2.

Table 1. Sample origin, ethnicity, local name and number of samples

No Province Etnicity Local name Number of
samples
1. NTT Danggo Kambesi 5
2. NTB Bajawa Katu 5
3. Kalimantan Barat Mali Cangok Manis 5
4, Kalimantan Barat Ngabang Cangok Manis 5
5. Kalimantan Barat Sambas Cangok Manis 5
6. Sulawesi Tengah Patinio Cangok Manis 5
7. Sulawesi Tengah Rongkong Katu' 5
8. Maluku Asilulu Katok 3
9. Maluku Danar Katuk 4
10. Maluku Fordata Katok 5
11. Papua Barat Inawatan Katuk 5
12. Papua Denta Katuk 3
13. Papua Komoro Katuk 3

Table 2. Standard andrograpolid optimization and performance test using HPLC
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No. Time (second)  Acetonitril (ml) Metanol (ml)
1 0 50 50
2 1 50 50
3 30 50 50
4 40 20 80
5 60 20 80
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Performance tests using Andragrapolid
external standards were carried out on
every 10 test samples to ensure that the
measurements were still running well
while  still  producing the same
Andrographolid standard chromatograms.
The unavailability of a standard which is
the active substance of this katuk plant, so
the Andrographolid standard is used to
ensure that the test continues properly,
seen from the stability of the resulting peak
and the resulting peak is not tailing.t34
The HPLC chromatogram of the
Andrographolid performance test results
can be seen in Figure 1.

Measurement of test solution

Prior to the measurement, the eluent
optimization must be carried out first to
obtain the eluent composition and the time
required for HPLC  measurements.

Optimization results were obtained using a
combination of distilled water and
methanol eluent with the following
variations (Table 3.). The composition of
the mobile phase obtained was then used to
measure the katuk leaf test solution, which
amounted to 58 pieces at a wavelength of
254 nm and 366 nm. An example of the
chromatogram results of one of the test
solutions on HPLC measurements at 254
nm and 366 nm can be seen in Figures 2
and 3. Based on the results of the HPLC
chromatogram of katuk leaves, it was seen
that measurements at a wavelength of 254
nm gave relatively fewer peaks compared
to measurements at a wavelength of 366
nm. This shows, measurements at 366 nm
more chemical compounds were detected
at that wavelength than at 254 nm.

Table 3. Results of optimization of katuk samples measurements based on mobile phase

gradient

No Time (second) Aquades (ml) Metanol (ml)
1. 0 80 20
2. 2 70 30
3. 10 50 50
4, 23 30 70
5. 40 0 100
6. 45 80 20
7. 60 80 20
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Figure 1. HPLC chromatogram on andrographolide performance test
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Figure 3. HPLC Chromatogram katuk samples at a wavelength of 366 nm

Principal Component Analysis yield of
katuk plants at 254 nm. The intensity data
on the HPLC chromatograms were
analyzed chemometrically using
Unscrambler software. To interpret the
HPLC data, chemometric analysis was
performed using PCA. The results of the
HPLC intensity of each sample at 254 nm
were converted into excel format and then
continued with PCA analysis to obtain
groupings / clusters, where objects that
have similarities are in the same cluster,
and those that do not have any
resemblance at all will be in the same
cluster. outside the cluster (outlier), where
the samples in each cluster have the same
chromatogram profile The PCA results
from HPLC measurements at 254 nm were
divided into 3 clusters (showing 3
chromatogram profile) (Figure 4), where
the samples in each cluster were assumed
to have the same smiliarity of
chromatogram. Smiliarity of
chromatogram is assumed to have the
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same quality. The PCA results at 254 nm
illustrate that Ristoja's katuk plants have 3
chromatogram profile of katuk plants.
Many chromatogram assessments or
classifications have been carried out
between plants with different geographical
origins in the application of chemometric
applications in plant quality control.

The identification of the chromatogram
at a wavelength of 254 nm and the PCA
results showed that cluster A was the
ethnic group that used the most katuk
samples. There are 5 ethnic groups, namely
Donggo (NTT), Mali (West Kalimantan),
Patinjo (Central Sulawesi), Rongkong
(Central Sulawesi), Fordan (Maluku) each
using 5 katuk samples for treatment, in
addition there are 2 ethnicities namely
Asilu  (Maluku) and Inawatan (Papua
barat) below 5 samples. Meanwhile, in
Cluster B, there are 3 ethnic groups
Bajawa  (NTB), Ngabang (West
Kalimantan) and Sambas (West
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Kalimantan) which use 5 katuk samples
each. For Cluster C, the katuk samples are
used by the Innawatan (Pabar), Denta and
Komro (Papua) ethnic groups. all three
under 4 samples (Table 4).

The PCA results of katuk plants from
Ristoja from various locations in 7
provinces at a measurement of 254 nm
have 3 different chromatogram profile
depicted in clusters A, B and C in Table 4.
Elda researchers said that the differences
in growing locations followed
environmental differences can affect the
quality of tobacco.’® It is also seen in the
research here that the influence of the
location where the test sample grows can
provide different qualities due to different
environmental conditions. PCA results
from HPLC chromatograms measured at a

nm

wavelength of 366 nm resulted in 3
clusters. Cluster A is the largest cluster
with ethnic groups using katuk samples,
which are 11 ethnicities. There are 7 ethnic
groups (Donggo (NTT), Mali (West
Kalimantan), Patinjo and Rangkong
(Suteng), Asilu (Maluku) and Bajawa
(NTB), each using 5 katuk samples. For
Cluster B, the most ethnic groups who use
katuk are 4 There are less than 5 ethnic
groups using katuk, namely Fordata
(Maluku), Innawatan, Dental, and Komro,
all three are from Papua province, while in
Cluster C there are only 2 ethnicities,
namely Innawatan (Papua Barat) and
Denta (Papua) with 2 and 1 katuk samples
respectively (Table 4).
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PCA analysis at 366 nm measurements
gave 3 clusters (Table 4), each cluster has
its own chemical content, where the
chemical composition of each medicinal
plant can be analyzed to identify medicinal
plants to ensure the authenticity of the
plant to prevent.’>® At this wavelength of
366 nm, the katuk plant produced by
Ristoja has 3 qualities where the katuk
plant of the same species may have
different qualities and efficacy, this is in
accordance with growing conditions such
as soil, cultivation and climate based on
differences in geographical origin-t"18

These results indicate that
measurements at a wavelength of 254nm

and 366 nm produce 3 clusters each, with
the most being Cluster A, 7 ethnicities
were found using 28 samples (254 nm),
while cluster A, identified at a wavelength
of 366 nm, was found in 11 ethnicities.
using 45 samples of Katuk. Cluster C is the
cluster that uses the fewest ethnicities and
the number of samples, each with 3
ethnicities with a number of samples below
4 samples (254 nm) and 2 ethnicities with
a number of samples below 2 (366 nm).

