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ABSTRAK

Hasan, Muhammad N. 2015. Pengaruh Ekstrak Rimpang Jeringau (Acorus calamus
L.) Dalam Beberapa Pelarut Organik Terhadap Aktivitas Antioksidan dan
Antifungi Secara In Vitro. Skripsi. Jurusan Biologi. Fakultas Sains dan
Teknologi. Universitas Islam Negeri (UIN) Maulana Malik Ibrahim Malang.
Pembimbing: Dr. drh. Hj. Bayyinatul Muchtaromah, M.Si dan Mujahidin Ahmad,
S.Pt, M.Si, M.Sc.

Kata kunci: infertilitas, Candida albicans, rimpang jeringau, pelarut organik, fitokimia,
antioksidan, antifungi, in vitro.

Diperkirakan sebanyak 75% wanita di Indonesia pernah mengalami keputihan.
Keputihan paling sering diakibatkan oleh infeksi jamur Candida albicans dan dapat
menyebabkan komplikasi yang serius contohnya infertilitas. Salah satu bahan ramuan
yang terkenal dapat menyembuhkan masalah-masalah infertilitas adalah rimpang jeringau
(Acorus calamus L.). Penelitian ini menjadi langkah awal untuk proses standardisasi dan
saintifikasi rimpang jeringau sebagai salah satu bahan dasar obat tradisional etnis
Madura, yaitu jamu “Subur Kandungan”. Sehingga dilakukan penelitian lebih mendalam
sebagai antioksidan dan antifungi dengan beberapa pelarut organik berdasarkan tingkat
kepolaran.

Penelitian ini menggunakan penelitian experimental design. Sampel diekstrak
dengan metode maserasi menggunakan pelarut etanol p.a, kloroform p.a, dan n-heksana
p.a. Uji kadar antioksidan menggunakan variasi konsentrasi 25 ppm, 50 ppm, 100 ppm,
200 ppm, dan 400 ppm. Kemudian dihitung persen aktivitas antioksidannya. Selanjutnya
diuji aktivitas antifungi secara in vitro terhadap pertumbuhan jamur Candida albicans
dengan konsentrasi 100%; 50%; 25%; 12,5%; 6,25%; 3,13%; 1,56%; 0,78%; 0,39%; dan
0%. Pada masing-masing perlakuan dilakukan ulangan sebanyak tiga kali.

Hasil nilai ICsy uji aktivitas antioksidan ekstrak kasar rimpang jeringau dengan
metode DPPH dari tertinggi ke terendah berturut-turut (etanol; 137,7 mg/L tergolong
sedang), (kloroform; 315,8 mg/L tergolong lemah), dan (n-heksana; 1011 mg/L tergolong
sangat lemah/tidak aktif). Sedangkan zona hambat dengan diameter dari ukuran terbesar
sampai terkecil secara berurutan adalah kontrol positif (nystatin) 17,68 mm (kuat),
jeringau etanol 3,72 mm (sedang), jeringau n-heksana 3,32 mm (sedang), jeringau
kloroform 2,2 mm (lemah) dan kontrol negatif (pelarut etanol 70%) 0,77 mm (lemah).
Adapun nilai KHM terdapat pada masing-masing ekstrak rimpang jeringau konsentrasi
0,39%. Dan nilai KBM ekstrak rimpang jeringau masing-masing perlakuan didapatkan
pada konsentrasi 0,78%.
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ABSTRACT
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It is estimated that around 75% of women in Indonesia have experienced vaginal
discharge. Vaginal discharge is most frequently caused by the infection of Candida
albicans and can cause serious complications such as infertility. One well-known
concoction that can cure infertility problems are Jeringau rhizomes (Acorus Calamus L.).
This research is the first step to the process of standardization and scientification of
Jeringau rhizome as a basic ingredient of traditional medicine used by Madurese ethnic,
namely “Subur Kandungan”. Hence, the more in-depth research is also conducted using
numerous organic solvents in extraction process.

This research is an experimental design research. Sample was extracted using
maceration method with solvents of ethanol p.a, chloroform p.a, dan n-hexane p.a.
Examine the antioxidant levels using a variation of the concentration—25 ppm, 50 ppm,
100 ppm, 200 ppm and 400 ppm. Then, the researcher calculated the percentage of
antioxidant activity. The antifungal activity in vitro against Candida albicans fungal
growth with a concentration of 100%; 50%; 25%; 12.5%; 6.25%; 3.13%; 1.56%; 0.78%;
0.39%; and 0% is examined further. Each treatment is conducted three times.

The ICs, values test in the experiment related to the antioxidant activity of Jeringau
rhizomes crude extract using DPPH from highest to lowest are as follows: (ethanol; 137.7
mg/L was moderate), (chloroform; 315.8 mg/L relatively weak), and (n-hexane; 1011
mg/L as very weak/inactive). Whereas the inhibition zones with a diameter the size from
the largest to the smallest are a positive control (nystatin)—17.68 mm (strong)—,
Jeringau ethanol—3 .72 mm (medium)—, Jeringau n-hexane—3.32 mm (medium)—,
Jeringau chloroform—2.2 mm (weak)—, and negative controls (solvent ethanol 70%)—
0.77 mm (weak)—. Therefore, it can be concluded that the MIC values contained in each
extract of Jeringau rhizomes is 0.39% and the MFC values of Jeringau rhizomes extract in
each treatment is obtained at the concentration of 0.78%.
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Diperkirakan sebanyak 75% wanita di Indonesia pernah mengalami keputihan.
Keputihan paling sering diakibatkan oleh infeksi jamur Candida albicans dan dapat
menyebabkan komplikasi yang serius contohnya infertilitas. Salah satu bahan ramuan
yang terkenal dapat menyembuhkan masalah-masalah infertilitas adalah rimpang jeringau
(Acorus calamus L.). Penelitian ini menjadi langkah awal untuk proses standardisasi dan
saintifikasi rimpang jeringau sebagai salah satu bahan dasar obat tradisional etnis
Madura, yaitu jamu “Subur Kandungan”. Sehingga dilakukan penelitian lebih mendalam
sebagai antioksidan dan antifungi dengan beberapa pelarut organik berdasarkan tingkat
kepolaran.

Penelitian ini menggunakan penelitian experimental design. Sampel diekstrak
dengan metode maserasi menggunakan pelarut etanol p.a, kloroform p.a, dan n-heksana
p.a. Uji kadar antioksidan menggunakan variasi konsentrasi 25 ppm, 50 ppm, 100 ppm,
200 ppm, dan 400 ppm. Kemudian dihitung persen aktivitas antioksidannya. Selanjutnya
diuji aktivitas antifungi secara in vitro terhadap pertumbuhan jamur Candida albicans
dengan konsentrasi 100%; 50%; 25%; 12,5%; 6,25%; 3,13%; 1,56%; 0,78%; 0,39%; dan
0%. Pada masing-masing perlakuan dilakukan ulangan sebanyak tiga kali.

Hasil nilai ICsy uji aktivitas antioksidan ekstrak kasar rimpang jeringau dengan
metode DPPH dari tertinggi ke terendah berturut-turut (etanol; 137,7 mg/L tergolong
sedang), (kloroform; 315,8 mg/L tergolong lemah), dan (n-heksana; 1011 mg/L tergolong
sangat lemah/tidak aktif). Sedangkan zona hambat dengan diameter dari ukuran terbesar
sampai terkecil secara berurutan adalah kontrol positif (nystatin) 17,68 mm (kuat),
jeringau etanol 3,72 mm (sedang), jeringau n-heksana 3,32 mm (sedang), jeringau
kloroform 2,2 mm (lemah) dan kontrol negatif (pelarut etanol 70%) 0,77 mm (lemah).
Adapun nilai KHM terdapat pada masing-masing ekstrak rimpang jeringau konsentrasi
0,39%. Dan nilai KBM ekstrak rimpang jeringau masing-masing perlakuan didapatkan
pada konsentrasi 0,78%.
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It is estimated that around 75% of women in Indonesia have experienced vaginal
discharge. Vaginal discharge is most frequently caused by the infection of Candida
albicans and can cause serious complications such as infertility. One well-known
concoction that can cure infertility problems are Jeringau rhizomes (Acorus Calamus L.).
This research is the first step to the process of standardization and scientification of
Jeringau rhizome as a basic ingredient of traditional medicine used by Madurese ethnic,
namely “Subur Kandungan”. Hence, the more in-depth research is also conducted using
numerous organic solvents in extraction process.

This research is an experimental design research. Sample was extracted using
maceration method with solvents of ethanol p.a, chloroform p.a, dan n-hexane p.a.
Examine the antioxidant levels using a variation of the concentration—25 ppm, 50 ppm,
100 ppm, 200 ppm and 400 ppm. Then, the researcher calculated the percentage of
antioxidant activity. The antifungal activity in vitro against Candida albicans fungal
growth with a concentration of 100%; 50%; 25%; 12.5%; 6.25%; 3.13%; 1.56%; 0.78%;
0.39%; and 0% is examined further. Each treatment is conducted three times.

The ICs, values test in the experiment related to the antioxidant activity of Jeringau
rhizomes crude extract using DPPH from highest to lowest are as follows: (ethanol; 137.7
mg/L was moderate), (chloroform; 315.8 mg/L relatively weak), and (n-hexane; 1011
mg/L as very weak/inactive). Whereas the inhibition zones with a diameter the size from
the largest to the smallest are a positive control (nystatin)—17.68 mm (strong)—,
Jeringau ethanol—3 .72 mm (medium)—, Jeringau n-hexane—3.32 mm (medium)—,
Jeringau chloroform—2.2 mm (weak)—, and negative controls (solvent ethanol 70%)—
0.77 mm (weak)—. Therefore, it can be concluded that the MIC values contained in each
extract of Jeringau rhizomes is 0.39% and the MFC values of Jeringau rhizomes extract in
each treatment is obtained at the concentration of 0.78%.
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PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Infertilitas adalah suatu kondisi tidak terjadinya kehamilan pada pasangan
yang telah berhubungan seksual tanpa menggunakan kontrasepsi secara teratur
dalam waktu satu tahun (Depkes RI, 2006). Sedangkan Roupa et al., (2009)
mendefinisikan lebih detail bahwa infertilitas adalah ketidakmampuan seorang
perempuan untuk hamil setelah berusaha hamil selama minimal 6 bulan atau satu
tahun, untuk wanita berumur di atas 35 tahun, tanpa menggunakan sarana kontrol
kelahiran, sementara memiliki hubungan seksual yang normal.

Angka infertilitas di Indonesia yang dikemukakan oleh Yusnita (2012)
berkisar (12-15%). Banyaknya pasangan infertilitas di Indonesia dapat
diperhitungkan dari banyaknya wanita yang pernah kawin dan tidak mempunyai
anak yang masih hidup. Menurut sensus penduduk tahun 2010 oleh Badan Pusat
Statistik (BPS) terdapat 12% baik di desa maupun di kota atau sekitar 3 juta
pasangan infertil tersebar di seluruh Indonesia, dari jumlah tersebut terdapat
perempuan infertil 15% pada usia 30-34, 30% pada usia 35-39, dan 64% pada usia
40-44 tahun. Secara global dapat disimpulkan penyebab terjadinya infertilitas
diakibatkan dari faktor perempuan sebanyak 30% yang mempunyai masalah pada
vagina, serviks, uterus, kelainan pada tuba, ovarium dan pada peritoneum, faktor
dari laki-laki 30%, gangguan dari keduanya 30% dan yang tidak di ketahui sekitar

10%.



Infertiilitas tampaknya menjadi masalah kesehatan multidimensi yang
terjadi tidak hanya karena masalah kesehatan yang berkaitan dengan organ-organ
reproduksi seperti; tuba fallopi, ovarium, dan endometrium tetapi juga mungkin
akibat dari pilihan gaya hidup modern seperti usia rata-rata yang lebih tinggi
ketika menikah, stress, hukum yang tidak kondusif dan efek psikologi lain (Roupa
et al., 2009). Faktor lain yang dapat menyebabkan seorang wanita maupun pria
mengalami infertilitas ialah gaya hidup yang tidak terkontrol yang diterapkan
sejak usia remaja yang memicu radikal bebas di antaranya kebiasaan merokok,
keadaan lingkungan yang buruk (polusi udara dan air). Menurut Aprilia (2015)
radikal bebas dapat menyebabkan infertilitas baik pada laki-laki maupun wanita.
Khususnya wanita yang mengalami infertilitas salah satunya dapat disebabkan
oleh penyakit keputihan.

Agustini  (2013) menyebutkan bahwa keputihan (leukorrhea, vaginal
discharge) merupakan masalah kesehatan reproduksi wanita yang sering dialami.
Diperkirakan sebanyak 75% wanita di Indonesia pernah mengalami keputihan
minimal satu kali dalam hidupnya. Keputihan yang tidak normal paling sering
diakibatkan oleh infeksi jamur Candida albicans, bakteri atau parasit
Trichomonas vaginalis. Gejala keputihan bervariasi dan tergantung dari penyebab
dan jika dibiarkan berlanjut, keputihan dapat menyebabkan komplikasi yang
serius seperti infertilitas, penyakit radang panggul, kelahiran prematur dan berat
badan lahir rendah. Umumnya terapi obat-obatan diberikan sesuai dengan

organisme yang menyebabkan keputihan. Selain menggunakan obat-obatan,



dianjurkan untuk selalu menjaga kebersihan daerah intim sebagai tindakan
pencegahan sekaligus mencegah berulangnya keputihan.

Pengobatan infertilitas dengan metode diagnosis yang ada biasanya
dilakukan pengobatan dengan cara operasi, terapi obat-obatan, In vitro
fertilization (IVF) atau teknologi reproduksi bantuan (Assisted Reproduction
Technology). Hal ini tidak selalu menghasilkan kehamilan dan kelahiran bayi
dalam keadaan hidup. Apalagi IVF mahal, baik secara emosional dan finansial
(Delosantos, 2012). Di negara-negara maju yang secara luas telah menggunakan
obat-obatan modern, akhir-akhir ini terdapat kecenderungan masyarakat kembali
ke alam (back to nature) untuk menggunakan obat-obat tradisional dan obat-
obatan dari tumbuhan (herbal) bagi kesehatan (Dewoto, 2007). Fakta ini juga
dikuatkan oleh WHO yang melaporkan bahwa 80% orang di dunia saat ini
bergantung pada tanaman obat untuk pemeliharaan kesehatannya (Wulandari,
2001).

Indonesia merupakan salah satu negara yang memiliki potensi
keanekaragaman hayati cukup besar di dunia. Keanekaragaman hayati Indonesia
ini menempati urutan kedua terkaya di dunia setelah Brazil. Hutan hujan tropika
Indonesia diperkirakan menyimpan lebih dari  30.000 jenis tumbuhan
(Widaryanto, 2008). Menurut Wijayakusuma (1993) sekitar 30.000 sampai 40.000
jenis tumbuhan obat baik di darat maupun di laut yang tersebar dari Aceh sampai
Papua banyak berkhasiat sebagai obat.

Sinambela (2000) menjelaskan bahwa terdapat lebih dari 7.000 spesies

tanaman yang telah dikenal dan dapat dimanfaatkan untuk pengobatan. Namun,



masih sekitar 250 jenis tumbuhan saja yang digunakan sebagai bahan baku obat
oleh industri obat tradisional dan modern. Indonesia termasuk salah satu negara
yang banyak menggunakan obat-obat alamiah (herbal), baik dalam bentuk
tradisional (jamu) maupun dalam bentuk modern (pil, kapsul, puyer, dan lain-
lain). Bakar (2007) menyebutkan bahwa sebanyak 940 spesies atau sekitar 26%
telah digunakan untuk berbagai keperluan industri obat dan jamu, hanya beberapa
spesies yang telah dibudidayakan secara intensif dan sisanya sekitar 74% masih
tumbuh liar. Dengan demikian, Indonesia merupakan sumber produksi plasma
nutfah tumbuhan berkhasiat obat yang potensinya perlu digali secara sungguh-
sungguh untuk kesejahteraan masyarakat.

Usaha pengembangan terhadap bahan alam sebagai obat tradisional dapat
dikembangkan melalui kebiasaan masyarakat dalam pemanfaatan bahan alam
untuk pengobatan dan menjaga kesehatan atau melalui penelitian terhadap bahan-
bahan alam baru yang diprediksikan memiliki khasiat sebagai obat (Wasito,
2008). Sehingga berbagai penelitian terus dilakukan para ilmuwan untuk
menemukan obat-obat terbaru yang dapat mengatasi permasalahan seksualitas.
Dikarenakan beberapa obat-obat modern mengandung bahan kimia yang memiliki
efek samping baik berupa efek samping langsung maupun tidak langsung atau
terakumulasi. Hal ini terjadi karena bahan kimia bersifat anorganik dan murni
sementara tubuh bersifat organik dan kompleks. Sehingga bahan kimia bukan
bahan yang benar-benar cocok untuk tubuh. Penggunaan bahan kimia pada tubuh
dianggap sebagai sesuatu yang tidak terhindarkan dan digunakan secara terbatas

yang dapat diterima dan ditoleransi oleh tubuh.