All PCA results from katuk plants at
wavelengths of 254 and 366 nm were all
included in each cluster, there were no
outliers, as was Ristoja's results for
ciplukan plants.*®

Table 4. Grouping the results of PCA analysis based on HPLC chromatogram on the use of
58 katuk samples by 13 ethnicities

Wavelength of 254 nm

Cluster A Cluster B Cluster C

Number of Number of Number of

samples Samples Samples
Donggo (NTT) 5 sample Bajawa (NTB) 5 sample Innawatan (Pabar) 4 sample
Mali (Kalbar) 5 sample Ngabang (Kalbar) 5 sample Denta (Papua) 3 sample
Patinjo (Sulteng) 5 sample Sambas (Kalbar) 5 sample Komro (Papua) 3 sample
Rongkong (Sulteng) 5 sample Asilu (Maluku) 1 sample
Asilu (Maluku) 2 sample Danar (Maluku) 4 sample
Fordan (Maluku) 5 sample
Innawatan (Pabar) 1 sampel

Wavelength of 366 nm

Donggo (NTT) 5 sample Fordata (Maluku) 3 sample Innawatan (Pabar) 2 sample
Mali (Kalbar) 5 sample Innawatan (Papua) 2 sample Denta (Papua) 1 sample
Patinjo (Sulteng) 5 sample Dental (Papua) 2 sample
Rangkong (Sulteng) 5 sample Komro (Papua) 3 sample
Asilu (Maluku) 3 sample
Bajawa (NTB) 5 sample
Ngabang (NTB) 5 sample
Sambas (Kalbar) 5 sample
Danar (Maluku) 4 sample
Fordatal (Maluku) 2 sample
Innawatan (Pabar) 1 sample
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CONCLUTION

Chemometric analysis with PCA can
be used to ensure plant quality based on
HPLC chromatogram data, so as to ensure
efficacy in accordance with the use of
plants for treatment to the community.
Identification of the chromatogram at a
wavelength of 234 nm resulted in 3
clusters, namely Cluster A, B, and C.
Cluster A was the most used cluster by 7
ethnic groups with a total of 28 Katuk
samples. Similarly, the chromatogram at a
wavelength of 366 nm obtained 3 clusters,
with the largest cluster being Cluster A
which was used by 11 ethnic groups with
45 samples of Katuk plants.
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Abstrak

Hati dan ginjal merupakan organ yang berperan dalam metabolisme dan ekskresi zat-zat yang
masuk ke dalam tubuh sehingga menjadi target toksisitas dari xenobiotic dan bahan-bahan kimia
lainnya termasuk obat. Antioksidan eksogen sangat diperlukan oleh tubuh untuk mengatasi dan
mencegah terjadinya stres oksidatif. Fraksi dari ekstrak daun asam jawa (Tamarindus indica L)
memiliki aktivitas antioksidan sehingga berpotensi untuk melindungi tubuh dari radikal bebas.
Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh pemberian fraksi daun asam jawa terhadap
kadar AST, ALT dan kreatinin pada tikus (Rattus norvegicus) yang diinduksi dengan
paracetamol dosis toksik. Hewan coba dibagi menjadi 4 kelompok. Kelompok | diberi induksi
paracetamol (kontrol negatif), kelompok 11 diberi fraksi etil asetat daun asam jawa 200 mg/kgBB
dan induksi paracetamol, sedangkan kelompok 111 diberi fraksi n-Heksan daun asam jawa 200
mg/kgBB dan induksi paracetamol, serta kelompok IV tanpa perlakuan (kontrol positif). Hasil
analisis statistik dengan menggunakan uji One Way Anova dan LSD (Post Hoc) menunjukkan
fraksi etil asetat tidak berbeda signifikan (p-value >0.05) dengan kelompok kontrol positif
maupun dengan kelompok fraksi n-heksan, namun berbeda signifikan dengan kelompok kontrol
negatif (p-value <0.05). Fraksi etil asetat dan fraksi n-heksan daun asam jawa dapat menekan
peningkatan kadar AST, ALT dan kreatinin tikus yang diinduksi paracetamol.

Abstract

Liver and kidneys play a role in the metabolism and excretion of substances that enter the body,
they become targets for toxicity from xenobiotics and other chemicals including drugs.
Exogenous antioxidants are needed to overcome and prevent oxidative stress. Fraction of
tamarind leaf extract (Tamarindus indica L) has antioxidant activity, it has the potential to
protect the body from free radicals. This study aimed to determine the effect of giving tamarind
leaf fractions on AST, ALT and creatinine levels in rats (Rattus norvegicus) induced with
paracetamol. Experimental animals were divided into 4 groups. Group | was given paracetamol
induction (negative control), group Il was given the ethyl acetate fraction and induced
paracetamol, group Il was given the n-hexane fraction and induced paracetamol, and group IV
was without treatment (positive control). Statistical analysis using One Way Anova test and LSD
(Post Hoc) showed that the ethyl acetate fraction was not significantly different (p-value >0.05)
with the positive control group and the n-hexane fraction group, but significantly different from
the negative control group (p -value <0.05). The ethyl acetate fraction and the n-hexane fraction
of tamarind leaves can suppress the increase in AST, ALT and creatinine levels of rats induced
by paracetamol.
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PENDAHULUAN

Hati, ginjal dan jantung merupakan
organ yang memegang peranan penting
sebagai fungsi metabolisme, ekskresi zat-
zat yang masuk ke dalam tubuh, dan
pasokan darah ke seluruh tubuh. Hati
terlibat dalam metabolisme makanan, obat,
dan toksikan, begitu pula dengan ginjal
yang berperan penting dalam mengeluarkan
sisa-sisa  metabolisme  yang  tidak
diperlukan lagi oleh tubuh yang dibuang
bersama  urin, sedangkan  jantung
bertanggung jawab dalam memompa darah
keseluruh bagian tubuh.! Oleh karena itu,
hati, ginjal, dan jantung menjadi target
toksisitas dari xenobiotik, stres oksidatif,
etanol, dan bahan-bahan kimia lainnya
termasuk obat.?

Stres oksidatif merupakan
ketidakseimbangan jumlah radikal bebas
dengan jumlah antioksidan endogen yang
diproduksi  tubuh seperti superoksida
dismutase (SOD), glutation peroksidase
(GPx) dan catalase (CAT). Keadaan ini
dapat menyebabkan terjadinya kerusakan
sel yang dapat menimbulkan berbagai
penyakit seperti kanker, jantung, katarak,
penuaan dini, serta penyakit degeneratif
lainnya. Antioksidan eksogen sangat
diperlukan oleh tubuh untuk mengatasi dan
mencegah terjadinya stres oksidatif.
Pemeriksaan biokimia seperti pengukuran
kadar alanin aminotransferase (AST) dan
aspartate aminotransferase (ALT)
merupakan parameter yang umumnya
digunakan dalam pemeriksaan kerusakan
hati dan penyakit jantung seperti infark
miokard.* Sedangkan untuk mendeteksi
terjadinya gangguan atau kerusakan pada
ginjal, dapat dilakukan dengan melakukan
analisa urin atau pemeriksaan kadar
kreatinin dan ureum.®

Ketersediaan antioksidan di dalam
tubuh harus cukup seimbang dengan
radikal bebas dan kadang perlu
ditingkatkan dengan bantuan  sistem
antioksidan eksogen.® Berbagai bahan alam
asli  Indonesia banyak mengandung
antioksidan  dengan  berbagai  bahan
aktifnya. Salah satu tanaman yang banyak
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hidup di Indonesia dan telah dilakukan
beberapa penelitian terkait aktivitas
antioksidan baik dari ekstrak maupun fraksi
yaitu, asam jawa.”® Pada hasil penelitian
yang dilakukan oleh Fidrianny, dkk
dilaporkan bahwa ekstrak etanol, n-heksan,
dan etil asetat daun asam jawa memiliki
aktivitas antioksidan dengan kategori
sangat kuat (nilai IC50 <50 pg/mL).’
Fidrianny, dkk juga melaporkan bahwa
ketiga jenis ektrak tersebut positif
mengandung flavonoid dan fenol yang
diduga  memiliki  potensi  sebagai
antioksidan. Oktavia, dkk melaporkan
bahwa daun asam jawa (Tamarindus indica
L.) mengandung saponin, tanin, alkaloid,
vitamin C dan chlorine.® Vitamin C
merupakan  suatu  antioksidan  non-
enzimatis yang mempunyai sifat polaritas
yang tinggi karena banyak mengandung
gugus hidroksil. Vitamin C memiliki
kemampuan  untuk  melawan  dan
menetralisir radikal bebas dari segi
kerusakan DNA.®  Saponin  mampu
meredam superoksida melalui
pembentukan intermediet hidroperoksida
sehingga mencegah kerusakan
biomolekular  olen  radikal bebas.!!
Senyawa fenolik memiliki satu (fenol) atau
lebih (polifenol) cincin fenol, yaitu gugus
hidroksi yang terikat pada cincin aromatis
sehingga mudah teroksidasi dengan
menyumbangkan atom hidrogen pada
radikal bebas.*? Flavanoid yang merupakan
senyawa polifenol mempunyai kemampuan
untuk menyumbangkan atom hidrogen
kepada senyawa radikal bebas, maka
aktivitas antioksidan senyawa polifenol
dapat dihasilkan pada reaksi netralisasi
radikal bebas atau pada penghentian reaksi
berantai yang terjadi.!?

Parasetamol merupakan obat analgesik-
antipiretik dengan sedikit efek
antiinflamasi yang digunakan secara luas di
kalangan masyarakat. Parasetamol dosis
analgesik dinilai efektif dalam menangani
nyeri akut paska operasi derajat ringan
sampai sedang.!* Pada pemakaian lama
dengan dosis besar, yaitu 6-12 gram dapat
menyebabkan kerusakan hati
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(hepatotoxicity) dengan ensefalopati,'® dan
kerusakan hati ini akan diiringi kerusakan
organ lain, salah satunya adalah ginjal
berupa nekrosis tubulus akut.*® Mekanisme
kerusakan oleh parasetamol terjadi akibat
konversi parasetamol menjadi metabolik
reaktif, yaitu N-acetyl-p-
benzoquinoneimine (NAPQI) oleh enzim
sitokrom dan menjadi radikal bebas yang
dapat mengganggu integritas sel.(17)
Beberapa penelitian  terdahulu telah
dilakukan terkait aktifitas dari ekstrak daun
asam jawa terhadap fungsi hati dan
ginjal.’®1%20  Meena, dkk melaporkan
bahwa ekstrak etanol daun asam jawa dosis
200 mg/kgBB  memiliki  aktivitas
hepatoproteksi pada tikus.?° Penelitian ini
menggunakan dosis berdasarkan hasil
penelitian sebelumnya dengan
menggunakan hasil fraksinasi dari ekstrak
daun asam jawa menggunakan pelarut
dengan  kepolaran  yang  berbeda.
Penggunaan fraksi sebagai bahan baku obat
memiliki beberapa keuntungan di antaranya
memiliki kandungan zat aktif yang lebih
tinggi dibandingkan simplisia kering dan
ekstrak. Komponen kandungan senyawa
dalam fraksi lebih sedikit sehingga
memungkinkan untuk menyederhanakan
jumlah obat yang dikonsumsi dan
meminimalkan efek  samping yang
mungkin terjadi.?* Penelitian ini dilakukan
dengan tujuan mengetahui pengaruh fraksi
ekstrak daun asam jawa terhadap fungsi
hati dan ginjal tikus dengan parameter
AST, ALT, dan kreatinin yang diinduksi
dengan paracetamol dosis toksik. Hasil
penelitian ini diharapkan dapat menambah
data ilmiah terkait pemanfaatan daun asam
jawa sebagai antiosidan eksogen.

METODE

Alat dan Bahan

Alat yang digunakan dalam penelitian
berupa alat Humalyzer junior,gelas kimia
(Pyrex®), pipa kapiler, timbangan analitik
(Mettler Toledo®), sentrifuge (Phoenix®),
corong pisah (Pyrex®), spuit oral
(Kanula®), tabung evendroff (Stardec®),
waterbath, rotary vacum vaporator (Buchi

R-200®), dan vacum tube. Bahan yang
digunakan adalah aquadest, asam asetat
glasial (Merck®), n-heksan (Merck®), etil
asetat (Merck®), asam sulfat pekat
(Merck®), daun asam jawa (Tamarindus
indica L.) dipetik dari Kab.Maros Sulawesi
Selatan, etanol 96% (OneMed), Na. CMC
(Merck®), NaOH (Merck®), asam pikrat
(Merck®), kit reagen alanin
aminotransferase (ALT), aspartate
aminotransferase (AST), dan kreatinin.

Ekstraksi

Daun asam jawa sebanyak 1 Kkg
disortasi basah terlebih dahulu dengan
tujuan menghilangkan kotoran-kotoran
yang terdapat pada daun, selanjutnya
dilakukan pencucian dengan air mengalir,
kemudian dirajang dan dikeringkan dengan
parameter daun hancur ketika diremas, dan
dilakukan sortasi kering untuk
memisahkan sisa-sisa kotoran. Simplisia
daun asam jawa (Tamarindus indica L.)
sebanyak 500 gram diekstraksi secara
maserasi dengan etanol 96% (1:10) sambil
sesekali diaduk. Proses ekstraksi dilakukan
secara berulang dengan menggunakan
cairan penyari yang baru hingga filtrat yang
diperoleh  tampak  bening.  Filtrat
dikumpulkan dan diuapkan dengan rotary
vacum evaporator pada suhu 59°C derajat
untuk fraksi n-heksan) dan 67°C untuk
fraksi etil asetat hingga diperoleh ekstrak
kental dan dilakukan uji bebas etanol
dengan metode esterifikasi.??