Maka dari itu, untuk mengatasi masalah infertilitas lebih baik dengan cara
memanfaatkan obat-obatan dari alam atau biasanya disebut sebagai ramuan
tradisional (jamu). Salah satu bahan ramuan yang terkenal dapat menyembuhkan
masalah-masalah seksualitas adalah rimpang jeringau (Acorus calamus L.)
sebagai salah satu penyusun utama ramuan jamu “Subur Kandungan” yang sudah
digunakan secara turun-temurun oleh masyarakat etnis Madura. Kandungan
fitokimia, aktivitas antioksidan dan aktivitas antimikroba dari rimpang jeringau
(Acorus calamus L.) tersebut dianggap menjadi faktor penting dalam
meningkatkan fertilitas wanita yang telah dipercaya masyarakat selama ratusan
tahun dalam pengobatan tradisional. Sehingga penelitian ini menjadi langkah awal
untuk proses standardisasi rimpang jeringau sebagai bahan dasar berbagai obat
tradisional (jamu) dan nantinya pengobatan tradisional bisa diterima dalam sistem
pengobatan modern serta mampu meningkatkan kesehatan masyarakat.

Sebagaimana tentang tanaman-tanaman yang memiliki berbagai manfaat

telah disebutkan Allah g dalam QS. Asy-Syu’araa’ ayat 7-9:
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Artinya: “Dan apakah mereka tidak memperhatikan bumi, berapakah banyaknya
Kami tumbuhkan di bumi itu berbagai macam tumbuh-tumbuhan yang baik?
Sesungguhnya pada yang demikian itu benar-benar terdapat suatu tanda
kekuasaan Allah. dan kebanyakan mereka tidak beriman. Dan sesungguhnya
Tuhanmu benar-benar Dialah yang Maha Perkasa lagi Maha Penyayang.” (QS.
Asy-Syu’araa’: 7-9).



Kata ila/ke pada firman-Nya di awal ayat ini: awalam yara ila al-
ardh/apakah mereka tidak melihat ke bumi merupakan kata yang mengandung
makna batas akhir. la berfungsi memperluas arah pandangan hingga batas akhir,
dengan demikian ayat ini mengundang manusia untuk mengarahkan pandangan
hingga batas kemampuannya memandang sampai mencakup seantero bumi,
dengan aneka tanah dan tumbuhannya dan aneka keajaiban yang terhampar pada
tumbuh-tumbuhannya (Shihab, 2002).

Kata zauj berarti pasangan. Pasangan yang dimaksud ayat ini adalah
pasangan tumbuh-tumbuhan, karena tumbuhan muncul di celah-celah tanah yang
terhampar di bumi, dengan demikian ayat ini mengisyaratkan bahwa tumbuh-
tumbuhan pun memiliki pasangan-pasangan guna pertumbuhan dan
perkembangannya. Kata karim antara lain digunakan untuk menggambarkan
segala sesuatu yang baik bagi setiap objek yang disifatinya. Tumbuhan yang baik,
paling tidak adalah yang subur dan bermanfaat (Shihab, 2002).

Ayat di atas menunjukkan betapa kuasanya Allah @ vyang telah
menumbuhkan pelbagai tanaman-tanaman yang tentu semuanya itu tidak
diciptakan dengan sia-sia dan bermanfaat bagi makhluk-Nya. Indonesia yang
memiliki puluhan ribu spesies tumbuhan obat telah diidentifikasi 1.845 sifat obat
dan tercatat sampai bulan April 2014, terdapat 283 spesies yang telah dieksplorasi
senyawa aktifnya. Oleh karenanya masih dianggap perlu dalam melakukan
penelitian untuk mendapatkan data yang dapat mendukung pemakaian empiris
tanaman obat. Sehingga dapat digunakan sebagai obat alternatif yang lebih luas

serta dapat dipertanggung jawabkan secara ilmiah. Al Qurthubi (2009) dalam



tafsirnya mengartikan ayat tersebut yakni menunjukkan bahwa Allah g
memperingatkan akan keagungan dan kekuasaan-Nya. Maksudnya dalam hal apa
yang disebutkan, seperti tumbuh-tumbuhan yang ada di bumi untuk menunjukkan
bahwa Allah Maha Kuasa dan tidak bisa dikalahkan oleh sesuatu apapun.

Menurut Savitri (2008) tumbuhan yang baik dalam hal ini ialah tumbuhan
yang bermanfaat bagi makhluk hidup, termasuk tumbuhan yang dapat digunakan
sebagai pengobatan. Tumbuhan yang bermacam-macam jenisnya dapat digunakan
sebagai obat berbagai penyakit, dan ini merupakan anugerah Allah = yang harus
dipelajari dan dimanfaatkan. Seperti halnya disebutkan dalam QS. An-Nahl: 13
berikut ini:
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Artinya: “Dan Dia (menundukkan pula) apa yang Dia ciptakan untuk kamu di
bumi ini dengan berlain-lainan macamnya. Sesungguhnya pada yang demikian itu
benar-benar terdapat tanda (kekuasaan Allah) bagi kaum yang mengambil
pelajaran.” (QS. An-Nahl: 13).

Menurut Al Qurthubi (2009) maksud dari menundukkan adalah Dia
mengendalikan apa-apa yang telah diciptakan. Dia membuat dan mengadakan
binatang-binatang, pepohonan itu berlain-lainan macamnya. Orang-orang yang
mengambil nasihat dan mengetahui bahwa dalam pengendalian semua alam
ciptaan ini terdapat tanda-tanda yang menunjukkan kepada keesaan Allah . Dan
tidak ada satu orangpun selain Dia yang mampu melakukan yang demikian itu.

Sehingga ayat tersebut mengisyaratkan agar kita mencari dan mempelajari

berbagai tumbuhan yang telah diciptakan berlainan macamnya. Selain agar kita

dapat mengetahui keesaan Allah melalui ciptaan-ciptaan-Nya juga untuk



memberikan manfaat bagi kehidupan manusia. Antara lain sebagai bahan pangan,
bahan sandang, papan, dan bahan obat-obatan. Savitri (2008) menyatakan bahwa
begitu banyak manfaat tumbuh-tumbuhan bagi makhluk hidup lain, khususnya
manusia.

Salah satu tumbuhan yang memiliki potensi bermanfaat sebagai obat yaitu
jeringau (Acorus calamus L.). Jeringau (Acorus calamus L.) termasuk dalam
golongan rempah-rempah yang sudah lama dikenal oleh masyarakat Indonesia
(Hasnah et al, 2012). Rimpang jeringau merupakan rempah dan bahan obat
tradisional yang penting bagi bangsa Indonesia dan telah menjadi bagian dari
budaya bangsa. Berdasarkan pengalaman empiris menurut Anisah (2014) jeringau
merupakan tanaman yang tumbuh liar di daerah rawa, sawah, ataupun ditanam
sebagai tanaman hias pekarangan. Masyarakat secara tradisional menggunakan
rimpang jeringau untuk mengobati diare, disentri, cacingan atau digunakan pada
wanita setelah bersalin bersama bahan obat lain dengan cara ditumbuk atau
direbus.

Saman (2013) menyatakan bahwa secara tradisional tanaman jeringau
banyak digunakan sebagai obat sakit perut dan penyakit kulit. Namun beberapa
penelitian yang telah dilakukan oleh Hartati (2012%), menunjukkan bahwa ekstrak
rimpang jeringau mempunyai aktivitas biologi terhadap mikroba seperti bakteri
Salmonella typhosa, jamur Candida albicans, virus, dan nematoda maupun
terhadap serangga hama dan vektor patogen yang merugikan manusia, hewan, dan

tanaman.



Aktivitas tersebut berhubungan dengan senyawa yang dikandungnya
terutama dari golongan terpen, alkohol, aldehid, dan fenol seperti karvakrol,
eugenol, timol, sinamaldehid, asam sinamat, dan perilaldehid (Burt, 2007; Hartati,
2012%). Jeringau termasuk dalam rempah-rempah yang sudah lama dikenal oleh
masyarakat Indonesia. Tanaman ini mengandung minyak atsiri yang disebut
sebagai minyak kalamus (calamus oil). Penggunaan minyak kalamus tidak
terbatas pada makanan dan minuman, tetapi juga untuk pewangi detergen, sabun,
krim alat kecantikan, dan yang paling penting merupakan bahan untuk diramu
dalam obat-obat tradisional. Di Vietnam, minyak kalamus (calamus oil) dapat
digunakan untuk memperpanjang masa simpan jagung pipilan, dan bisa digunakan
sebagai agen antibakteri dan agen antijamur (Rustini, 2010).

Perlu diketahui bahwa, infertilitas tidak hanya disebabkan oleh mikroba
patogen melainkan radikal bebas juga mampu menjadi penyebab dari infertilitas.
Sehingga senyawa antioksidan dibutuhkan oleh tubuh untuk menangkal radikal
bebas tersebut. Menurut Perwiratami (2014), selain mengandalkan antioksidan
dari dalam tubuh, manusia juga membutuhkan antioksidan dari luar tubuh untuk
mencapai keseimbangan. Antioksidan alami lebih dipercaya dibandingkan dengan
antioksidan sintetik karena beberapa kelebihan, yaitu relatif lebih aman, tidak
toksik dan tidak memberikan efek samping. Beberapa senyawa yang dapat
berfungsi sebagai antioksidan antara lain senyawa polifenol (asam fenolat dan
flavonoid), alkaloid, steroid atau triterpenoid (saponin), serta antrakuinon.

Riset mengenai senyawa yang mampu menghambat reaksi oksidasi dengan

cara mencegah terbentuknya radikal bebas yang berlebihan di dalam tubuh,
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hingga saat ini masih dilakukan di seluruh dunia (Luo et al, 2014). Penggunaan
senyawa antioksidan saat ini berkembang dengan pesat, baik untuk makanan
maupun pengobatan. Hasil penelitian pada tahun 1980-an yang menunjukkan
bahwa beta karoten mampu mengurangi resiko kanker dan paru-paru, merupakan
ide awal perhatian terhadap keterkaitan antioksidan dalam menghambat suatu
penyakit. Penggunaan senyawa antioksidan semakin berkembang seiring dengan
bertambahnya pengetahuan tentang aktivitas radikal bebas terhadap beberapa
penyakit degeneratif (Husnah, 2009).

Penelitian terkait uji efektifitas dari ekstrak rimpang jeringau sudah pernah
dilakukan. Beberapa di antaranya yakni Saman (2013) melaporkan dalam
penelitiannya mengisolasi senyawa flavonoid dan uji aktivitas antioksidan dari
ekstrak metanol rimpang jeringau menggunakan metode DPPH. Pada fraksi etil
asetat dan metanol memiliki aktivitas antioksidan yang sedang (225,50 ppm dan
230,20 ppm), fraksi n-heksan memiliki aktivitas antioksidan lemah (261,48 ppm)
dan pada fraksi air aktivitas antioksidannya tidak aktif (942,52 ppm). Azizah
(2013) melakukan penelitian terhadap khasiat ekstrak etanol rimpang jeringau
(Acorus calamus L.) sebagai anti jamur Candida albicans menunjukkan bahwa
ekstrak etanol rimpang jeringau mempunyai daya antijamur terhadap Candida
albicans dengan kadar bunuh minimal (KBM) 0,25% (b/v). Sedangkan Hartanto
(2005) melakukan penelitian perbandingan daya antijamur minyak atsiri rimpang
kering jeringau (Acorus calamus L.) yang didapat dengan cara destilasi dan
ekstraksi n-heksana terhadap jamur Candida albicans serta profil KLT spektro.

Dari penelitian yang telah dilakukan diketahui bahwa baik minyak atsiri maupun
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ekstrak n-heksana rimpang kering jeringau sama-sama memiliki daya antijamur.
Daya antijamur yang diberikan oleh ekstrak n-heksana lebih besar dibanding
minyak atsiri.

Salah satu upaya mengoptimalkan pemanfaatan bahan alam dari rimpang
jeringau perlu dilakukan penelitian lebih mendalam yaitu sebagai antioksidan dan
antifungi dengan beberapa pelarut organik pada proses ekstraksi. Pelarut dipilih
berdasarkan tingkat kepolaran dengan tujuan memperoleh pelarut terbaik yaitu
pelarut dapat mengekstrak dalam jumlah besar dan dapat mengekstrak golongan
senyawa antioksidan dan antifungi yang mempunyai aktivitas tertinggi. Menurut
Husnah (2009) variasi pelarut perlu dilakukan karena senyawa aktif yang
berpotensi sebagai antioksidan dan antifungi dalam ekstrak belum diketahui sifat
kepolarannya. Ekstraksi dengan pelarut yang berbeda umumnya dapat
mengekstrak jenis golongan senyawa yang berbeda pula. Sehingga berdasarkan
latar belakang di atas, maka dianggap perlu untuk melakukan uji pengaruh ekstrak
rimpang jeringau (Acorus calamus L.) dalam beberapa pelarut organik terhadap

aktivitas antioksidan dan antifungi secara in vitro.

1.2 Rumusan Masalah
Permasalahan dalam penelitian ini ialah:
1. Apakah ekstrak rimpang jeringau (Acorus calamus L.) dalam beberapa
pelarut organik berpengaruh terhadap aktivitas antioksidan in vitro?
2. Apakah ekstrak rimpang jeringau (Acorus calamus L.) dalam beberapa

pelarut organik berpengaruh terhadap aktivitas antifungi secara in vitro?
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1.3 Tujuan Penelitian
Tujuan dalam penelitian ini yaitu:
1. Untuk mengetahui pengaruh perbedaan pelarut organik terhadap aktivitas
antioksidan ekstrak rimpang jeringau (Acorus calamus L.) secara in vitro.
2. Untuk mengetahui pengaruh perbedaan pelarut organik terhadap aktivitas

antifungi ekstrak rimpang jeringau (Acorus calamus L.) secara in vitro.

1.4 Hipotesis
Hipotesis dalam penelitian ini yaitu:
1. Perbedaan pelarut organik pada ekstrak rimpang jeringau (Acorus calamus
L.) berpengaruh nyata terhadap aktivitas antioksidan secara in vitro.
2. Perbedaan pelarut organik pada ekstrak rimpang jeringau (Acorus calamus

L.) berpengaruh nyata terhadap aktivitas antifungi secara in vitro.

1.5 Manfaat Penelitian
Manfaat yang dapat diperoleh yaitu:

1. Sebagai sumber informasi bagi mahasiswa, peneliti dan masyarakat umum
dalam memanfaat tanaman obat. Serta dapat dijadikan sebagai sumbangan
data etnobotani kepada museum etnobotani Indonesia.

2. Terungkapnya informasi tentang potensi bahan alam Acorus calamus L.
secara ilmiah yang digunakan sebagai bahan obat infertilitas. Sehingga
dapat dijadikan sumber solusi alternatif untuk mengatasi masalah (penyakit)

infertilitas yang disebabkan oleh jamur Candida albicans.
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3. Jamu yang berbahan rimpang jeringau dapat diterima oleh masyarakat luas
(bukan hanya masyarakat tradisional) karena telah diketahui standarnya.
Sehingga berpotensi untuk meningkatkan ekonomi dan kesehatan
masyarakat sebagai produk unggulan lokal. Sehingga memberikan nilai
tambah dan dapat meningkatkan nilai jualnya baik di pasar domestik

maupun global.

1.6 Batasan Masalah
Batasan dalam penelitian ini adalah:

1. Sampel yang digunakan berupa serbuk simplisia kering rimpang jeringau
(Acorus calamus L.) yang didapatkan dengan membeli dari UPT. Materia
Medica JIn. Lahor No. 87 Batu 65313 Jawa Timur Indonesia.

2. Isolat jamur Candida albicans didapatkan dari Laboratorium Mikrobiologi
Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya Malang.

3. Pelarut organik pada proses ekstraksi dalam penelitian ini menggunakan tiga
macam pelarut yang berbeda berdasarkan sifat kepolarannya, antara lain:
etanol p.a (polar), kloroform p.a (semi polar), n-heksana p.a (nhon polar).

4. Uji antioksidan dillakukan secara in vitro menggunakan metode DPPH (1-1-
difenil-2-pikrihidrazil).

5. Uji antifungi dilakukan secara in vitro dengan penentuan diameter zona
hambat, Konsentrasi Hambat Minimal (KHM), dan Konsentrasi Bunuh

Minimum (KBM).
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2.1 Kajian Islam Tentang Jeringau (Acorus calamus L.)

Alam semesta beserta isinya diciptakan oleh Allah = Ada proses
penciptaan, dari ketiadaan menjadi ada, dan akhirnya hancur. Di antaranya ada
penciptaan manusia dan makhluk hidup lainnya. Dalam proses tersebut, di sana
berlangsung pula ribuan, bahkan jutaan proses fisika, kimia, biologi dan proses-
proses lain yang tidak diketahui manusia. Salah satu dari ciptaan Allah g itu
sendiri adalah tumbuhan. Pada tumbuhan itu sendiri banyak terdapat fenomena
alam sebagai bukti bagi manusia bahwa segala ciptaannya telah diatur untuk
kelangsungan hidup manusia (Raharto, 2005; Rizal, 2010). Kemudian mengenai
penciptaan tumbuh-tumbuhan dan buah-buahan, dalam surat Al-An’am ayat 95

dan 99 dijelaskan sebagai berikut:

P
Bl hed
)

- T Pd /"d -, /"d > 4 =4 & 4‘4 4 <
S5 AT e el 25 el G (AT £ % sl T 6 T

Artinya: “Sesungguhnya Allah menumbuhkan butir tumbuh-tumbuhan dan biji
buah-buahan. Dia mengeluarkan yang hidup dari yang mati dan mengeluarkan
yang mati dari yang hidup. (Yang memiliki sifat-sifat) demikian ialah Allah, maka
mengapa kamu masih berpaling?” (QS. Al-An’am: 95).