Fraksinasi

Fraksi daun asam jawa dilakukan
dengan metode ekstraksi cair-cair (ECC)
menggunakan pelarut n-heksan dan etil
asetat. Ekstrak etanol daun asam jawa
dilarutkan dengan air suling, dimasukkan
ke dalam corong pisah, ditambahkan n-
heksan, lalu dikocok, kemudian didiamkan
sampai terbentuk dua lapisan yaitu lapisan
atas (n-heksan) dan lapisan bawah (air).
Kedua lapisan dipisahkan, diambil fraksi n-
heksan dan disisinkan.  Fraksi air
difraksinasi kembali dengan n-heksan
hingga diperoleh fraksi n-heksan yang
tampak jernih. Selanjutnya fraksi air
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difraksinasi lagi dengan etil asetat lalu
dikocok dan didiamkan sampai terbentuk 2
lapisan yang terpisah. Kemudian fraksinasi
dilakukan sampai warna lapisan etil asetat
jernih. Fraksi n-heksan dan fraksi etil asetat
yang diperoleh dikumpulkan dan diuapkan
dengan menggunakan waterbath hingga
konsistensi pelarut  dalam  fraksi
berkurang.?®

Pembuatan larutan loloidal Na-CMC
0,5% b/v

Na-CMC ditimbang sebanyak 0,5 ¢
kemudian ditaburkan di atas air panas lalu
digerus hingga terbentuk mucilago. Larutan
koloidal Na-CMC vyang telah jadi
dipindahkan ke dalam botol yang telah
dikalibrasi dan ditambahkan aquadest
hingga volumenya 100 mL.?*

Pembuatan sampel uji fraksi ekstrak
daun asam jawa 200 mg/kgBB
Pembuatan sampel uji fraksi etil asetat
dan fraksi n-heksan dari ekstrak etanol daun
asam jawa dilakukan dengan menimbang
fraksi sebanyak 1600 mg lalu dicampur
dengan larutan koloidal Na.CMC 0,5 %
hingga 100 ml sebagai sediaan stok dengan
volume pemberian 2,5 ml1/200 g BB tikus.?

Pembuatan sediaan uji paracetamol

Dosis toksik parasetamol 2,5 g/kg BB ?°
dibuat dengan menimbang serbuk dari
tablet paracetamol setara dengan 5 g,
kemudian dicampur dengan larutan
koloidal Na. CMC 0,5 % dan dicukupkan
volumenya hingga diperoleh volume akhir
25 mL sediaan dengan volume pemberian
2,5 ml/200 g BB tikus.?*

Penyiapan dan perlakuan terhadap
hewan uji

Tikus jantan sebagi hewan uji
diadaptasi selama 1 minggu sebelum diberi
perlakuan dan dibagi menjadi 4 kelompok
perlakuan. Hewan uji puasa selama 8 jam
kemudian diukur kadar AST, ALT, dan
kreatinin sebagai kadar awal sebelum

perlakuan. Selanjutnya, kelompok 1
diberikan suspensi paracetamol 2,5 g/kg
BB tikus. Kelompok 2 dilakukan

pemberian paracetamol 2,5 g/kgBB dan
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fraksi n-heksan 200 mg/kg BB tikus.
Kelompok 3 dilakukan  pemberian
paracetamol 2,5 g/kgBB dan fraksi etil
asetat 200 mg/kg BB tikus. Pada kelompok
4, hewan uji tidak diberikan perlakuan
sebagai 158ontrol normal. Masing-masing
pemberian sediaan uji sebanyak 2,5
mL/200 g BB tikus selama 7 hari. Pada hari
ke-8, dilakukan pengambilan darah untuk
pemeriksaan kadar AST, ALT, dan
kreatinin akhir setelah perlakuan.?®

Analisis data

Data dianalisis secara kuantitatif
dengan menggunakan program SPSS versi
25. Data yang diperoleh dilakukan tes
normalitas menggunakan Sapiro-Wilk dan
dilanjutkan dengan uji homogenitas. Uji
One Way Anova dilakukan untuk melihat
ada atau tidak ada perbedaan tiap
kelompok. Uji Post Hoc LSD untuk
menentukan kelompok yang berbeda secara
signifikan.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Pada penelitian ini sampel daun asam
jawa yang selanjutnya diolah menjadi
simplisia  diekstraksi terlebih  dahulu
dengan etanol 96% sebelum dilakukan
fraksinasi. Dari hasil pengolahan sampel
tersebut diperoleh ekstrak sebanyak 130
gram dari 600 gram simplisia sehingga
didapatkan rendemen sebanyak 21,7%.
Pada penelitian yang dilakukan sebelumnya
oleh Kartikawati dan Deswati?’ dan oleh
Rahimah?® dengan menggunakan pelarut
etanol 70% diperoleh persen rendemen
masing-masing  sebesar 15,29% dan
14,44%. Hasil penelitian menunjukkan
bahwa penggunaan etanol 96%
menghasilkan rendemen yang lebih besar
dibandingkan jika menggunakan etanol
70%. Selanjutnya dari hasil fraksinasi
diperoleh 14,7 gram fraksi n-heksan dan
13,5 gram fraksi etil asetat dengan persen
rendemen masing-masing yaitu 10,77%
dan 10,38%.

Pengujian aktivitas hepatoproteksi dan
nefroproteksi fraksi daun asam jawa
dilakukan dengan menggunakan
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paracetamol dosis toksik sebagai sumber
radikal bebas. Parasetamol (asetaminofen)
merupakan obat yang paling umum
digunakan dalam penanganan demam dan
nyeri ringan sampai sedang. Penggunaan
paracetamol relative aman digunakan pada
dosis terapi, akan tetapi penggunaan dalam
dosis yang terlalu tinggi (over dosis)
memiliki potensi terjadinya nekrosis hati.
Dan Kkerusakan hati ini akan diiringi
kerusakan organ lain, salah satunya adalah
ginjal berupa nekrosis tubulus akut.®
Overdosis paracetamol akan menyebabkan
penurunan glutation-SH (GSH) pada sel
hati sehingga rentang terhadap cedera oleh
zat oksidan, selain itu memungkinkan n-
asetil-p-benzokuinon (NAPQI) dari
metabolit paracetamol berikatan secara
kovalen pada makromolekul sel sehingga
menyebabkan kekacauan pada berbagai
sistem enzim.?

Nilai  klinik  suatu  pemeriksaan
laboratorium tergantung pada sensitivitas,
spesifik, dan akurasi. AST (Aspartate
aminotransferase) merupakan parameter
yang memiliki sensitivitas maksimum 90%.
AST merupakan enzim yang terdapat di
berbagai jaringan, terutama hati, otot lurik
dan otot jantung. Peningkatan aktivitas
AST dapat menjadi penanda yang baik
adanya kerusakan jaringan lunak.*
Distribusi enzim AST relatif lebih luas pada
jantung dibandingkan dengan ALT yang
spesifik untuk melihat kerusakan hati. AST
pada jantung digunakan sebagai parameter
untuk diagnose penyakit infark miokard,
akan tetapi peningkatan AST tidak dapat

KADAR AST

AST Awal AST Akhir
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76.64
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95.09
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108.83
63.11

46.89
48.81

KELOMPOK KELOMPO

ALT Awal

65.91

KADAR ALT

ALT Akhir

62.62

N-HEKSAN)

dijadikan parameter utama karena AST
juga dapat meningkat pada kondisi lain
yang perlu dipertimbangkan.*

Peningkatan kadar kreatinin
menggambarkan adanya gangguan pada
fungsi ginjal, terutama pada aktivitas
glomerulus. Pengukuran kadar kreatinin
bermanfaat untuk melihat fungsi ginjal
yang terganggu. Dibandingkan dengan
pemeriksaan asam urat dan ureum,
pemeriksaan  kreatinin  lebih  lazim
digunakan sebagai indicator fungsi ginjal
karena sekresi kreatinin tidak dipengaruhi
oleh diet, sex dan hormone.®!

Hasil pengujian aktivitas fraksi ekstrak
daun asam jawa pada tikus yang diinduksi
paracetamol diperoleh data kadar AST,
ALT, dan Kkreatinin tikus yang digambarkan
pada Gambar 1.

Hasil penelitian ini  menunjukkan
bahwa pemberian paracetamol sebagai
penginduksi  menyebabkan terjadinya
peningkatan kadar AST, ALT dan kreatinin
serum pada tikus putih. Hal ini terlihat jelas
pada perlakuan ketiga kelompok yaitu
kelompok 1, kelompok 2, dan kelompok 3.
Pada kelompok 1 (kontrol negatif) yang
hanya memperoleh perlakuan induksi
paracetamol tanpa ekstrak dan kelompok 3
dengan pemberian fraksi n-heksan dan
induksi paracetamol terjadi peningkatan
kadar AST dan ALT yang cukup tinggi
setelah hari ke-14, namun tidak demikian
pada hasil pengukuran kadar kreatinin
tikus, peningkatan yang cukup tinggi hanya
terjadi pada kelompok 1.

KADAR
KREATININ

Kreatinin Awal M Kreatinin Akhir
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Gambar 1. Hasil pengukuran kadar AST (uL/L), ALT (uL/L), dan kreatinin (mg/dL) tikus
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Pada kelompok 2 dengan pemberian fraksi
etil asetat ekstrak daun asam jawa, hasil
pengukuran sebelum dan setelah pemberian
fraksi dan paracetamol juga mengalami
peningkatan, namun perubahan yang terjadi
lebih  rendah  dibandingkan  dengan
kelompok 2 (kontrol negatif). Sedangkan,
pada kelompok 4 (kontrol positif), kadar
AST, ALT dan kreatinin tikus tidak
mengalami peningkatan yang siginifikan
antara  pengukuran  awal dengan
pengukuran setelah 14 hari. Hal ini
menunjukkan bahwa pemberian fraksi etil
asetat ekstrak daun asam jawa memiliki
kemampuan dalam menekan terjadinya
peningkatan AST, ALT dan kreatinin pada
tikus yang diinduksi paracetamol dosis
toksik sebagai sumber oksidan.

Pada penelitian lain yang dilakukan
oleh Pimple dengan melakukan pengujian
terhadap ekstrak air daun asam jawa (350
mg/kgBB) juga memperlihatkan efek

hepatoproteksi terhadap organ hati yang
diinduksi paracetamol.'® Penelitian yang
dilakukan oleh Liman, dkk dengan
menggunakan  ekstrak metanol  dari
berbagai bagian tanaman asamjawa
disimpulkan memiliki aktifitas
hepatoproteksi dan nefroproteksi terhadap
hewan uji tikus yang diinduksi karbon
tetraklorida  (CCI4).1®  Penelitian  dari
Meena, dkk juga dilaporkan bahwa ekstrak
etanol daun asam jawa dosis 200 mg/kgBB
memiliki aktivitas hepatoproteksi pada
tikus yang diinduksi INH dan rifampisin.?
Peredaman aktivitas radikal bebas yang
masuk kedalam tubuh dalam jumlah
berlebih dapat dilakukan dengan pemberian
antioksidan. Hasil identifikasi kandungan
kimia dari daun asam jawa yang dilakukan
oleh peneliti sebelumnya melaporkan
bahwa Fenol, flavonoid, saponin dan
vitamin C merupakan senyawa kimia dari
daun asam jawa yang diduga memiliki
aktivitas sebagai antioksidan.”® Vitamin C
merupakan suatu antioksidan non-enzimatis
yang memiliki kemampuan untuk melawan
dan menetralisir radikal bebas dari segi
kerusakan DNA.®  Saponin  mampu
meredam superoksida melalui
pembentukan intermediet hidroperoksida
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sehingga mencegah kerusakan
biomolekular oleh radikal bebas.'! Senyawa
fenolik memiliki satu (fenol) atau lebih
(polifenol) cincin fenol seperti flavonoid,
yaitu gugus hidroksi yang terikat pada
cincin aromatis sehingga mudah teroksidasi
dengan menyumbangkan atom hidrogen
pada radikal bebas, maka aktivitas
antioksidan senyawa fenol dapat dihasilkan
pada reaksi netralisasi radikal bebas atau
pada penghentian reaksi berantai yang
terjadi.*®

Beberapa penelitian terkait aktivitas
antioksidan dari daun asam jawa juga telah
dilakukan oleh peneliti-peneliti
sebelumnya, seperti hasil penelitian dari
Akmarina, dkk diperolen  aktivitas
antioksidan dari ekstrak etanol daun asam
jawa dengan nilai 1C50 27.11 pg/mL
termasuk dalam kategori sangat kuat (nilai
IC50 <50 upg/mL).%? Begitupula dengan
hasil penelitian yang dilakukan oleh Irda
Fidrianny yang menggunakan beberapa
jenis ekstrak dengan kepolaran yang
berbeda yaitu ekstrak n-heksan, etil asetat
dan etanol masing masing diperoleh nilai
IC50 3,66 pg/mL, 2,11 pg/mL, dan 2,05
ng/mL.” Aktivitas antioksidan pada fraksi
etil asetat daun asam jawa juga telah
dilakukan oleh Megawati dan diperoleh
nilai 1C50 sebesar 20,05 pg/mL.2 Namun
Dalam penelitian ini  potensi yang
dihasilkan oleh fraksi daun asam jawa
masih belum maksimal yang kemungkinan
disebabkan oleh dosis pemberian yang
masih kurang sehingga perlu dilakukan
penelitian lebih lanjut.

Hasil analisis statistik menggunakan uji
oneway anova dengan uji LSD (post hoc)
menunjukkan bahwa pemberian fraksi etil
asetat daun asam jawa 200 mg/kgBB
(kelompok 2) tidak berbeda signifikan (p-
value >0.05) dengan kelompok 4 kontrol
positif (tanpa induksi) maupun dengan
kelompok fraksi n-heksan daun asam jawa,
tetapi berbeda siginifikan (p-value <0.05)
dengan kelompok 1 kontrol negatif (induksi
paracetamol). Selanjutnya kelompok fraksi
n-heksan berbeda signifikan (p-value
<0.05) dengan kelompok 4 kontrol positif
(tanpa perlakuan/induksi) dan kelompok 1
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kontrol negatif. Hal ini menunjukkan
bahwa fraksi etil asetat memiliki aktivitas
yang lebih baik dari pada fraksi n-heksan
dalam melindungi fungsi hati dan ginjal
terhadap parameter kadar AST, ALT dan
kreatinin.