14
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Artinya: “Dan Dialah yang menurunkan air hujan dari langit, lalu kami
tumbuhkan dengan air itu segala macam tumbuh-tumbuhan, maka Kami
keluarkan dari tumbuh-tumbuhan itu tanaman yang menghijau, Kami keluarkan
dari tanaman yang menghijau itu butir yang banyak; dan dari mayang kurma
mengurai tangkai-tangkai yang menjulai, dan kebun-kebun anggur, dan (Kami
keluarkan pula) zaitun dan delima yang serupa dan yang tidak serupa.
Perhatikanlah buahnya di waktu pohonnya berbuah, dan (perhatikan pulalah)
kematangannya. Sesungguhnya pada yang demikian itu ada tanda-tanda
(kekuasaan Allah) bagi orang-orang yang beriman.” (QS. Al-An’am: 99).

Ayat di atas menunjukkan kemahakuasaan Allah = dalam menciptakan
segala macam tumbuhan. Al Maraghi (1992) dalam tafsirnya memberi penjelasan
tentang ayat ini. Sesungguhnya Allah g2 menumbuhkan apa yang kalian tanam,
berupa benih tanaman yang dituai dan biji buah; juga membelah dengan
kekuasaan dan perhitungan-Nya, dengan menghubungkan sebab dan musabab.
Dia mengeluarkan tumbuh-tumbuhan yang tidak berbatang atau berbatang.

Termasuk pula tanaman jeringau (Acorus calamus L.) yang merupakan
tumbuhan terna, rimpangnya dapat dijadikan bahan obat-obatan. Manusia dan
tumbuh-tumbuhan sangat erat kaitannya dalam kehidupan. Banyak sekali nilai

manfaat yang didapatkan oleh manusia dari tumbuh-tumbuhan namun masih

banyak pula tumbuh-tumbuhan yang ada di sekitar kita yang belum diketahui
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manfaatnya. Keberadaan tumbuh-tumbuhan merupakan berkah dan nikmat Allah
ge yang diberikan kepada seluruh makhluknya. Allah g menciptakan tumbuhan
tidaklah sia-sia. Dalam satu jenis tumbuhan memiliki beraneka ragam manfaat,
bahkan jauh lebih banyak dari pada yang telah diketahui manusia.

Setiap penyakit yang menimpa makhluk Allah e pasti ada obatnya karena
sesungguhnya Allah = telah menyiapkan segala macam obat untuk
meyembuhkan penyakit karena sesungguhnya Allah w= telah menyiapkan segala

macam obat untuk meyembuhkan penyakit. Sesuai sabda Rasulullah :

e b daley dgs oo adles s D U5l N 05 i d b Oy

Artinya: “Sesungguhnya Allah tidaklah menurunkan penyakit kecuali Dia
turunkan pula obatnya bersamanya. (Hanya saja) tidak mengetahui orang yang
tidak mengetahuinya dan mengetahui orang yang mengetahuinya.” (HR. Ahmad

1/377, 413 dan 453. Dan hadits ini dishahihkan dalam Ash-Shahihah no. 451).
Hadits di atas sangat jelas menerangkan bahwa sesungguhnya penyakit yang
diturunkan oleh Allah = selalu ada obatnya. Namun, manusia harus tetap
berikhtiar untuk menemukan obat yang dapat menyembuhkan penyakitnya karena
Allah g telah menciptakan berbagai macam obat. Seperti halnya penelitian yang
telah dilakukan terhadap kandungan kimia dan aktivitas biologi dari tanaman A.
calamus L. yaitu aktivitas antelmintik dari ekstrak etanol A. calamus L. yang
tumbuh di Afrika Selatan, antifungi, antioksidan, penghambatan terhadap FeCl,
yang menginduksi epileptogenesis pada tikus, antihepatotoksisk dan antioksidan,

antihiperlipidema dan antibakteri (Hartati, 2012").
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Tanaman-tanaman yang memiliki berbagai manfaat telah disebutkan Allah
ge dalam QS. Asy-Syu’araa’ ayat 7-9:
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Artinya: “Dan apakah mereka tidak memperhatikan bumi, berapakah banyaknya
Kami tumbuhkan di bumi itu berbagai macam tumbuh-tumbuhan yang baik?
Sesungguhnya pada yang demikian itu benar-benar terdapat suatu tanda
kekuasaan Allah. dan kebanyakan mereka tidak beriman. Dan sesungguhnya
Tuhanmu benar-benar Dialah yang Maha Perkasa lagi Maha Penyayang.” (QS.
Asy-Syu’araa’: 7-9).

Tumbuh-tumbuhan yang baik dalam hal ini adalah tumbuhan yang
bermanfaat bagi makhluk hidup, salah satunya dapat digunakan sebagai bahan
pengobatan. Tumbuhan yang berlainan jenisnya dan dapat digunakan sebagai obat

berbagai penyakit ini merupakan anugerah dari Allah g, maka harus dipelajari

dan dimanfaatkan seperti disebutkan dalam QS. Al-Qashash ayat 57:
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Artinya: “Dan mereka berkata: "Jika Kami mengikuti petunjuk bersama kamu,
niscaya Kami akan diusir dari negeri kami". dan Apakah Kami tidak meneguhkan
kedudukan mereka dalam daerah Haram (tanah suci) yang aman, yang
didatangkan ke tempat itu buah-buahan dari segala macam (tumbuh- tumbuhan)
untuk menjadi rezki (bagimu) dari sisi Kami?. tetapi kebanyakan mereka tidak
mengetahui.” (QS. Al-Qashash: 57)
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2.2 Tanaman Jeringau (Acorus calamus L.)
2.2.1 Deskripsi
Tanaman jeringau (Acorus calamus L.) diklasifikasikan sebagai berikut

(Cronquist, 1981):

Kingdom : Plantae

Divisio : Magnoliophyta
Classis : Liliopsida

Sub classis  : Arecidae

Ordo : Arales

Familia : Araceae

Genus . Acorus

Spesies : Acorus calamus L.

Sinonim dari Acorus calamus L. di antaranya A. terrestris Spreng, A.
calamus L. var. verus. Di berbagai daerah tumbuhan jeringau memiliki nama yang
beragam, di antaranya: Alumongo (Gorontalo), Jeurunger (Aceh), Jerango (Gayo),
Jerango (Batak), Jarianggu (Minangkabau), Daringo (Sunda), Dlingo (Jawa
Tengah), Jharango (Madura), Jangu (Bali), Kaliraga (Flores), Jeringo (Sasak),
Jariangau (Kalimantan), Kareango (Makasar), Kalamunga (Minahasa), Areango
(Bugis), Ai wahu (Ambon), Bila (Buru). Nama simplisia: Calami Rhizoma
(rimpang jeringau). Nama Inggris: Sweet Flag, Sweet root, Calamus (Haryanto,
2010). Acorus americanus (Raf.) Raf. (Sweet flag), Acorus gramineus (Japanese
sweet flag).

Diperkirakan tumbuhan ini asli berasal dari anak benua India dan menyebar
ke berbagai penjuru dunia melalui perdagangan rempah-rempah. Di benua
Amerika tanaman Jeringau (Acorus calamus L.) dipertukarkan dengan kerabatnya

yang asli dari sana (Acorus americanus) (Pakasi dan Christina, 2013).



19

Jeringau tergolong jenis herbal menahun berbentuk mirip rumput, tetapi
tinggi sekitar 75 cm dengan daun dan rimpang yang beraroma kuat. Tumbuhan ini
biasa hidup di tempat lembab, seperti rawa dan air pada semua ketinggian tempat.
Batang basah, pendek, membentuk rimpang, dan berwarna putih kotor. Daunnya
tunggal, bentuk lanset, ujung runcing, tepi rata, panjang 60 cm, lebar sekitar 5 cm,
dan warna hijau. Bunga majemuk bentuk bonggol, ujung meruncing, panjang 20-
25 cm terletak di ketiak daun dan berwarna putih. Perbanyakan dengan stek
batang, rimpang, atau dengan tunas-tunas yang muncul dari buku-buku rimpang.
Jeringau mempunyai akar berbentuk serabut (Kardinan, 2004; Muchtaromah,

2014). Untuk lebih jelasnya dapat dilihat pada gambar berikut ini:

Daun

Gambar 2.1 Tanaman Jeringau (http://plantlife.ru/)
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Selama masa pertumbuhannya, rimpang jeringau membentuk cabang ke
kanan atau ke kiri. Banyaknya cabang ditentukan oleh kesuburan tanah. Rimpang
jeringau dalam keadaan segar Kira-kira sebesar jari kelingking sampai sebesar ibu
jari, isinya berwarna putih tetapi jika dalam keadaan kering berwarna merah
muda. Bentuk rimpang berbentuk agak petak bulat beruas, dengan panjang ruas 1-
3 cm, sebelah sisi akar batang agak menajam, sebelah lagi beralur tempat keluar
tunas cabang yang baru. Banyak dikelilingi akar serabutnya yang panjang.
Kebanyakan dari akar ini tumbuh pada bagian bawah akar batangnya. Bila umur
tanaman lebih dari 2 tahun, akarnya dapat mencapai 60-70 cm. Bau akar sangat
menyengat (keras) seperti bau rempah atau bumbu lainnya. Jika diletakkan di
lidah rasanya tajam, pedas dan sedikit pahit tetapi tidak panas. Jika rimpang
dimemarkan akan keluar bau yang lebih keras lagi karena rimpang jeringau
mengandung minyakatsiri (Onasis,2001; Muchtaromah, 2014).

Tanaman jeringau merupakan tumbuhan air, banyak dijumpai tumbuh liar di
pinggiran sungai, rawa-rawa maupun lahan yang tergenang air sepanjang tahun,
baik di Jawa maupun di luar Jawa. Oleh masyarakat, tanaman jeringau
dibudidayakan dengan cara menanamnya di comberan di halaman samping atau
rumah. Sepintas tanaman ini mirip dengan pandan, tetapi daunnya lebih kecil dan
tumbuh lurus seperti pedang. Warna daun hijau tua dan permukaannya licin.
Batang tanaman berada dalam lumpur berupa rimpang dengan akar serabut yang

besar-besar (Pakasi dan Christina, 2013).
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Tabel 2.1 Komposisi Minyak Atsiri Jeringau (Agusta, 2000)

No. Senyawa Kandungan (%)
1. | Metil eugenol 1,25
2. | a-Kurkuinina 1,05
3. | a-Zingiberena 3,41
4, | B-Farnesena 1,07
5. | 7,11-Dimetil-3-metilena-1,6,10 dodekatriena 1,57
6. | 4a,5,6,7,8a-Heksahidro-7a-isopropil  4ap, 8af- 0,59

dimetil 2(1H)-naftalena
7. | B-Asaron 2,70
8. | a-Asaron 79,70
9. | Asaron 4,29

Kandungan kimia selain minyak atsiri antara lain: glukosida acorin
(C36Hg00s), acoretin, calamin, calamenenol, cholin, tannin, sesquisterpen,
terpenoid, flavanoid dan alkaloid (Hendrajaya, 2003). Berdasarkan hasil uiji
fitokimia secara kualitatif yang dilakukan oleh Azzahra (2015) pada ekstrak
rimpang jeringau etanol p.a positif mengandung senyawa golongan alkaloid dan
triterpenoid. Sedangkan ekstrak rimpang jeringau kloroform p.a hanya positif
triterpenoid dan untuk ekstrak rimpang jeringau n-heksana p.a sama dengan hasil

uji pada ekstrak etanol p.a yaitu positif alkaloid dan triterpenoid.

2.2.3 Manfaat Rimpang Jeringau (Acorus calamus L.)

Rimpang jeringau mengandung minyak atsiri, sterol, resin, tannin, lender,
glukosa dan kalsium oksalat. Rimpang jeringau secara empiris digunakan untuk
obat reumatik, malaria, demam nifas, bengkak, empedu berbatu dan reumatik
(Padua et al, 1999; Sa’roni, 2002). Menurut Pakasi dan Christina (2013), minyak

kalamus biasanya digunakan sebagai obat berbagai penyakit. Penyakit yang
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diobati dengan tanaman calamus ini adalah maag, diare, disentri, asma dan
cacingan dan obat demam berdarah (DBD). Pengujian awal infus rimpang
tanaman calamus ini menunjukkan potensi penghambatan pertumbuhan bakteri
Salmonella typhosa, yang dapat menyebabkan penyakit tifus. Berdasarkan
penelitian sebelumnya tentang potensi Acorus calamus menunjukkan bahwa
daunnya mengandung beberapa senyawa aktif antara lain Sakuranin yang
memiliki aktivitas antihiperlipidemia. Sakuranin terdapat hampir di semua bagian
tumbuhan Acorus calamus L. dan ekstrak tumbuhan yang mengandung sakuranin
telah digunakan sebagai herbal medicine antidiabetes. Juga dilaporkan,
kandungan flavonoid retusin ditunjukkan dalam kandungan daun Acorus calamus
L. tersebut dan menunjukkan efek psikoaktif, dan jika diformulasikan atau
ditambahkan ke dalam teh dapat berkhasiat antiinflamasi, afrodisiak, analgesik,
laksatif dan furgatif.

Studi etnobotani terhadap tumbuhan obat Indonesia, jeringau termasuk jenis
tumbuhan obat yang dimanfaatkan oleh dukun beranak dan dukun kampung Suku
Melayu (Sari, 2014). Selain itu digunakan dalam upacara adat kenduri sko di
beberapa Kecamatan di Kabupaten Kerinci, Jambi (Suswita, 2013). Mengobati
sakit perut (mulas) oleh Suku Dayak Pesaguan (Due, 2013). Sedangkan menurut
Ramawat (2004), jeringau ini biasanya digunakan sebagai minyak urapan dalam
upacara atau ritual penahbisan imam dan penahbisan raja (seperti Daud dan
Salomo) serta digunakan oleh orang Banjar sebagai penghalau kuyang dan
pengusir roh-roh jahat. Jeringau juga digunakan sebagai pewarna merah pada

ritual Mangkok Merah.
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2.3 Antioksidan
2.3.1 Pengertian Antioksidan

Antioksidan adalah zat penghambat reaksi oksidasi oleh radikal bebas yang
dapat menyebabkan kerusakan asam lemak tak jenuh, membran dinding sel,
pembuluh darah, basa DNA, dan jaringan lipid sehingga menimbulkan penyakit.
Antioksidan dapat menunda atau menghambat reaksi oksidasi oleh radikal bebas
atau menetralkan dan menghancurkan radikal bebas yang dapat menyebabkan
kerusakan sel dan juga merusak biomolekul, seperti DNA, protein, dan lipoprotein
di dalam tubuh yang akhirnya dapat memicu terjadinya penyakit dan penyakit
degeneratif (Devasagayam et al, 2004; Sie, 2013). Antioksidan mempunyai arti
pelawan oksidasi. Antioksidan bekerja untuk melindungi lipid dari oksidasi oleh
radikal. Antioksidan sangat efektif sebagai pereduksi, sebab senyawa ini mampu
mendonorkan elektron pada radikal bebas (Dekkers, 1966; Zainurrahman, 2005).

Radikal bebas merupakan molekul yang tidak stabil dan mempunyai
kereaktifan yang tinggi. Senyawa ini secara kontinyu dihasilkan oleh sistem
biologi sebagai konsekuensi dari proses biologi normal. Secara termodinamika
senyawa tersebut dikatakan tidak stabil, hal ini disebabkan kekuatan ikatan antar
atom-atom penyusunnya lemah, sedangkan secara kinetika sangat reaktif karena
adanya elektron yang tidak berpasangan (Takashi, 1997; Zainurahman, 2005).

Nareswati (2007) dan Eskin (2001) menyebutkan bahwa antioksidan
dinyatakan sebagai senyawa yang secara nyata dapat memperlambat oksidasi,
walaupun dengan konsentrasi yang rendah. Menurut Husnah (2009) antioksidan

dalam bahan pangan digunakan untuk mempertahankan mutu produk pangan.
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Berbagai kerusakan seperti ketengikan, perubahan nilai gizi, perubahan warna dan
aroma, serta kerusakan fisik lain pada produk pangan karena oksidasi dapat
dihambat oleh antioksidan. Antioksidan dapat diperoleh dari bahan alam yaitu dari
buah-buahan. Widyastuti (2010) menyatakan bahwa suatu tanaman dapat
memiliki aktivitas antioksidan apabila mengandung senyawa yang mampu
menangkal radikal bebas seperti fenol dan flavonoid serta senyawa lain, seperti
asam ursolat, asam betulinat, dan asam oleat.