KESIMPULAN
Pemberian fraksi etil asetat daun asam
jawa memiliki pengaruh dalam

menghambat peningkatan kadar AST, ALT

dan kreatinin tikus yang diinduksi
paracetamol dosis toksik. Sedangkan,
pemberian  fraksi  n-heksan  dapat

menghambat peningkatan kadar kreatinin
tikus namun tidak menekan peningkatan
kadar AST dan ALT tikus yang diinduksi
paracetamol sebagai sumber oksidan.
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Abstrak

Tumbuhan kelor mulai dari buah, bunga, daun, kulit, biji, batang sampai akar memiliki manfaat
yang penting. Salah satu kandungan yang paling menonjol dari kelor adalah antioksidan,
terutama pada bagian daunnya mengandung antioksidan yang tinggi. Daun kelor mengandung
antioksidan yang berupa antarquinon, flavonoid, tanin, steroid, alkaloid, triterpenoid, dan
saponin. Daun kelor juga mengandung vitamin C, kalsium, vitamin B, zat besi, vitamin A,
kalium dan protein dengan jumlah besar yang mudah dicerna dan diserap tubuh. Pemanfaatan
tanaman kelor di Indonesia saat ini masih terbatas. Salah satu upaya meningkatkan
pemanfaatan daun kelor yaitu melalui pengembangan produk nutrasetikal es krim daun kelor.
Penelitian ini bertujuan untuk memperoleh formulasi sediaan nutrasetikal es krim daun kelor
aktivitas antioksidannya. Penelitian ini merupakan studi eksperimental dengan melakukan
percobaan membuat serbuk daun kelor dengan metode pengeringan pada suhu ruang dan
digunakan sebagai bahan tambahan dalam produk es krim serta diukur potensi antioksidanya.
Penelitian ini menunjukkan serbuk daun kelor dapat diformulasi menjadi sediaan nutrasetikal
es krim, aktivitas antioksidan serbuk daun kelor 50 mg dan es krim 5% tergolong lemah, serbuk
Daun Kelor 100 mg dan 150 mg serta es krim 10% dan 15% tergolong sedang dan aktivitas
antioksidan serbuk daun kelor tidak mengalami perubahan setelah diformulasi menjadi sediaan
nutrasetikal es krim daun kelor.

Abstract

Moringa plants ranging from fruit, flowers, leaves, skin, seeds, stems to roots have important
benefits. One of the most prominent content of moringa is antioxidants, especially in the leaves
which contain high antioxidants. Moringa leaves contain antioxidants in the form of
interquinones, flavonoids, tannins, steroids, alkaloids, triterpenoids, and saponins. Moringa
leaves also contain vitamin C, calcium, B vitamins, iron, vitamin A, potassium and large
amounts of protein that are easily digested and absorbed by the body. The use of moringa
plants in Indonesia is currently still limited. One of the efforts to increase the utilization of
moringa leaves is through the development of nutraceutical products of Moringa Leaf ice
cream. This study aims to obtain a nutraceutical formulation of moringa leaf ice cream for and
antioxidant activity. This research is an experimental study by conducting experiments to make
Moringa Leaf powder by drying at room temperature and used as an additive in ice cream
products and measuring antioxidant activity. This study shows that moringa leaf powder can be
formulated into nutraceutical ice cream preparations, the antioxidant activity of moringa leaf
powder 50 mg and 5% ice cream is classified as weak, moringa leaf powder 100 mg and 150
mg and 10% and 15% ice cream is classified as moderate and the antioxidant activity is
moderate. Moringa leaf powder did not change after being formulated into a nutraceutical
preparation of moringa leaf ice cream.
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PENDAHULUAN

Makanan fungsional yaitu makanan
yang menyediakan tubuh karbohidrat,
protein, lemak, vitamin, dll dalam jumlah
yang dibutuhkan untuk hidup sehat. Saat
makanan fungsional dapat berkontribusi
dalam mencegah dan atau mengobati
gangguan kesehatan (kecuali anemia) dan
atau suatu penyakit, disebut sebagai
nutrasetikal.! Salah satu bahan pangan
yang berpotensi untuk dikembangakan
yaitu tumbuhan kelor (Moringa oleifera).
Kelor adalah tumbuhan tropis yang
tumbuh dan berkembang di Indonesia.?
Umumnya masyarakat memanfaatkan daun
kelor sebagai bahan menu sayuran.®

Hasil penelitian menunjukkan bahwa
daun kelor mengandung vitamin C,
kalsium, vitamin B, zat besi, vitamin A,
kalium dan protein dengan jumlah besar
yang mudah dicerna dan diserap oleh
tubuh.* Salah satu kandungan yang paling
menonjol dari kelor adalah antioksidan,
terutama pada bagian daunnya
mengandung antioksidan yang tinggi.
Berdasarkan uji  fitokimia, daun kelor
mengandung antioksidan yang berupa
antarquinon, flavonoid, tanin, steroid,
alkaloid, triterpenoid, dan saponin.® Salah
satu senyawa flavonoid yang terdapat
dalam daun kelor dan mempunyai aktivitas
antioksidan 5 kali lebih kuat dari vitamin C
dan vitamin E adalah  kuersetin.®
Berdasarkan penelitian yang dilakukan
oleh Djamil diperoleh aktivitas antioksidan
tertinggi pada ekstrak Daun kelor dengan
nilai 1Cso sebesar 106,7484 pada suhu
perebusan 40 °C.’

Antioksidan merupakan senyawa yang
terbukti dapat menghambat proses oksidasi
dengan cara meredam aktivitas radikal
bebas. Tubuh sendiri memiliki pertahanan
antioksidan yang berupa enzim dan
berfungsi untuk menghambat radikal
bebas. Namun karena perkembangan
industri yang sangat pesat, dimana sumber
ion radikal umumnya bersumber dari
lingkungan atau kegiatan fisik yang tinggi
sehingga tidak dapat dihambat oleh
antioksidan dalam tubuh. Sehingga tubuh
membutuhkan sumber antioksidan lain
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seperti antioksidan alami serta antioksidan
sintetis jika terpapar radikal bebas secara
berlebih.®

Radikal bebas merupakan suatu
molekul yang mempunyai elektron tidak
berpasangan  pada  kulit terluarnya,
sehingga memiliki sifat yang sangat reaktif
untuk mencari pasangan dengan cara
menyerang dan mengikat elektron yang
ada di sekitarnya (misalnya protein,
karbohidrat, lipid, dan DNA) dan bersifat
racun bagi sel tubuh. Jika molekul normal
berikatan dengan radikal bebas, maka akan
terbentuk radikal bebas baru. Radikal
bebas merupakan pemicu penuaan pada
manusia, kanker, stroke, penyakit jantung
koroner, aterosklerosis dan gagal ginjal.®

Saat ini pemanfaatan tumbuhan kelor
di Indonesia masih terbatas. Umumnya
masyarakat memanfaatkan Daun kelor
sebagai bahan menu sayuran. Salah satu
upaya meningkatkan pemanfaatan daun
kelor adalah melalui pengembangan
produk nutrasetikal es krim daun Kkelor.
Penelitian yang dilakukan oleh Iskandar
diperoleh bahwa penambahan 25 gram
tepung daun kelor pada es krim dapat
diterima dari segi rasa, aroma dan tekstur
oleh responden.®

Nutrasetikal merupakan pangan
fungsional modifikasi dimana bahan
merusaknya telah dihilangkan, dikurangi,
atau diganti dengan bahan lain yang
memiliki efek menguntungkan, seperti
pengurangan lemak es krim dengan
penambahan serat pangan.® Es krim yaitu
produk olahan makanan beku yang
diproduksi dari proses emulsifikasi susu,
produk susu ataupun campurannya dengan
atau tanpa menggunakan bahan makanan
lain yang diizinkan, dipanaskan dengan
metode pasteurisasi, dengan atau tanpa
penambahan udara.!

Es krim sendiri merupakan olahan
makanan beku yang disukai banyak
kalangan masyarakat, mulai dari anak-
anak, remaja, dewasa sampai orang tua
karena memiliki rasa yang enak, manis,
dan lembut serta penyajian yang
bervariasi.'? Es krim banyak
dikembangkan dari bahan alternatif dan
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memiliki kandungan gizi yang tinggi
sehingga disukai banyak orang.*2

METODE

Penelitian  ini  merupakan  studi
eksperimental dengan melakukan
percobaan dengan memanfaatkan serbuk
daun kelor sebagai bahan tambahan dalam
pembuatan produk es krim dan diukur
serapannya menggunakan spektro-
fotometer ~ UV-Vis pada  panjang
gelombang 516 nm. Penelitian ini
dilaksanakan di Laboratorium Teknologi
Farmasi Jurusan Farmasi, Poltekkes
Kemenkes Makassar pada bulan Februari
hingga April 2022.

Alat dan bahan

Peralatan yang digunakan yaitu
Spektrofotometri  UV-Vis (Shimadzu),
freezer, timbangan analitik (Sartorius),
mixer, dan blender.

Bahan yang digunakan pada penelitian
ini meliputi serbuk daun kelor (Moringa
oleifera L.) yang berasal dari Kabupaten
Kepulauan Selayar, susu skim (Indomilk),
krimmer (MaxCreamer), kuning telur, gula
pasir (Rose Brand), etanol 96%, aquadest,
dan DPPH.

Tabel 1. Rancangan formula sediaan es
krim daun kelor (Moringa oleifera L.)

gggﬂo(f,}:)' FI FIl FIl AV
Daun kelor 0 25 30 35
Krimer 10 10 10 10
Gula 12 12 12 12
Kuning telur 0,2 0,2 0,2 0,2

Susu skim ad 100 ad100 ad100 ad100

Prosedur kerja
Pembuatan serbuk daun kelor

Daun kelor yang digunakan merupakan
daun kelor yang masih muda dan berwarna
hijau, daun kelor dipisahkan dari tangkai
daunnya dan dicuci dengan air bersih.
Proses pengeringan dilakukan dengan cara
dianginkan pada suhu ruang selama 2x24

jam pada tempat yang tidak terkena sinar
matahari langsung. Daun yang sudah
kering dihancurkan menggunakan blender
sampai menjadi serbuk. Serbuk yang
terbentuk diayak dengan ayakan No. 100
dan disimpan dalam wadah kedap udara.

Pembuatan es krim Daun kelor

Kuning telur dikocok menggunakan
mixer sampai tercampur rata atau
homogen, kemudian dimasukkan bersama
krimmer dan gula pasir ke dalam susu, lalu
dihomogenkan menggunakan mixer dan
dihindarkan terbentuknya endapan selama
15 menit. Serbuk daun kelor ditambahkan
ke dalam adonan sesuai perlakuan. Setelah
itu dilakukan proses aging selama 3 - 4
jam pada suhu 4 °C. Es krim dikemas ke
dalam pot plastik dan dimasukkan ke
dalam freezer selama 24 jam.

Uji fisik
a. Bau

Sampel uji diambil dan dimasukkan ke
dalam gelas arloji, sampel uji dicium untuk
mengetahui baunya. Jika tidak tercium bau
asing, off-flavour atau bau tengik, maka
disimpulkan “normal”, jika tercium bau
asing, off-flavour atau bau tengik, maka
dapat disimpulkan “tidak normal”.

b. Rasa

Sampel uji diambil dan dicicipi dengan
lidah. Jika tidak terdapat rasa asing,
disimpulkan “normal”, jika terdapat rasa
asing, maka dapat disimpulkan “tidak
normal” !

Uji aktivitas antioksidan daun kelor
Sebanyak 20 mg DPPH ditimbang,
dilarutkan dengan etanol 96% dan
dimasukkan ke dalam wadah labu ukur 250
mL, kemudian dicukupkan volume sampai
tanda menggunakan etanol 96%. Larutan
DPPH dilapisi dengan kertas aluminium.
Serbuk daun kelor ditimbang masing-
masing 50 mg, 100 mg, dan 150 mg,
dilarutkan dengan etanol 96% dan
dimasukkan ke dalam wadah labu ukur 50
mL, kemudian volume ditambahkan
sampai tanda dengan menggunakan etanol
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96% dan didiamkan selama 30 menit
sambil sekali-kali dihomogenkan. Larutan
sampel disaring dan dipipet sebanyak 1 ml,
dimasukkan ke dalam vial dan
ditambahkan larutan DPPH sebanyak 4 ml.
Vial dibungkus menggunakan aluminium
foil dan diinkubasi selama 30 menit pada
suhu ruang. Larutan blanko dibuat dengan
cara dipipet etanol 96% sebanyak 1 ml,
dimasukkan ke dalam vial dan ditambah
dengan larutan DPPH sebanyak 4 ml. Vial
dibungkus dengan aluminium foil dan
diinkubasi selama 30 menit pada suhu
ruang.

Serapan  larutan  sampel  diukur
menggunakan spektrofotometer UV-Vis
pada panjang gelombang 516 nm.
Kemudian dihitung % inhibisinya dengan
menggunakan rumus sebagai berikut :

abs blanko—abs sampel

% inhibisi = x100%

abs blanko

Uji aktivitas antioksidan es krim daun
kelor

Es krim daun kelor ditimbang masing-
masing konsentrasi sebanyak 1000 mg,
dilarutkan dengan etanol 96% dan
dimasukkan ke dalam wadah labu ukur 50
ml, kemudian volume dicukupkan sampai
tanda menggunakan etanol 96% dan
didiamkan selama 30 menit sambil sekali-
kali dihomogenkan. Larutan sampel
disaring dan dipipet sebanyak 1 mL,
dimasukkan ke dalam vial dan
ditambahkan larutan DPPH sebanyak 4
mL. Vial dibungkus menggunakan
aluminium foil dan diinkubasi selama 30
menit pada suhu ruang.

Serapan larutan  diukur  dengan
menggunakan spektrofotometer UV-Vis
pada panjang gelombang 516 nm. Persen
inhibisi dihitung dengan menggunakan
rumus sebagai berikut:

abs blanko—abs sampel

% inhibisi = x100%

abs blanko

HASIL DAN PEMBAHASAN

Produk sediaan nutrasetikal es krim
daun kelor pada penelitian ini dibuat
dengan menggunakan serbuk daun kelor
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dengan konsentrasi 0%, 5%, 10%, dan
15%. Penambahan serbuk daun kelor ke
dalam es krim akan mempengaruhi
organoleptik yang dihasilkan seperti rasa,
bau dan warna. Hasil penelitian
menunjukkan bahwa adanya perbedaan
pada rasa, bau dan warna antara sediaan es
krim tanpa serbuk daun kelor dengan
sediaan es krim daun kelor. Perbedaan
intensitas warna, bau dan rasa terjadi
akibat perbedaan konsentrasi serbuk daun
kelor pada es krim.