Berdasarkan sumbernya, antioksidan dapat dibedakan menjadi antioksidan
endogen dan eksogen. Antioksidan endogen terdapat secara alamiah dari dalam
tubuh sedangkan antiosidan eksogen dari luar tubuh Percival (1998). Dalam
keadaan normal, secara fisiologis sel memproduksi radikal bebas sebagai
konsekuensi logis akibat reaksi biokimia dalam metabolisme sel aerob atau
metabolisme xenobiotik. Tubuh secara alami memiliki sistem pertahanan terhadap
radikal bebas, yaitu antioksidan endogen intrasel yang terdiri atas enzim-enzim
yang disintesis oleh tubuh seperti Superoksida Dismutase (SOD), katalase dan
glutation peroksidase (Sanmugapriya dan Venkataraman, 2006). Antioksidan yang
terdapat dalam tubuh harus terdapat dalam jumlah yang memadai. Pada keadaan
patologik di antaranya akibat terbentuknya radikal bebas dalam jumlah
berlebihan, enzimenzim yang berfungsi sebagai antioksidan endogen dapat

menurun aktivitasnya.
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Antioksidan eksogen sendiri dibedakan menjadi antioksidan alami dan
sintetik (Miller, 1996). Antioksidan sintetik (antioksidan yang diperoleh dari hasil
sintesa reaksi kimia) dan antioksidan alami (antioksidan hasil ekstraksi bahan
alami). Beberapa contoh antioksidan sintetik yang diizinkan penggunaannya untuk
makanan dan penggunaannya telah sering digunakan, yaitu BHA (butylated
hydroxytoluene), BHT (butylated hydroxytoluene), PG (propil galat), TBHQ
(tertiary butylhydroquinone) dan tokoferol. Antioksidan-antioksidan tersebut
merupakan antioksidan alami yang telah diproduksi secara sintetis untuk tujuan
komersial (Ardiansyah, 2011). Antioksidan sintetik BHA, BHT, PG dan TBHQ
sering digunakan untuk mengontrol terjadinya oksidasi, tetapi tidak menutup
kemungkinan antioksidan tersebut menyebabkan efek karsinogenik. Oleh karena
itu penelitian dan pengembangan antioksidan yang berasal dari alam kini sedang
giat-giatnya dilakukan sebagai alternatif pengganti antioksidan sintetik (Shahidi,
1995).

Penelitian menunjukkan bahwa antioksidan alami memiliki aktivitas
antioksidatif lebih tinggi daripada antioksidan sintetik, karena itu, antioksidan
alami mulai meningkat penggunaannya dan menggantikan antioksidan sintetis
(Paiva, 1999). Hasil penelitian uji aktivitas antioksidan dalam kulit buah kandis
menunjukkan bahwa ekstrak fraksi etil asetat kulit buah kandis memiliki aktivitas
antioksidan lebih tinggi dari pada BHA dan BHT (Arsianti, 2008). Antioksidan
alami secara toksikologi lebih aman untuk dikonsumsi dan lebih mudah diserap

oleh tubuh daripada antioksidan sintesis (Madhavi, 1996).
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Antioksidan alami di dalam makanan dapat berasal dari (a) senyawa
antioksidan yang sudah ada dari satu atau dua komponen makanan, (b) senyawa
antioksidan yang terbentuk dari reaksi-reaksi selama proses pengolahan, (c)
senyawa antioksidan yang diisolasi dari sumber alami dan ditambahkan ke

makanan sebagai bahan tambahan pangan (Ardiansyah, 2011).

2.3.2 Mekanisme Antioksidan

Kochar dan Rossel (1990) dalam Trilaksani (2003) menyatakan bahwa
antioksidan dapat bekerja dengan dua cara:

1. Berperan sebagai donor atom hidrogen pada radikal bebas lemak untuk
membentuk kembali molekul lemak, dengan demikian jika antioksidan diberikan
maka akan menghambat proses autooksidasi.

2. Berperan sebagai donor atom hidrogen pada radikal bebas untuk
membentuk hidroperoksida dan sebuah radikal bebas antioksidan. Radikal bebas
antioksidan ini lebih stabil daripada radikal bebas lemak karena struktur resonansi
elektron dalam cincin aromatik antioksidan, dengan demikian akan menghentikan
reaksi oksidasi berantai.

Mekanisme kerja antioksidan memiliki dua fungsi. Fungsi pertama
merupakan fungsi utama dari antioksidan yaitu sebagai pemberi atom hidrogen.
Antioksidan (AH) yang mempunyai fungsi utama tersebut sering disebut sebagai
antioksidan primer. Senyawa ini dapat memberikan atom hidrogen secara cepat ke
radikal lipida (R®, ROO®) atau mengubahnya ke bentuk yang lebih stabil,

sementara turunan radikal antioksidan (A®) tersebut memiliki keadaan lebih stabil
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dibanding radikal lipida (Trilaksani, 2003). Menurut Gordon (1990) dalam
Trilaksani (2003) fungsi kedua merupakan fungsi sekunder antioksidan, yaitu
memperlambat laju autooksidasi dengan berbagai mekanisme di luar mekanisme
pemutusan rantai autooksidasi dengan pengubahan radikal lipida ke bentuk yang
lebih stabil.

Penambahan antioksidan (AH) primer dengan konsentrasi rendah pada
lipida dapat menghambat atau mencegah reaksi autooksidasi lemak dan minyak.
Radikal-radikal antioksidan (A®) yang terbentuk pada reaksi tersebut relatif stabil
dan tidak mempunyai cukup energi untuk dapat bereaksi dengan molekul lipida
lain membentuk radikal lipida baru (Trilaksani, 2003 dan Jadhaf, 1996).

Autooksidasi dapat dihambat dengan menambahkan antioksidan (AH)
dalam konsentrasi rendah yang dapat berasal dari penginterferensian rantai
propagasi atau inisiasi. Radikal-radikal antioksidan dapat saling bereaksi
membentuk produk non radikal (Hamilton, 1994):

ROO®* + AH — ROOH + A°®

A* +RO0O* — Produk non radikal

A*+A* —

Gambar 2.3 Reaksi Penghambatan Antioksidan Antar Radikal Antioksidan
(Hamilton, 1994)

Radikal bebas A® antioksidan dapat distabilkan dengan resonansi dan juga
dengan reaksi antar radikal-radikal antioksidan (Hamilton, 1994). Besar
konsentrasi antioksidan yang ditambahkan dapat berpengaruh pada laju oksidasi.

Pada konsentrasi tinggi, aktivitas antioksidan grup fenolik sering lenyap bahkan
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antioksidan tersebut menjadi prooksidan (suatu zat yang dapat menyebabkan
kerusakan oksidatif) (Gambar 2.4). Pengaruh jumlah konsentrasi pada laju
oksidasi tergantung pada struktur antioksidan, kondisi dan sampel yang akan diuji
(Gordon, 1990; Trilaksani, 2003).

AH+ O, — A®* + HOO®

AH + ROOH — RO®* + H,0 + A®
Gambar 2.4 Antioksidan Bertindak Sebagai Prooksidan pada Konsentrasi Tinggi

(Gordon, 1990; Trilaksani, 2003)

Besar konsentrasi antioksidan yang ditambahkan dapat merubah aktivitas
apabila melebihi yaitu dari aktivitas sebagai antioksidan berubah menjadi aktivitas
sebagai prooksidan. Islam selalu menganjurkan manusia untuk hidup sederhana
termasuk kesederhanaan dalam hal makan, tidak boleh berlebih-lebihan. Senyawa
antioksidan tersebut dapat beraktivitas bila masih dalam batas konsentrasi
tertentu, apabila melebihi batas konsentrasi tersebut maka aktivitasnya dapat
berubah menjadi prooksidan sehingga dapat mendatangkan efek negatif, seperti
munculnya penyakit kanker dan ganguan liver, terutama untuk penggunaan di atas
ambang batas (Husnah, 2009).

Stuckey (1972) dalam Kurniawan (2006), berpendapat bahwa
penghambatan oksidasi lipid oleh antioksidan melalui lebih dari satu mekanisme
tergantung pada kondisi reaksi dan sistem makanan. Ada empat kemungkinan
mekanisme penghambatan tersebut yaitu (a) pemberian hidrogen, (b) pemberian
elektron, (c) penambahan lipida pada cincin aromatik antioksidan, dan (d)

pembentukan kompleks antara lipida dan cincin aromatik antioksidan. Studi lebih
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lanjut mengamati bahwa ketika atom hidrogen labil pada suatu antioksidan
tertentu diganti dengan deutrium (isotop hidrogen yang massa atomiknya hampir
dua kali hidrogen biasa, karena kehadiran neutron dan proton dalam inti) maka
antioksidan tersebut menjadi tidak efektif. Hal ini menunjukkan bahwa
mekanisme penghambatan dengan pemberian hidrogen lebih baik dibanding
pemberian elektron. Beberapa peneliti percaya bahwa pemberian hidrogen atau
elektron merupakan mekanisme utama, sementara pembentukan kompleks antara

antioksidan dengan lipida adalah reaksi sekunder.

2.3.3 Peranan Antioksidan Terhadap Kesehatan

Antioksidan sangat bermanfaat bagi kesehatan dan berperan penting untuk
mempertahankan mutu produk pangan. Berbagai kerusakan seperti ketengikan,
perubahan nilai gizi, perubahan warna dan aroma, serta kerusakan fisik lain pada
produk pangan karena oksidasi dapat dihambat oleh antioksidan (Cuppert, 1997;
Trilaksani, 2003). Secara alami, antioksidan dapat diperoleh dari sayur dan buah
yang kita konsumsi setiap hari.

Arnelia (2006) menjelaskan bahwa antioksidan fitokimia mempunyai efek
biologi yang efektif dalam menghambat pertumbuhan kanker. Antioksidan
mempunyai sifat menghambat pertumbuhan mikroba, menurunkan Kkolesterol
darah, menurunkan kadar glukosa darah, bersifat antibiotik, dan menimbulkan
efek peningkatan kekebalan. Sekitar 30.000 fitokimia yang sudah diketahui
sekarang, sebanyak 5.000-10.000 terdapat dalam bahan pangan dan hamper

400.000 jenis tanaman mengandung fitokimia. Salah satu pusat penelitian kanker
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di Amerika yaitu National Cancer Institute dan European School of Oncology
Task Force on Diet, Nutrition and Cancer merekomendasikan untuk
mengkonsumsi buah dan sayuran yang cukup untuk mencegah terjadinya penyakit
kanker. Fitokimia sudah terbukti dapat mencegah timbulnya kanker kolon,
payudara, usus dan lambung.

Umumnya masyarakat Jepang atau beberapa masyarakat Asia jarang
mempunyai masalah dengan berbagai penyakit degeneratif, hal ini disebabkan
oleh menu sehat tradisionalnya yang kaya zat gizi dan komponen bioaktif. Zat-zat
ini mempunyai kemampuan sebagai antioksidan, yang berperan penting dalam
menghambat reaksi kimia oksidasi, yang dapat merusak makromolekul dan dapat
menimbulkan berbagai masalah kesehatan. Proses penuaan dan penyakit
degeneratif seperti kanker kardiovaskuler, penyumbatan pembuluh darah yang
meliputi hiperlipidemik, aterosklerosis, stroke, dan tekanan darah tinggi serta
terganggunya sistem imun tubuh dapat disebabkan oleh stress oksidatif. Stress
oksidatif adalah keadaan tidak seimbangnya jumlah oksidan dan prooksidan
dalam tubuh. Pada kondisi ini, aktivitas molekul radikal bebas atau Reactive
Oxygen Species (ROS) dapat menimbulkan kerusakan seluler dan genetika.
Kekurangan zat gizi dan adanya senyawa xenobiotik (zat asing) dari makanan atau

lingkungan yang terpolusi akan memperparah keadaan tersebut (Trilaksani, 2003).
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2.4 Pengujian Aktivitas Antioksidan dengan Metode DPPH (1,1-difenil-2-
pikrilhidrazil)

Pengukuran aktivitas antioksidan dapat dilakukan dengan beberapa metode
di antaranya DPPH (2,2-difenil-1- pikrilhidrazil), FRAP (ferric reducing
antioxidant power) dan CUPRAC (cupric ion reducing antioxidant capacity)
(Widyastuti, 2010). Aktivitas antioksidan dari suatu makanan dapat berbeda bila
diuji dengan metode yang berbeda. Metode DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil)
digunakan secara luas untuk menguji kemampuan senyawa yang berperan sebagai
pendonor elektron atau hidrogen. Metode DPPH merupakan metode yang dapat
mengukur aktivitas total antioksidan baik dalam pelarut polar maupun nonpolar.
Beberapa metode lain terbatas mengukur komponen yang larut dalam pelarut yang
digunakan dalam analisa. Metode DPPH mengukur semua komponen antioksidan,
baik yang larut dalam lemak atau pun dalam air (Prakash, 2001).

Sain itu, metode DPPH dipilih karena sederhana, mudah, cepat dan peka
serta hanya memerlukan sedikit sampel. Senyawa antioksidan akan bereaksi
dengan radikal DPPH melalui mekanisme donasi atom hidrogen dan
menyebabkan terjadinya peluruhan warna DPPH dari ungu ke kuning yang diukur
pada panjang gelombang 517 nm (Hanani, 2005). Cahaya tampak pada panjang
gelombang 517 nm memberikan warna ungu (Day, 1998). Menurut Molyneux
(2004) dalam Septiani (2012) larutan DPPH menunjukkan absorbansi maksimum
pada panjang gelombang (A) 512 — 520 nm. DPPH mempunyai massa molar (Mr)

(C18H12Ns06 = 394,33).
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Metode DPPH juga telah digunakan beberapa tahun lalu untuk mengetahui
jumlah antioksidan pada sistem biologis kompleks. Metode DPPH tidak spesifik
untuk komponen antioksidan tertentu, tetapi untuk semua senyawa antioksidan
dalam sampel. Pengukuran kapasitas total antioksidan akan membantu memahami
sifat fungsional suatu makanan (Prakash, 2001).

DPPH digunakan secara luas untuk menguji kemampuan senyawa yang
berperan sebagai pendonor elektron atau hidrogen, dan untuk mengevaluasi
aktivitas antioksidan makanan. Radikal bebas DPPH yang memiliki elektron tidak
berpasangan memberikan warna ungu dan menghasilkan absorbansi maksimum
pada panjang gelombang 517 nm. Warna tersebut akan berubah menjadi kuning
saat radikal DPPH menjadi berpasangan dengan atom hidrogen dari antioksidan
membentuk DPPH-H. Diskolorisasi yang terjadi berhubungan dengan jumlah
elektron DPPH yang menangkap atom hidrogen. Peningkatan diskolorisasi
mengindikasikan adanya peningkatan kemampuan antioksidan untuk menangkap
radikal bebas (Prakash, 2001).

DPPH vyang bereaksi dengan antioksidan akan menghasilkan bentuk
tereduksi 1,1-difenil-2-pikrilhidrazin dan radikal antioksidan (Prakash, 2001).

Reaksi antara antioksidan dengan molekul DPPH dapat dilihat pada Gambar 2.5:



34

NO, NOy
ON NO ON NO
’ ‘LA — PA
: NH
N Antioksidan N Radikal antioksidan
DPPH (radikal bebas) DPPH (non-radikal)

Gambar 2.5 Reaksi 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH) dengan Antioksidan
(Prakash, 2001).

Aktivitas penangkapan radikal bebas dapat dinyatakan dengan satuan %

aktivitas antioksidan. Nilai ini diperoleh dengan rumus (Molyneux, 2004):

Absorbansi kontrol — Absorbansi sampel

% Aktivitas antioksidan = x100%

Absorbansi kontrol

Absorbansi kontrol yang digunakan dalam prosedur DPPH ini adalah
absorbansi DPPH sebelum ditambahkan sampel. Kontrol digunakan untuk
mengkonfirmasi kestabilan sistem pengukuran. Nilai Absorbansi kontrol dapat
berkurang dari hari ke hari dikarenakan kehilangan aktivitasnya saat dalam stok
larutan DPPH, tetapi nilai Absorbansi kontrol tetap dapat memberikan baseline
untuk pengukuran saat itu. Apabila tidak ada perubahan-perubahan nyata pada
nilai ini  (seperti contoh, ketika mengulang pengukuran pada saat itu)
mengindikasikan bahwa sistem pengukuran tersebut (termasuk spektrofotometer
atau fotometer) adalah sangat stabil. Kontrol juga berfungsi menjaga kekonstanan

total konsentrasi DPPH dalam serangkaian pengukuran. Serangkaian pengukuran
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ini merupakan suatu ungkapan umum tentang keseluruhan dari prosedur
pengukuran. Pada kenyataannya apakah konsentrasi itu tetap terjaga konstan atau
tidak itu tergantung pada bagaimana larutan tersebut bercampur misalnya 2 ml
ditambah 2 ml, atau 3,9 ml ditambah 0.1 ml, dan lain sebagainya, tapi konsentrasi
tersebut secara effektif dapat terjaga secara tepat untuk tujuan-tujuan perhitungan
jika terdapat faktor pengenceran pada prosedur pengukuran tersebut (Molyneux,
2004).

Larutan DPPH yang berisi ekstrak sampel diukur serapan cahayanya dan
dihitung aktivitas antioksidannya dengan menghitung persentase inhibisi, yaitu
banyaknya aktivitas senyawa antioksidan yang dapat menangkap radikal bebas
DPPH. Parameter yang juga digunakan untuk pengukuran aktivitas antioksidan

adalah ICSO, yaitu bilangan yang menunjukkan konsentrasi ekstrak yang mampu

menghambat aktivitas suatu radikal sebesar 50% (Molyneux 2004).

Untuk menentukan IC,, diperlukan persamaan kurva standar dari % inhibisi
sebagai sumbu y dan konsentrasi fraksi antioksidan sebagai sumbu x. IC_ dihitung

dengan cara memasukkan nilai 50% ke dalam persamaan kurva standar sebagai

sumbu y kemudian dihitung nilai x sebagai konsentrasi IC,,. Semakin kecil nilai
IC50 menunjukkan semakin tinggi aktivitas antioksidannya. Dalam hal ini

diharapkan bahwa radikal bebas dapat ditangkap oleh senyawa antioksidan hanya

dengan konsentrasi yang kecil (Molyneux 2004).



2.5 Ekstraksi Golongan Senyawa Antioksidan dengan Variasi Pelarut

2.5.1 Prinsip Ekstraksi

Prinsip ekstraksi pelarut berbeda dengan ekstraksi mekanis. Ekstraksi
mekanis dilakukan berdasarkan perbedaan tekanan, sedangkan ekstraksi pelarut
berdasarkan kelarutan komponen terhadap komponen lain dalam campuran.

Kelarutan suatu komponen tergantung pada derajat polaritas pelarut yang

ditentukan oleh konstanta dielektrikum Tabel 2.2 (Sax, 1998).

Tabel 2.2 Konstanta Dielektrikum dan Tingkat Kelarutan Beberapa Pelarut dalam

Air

No. | Jenis Pelarut Konstanta Tingkat Kelarutan

Dielektrikum dalam Air

1. | Heksana 1,89 TL

2. | Petroleum eter 1,90 TL

3. | Benzena 2,28 TL

4. | Toluena 2,38 TL

5. | Kloroform 4,81 S

6. | Etil asetat 6,02 S

7. | Metil asetat 6,68 S

8. | Metilen klorida 9,08 S

9. | Butanol 15,08 S
10. | Propanol 20,10 S
11. | Aseton 20,70 L
12. | Etanol 24,30 L
13. | Metanol 33,60 L
14 | Air 78,40 L

Keterangan: TL = tidak larut; S = sedikit; L = larut dalam berbagai proporsi

Sumber: Sax (1998) dalam Husnah (2009)
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Faktor-faktor yang menentukan hasil ekstraksi adalah jangka waktu sampel
kontak dengan cairan pengekstraksi (waktu ekstraksi), perbandingan antara
jumlah sampel terhadap jumlah cairan pengekstraksi (pelarut), ukuran bahan dan
suhu ekstraksi. Semakin lama waktu ekstraksi, kesempatan untuk bersentuhan
makin besar sehingga hasilnya juga bertambah sampai titik jenuh larutan.
Perbandingan jumlah pelarut dengan jumlah bahan berpengaruh terhadap efisiensi
ekstraksi, jumlah pelarut yang berlebihan tidak akan mengekstrak lebih banyak,
namun dalam jumlah tertentu pelarut dapat bekerja optimal. Ekstraksi akan lebih
cepat dilakukan pada suhu tinggi, tetapi hal ini dapat mengakibatkan beberapa
komponen mengalami kerusakan. Penggunaan suhu 50°C menghasilkan ekstrak

yang optimum dibandingkan suhu 40 °C dan 60 °C (Voight, 1994).

2.5.2 Metode Ekstraksi dengan Maserasi

Maserasi merupakan proses perendaman sampel dengan pelarut yang
digunakan, pada temperatur ruangan. Proses ini sangat menguntungkan dalam
isolasi senyawa bahan alam karena dengan perendaman sampel tumbuhan akan
mengalami pemecahan dinding dan membran sel akibat perbedaan tekanan antara
di dalam dan di luar sel sehingga metabolit sekunder yang ada dalam sitoplasma
akan terlarut dalam pelarut, selain itu untuk mendapatkan ekstraksi yang
sempurna dapat diatur lama perendamannya. Pemilihan pelarut untuk proses
maserasi akan memberikan efektifitas yang tinggi dengan memperhatikan

kelarutan senyawa bahan alam terhadap pelarut tersebut (Lenny, 2006).
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Maserasi adalah ekstraksi menggunakan pelarut dengan beberapa kali
pengocokan atau pengadukan pada temperatur kamar. Secara teknologi termasuk
ekstraksi dengan prinsip metode pencapaian konsentrasi pada keseimbangan
(Ferdiansyah, 2006). Metode maserasi dipilih karena metode ini murah dan
mudah dilakukan, selain itu dikhawatirkan senyawa yang terkandung dalam
sampel merupakan senyawa yang tidak tahan terhadap panas. Maserasi biasanya
dilakukan dengan perbandingan 1 : 2, seperti 100 kg sampel diekstrak dengan 200
L pelarut (Bernasconi, 1995) sedangkan menurut Yenie (2013) perendaman
dilakukan dengan cara mencampurkan bahan dengan pelarut dengan rasio 1 : 4
yaitu 100 g bahan baku dan 400 ml pelarut dan untuk mendapatkan ekstrak dalam
waktu yang relatif cepat dapat dilakukan pengadukan dengan menggunakan

shaker berkekuatan 120 rpm selama 24 jam (Yustina, 2008).

2.5.3 Jenis Pelarut

Pelarut merupakan salah satu faktor yang menentukan dalam proses
ekstraksi, sehingga banyak faktor yang harus diperhatikan dalam pemilihan
pelarut (Guenther, 2006). Terdapat dua pertimbangan utama dalam memilih jenis
pelarut, yaitu pelarut harus mempunyai daya larut yang tinggi dan pelarut tidak
berbahaya atau tidak beracun. Pelarut yang digunakan dalam ekstraksi harus dapat
melarutkan ekstrak yang diinginkan saja, mempunyai kelarutan yang besar, tidak
menyebabkan perubahan secara kimia pada komponen ekstrak, dan titik didih
kedua bahan tidak boleh terlalu dekat (Bernasconi, 1995). Menurut Heath dan

Reinessius (1987), yang perlu diperhatikan dalam pemilihan pelarut adalah daya
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melarutkan komponen yang diinginkan, titik didih, sifat racun, mudah tidaknya
terbakar dan sifat korosif terhadap peralatan ekstraksi.

Ekstraksi dengan pelarut didasarkan pada sifat kepolaran zat dalam pelarut
saat ekstraksi. Senyawa polar hanya akan larut pada pelarut polar, seperti etanol,
metanol, butanol dan air. Sedangkan senyawa non-polar juga hanya akan larut
pada pelarut non-polar, seperti heksana dan petroleum eter (Gritter et al., 1991).
Pemilihan pelarut yang sesuai merupakan faktor penting dalam proses ekstraksi.
Pelarut yang digunakan adalah pelarut yang dapat menyari sebagian besar
metabolit sekunder yang diinginkan dalam simplisia (Depkes RI, 2008). Pelarut
yang bersifat polar mampu mengekstrak senyawa alkaloid kuartener, komponen
fenolik, karotenoid, tanin, gula, asam amino dan glikosida. Pelarut semi polar
mampu mengekstrak senyawa fenol, terpenoid, alkaloid, aglikon dan glikosida.
Pelarut non polar dapat mengekstrak senyawa kimia seperti lilin, lipid dan minyak

yang mudah menguap (Harborne, 1987).

2.5.3.1 Etanol

Etanol biasa disebut etil alkohol, hidroksietan atau alkohol diproduksi
melalui fermentasi gula, karbohidrat dan pati, biasa digunakan sebagai pelarut,
antiseptik, obat penenang, industri parfum dan obat-obatan. Etanol merupakan
pelarut organik (Lewis, 1993 dalam Ferdiansyah, 2006). Sifat-sifat etanol seperti

pada Tabel 2.3.
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Tabel 2.3 Sifat-Sifat Etanol

No Karakteristik Etanol

1 Nama lain Etanol, hidroxy ethan, methyl carbinol, ansol
2 Rumus bangun C,HsOH

3 Sifat Mudah menguap, berbau khas, tidak beresidu
4 Berat molekul (BM) 46,7

5 Titik leleh -117,3 s/d -112%

6 Titik didih 78,4 °C

7 Berat jenis 0,789 g/ml

8 Kelarutan Dalam air, eter, kloroform, dan metil alcohol
Sumber: Scheflan (1983)

Etanol merupakan senyawa alkohol dengan formula C,HsOH yang
berbentuk cair, tidak berwarna, larut dalam air, eter, kloroform dan aseton.
Dihasilkan dari peragian kanji, hidrolisis bromoetana dengan kalium hidroksidan
(Basri, 1996). Adanya gugus hidroksil (OH) pada alkohol memberikan sifat polar,
sedangkan gugus alkil (R) merupakan gugus non polar. Proporsi dari kedua gugus
tersebut merupakan faktor yang menentukan sifat alkohol (Whithen, 1988;
Kurniawan, 2006).

Etanol tidak menyebabkan pembengkakan membran sel dan memperbaiki
stabilitas bahan terlarut. Etanol 70% sangat efektif dalam menghasilkan jumlah
bahan aktif yang optimal. Digunakan etanol bukan metanol karena antioksidan
yang hendak diekstrak diharapkan dapat diaplikasikan pada produk makanan,
minuman dan obat-obatan sehingga aman untuk dikonsumsi sedangkan methanol

bersifat toksik (Voight, 1994).
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Etanol biasanya digunakan untuk mengekstraksi senyawa-senyawa aktif
yang bersifat antioksidan dan antibakteri pada suatu bahan. Beberapa hasil
penelitian melaporkan bahwa pelarut etanol lebih baik dari pada air, methanol
maupun pelarut lain dalam mengekstraksi senyawa antioksidan maupun

antibakteri (Hirasawa, 1999).

2.5.3.2 Kloroform

Kloroform (triklorometana) merupakan salah satu senyawa haloform yang
mempunyai rumus kimia CHClIj; zat cair mudah menguap, sukar terbakar (tetapi
uapnya mudah terbakar), tidak larut dalam air tetapi larut dalm alkohol dan eter;
uapnya bersifat membius dan bila terkena udara dan cahaya dapat membentuk gas
fosgen yang beracun. Kloroform digunakan untuk pembuatan senyawa
fluorokarbon, sebagai pelarut (cat), dan sebagai anastetik. Kelarutan dalam air
pada suhu 25 °C 7,43 x 103 mg/L, t.l. -63,5 °C, t.d. 61,7 °C, d 1,483 (HAM,

2006).

2.5.3.3 Heksana

Nama lain dari Heksana (hexane) adalah kaproil hidrida, metil n-butil metan
dengan rumus molekul CH3(CH,)4CHs. Heksana mempunyai karakteristik sangat
tidak polar, volatil, mempunyai bau khas yang dapat menyebabkan pingsan. Berat
molekul heksana adalah 86,2 dengan titik leleh -94,3 sampai -95,3 °C. Titik ddih
heksana pada tekanan 760 mmHg adalah 66 sampai 71°C . Densitas heksana pada

suhu 20 °C sebesar 0,6603 g/ml (Scheflan, 1983; Husnah, 2009).
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2.6 Tinjauan Umum Mikroba Uji

Dunia mikroba terdiri dari berbagai kelompok jasad renik. Kebanyakan
bersel satu atau uniselular. Ada yang mempunyai ciri sel tumbuhan, ada yang
mempunyai ciri sel binatang dan ada lagi yang mempunyai ciri-ciri keduanya.
Mikroba terdiri dari lima kelompok organisme yaitu bakteri, protozoa, virus, serta
algae dan cendawan mikroskopis. Mikroorganisme sangat erat kaitannya dengan
kehidupan kita, beberapa di antaranya bermanfaat dan yang lainnya merugikan.
Banyak di antaranya menjadi penghuni tubuh kita (Pelczar dan Chan, 2005).

Penelitian ini digunakan mikroba uji berupa jamur Candida albicans.

2.6.1 Taksonomi Jamur Candida albicans

Klasifikasi Candida albicans adalah sebagai berikut:

Divisio : Thallophyta

Subdivisio  : Fungi

Classis : Deuteromycetes

Ordo : Moniliales

Familia : Cryptococcaceae

Genus : Candida

Spesies . Candida albicans (Frobisher, 1983)

2.6.2 Morfologi dan Identifikasi Jamur Candida albicans

Sel jamur Candida berbentuk bulat, lonjong atau bulat lonjong. Koloninya
pada medium padat sedikit menimbul dari permukaan medium, dengan
permukaan halus, licin atau berlipat-lipat, berwarna putih kekuningan dan berbau
ragi. Besar koloni bergantung pada umur. Pada tepi koloni dapat dilihat hifa semu
sebagai benang-benang halus yang masuk ke dalam medium. Pada medium cair

jamur biasanya tumbuh pada dasar tabung (Suprihatin, 1982; Ariningsih, 2009).



43

C. albicans dapat meragikan glukosa dan maltosa menghasilkan asam dan gas.
Selain itu C. albicans juga menghasilkan asam dari sukrosa dan tidak bereaksi

dengan laktosa (Jawetz et al, 2005).
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Gambar 2.6 Jamur Candida albicans (http://www.optimalhealthnetwork.com/)

2.6.3 Infeksi yang Disebabkan Jamur C. albicans

C. albicans menimbulkan suatu keadaan yang disebut kandidiasis, yaitu
penyakit pada selaput lendir, mulut, vagina dan saluran pencernaan (Pelczar dan
Chan, 2005). Infeksi terbanyak secara endogen, karena jamur telah ada di dalam
tubuh penderita, di dalam berbagai organ, terutama di dalam usus. Infeksi
biasanya terjadi bila ada faktor predisposisi. Oleh karena itu C. albicans
dimasukkan sebagai jamur oportunis (Suprihatin, 1982).

Faktor-faktor predisposisi utama infeksi C. albicans pada hakikatnya dapat
dibagi menjadi dua kelompok vyaitu kelompok pertama menyuburkan
pertumbuhan C. albicans seperti diabetes melitus dan kehamilan. Kelompok

kedua yaitu memudahkan terjadinya invasi jaringan atau penyakit yang
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melemahkan tubuh penderita, misalnya penyakit menahun dan pemberian

kortikosteroid (Suprihatin, 1982).

2.6.4 Pengobatan Kandidiasis
Pengobatan terhadap penderita kandidiasis pada hakikatnya harus meliputi
kegiatan-kegiatan sebagai berikut (Suprihatin, 1982):
1. Pemberian obat antijamur (antibiotik)
a. Obat derivat poli-en
1) Nistatin
Obat topikal berbentuk krem atau salep dipakai pada kandidiasis kulit,
sebagai suspensi pada kandidiasis mulut dan sebagai tablet vagina pada
vaginitis. Tablet oral dipakai untuk mengatasi enteritis dan
menghilangkan Candida dari usus dan dengan demikian mencegah
kemungkinan infeksi ulang pada kandidiasis bentuk lainnya.
2) Amfoterisin B
Bentuk kristalnya dipakai sebagai obat topikal baik pada kandidiasis kulit
maupun selaput lendir, sebagai obat tunggal atau dikombinasi dengan
antibiotik, tanpa menimbulkan reaksi sampingan. Tablet oral dipakai
untuk mengatasi infeksi saluran pencernaan dan untuk menghilangkan
sumber infeksi yang dapat menyebabkan infeksi tulang.
3) Pimarisin atau Natamisin
Kerja obat ini sebagai obat topikal misalnya sebagai tablet vagina

terhadap vaginitis.
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4) Trikomisin
Obat ini berkhasiat sebagai obat topikal terhadap kandidiasis kulit dan
selaput lendir, tanpa menimbulkan reaksi sampingan.

b. Obat 5-fluorositosin (5-FC)
Obat ini mudah larut di dalam air dan dengan demikian mudah diserap oleh
usus, maka pemberian secara oral dapat berkhasiat terhadap infeksi sistemik.
c. Obat derivat imidasol

1) Mikonasol
Penyerapan obat oleh usus sangat rendah, maka penggunaan tablet oral
ialah untuk mengatasi kandidiasis usus atau membersihkan usus dari
Candida. Sebagai obat topikal, baik terhadap kandidiasis kulit ataupun
selaput lendir didapat hasil yang baik.

2) Klotrimasol
Pemberian topikal memberikan baik pada pengobatan kandidiasis kulit
maupun selaput lendir.

3) Ekonasol
Pemberian topikal memberikan hasil baik pada kandidiasis kulit dan
vaginitis.

4) Ketokonasol
Merupakan obat yang dapat dipakai untuk mengatasi infeksi sistemik,
karena obat ini dapat diserap oleh usus dengan baik. Reaksi samping
yang dapat timbul berupa gangguan fungsi alat pencernaan ringan dan

rasa gatal bila diberikan dalam waktu yang lama.
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2. Penanggulangan faktor predisposisi dan sumber infeksi

2.7 Antifungi
2.7.1 Pengertian Antifungi

Antifungi adalah suatu bahan yang dapat mengganggu pertumbuhan dan
metabolisme fungi. Pemakaian bahan antifungi merupakan suatu usaha untuk
mengendalikan jamur, yaitu segala kegiatan yang dapat menghambat, membasmi,
atau menyingkirkan mikroorganisme. Tujuan utama pengendalian jamur untuk
mencegah penyebaran penyakit dan infeksi, membasmi jamur pada inang yang
terinfeksi, dan mencegah pembusukan dan perusakan oleh jamur (Pelczar dan
Chan, 2005).