Formulasi sediaan es krim daun kelor
terbentuk warna hijau hingga hijau
kecoklatan. Daun kelor berwarna hijau
muda sampai hijau tua, sehingga warna es
krim akan menjadi semakin gelap dengan
meningkatnya konsentrasi serbuk daun
kelor yang diberikan.

Es krim daun kelor memiliki bau yang
dipengaruhi oleh bau langu yang khas dan
tajam yang berasal dari minyak atsiri dan
enzim lipoksidase yang terkandung dalam
daun kelor* Pada es krim tanpa
penambahan serbuk daun kelor memiliki
bau khas susu sedangkan pada konsentrasi
5% bau khas daun kelor tertutup oleh bau
khas susu. Sementara pada konsentrasi
10% dan 15% bau khas susu tertutup oleh
bau khas kelor.

Rasa manis berasal dari gula pada
formulasi sediaan es krim dimana pada
konsentrasi 5% rasa khas daun kelor
tertutup oleh rasa manis dari gula dan
semakin besar konsentrasi serbuk daun
kelor maka rasa manis pada es krim akan
tertutup oleh rasa khas dari daun kelor.
Rasa khas disebabkan karena daun kelor
mengandung tanin sehingga menghasilkan
rasa pahit. Hasil ini sesuai dengan
penelitian yang dilakukan oleh Yulianti,
dimana rasa getir pada minuman jeli daun
kelor dengan dua dan tiga kali ulangan
ekstraksi berasal dari tanin.

Uji fisik adalah metode pengujian
untuk mengamati warna, bau, rasa, dan
tekstur suatu produk makanan dan
minuman dengan menggunakan panca
indera manusia. Bau dan rasa adalah uji
fisik yang dilakukan sesuai dengan SNI es
krim tahun 2018. Indikator yang digunakan
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pada uji fisik yaitu ada tidaknya bau dan
rasa asing pada es krim. Hasil penelitian
menunjukkan bahwa keempat formulasi es
krim daun kelor tidak memiliki bau dan
rasa yang asing. Formulasi | dengan
konsentrasi 0% memiliki bau khas susu
dan memiliki rasa yang manis, sedangkan
dengan penambahan serbuk daun kelor,
semakin tinggi konsentrasinya maka bau
khas susu semakin memudar tertutup oleh
bau khas daun kelor dan rasa es krim
sedikit pahit.

Tabel 2. Hasil organoleptik es krim daun

kelor
Sampel Warna Bau Rasa Tekstur
0% Putih Khas Manis  Padat
susu
5% Hijau Khas Manis  Padat
susu
Manis,
0%  Hijau Khas — codikit  Padat
kelor .
pahit
Hijau Khas Sedikit

15% Padat

kecoklatan  kelor pahit

Tabel 3. Hasil uji fisik es krim daun kelor

aktivitas radikal bebas semakin meningkat.
Persen inhibisi pada es krim dengan
konsentrasi 0% menunjukkan bahwa basis
es krim tidak dapat menghambat aktivitas
radikal bebas.

Hasil penelitian menunjukkan persen
inhibisi sediaan es krim daun kelor lebih
besar dari serbuk daun kelor. Hal ini
disebabkan karena adanya perbedaan
intensitas warna, dimana pada larutan es
krim memiliki warna hijau yang lebih
muda dari pada larutan serbuk daun kelor.
Untuk menentukan aktivitas antioksidan,
sampel yang digunakan harus bening atau
tidak berwarna, jika suatu sampel tidak
bening atau berwarna maka berpotensi
mempengaruhi aktivitas antioksidan yang
diperoleh.1*

Lama ekstraksi juga dapat
mempengaruhi persen inhibisi. Serbuk
daun kelor lebih lama terekstraksi dengan
basis es krim daripada serbuk daun kelor
dengan pelarut etanol 96%. Koesnadi EA,
dkk, (2021), dalam penelitiannya diperoleh
bahwa lama ekstraksi berpengaruh nyata
terhadap aktivitas antioksidan ekstrak daun
rambusa.®

Tabel 4. Aktivitas antioksidan daun
kelor

No Sampel Bau Rasa

1 0% Normal Normal
2 5% Normal Normal
3 10% Normal Normal
4 15% Normal Normal

% Aktivitas

Sampel  Absorbansi | bl Antioksidan

Ket: Tidak ada bau/rasa asing = “normal”, Ada
bau/rasa asing = “tidak normal”.

Hasil penelitian menunjukkan bahwa
persen inhibisi yang diperoleh akan
semakin besar dengan meningkatnya
konsentrasi serbuk daun kelor yang
diberikan. Persen inhibisi terbesar yang
diperoleh yaitu 30,50% pada serbuk daun
kelor 150 mg dan 49,74% pada es krim
dengan konsentrasi serbuk daun kelor
sebesar 15%.

Persen  inhibisi yang diperoleh
menunjukkan semakin besar konsentrasi
serbuk daun kelor yang diberikan, maka
kemampuannya  dalam  menghambat

DPPH 0,8145 - -
Serbuk

50 mg 0,6901 15,27 Rendah
Serbuk

100 mg 0,6276 22,95 Sedang
Serbuk

150 mg 0,5661 30,50 Sedang

Ket: Tinggi (> 50%), sedang (20%-50%), rendah (<
20%)

Wulansari dan Chairul menggolongkan
aktivitas antioksidan menjadi tinggi jika
persen inhibisinya melebihi 50%, 20-50%
tergolong sedang, dan dibawah 20%
tergolong rendah.'® Pada penelitian ini
menunjukkan aktivitas antioksidan serbuk
daun kelor 50 mg dan sediaan es krim 5%
tergolong lemah, sedangkan aktivitas
antioksidan serbuk daun kelor 100 mg dan
150 mg serta sediaan es krim 10% dan
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15% tergolong sedang. Hasil ini
menunjukkan bahwa aktivitas antioksidan
serbuk daun kelor tidak mengalami
perubahan setelah dibuat menjadi sediaan
nutrasetikal es krim daun kelor.

Tabel 5. Aktivitas antioksidan es krim Daun

kelor
Sampel Absorbansi Inr?ft))isi Aﬁ\:?éill/;itg:n
DPPH 0,8145 - -
Basis 0,8517 0 Rendah
e KM 06782 16,73 Rendah
e 05312 34,78 Sedang
Eé% krim 0,404 49,74 Sedang

Ket: Tinggi (> 50%), sedang ( 20%-50%), rendah
(< 20%)

Gambar 1. Es krim daun kelor (Moringa
oleifera L.)

KESIMPULAN

Serbuk daun kelor dapat
diformulasikan sebagai sediaan
nutrasetikal es krim. Aktivitas antioksidan
serbuk daun kelor 50 mg dan es krim 5%
tergolong lemah, serbuk daun kelor 100
mg dan 150 mg serta es krim 10% dan
15% tergolong sedang. Penelitian ini
menujukkan aktivitas antioksidan serbuk
daun kelor tidak mengalami perubahan
setelah  diformulasi menjadi  produk
sediaan nutrasetikal es krim daun kelor.
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SARAN

Perlu dilakukan pengujian lebih lanjut
untuk menentukan cemaran mikrobiologi
dan uji hedonik serta perlu menggunakan
variasi metode ekstraksi yang bebeda agar
diperoleh aktivitas antioksidan yang lebih
akurat.
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