Ada beberapa hal yang harus dipenuhi oleh suatu bahan antifungi, seperti
mampu mematikan mikroorganisme, mudah larut dan bersifat stabil, tidak bersifat
racun bagi manusia dan hewan, tidak bergabung dengan bahan organik, efektif
pada suhu kamar dan suhu tubuh, tidak menimbulkan karat dan warna,
berkemampuan menghilangkan bau yang kurang sedap, murah dan mudah didapat

(Pelczar dan Chan, 2005).

2.7.2 Mekanisme Kerja Antifungi

Zat antifungi dalam melakukan efeknya, harus dapat mempengaruhi bagian-
bagian vital sel seperti membran sel, enzim-enzim dan protein struktural. Pelczar
dan Chan (2005), menyatakan bahwa mekanisme kerja zat antifungi dalam

melakukan efeknya terhadap mikroorganisme adalah sebagai berikut:
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1. Merusak Dinding Sel

Pada umumnya jamur memiliki suatu lapisan luar yang disebut dinding sel.
Sintesis dinding sel ini melibatkan sejumlah langkah enzimatik yang banyak di
antaranya dihalangi oleh antifungi. Rusaknya dinding sel jamur misalnya karena
pemberian enzim lisosim atau hambatan pembentukanya oleh karena obat
antifungi, dapat menyebabkan sel jamur lisis. Kerusakan dinding sel akan
berakibat terjadinya perubahan-perubahan yang mengarah pada kematian sel
karena dinding sel berfungsi sebagai pengatur pertukaran zat-zat dari luar dan ke
dalam sel, serta memberi bentuk sel.
2. Mengubah Permeabilitas Membran Sel

Sitoplasma semua sel hidup dibatasi oleh selaput yang disebut membran sel
yang mempunyai permeabilitas selektif, membran ini tersusun atas fosfolipid dan
protein. Membran sel berfungsi untuk mengatur keluar masuknya zat antar sel
dengan lingkungan luar, melakukan pengangkutan zat-zat yang diperlukan aktif
dan mengendalikan susunan dalam diri sel. Proses pengangkutan zat-zat yang
diperlukan baik kedalam maupun keluar sel dimungkinkan karena di dalam
membran sel terdapat enzim protein untuk mensintesis peptidoglikan komponen
membran luar. Dengan rusaknya dinding sel, jamur secara otomatis akan
berpengaruh pada membran sitoplasma, beberapa bahan antifungi seperti fenol,
kresol, detergen dan beberapa antibiotik dapat menyebabkan kerusakan pada
membran sel, bahan-bahan ini akan menyerang dan merusak membran sel
sehingga fungsi semi permeabilitas membrane mengalami kerusakan. Kerusakan

pada membran sel ini akan mengakibatkan terhambatnya sel atau matinya sel.
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3. Kerusakan Sitoplasma

Sitoplasma atau cairan sel terdiri atas 80% air, asam nukleat, protein,
karbohidrat, lipid, ion anorganik dan berbagai senyawa dengan bobot molekul
rendah. Kehidupan suatu sel tergantung pada terpeliharanya molekul-molekul
protein dan asam nukleat dalam keadaan alamiahnya. Konsentrasi tinggi beberapa
zat kimia dapat mengakibatkan koagulasi dan denaturasi komponen-komponen
seluler yang vital.
4. Menghambat Kerja Enzim

Di dalam sel terdapat enzim dan protein yang membantu kelangsungan
proses-proses metabolisme, banyak zat kimia telah diketahui dapat mengganggu
reaksi biokimia misalnya logam-logam berat, golongan tembaga, perak, air raksa
dan senyawa logam berat lainnya umumnya efektif sebagai bahan antifungi pada
konsentrasi relatif rendah. Logam-logam ini akan mengikat gugus enzim
sulfihidril yang berakibat terhadap perubahan protein yang terbentuk.
Penghambatan ini dapat mengakibatkan terganggunya metabolisme atau matinya
sel.
5. Menghambat Sintesis Asam Nukleat dan Protein

DNA, RNA dan protein memegang peranan amat penting dalam sel,
beberapa bahan antimikroba dalam bentuk antibiotik misalnya kloramfenikol,
tetrasilin, prumysin menghambat sintesis protein. Sedangkan sintesis asam nukleat
dapat dihambat oleh senyawa antibiotik misalnya mitosimin. Bila terjadi
gangguan pada pembentukan atau pada fungsi zat-zat tersebut dapat

mengakibatkan kerusakan total pada sel.
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Menurut Sudjaswadi (2006), efektivitas senyawa antifungi dipengaruhi oleh
karakter dinding sel atau membran sel dari jamur tersebut. Penetrasi obat melalui
membran yang lebih cepat dan jumlah yang lebih besar segera menginisiasi efek

menghambat reaksi sintesis protein dalam inti sel mikroorganisme.

2.8 Uji Antifungi

Uji senyawa antifungi adalah untuk mengetahui apakah suatu senyawa uji
dapat menghambat pertumbuhan jamur dengan mengukur respon pertumbuhan
populasi jamur terhadap agen antifungi (Pratiwi, 2008). Beberapa metode uiji
antifungi di antaranya adalah metode dilusi dan metode difusi.

Metode difusi merupakan salah satu metode yang sering digunakan dalam
uji antifungi. Metode difusi dapat dilakukan 3 cara yaitu metode silinder, lubang
dan cakram kertas. Metode silinder yaitu meletakkan beberapa silinder yang
terbuat dari gelas atau besi tahan karat di atas media agar yang telah diinokulasi
dengan jamur. Tiap silinder ditempatkan sedemikian rupa hingga berdiri di atas
media agar, diisi dengan larutan yang akan diuji dan diinkubasi. Metode lubang
(sumuran) yaitu membuat lubang pada agar padat yang telah diinokulasi dengan
jamur. Jumlah dan letak lubang disesuaikan dengan tujuan penelitian, kemudian
lubang diisi dengan larutan yang akan diuji. Metode cakram kertas yaitu
meletakkan cakram kertas yang telah direndam larutan uji di atas media padat

yang telah diinokulasi dengan jamur (Kusmiyati, 2007; Liana, 2010).
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Pengujian dilakukan dengan mengukur zona hambatan yang berwarna
bening pada gel. Menurut Davis dan Stout (1971) bila diameter daerah hambatan
5 mm atau kurang maka aktifitas penghambatannya dikategorikan lemah, 5-10
mm dikategorikan sedang, 10-20 mm dikategorikan kuat, dan 20 mm atau lebih
dikategorikan sangat kuat.

Sedangkan metode dilusi merupakan larutan uji diencerkan hingga diperoleh
beberapa konsentrasi, kemudian masing-masing konsentrasi larutan uji
ditambahkan suspense jamur dalam media. Pada dilusi padat, tiap konsentrasi
larutan uji dicampurkan ke dalam media agar. Setelah padat kemudian ditanami
jamur (Hugo & Russel, 1987; Rahmawati, 2014). Prosedur uji dilusi digunakan
untuk mencari Konsentrasi Hambat Minimum (KHM), yaitu konsentrasi terendah
yang dapat menghambat pertumbuhan jamur dan Konsentrasi Bunuh Minimum
(KBM), yaitu konsentrasi terendah yang dapat membunuh jamur.

Kadar minimal yang diperlukan untuk menghambat pertumbuhan mikroba
atau membunuhnya, masing-masing dikenal sebagai Kadar Hambat Minimal
(KHM) atau Minimum Inhibitory Concentration (MIC) dan Kadar Bunuh Minimal
(KBM) atau Minimum Bactericidal Concentration (MBC) (Syarif et al, 2001).
Nilai MIC dapat ditentukan dengan metode penipisan (dilution method), yaitu
dengan melakukan suatu seri pengenceran senyawa yang akan diuji di dalam
tabung reaksi, kemudian dimasukkan jamur yang akan diperiksa dengan dosis
tertentu. Lalu ditentukan batas atau dosis terkecil yang dapat menghambat
tumbuhnya jamur, yang disebut MIC. Jamur dalam tabung yang tidak menunjukan

pertumbuhan dapat disubkultur dalam media tanpa senyawa uji untuk menentukan
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apakah hambatan ini reversible atau permanen. Dengan cara ini dapat ditentukan

pula nilai MBC (Sujudi, 1983, Rostinawati, 2007, Dewanjee et al, 2008).

2.9 Hubungan Antara Antioksidan dengan Antimikroba

Senyawa metabolit sekunder yang terdapat di dalam tumbuhan memiliki
kemampuan antioksidan. Menurut lzzati (2015) antioksidan adalah zat yang dapat
mengikat radikal bebas yang berbahaya bagi kesehatan tubuh. Radikal bebas
disebut juga dengan unpair electron atau oksidan. Radikal bebas atau oksidan
tersebut sering kali menyebabkan kerusakan sel dan mengacaukan proses
metabolisme sel sehingga dihasilkan sel-sel dengan kualitas buruk. Sebagian
radikal bebas yang menempel pada dinding sel dan merusak mitokondria sel dapat
menghasilkan sel-sel cacat yang cenderung menjadi sel kanker.

Sedangkan, mekanisme senyawa fenol (flavanoid) sebagai zat antimikroba
adalah dengan cara meracuni protoplasma, merusak dan menembus dinding sel,
serta mengendapkan protein sel mikroba. Komponen fenol juga dapat
mendenaturasi enzim yang bertanggung jawab terhadap germinasi spora atau
berpengaruh terhadap asam amino yang terlibat dalam proses germinasi.
Flavonoid memiliki spektrum aktivitas antimikroba yang luas dengan mengurangi

kekebalan pada organisme sasaran (Naidu, 2000; Setyaningsih, 2009).
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Kedua mekanisme ini saling berkaitan sebagaimana menurut Agnol et al
(2003) melaporkan beberapa penelitian in vitro menunjukkan bahwa secara
potensial terdapat hubungan yang signifikan antara sistem biologi/organisme
seperti virus, bakteri, dan molluska dengan beberapa enzim penghambat,

antioksidan, dan zat anti radikal bebas.
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METODE PENELITIAN

3.1 Jenis dan Rancangan Penelitian

Jenis penelitian ini adalah penelitian experimental design di laboratorium.
Untuk menguji kadar antioksidan menggunakan variasi konsentrasi 25 ppm, 50
ppm, 100 ppm, 200 ppm, dan 400 ppm (Saman, 2013). Begitu pula untuk
pembanding (kontrol) berupa vitamin C, kemudian dihitung persen aktivitas
antioksidannya dan nilai 1Csy (Inhibition Concentration) menggunakan software
GraphPad Prism 5. Masing-masing ekstrak selanjutnya diuji aktivitas antifungi
secara in vitro terhadap pertumbuhan jamur Candida albicans. Pada masing-

masing perlakuan dilakukan ulangan sebanyak tiga kali.

3.2 Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan selama bulan Februari — Oktober 2015 di
Laboratorium Kimia Organik Jurusan Kimia, Laboratorium Genetika dan
Laboratorium Mikrobiologi Jurusan Biologi Fakultas Sains dan Teknologi
Universitas Islam Negeri Maulana Malik Ibrahim Malang, dan Laboratorium

Biomedik Fakultas llmu Kesehatan Universitas Muhammadiyah Malang.
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3.3 Variabel Penelitian

Variabel-variabel dalam penelitian ini meliputi:
3.3.1 Variabel bebas

Variabel bebas yang digunakan dalam penelitian ini adalah ekstrak rimpang
jeringau (Acorus calamus L.) dengan beberapa pelarut organik (etanol p.a,

kloroform p.a, dan n-heksana p.a) dan dengan berbagai variasi konsentrasi.

3.3.2 Variabel terikat

Variabel terikat dalam penelitian ini adalah nilai persen (%) aktivitas
antioksidan dan nilai 1Csg (Inhibition concentration 50%) untuk uji antioksidan.
Sedangkan untuk uji antifungi adalah besar diameter zona hambat pada difusi
cakram kertas (paper disc), tingkat kekeruhan yang dihasilkan pada media SDB
(Sabouraud Dextrose Broth) untuk Konsentrasi Hambat Minimal (KHM), dan
jumlah koloni jamur yang dihasilkan pada media agar untuk Konsentrasi Bunuh

Minimal (KBM).

3.3.3 Variabel terkendali
Variabel terkendali dalam penelitian ini adalah variabel yang diusahakan

sama setiap perlakuan meliputi, suhu inkubasi, waktu, pH, dan media.
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3.4 Alat dan Bahan Penelitian
3.4.1 Alat Penelitian

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah alat-alat untuk
ekstraksi maserasi dan uji antioksidan antara lain timbangan digital, tabung
erlenmeyer tutup 250 mL, spatula besar, spatula kecil, pengaduk kaca, rotary
shaker, erlenmeyer vakum, corong buchner, nampan, kertas saring whatman no 1,
rotary vacuum evaporator, gelas vial, kertas label, refrigator, mikro pipet 0,5-10;
2-20; 20-200, 100-1000 pL, oven, beaker glass 50; 250 mL, gelas ukur 100 mL,
tabung reaksi, gelas arloji, botol gelap, rak tabung reaksi, labu ukur 5 mL, labu
ukur 10 mL, labu ukur 20 mL, pipet ukur 5 mL, pipet ukur 2 mL, pipet ukur 0,1
mL, alumunium foil, spektronik 20+, spektrofotometer UV-Vis Varian Carry,
inkubator, hand glove, masker, kertas tisu, alat tulis, camera digital.

Alat-alat untuk uji antifungi antara lain autoklaf, labu erlenmeyer 250 mL,
cawan petri, tabung reaksi, paper disk steril, gelas ukur, pinset, Laminar Air Flow
(LAF), inkubator, hotplate stirrer, jarum ose, kertas label, botol semprol, bunsen,
korek api, masker, mikroskop, tabung microplate/well, colony counter, wolffugel

disk (kotak bantu hitung), alat tulis, spidol, camera digital.

3.4.2 Bahan

Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah 1 kg simplisia
kering rimpang tanaman jeringau (Acorus calamus L.), pelarut etanol p.a,
kloroform p.a, n-heksana p.a 2,5 liter merk Merck®, aquades steril, DPPH (1-1-
difenil-2-pikrihidrazil), asam askorbat (vitamin C), alkohol 70%, spiritus, isolat

(biakan murni) jamur Candida albicans, media SDA (Sabouraud Dextrose
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Agar), SDB (Sabouraud Dextrose Broth), aquades steril, tablet nystatin, standar

Mc Farland 0,5, spirtus, kapas, kain kasa, emulsion fiyer (pelarut tween 80 %).

3.5 Prosedur Penelitian
Penelitian ini dilakukan dengan tahapan-tahapan sebagai berikut:
1. Preparasi sampel;
2. Penentuan nilai kadar air;
3. Ekstraksi senyawa aktif dengan maserasi tunggal;
4. Uji aktivitas antioksidan dengan metode DPPH;

5. Uji aktivitas antifungi.

3.6 Pelaksanaan Penelitian
3.6.1 Preparasi Sampel

Sampel yang digunakan dalam penelitian ini adalah rimpang dari tanaman
jeringau (Acorus calamus L.) yang sudah berumur siap panen sekitar 6 bulan (1
tahun lebih baik). Tanaman ini didapatkan dan dideterminasi di UPT. Materia
Medica Batu Jawa Timur Indonesia. Rujukan determinasi digunakan buku
FLORA Van Steenis (2008). Determinasi dilakukan terhadap tanaman yang
digunakan sebagai sampel untuk memastikan kebenaran simplisia dari tanaman
yang akan digunakan dalam penelitian. Berdasarkan hasil determinasi dapat
dipastikan bahwa tanaman yang digunakan dalam penelitian ini adalah tanaman
Jeringau (Acorus calamus L.).

Proses pembuatan simplisia mulai dari panen, sortasi, penimbangan,

pencucian, penirisan, perajangan, penjemuran, pengeringan dengan oven,
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penggilingan sampai pada tahap pengemasan dilakukan oleh UPT. Materia
Medica Batu. Sampel dicuci untuk menghilangkan kotoran yang berupa tanah atau
debu yang dapat mengganggu dalam proses ekstraksi. Lalu sampel
dikeringanginkan di bawah terik sinar matahari secara tidak langsung selama * 4
hari mulai jam 08.00 — 10.00 agar kandungan senyawa kimia yang terdapat pada
tanaman tidak mengalami kerusakan.

Pengeringan bertujuan untuk menurunkan kadar air dalam sampel,
menghentikan reaksi enzimatis dan mencegah tumbuhnya jamur. Menurut
Pramono (2005); Ma’mun (2006); Wijaya (2012) jika kadar air dalam bahan
masih tinggi dapat medorong enzim melakukan aktivitasnya mengubah
kandungan kimia yang ada dalam bahan menjadi produk lain. Sehingga
memungkinkan tidak lagi memiliki efek farmakologi seperti senyawa aslinya. Hal
ini tidak akan terjadi jika sampel segera dikeringkan sampai kadar airnya menjadi
rendah. Beberapa enzim perusak kandungan kimia yang telah lama dikenal antara
lain hidrolase, oksidase dan polimerase. Berbeda halnya menurut Harbone (1987)
menyatakan bahwa pengeringan dengan cara aliran udara (kering angin) lebih
baik dari pada menggunakan pengeringan dengan suhu tinggi untuk mencegah
rusaknya senyawa kimia yang terkandung di dalamnya. Dengan kadar air tinggi
akan mengganggu proses ekstraksi dikarenakan jika kadar air di dalam simplisia
masih tinggi, pelarut akan sulit berdifusi masuk melewati dinding sel untuk
menarik senyawa kimia yang terdapat di dalam simplisia tersebut. Sementara itu
Damar (2014) menyatakan bahwa adanya perbedaan kadar air yang terlampau

jauh pada sampel yakni dikarenakan perbedaan pengolahan atau preparasi.
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Sampel rimpang jeringau (berwarna cokelat kehijauan) dihaluskan menjadi
serbuk dan halus bertujuan mendapatkan luas permukaan yang besar sehingga
memudahkan kontak antara pelarut dan sampel pada saat melakukan ekstraksi.
Sebagaimana telah dijelaskan bahwa semakin kecil ukuran sampel maka semakin
besar luas permukaannya maka interaksi kontak pelarut dalam ekstraksi akan
semakin besar, sehingga proses ekstraksi akan semakin efektif (\Voight, 1994).
Serbuk yang yang halus kemudian diayak dengan ayakan 80 mesh. Hal ini
bertujuan untuk menyeragamkan ukuran sampel karena ukuran sampel yang
seragam dan kecil menyebabkan pemecahan dinding sel oleh pelarut akan
semakin cepat dan serentak, sehingga dapat memaksimalkan proses ekstraksi.
Serbuk sampel yang telah seragam selanjutnya diekstraksi dengan beberapa
pelarut organik yang berbeda sifat kepolarannya, antara lain etanol p.a (polar),

kloroform p.a (semi polar), dan n-heksana (non polar).

3.6.2 Penentuan Nilai Kadar Air

Analisis kadar air bertujuan untuk mengetahui persen kadar air dalam
sampel.  Analisis kadar air dilakukan dengan metode pengeringan
(thermogravimetri) (Legowo, 2007) dan dilakukan sebanyak tiga kali
pengulangan untuk memperoleh keakuratan data. Dalam penelitian ini
menggunakan analisis kadar air kering dengan tahapan antara lain dikeringkan
cawan porselen dalam oven pada suhu 100 °C selama 30 menit, kemudian
didiamkan pada cawan porselen selama 5 menit, selanjutnya dimasukkan ke
dalam desikator selama 10 menit sampai diperoleh berat konstan. Setelah berat

cawan kosong konstan, dimasukkan 5 gram serbuk sampel ke dalam cawan.
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Dilakukan pengovenan setiap 30 menit bertujuan untuk menguapkan sisa-sisa air
yang terdapat dalam sampel. Selanjutnya dilakukan pendinginan di dalam
desikator selama 10 menit sampai diperoleh berat konstan yang menunjukkan
kandungan air dalam sampel sudah teruapkan secara maksimal. Desikator
dipompa vakum untuk mengkondisikan sampel agar terjaga kelembapan sampel
dari suhu ruang. Dengan demikian akan diperoleh hasil yang lebih mencerminkan
kadar air yang sebenarnya. Kemudian sampel tersebut ditimbang dan dilakukan
perlakuan yang sama sampai diperoleh berat yang konstan. Dilakukan
pengulangan sebanyak tiga kali untuk memperoleh nilai rata-rata dari hasil kadar

air yang diperoleh. Kadar air dihitung berdasarkan rumus (AOAC, 2005):

. (b=0)
Kadar air = o X 100 Dofoih, N 000N VA Y0 SRmanmny . ......... (3.2)

Keterangan: a = berat konstan cawan kosong
b = berat cawan + sampel sebelum dikeringkan
¢ = berat konstan cawan + sampel setelah dikeringkan
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3.6.3 Ekstraksi Senyawa Aktif Menggunakan Metode Maserasi Tunggal
dengan Variasi Pelarut

Ekstraksi dapat dianalogikan sebagai penarikan senyawa aktif suatu bahan
oleh pelarut yang sesuai dan metode yang tepat sehingga hasil yang diinginkan
dapat terekstrak sempurna. Ekstraksi didasarkan pada kelarutan komponen
terhadap komponen lain dalam campuran. Kelarutan suatu komponen tergantung
pada derajat polaritas pelarut yang ditentukan oleh konstanta dielektrikum.
Senyawa yang bersifat polar hanya dapat larut dalam pelarut polar, dan semi polar
begitu juga sebaliknya senyawa non polar hanya dapat larut dalam pelarut non
polar dan semi polar sebagaimana prinsip like dissolves like (Indah, 2010), artinya
kelarutan akan terjadi bila memiliki sifat kepolaran yang sama. Dalam penelitian
ini metode ekstraksi yang digunakan adalah maserasi dengan beberapa pelarut
organik, di antaranya adalah etanol p.a (polar), kloroform p.a. (semi polar), dan n-
heksana p.a. (non polar). Dengan harapan memperoleh pelarut terbaik yaitu
pelarut dapat mengekstrak dalam jumlah besar dan dapat mengekstrak golongan
senyawa antioksidan yang mempunyai aktivitas tertinggi.

Maserasi merupakan salah satu metode ekstraksi yang menggunakan proses
perendaman sampel dengan pelarut yang digunakan pada temperatur ruangan
(Ferdiansyah, 2006). Metode maserasi dipilih karena metode ini murah dan
mudah dilakukan. Ekstraksi tidak dilakukan dengan cara ekstraksi soxhlet karena
dikhawatirkan dalam rimpang jeringau mengandung senyawa yang tidak tahan
terhadap panas (alkaloid, flavonoid, triterpenoid). Menurut Voight (1994) proses

ini sangat menguntungkan dalam isolasi senyawa bahan alam karena dengan
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perendaman, sampel tumbuhan akan mengalami pemecahan dinding dan membran
sel akibat perbedaan tekanan antara di dalam dan di luar sel sehingga metabolit
sekunder yang ada dalam sitoplasma akan terlarut dalam pelarut. Pelarut dapat
melarutkan komponen dalam sel dengan melintasi membran sel ke dalam bagian
sel. Dengan mengalirnya bahan pelarut ke dalam sel dapat menyebabkan
protoplasma membengkak, dan bahan kandungan sel akan terlarut sesuai dengan
kelarutannya. Bahan kandungan tersebut berpindah secara osmosis melalui ruang
antar rongga sel. Gaya yang bekerja adalah perbedaan konsentrasi antara larutan
di dalam sel dengan pelarut yang mula-mula masih tanpa bahan aktif. Bahan
kandungan sel akan mencapai ke dalam cairan di sebelah luar selama osmosis
melintasi membran sampai terbentuknya suatu keseimbangan konsentrasi antara
larutan di sebelah dalam dan di sebelah luar sel.

Pada penelitian ini simplisia ditimbang sebanyak 100 gram dan dimasukkan
ke dalam erlenmeyer tutup 500 mL, lalu ditambahkan dengan pelarut etanol p.a
(polar), klorofom p.a (semipolar) dan n-heksana p.a (non polar) masing-masing
sebanyak 400 mL (1 : 4). Hal ini mengacu pada penelitian Yenie (2013) yang
mana perendaman dilakukan dengan cara mencampurkan bahan dengan pelarut
dengan rasio 1 : 4 yaitu 100 g bahan baku dan 400 ml pelarut. Kemudian diaduk
hingga merata dan dimaserasi (didiamkan) selama sehari (24 jam) pada suhu
kamar. Setelah itu digoyang selama 1 jam untuk mencapai kondisi homogen
dalam rotary shaker dengan kecepatan 120 rpm (rotation per minutes) diulang
sebanyak 3 kali agar kontak antara sampel dan pelarut semakin sering terjadi.

Sebagaimana menurut Yenie (2013) kontak antara sampel dan pelarut dapat
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ditingkatkan apabila dibantu dengan pengadukan. Sehingga bahan dan pelarut
dapat larut dengan sempurna.

Pada proses maserasi dilakukan variasi pelarut karena senyawa aktif dalam
rimpang jeringau belum diketahui sifat kepolarannya. Pelarut dipilih berdasarkan
tingkat kepolaran dengan tujuan memperoleh pelarut terbaik yaitu pelarut yang
dapat mengekstrak dalam jumlah besar dan dapat mengekstrak golongan senyawa
antioksidan maupun antifungi yang mempunyai aktivitas tertinggi. Selain itu
dengan adanya variasi pelarut diharapkan mendapatkan golongan senyawa aktif
yang bervariasi pula pada tiap ekstraknya.

Maserat (hasil maserasi) yang diperoleh kemudian disaring dengan corong
buchner vacuum untuk mempercepat penyaringan. Selanjutnya filtrat hasil
penyaringan atau pemisahan dipekatkan dengan rotary vacuum evaporator
dengan titik didih yang telah disebutkan pada Tabel 2.3. Menurut Saman (2013)
filtrat dievaporasi pada suhu sekitar 30-40 °C, suhu rendah digunakan untuk
menjaga agar senyawa aktif tidak mengalami kerusakan. Proses evaporasi
dihentikan sampai pelarut habis dengan ditandai tidak adanya penetesan pelarut
pada labu pelarut. Pemekatan dengan rotary vacuum evaporator menghasilkan
pelarut yang digunakan saat maserasi dan didapatkan ekstrak kasar dengan warna
dan tekstur yang berbeda seperti pada lampiran 2.5. Perbedaan warna dan tekstur
ekstrak kasar mungkin disebabkan adanya perbedaan komponen yang terdapat
dalam ekstrak kasar tersebut. Masing-masing ekstrak dihitung nilai rendemennya

dengan persamaan (Husnah, 2009):

Berat ekstrak kasar yang diperoleh

Rendemen = x100% ..coooviiiiinn, (3.2)

Berat sampel yang digunakan
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3.6.4 Uji Aktivitas Antioksidan dengan Metode DPPH

Uji aktivitas antioksidan dari ekstrak rimpang jeringau (Acorus calamus L.)
diukur dengan metode DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil):
3.6.4.1 Penentuan Panjang Gelombang Maksimum

Pengujian aktivitas antioksidan secara in vitro ekstrak etanol, kloroform,
dan n-heksana rimpang jeringau diawali dengan penentuan panjang gelombang
maksimum DPPH pada rentang A 400-700 nm. Menurut Prastiwati (2010)
penetapan panjang gelombang maksimal bertujuan untuk mengetahui besarnya
panjang gelombang yang dibutuhkan larutan DPPH untuk mencapai serapan
maksimal.

Adapun langkah-langkahnya adalah etanol p.a dipipet sebanyak 4,5 mL
kemudian ditambahkan larutan DPPH 0,1 mM sebanyak 1,5 mL, dimasukkan ke
dalam tabung reaksi kemudian dimasukkan ke dalam kuvet hingga penuh.
Selanjutnya dicari Amaks larutan menggunakan spektrofotometer UV visible dan

dicatat hasil pengukuran Amaks untuk digunakan pada tahap selanjutnya.

3.6.4.2 Penentuan Waktu Kestabilan Pengukuran Antioksidan (Opperating
Time)

Langkah berikutnya yaitu optimalisasi waktu (operating time). Operating
Time adalah waktu yang tepat untuk pembacaan serapan larutan yang diperiksa
pada saat serapannya stabil pada kurva operating time. Sampel yang digunakan
adalah yang berwarna sehingga dapat diketahui pada menit keberapa terjadi

kestabilan. Menurut Prastiwati (2010), penentuan operating time dilakukan untuk
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menentukan waktu paling tepat larutan uji ekstrak dalam meredam atau bereaksi
dengan radikal bebas DPPH. Dalam penelitian ini dibuat larutan ekstrak 400 ppm
(konsentrasi tertinggi) sebanyak 5 mL, kemudian diambil sebanyak 4,5 mL
dimasukkan ke dalam tabung reaksi dan ditambahkan larutan DPPH 0,1 mM
sebanyak 1,5 mL (3 : 1). Waktu kestabilan dicari setelah diinkubasi pada suhu 37
°C dan rentang waktu 5 — 120 menit dengan interval 5 menit. Sampel diukur
menggunakan spektronik 20+ pada Amas Yang telah diketahui pada tahap
sebelumnya (Bariyyah, 2013). Hal ini ditunjukkan dengan nilai absorbansi yang

stabil.

3.6.4.3 Pengukuran Potensi Antioksidan pada Sampel

Cara pembuatan kontrol: Larutan DPPH dengan konsentrasi 0,1 mM
diambil sebanyak 1,5 mL, kemudian dimasukkan dalam tabung reaksi dan
ditambahkan etanol p.a sebanyak 4,5. Tabung reaksi ditutup dengan alumunium
foil, lalu diinkubasi pada suhu 37 °C selama waktu kestabilan yang telah
didapatkan pada tahap sebelumnya. Setelah itu larutan dimasukkan ke dalam
kuvet hingga penuh dan diukur absorbansinya dengan menggunakan UV-Vis pada
Amaks yang didapatkan pada tahap sebelumnya (Barriyah, 2013).

Masing-masing ekstrak rimpang jeringau dari pelarut yang berbeda
dilarutkan dalam etanol p.a dengan konsentrasi 25 ppm, 50 ppm, 100 ppm, 200
ppm, dan 400 ppm. Tiga tabung reaksi disiapkan untuk masing-masing
konsentrasi dari setiap ekstrak. Kemudian tiap-tiap tabung reaksi diisi dengan 4,5

mL ekstrak dan ditambahkan DPPH 0,1 mM sebanyak 1,5 mL (perbandingan
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larutan DPPH : ekstrak yang dilarutkan dengan konsentrasi tertentu = 1 : 3).
Kemudian diamati perbedaan perubahan warnanya. Tingkat berkurangnya warna
dari larutan menunjukkan efisiensi penangkap radikal. Setelah itu larutan ditutup
dengan alumunium foil, diinkubasi dengan suhu 37 °C pada waktu kstabilan yang
didapatkan pada tahap sebelumnya, kemudian dimasukkan ke dalam kuvet hingga
penuh dan diukur absorbansinya menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada
Amaks Yang telah didapatkan sebelumnya. Data absorbansi yang diperoleh dari
masing-masing ekstrak dihitung nilai persen (%) aktivitas antioksidannya.

Aktivitas penangkap radikal bebas dihitung sebagai persentasi berkurangnya
warna DPPH dengan menggunakan persamaan:

Aktivitas penangkapan radikal bebas (%)

L\ e o mRe 'S §0000 4. 0.0 T (3.3)

absorbansi kontrol

Menurut Bios (1958) dalam Molyneux (2004), suatu senyawa dikatakan
sebagai antioksidan yang sangat kuat apabila nilai IC50 kurang dari 50 ppm, kuat
apabila nilai 1C50 50-100 ppm, sedang apabila nilai IC50 100-150 ppm, dan
lemah bila nilai IC50 antara 150-200 ppm. Selanjutnya dibuat pembanding
(kontrol) berupa asam askorbat (vitamin C) diperlakukan sama seperti sampel,

akan tetapi sampel diganti dengan larutan asam askorbat (vitamin C).
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3.6.5 Uji Aktivitas Antifungi

Uji aktivitas antifungi dilakukan terhadap ekstrak rimpang jeringau (Acorus
calamus L.) meliputi:
3.6.5.1 Sterilisasi Alat

Sterilisasi alat dilakukan sebelum semua peralatan digunakan, yaitu dengan
cara membungkus semua peralatan dengan menggunakan kertas HVS, aluminium
foil dan plastik. Kemudian dimasukkan dalam Autoklaf pada suhu 121 °C dengan
tekanan 15 Psi (Per Square Inchi) selama 15 menit. Kecuali alat yang tidak tahan

panas tinggi dapat disterilisasi dengan alkohol 70%.

3.6.5.2 Pembuatan Media
a. Sabouraud Dextrose Broth (SDB)

Prosedur pembuatan media SDB adalah ditimbang sebanyak 30 gram
media SDB, lalu dilarutkan dalam 1 liter air destilasi sampai didapatkan
suspensi yang homogen dan dipanaskan selama 1 menit. Kemudian suspensi
disterilisasi dalam autoklaf pada suhu 121 °C, tekanan 2 atm selama 15 menit
(Warsinah, 2011).

b. Sabouraud Dextrose Agar (SDA)

Prosedur pembuatan media SDA adalah ditimbang sebanyak 65 gram
SDA, lalu dilarutkan dalam 1 liter air destilasi sampai didapatkan suspensi
yang homogen dan dipanaskan selama 1 menit pada suhu 200° C. Kemudian
suspensi disterilisasi dalam autoklaf pada suhu 121 °C, tekanan 2 atm selama

15 menit (Warsinah, 2011).
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3.6.5.3 Regenerasi (Peremajaan) Jamur C. albicans

Dicairkan media SDA yang disimpan di dalam lemari pendingin. Kemudian
dituang secukupnya ke dalam cawan petri steril dan ditunggu sampai memadat.
Lalu diambil 1 ose jamur C. albicans dan di straike di atas media. Selanjutnya

diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37 °C.

3.6.5.4 Pembuatan Suspensi C. albicans

Inokulum C. albicans diambil '/, ose, kemudian dimasukkan ke dalam 5 mL
media SDB pada tabung, divortex sampai rata dan diinkubasi pada suhu 37 °C
selama 18-24 jam. Hasil suspensi dibandingkan dengan standar Mc Farland 0,5
hingga diperoleh kekeruhan kurang lebih sama. Kemudian diukur kekeruhannya
disamakan pada optical density = 0,120 — 0,15 dengan panjang gelombang 530
nm menggunakan spektrofotometer (Lee, 2010) dan jumlah sel yang digunakan

disetarakan dengan 10°cfu/mL dengan berpedoman pada kurva standar.

3.6.5.5 Uji Aktivitas Antifungi Ekstrak Etanol, Ekstrak Kloroform dan
Ekstrak n-Heksana Rimpang Jeringau (Acorus calamus L.) Terhadap C.
albicans
a. Penentuan Diameter Zona Hambat

Metode pengujian ini dilakukan menggunakan metode difusi agar
menggunakan kertas cakram steril (diameter 6 mm) (Kirby Bauer method).
Masing-masing sampel ekstrak rimpang jeringau etanol p.a, kloroform p.a dan n-

heksana p.a ditimbang sebanyak 0,1 gram di dalam botol flacon dan diencerkan
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sampai 100 uL (0,1 mL) dengan pelarut etanol 70% (*/,) sebagai larutan uji
konsentrasi 100%. Kemudian diaduk sampai larut dan dimasukkan 3 buah paper
disk (kertas cakram), lalu direndam selama 30 menit.

Selanjutnya dimasukkan suspensi jamur yang telah ditumbuhkan pada
media SDB sebanyak 100 pL ke dalam cawan petri steril, kemudian dituang
media SDA yang masih cair (setelah dipanaskan menggunakan hotplate) sebanyak
+10 ml ke dalam cawan petri secara pour plate, dan media dibiarkan hingga
memadat. Lalu dibuat garis membagi tiga area untuk peletakan kertas cakram
sesuai dengan ulangan sebanyak 3 kali. Dibuat kontrol positif dengan merendam
kertas cakram pada nystatin (obat/pil antifungi). Sedangkan kontrol negatif
menggunakan pelarut etanol 70%. Kontrol negatif ini digunakan untuk
memastikan bahwa zona hambat yang dihasilkan tidak berasal dari pelarut.

Setelah 30 menit, kertas cakram tersebut diletakkan di atas permukaan
media SDA yang telah dicampur dengan jamur C. albicans menggunakan pinset
steril sambil ditekan sedikit. Perlu diingat bahwa sekali cakram sudah ditempelkan
pada agar, tidak boleh digeser atau dipindahkan. Kemudian cawan petri diinkubasi
di dalam inkubator selama 3 x 24 jam pada suhu 37 °C. (Lutfiyanti, 2012). Semua
cawan petri ditutup dengan plastik wrap dan dimasukkan inkubator dalam kondisi
terbalik, agar embun hasil kondensasi tidak menetes di atas permukaan media.
Setelah inkubasi diamati ada tidaknya zona bening di sekitar kertas cakram dan
diukur lebar diameter daerah hambat dari zona yang terbentuk menggunakan
jangka sorong. Sehingga dapat ditentukan bahwa adanya daerah bening di

sekeliling cakram kertas menunjukkan adanya aktivitas antifungi. Diameter zona
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hambat dihasilkan dari diameter keseluruhan dikurangi diameter kertas cakram (6
mm) dan diameter hasil kontrol pelarut.

b. Penentuan Konsentrasi Hambat Minimal (KHM) dan Konsentrasi Bunuh
Minimal (KBM)

Penentuan Konsentrasi Hambat Minimal (KHM) dilakukan metode dilusi
tabung/pengenceran, media yang digunakan adalah Sabouraud Dextrose Broth
(SDB) pada tabung reaksi dan media Sabouraud Dextrose Agar (SDA) pada
cawan petri. Pembuatan larutan uji dalam penelitian ini seperti penelitian yang
dilakukan oleh Anggara (2014) dengan konsentrasi yang digunakan untuk uji
kepekaan jamur Candida albicans yaitu 50%; 25%; 12,5%; dan 6,25%. Namun
konsentrasi tersebut dilanjutkan dengan cara diturunkan lagi setengah kali lipatnya
menjadi 3,13%; 1,56%; 0,78%; dan 0,39%.

Penentuan nilai KHM dan KBM dilakukan dengan cara streak plate dari
hasil uji daya antifungi secara dilusi padat. Hasil uji yang digunakan adalah semua
media yang memberikan kejernihan media secara visual. KHM adalah konsentrasi
terkecil yang dapat menghambat mikroba, ditandai dengan C. albicans masih
dapat tumbuh pada hasil streak plate. Sedangkan KBM adalah konsentrasi terkecil
yang dapat membunuh mikroba, ditandai dengan C. albicans sudah tidak dapat
tumbuh pada hasil streak plate yang menandakan mikroba uji mati karena larutan
uji dengan konsentrasi tersebut (McKane & Kandel, 1996; Koneman, Allen &

Schreckenbergerr, 1997).
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1) Penentuan Nilai KHM

Langkah awal penentuan nilai KHM adalah memberi nomor 1 s/d 10 pada
tabung steril yang disediakan (Keterangan: tabung no. 1 = kontrol bahan, tabung
no. 2- = larutan antifungi (ekstrak uji), dan tabung no. 11 = kontrol kuman).
Kemudian dibuat larutan antifungi dari ekstrak dengan konsentrasi 100%
(ditambah emulsion fyer). Lalu dimasukkan ekstrak sebanyak 200 uL di tabung
no. 1 (Kontrol Bahan). Dimasukkan aquades sebanyak 100 uL pada tabung no. 2
sampai dengan tabung no. 10. Dicampur (divortex) hingga rata tabung no. 3,
kemudian diambil dan dipindahkan sebanyak 100 puL ke dalam tabung 4.
Selanjutnya dikerjakan hal yang sama terhadap tabung 5 s/d 9. Pada tabung no. 9,
setelah tercampur merata larutan dibuang sebanyak 100 pL. Kemudian
ditambahkan perbenihan cair kuman (jamur Candida 10° pada media SDB)
sebanyak 100 pL ke dalam tabung 2-10. Dengan demikian volume masing-masing
tabung menjadi 200 pL, sehingga konsentrasi akhir antifungi berubah. Lalu
diinkubasi semua tabung pada suhu 37 °C selama 18-24 jam. Kemudian
diperhatikan/dilihat dan dicatat pada tabung ke berapa tampak terjadi kekeruhan.
Menurut (Rintiswati, 2004; Widyaningrum, 2015) KHM ditandai dengan
jernihnya (tidak adanya kekeruhan) pada tabung (tabung yang jernih = positif
KHM). Namun dikarenakan ekstrak rimpang jeringau bersifat keruh maka semua
larutan uji di dalam tabung percobaan ditanam pada cawan petri yang sudah

berisi media SDA.
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2) Penentuan Nilai KBM

Pada tahap penentuan KBM dalam penelitian ini yaitu dari masing-masing
tabung selanjutnya diambil satu ose dan diinokulasikan (streaking) dengan
metode strike hitungan pada medium padat SDA. Kemudian medium SDA
diinkubasi lagi pada suhu 37 °C selama 18-24 jam. Keesokan harinya dilakukan
penghitungan jumlah koloni yang tumbuh pada setiap cawan dengan
menggunakan Colony Counter. Disebut KBM jika pertumbuhan koloni kuman
0,1% dari jumlah koloni kontrol kuman (kuman mati sejumlah 99,9%). Hal ini
sesuai menurut (Dzen et al., 2003; Winarsih, 2011) bahwa nilai KBM ditandai
dengan tidak adanya pertumbuhan kuman pada medium SDA) atau pertumbuhan
koloninya kurang dari 0,1% dari jumlah koloni inokulum awal (original
inoculum/Ol) pada medium SDA yang telah dilakukan penggoresan sebanyak satu
ose. Dwijayanti (2011) menyatakan bahwa cara mudahnya menentukan KBM
yaitu terdapat pada konsentrasi terkecil yang sudah tidak terlihat lagi adanya

pertumbuhan mikroba (dikatakan terbunuh/mati).

3.6.5.6 Penghitungan Koloni Jamur C. albicans

Setelah biakan diinkubasi selama 18 - 24 jam pada suhu 37 °C lalu
dilakukan pengamatan biakan jamur dan dihitung dengan menggunakan Colony
Counter. Biakan yang dihitung diambil koloni yang tumbuh sesuai dengan
standar plat count yaitu 30 - 300 koloni per cawan. Adapun cara menghitung

koloni adalah sebagai berikut (Khunaifi, 2010):
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a. Satu koloni dihitung 1 koloni

b. Dua koloni yang bertumpuk dihitung 1 koloni

c. Beberapa koloni yang berhubungan dihitung 1 koloni

d. Dua koloni yang berhimpitan dan masih dapat dibedakan dihitung 2 koloni

e. Satu kumpulan koloni yang besar di mana jumlah koloninya diragukan,
dihitung sebagai 1 koloni

f. Satu koloni yang membentuk satu deretan atau rantai dan terlihat sebagai
satu garis tebal dihitung sebagai 1 koloni

g. Dari hasil penghitungan yang dilakukan, kemudian dihitung jumlah koloni

per mL dengan bantuan wolffugel disk (kotak bantu hitung).

3.7 Analisis Data
3.7.1 Analisis Data Uji Antioksidan

Analisis data uji antioksdian dilakukan dengan menghitung persen (%)
aktivitas antioksidan yang diperoleh dari data absorbansi masing-masing ekstrak
dan pembanding yaitu asam askorbat (vitamin C), kemudian dilakukan
perhitungan 1Csy dengan menggunakan persamaan regresi yang menyatakan
hubungan antara konsentrasi ekstrak (x) dengan persen (%) aktivitas antioksidan
(y). Dibandingkan nilai ICso pada masing-masing sampel. Sampel yang
mempunyai nilai 1Cso terendah menunjukkan bahwa sampel tersebut memiliki
kemampuan sebagai antioksidan yang tinggi. Selanjutnya, membandingkan nilai
ICso pada masing-masing sampel dengan pembanding untuk mengetahui aktivitas

antioksidan alami dengan antioksidan sintetik.
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3.7.2 Analisis Data Uji Antifungi

Data yang diperoleh pada uji aktivitas antifungi adalah konsentrasi ekstrak
rimpang jeringau (Acorus calamus L.), hasil pengukur zona hambat, dan jumlah
koloni jamur. Analisis data uji antifungi dengan dilusi didapat dengan melihat
kekeruhan media secara visual dan dianalisis secara dengan deskriptif kualitatif.
Nilai KHM dan KBM didapat dari hasil penegasan dengan metode streak plate

(Dwijayanti, 2011).



BAB IV

HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Hasil Perhitungan Nilai Kadar Air Simplisia Jeringau

Serbuk simplisia kering rimpang jeringau (Acorus calalamus L.) belum
diketahui nilai kadar airnya. Sehingga sebelum dilakukan uji aktivitas dari sampel
tersebut maka dilakukan perhitungan nilai kadar air. Dikarenakan kadar air dalam
bahan sangat mempengaruhi kualitas dan daya simpan dari pangan tersebut. Maka
penentuan kadar air dari suatu bahan sangat penting agar dalam proses pengolahan
maupun pendistribusian mendapat penanganan yang tepat.

Hasil perhitungan nilai kadar air simplisia kering rimpang jeringau disajikan

pada Tabel 4.1 berikut ini:

Tabel 4.1 Kadar Air Sampel Kering Rimpang Jeringau

Nama Sampel Ulangan Kadar Air (%) Rata-rata (%)
1 18,9%
Rimpang jeringau 2 20% 19,9%
3 21%

Berdasarkan hasil pengukuran kadar air sampel kering rimpang jeringau
sebesar 19,9%. Hal ini menunjukkan bahwa nilai kadar air dari simplisia kering
rimpang jeringau cukup tinggi, dikarenakan di atas 12%. Sebagaimana menurut
Badan POM (2002) dalam Ma’mun (2006) menyebutkan kadar air yang aman
bagi suatu bahan kering adalah 10-12 %, agar proses ekstraksi dapat berjalan

maksimal, dengan demikian penarikan senyawa aktif oleh pelarut tidak terhalang
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air. Hal ini biasanya dipengaruhi oleh faktor habitat dari tanaman tersebut.
Jeringau dengan kadar air tinggi dikarenakan menurut Pakasi dan Christina (2013)
tanaman ini habitatnya di lingkungan basah seperti rawa dan selokan. Sedangkan
hasil penelitian lain (Neha, 2012) dalam Effendi, 2014) melaporkan bahwa kadar
air pada chips rimpang jeringau adalah 7,20%.

Semakin kecil nilai kadar air bahan kering maka semakin baik proses
ekstraksi. Sebagian air harus dihilangkan dengan beberapa cara tergantung dari
jenis bahan agar dapat memperpanjang masa simpan suatu bahan. Kadar air yang
baik adalah kurang dari 10% karena pada kadar ini bahan dapat disimpan dalam
jangka waktu yang lama sehingga kemungkinan rusak karena jamur sangat kecil.
Penentuan kadar air selain bertujuan menyatakan kandungan zat dalam tumbuhan
sebagai persen bahan kering dan untuk mengetahui ketahanan suatu bahan dalam
penyimpanan. Beberapa tanaman memiliki ketahanan berbeda terhadap
penyimpanan (Harjadi, 1993). Jeringau berpotensi sebagai antibakteri
dimungkinkan memiliki ketahanan penyimpanan yang lama meskipun kadar
airnya tinggi. Namun lebih baik jika cepat segera digunakan dalam proses

ekstraksi atau dengan cara disimpan tidak terlalu lama (tidak lebih dari 45 hari).

4.2 Hasil Nilai Rendeman dari Ekstrak Kasar Rimpang Jeringau

Setelah simplisia kering rimpang jeringau direndam dengan beberapa
pelarut organik (metode maserasi), filtrat yang diperoleh dipekatkan
menggunakan rotary vacuum evaporator sehingga dihasilkan pelarut yang

digunakan saat maserasi dan didapatkan ekstrak kasar dengan warna dan tekstur
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yang berbeda seperti pada Tabel 4.2. Perbedaan warna dan tekstur ekstrak kasar
mungkin disebabkan adanya perbedaan komponen yang terdapat dalam ekstrak

kasar tersebut.

Tabel 4.2 Warna, Tekstur dan Nilai Rendemen Ekstrak Kasar dari Masing-Masing

Pelarut
Tekstur
No. Pelarut éﬁ?trrr;i Ekstrak Ber?gtrilrﬁ)trak T&:‘)d (ek:%))n
Kasar
1. | Etanolp.a | Cokelat Bubur 7,8 7,8
kehijauan
2. | Kloroform | Cokelat Bubur R 3 3,3
p.a kemerahan
3. | n-heksana | Cokelat Cairan pekat 2,4 2,4
p.a kehitaman
(tua)

Berdasarkan tabel di atas dapat diketahui bahwa ekstrak dengan pelarut
etanol p.a memberikan hasil nilai rendemen ekstrak kasar rimpang jeringau yang
paling berat (7,8 %). Berbeda halnya dengan ekstrak kloroform sebesar 3,3 % dan
n-heksana 2,4 %. Hal ini disebabkan etanol p.a merupakan pelarut polar dan
dimungkinkan dalam rimpang jeringau terkandung senyawa polar lebih tinggi
daripada senyawa non polar. Seperti halnya dalam penelitian gandapura (Hermani,
2004), pelarut yang digunakan adalah metanol, etil asetat dan heksana, ternyata
hasil ekstraksi dari masing-masing pelarut menunjukkan bahwa rendemen ekstrak
tertinggi dihasilkan ekstrak metanol yang bersifat polar, diikuti oleh etil asetat

bersifat semipolar dan heksan bersifat non polar.
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Adapun perbedaan hasil warna dan tekstur dari ekstrak kasar disebabkan
oleh pelarut yang berbeda tingkat kepolarannya. Sebagaimana Husnah (2009)
menyatakan bahwa data maserat dan rendemen tiap pelarut hasil penelitian
menunjukkan warna, tekstur dan jumlah yang berbeda-beda. Perbedaan tersebut
dimungkinkan karena adanya perbedaan kandungan Kkimia dalam rimpang
jeringau yang berhasil diekstrak, dengan pelarut yang memiliki tingkat kepolaran
berbeda. Walaupun sampel yang diekstrak berasal dari bahan yang sama yaitu
sama-sama dari rimpang jeringau akan tetapi hanya karena adanya perbedaan
pelarut dapat menyebakan beberapa perbedaan dari hasil data tersebut.
Sesungguhnya yang demikian itu terdapat tanda-tanda kekuasaan akan ciptaan
Allah g . Firman Allah ge:
P Z./TT/ ) £ s

A e L S D ST P PP ¢
D095 el IS o G2 Ll (o09) Led Ll s (35

Artinya: “Kami tumbuhkan padanya segala sesuatu menurut ukuran.” (QS. Al-
Hijr: 19).

Ibnu Abbas mengatakan tentang min kulli syai‘in mauzun artinya segala
sesuatu dengan ukuran, mauzun artinya maklum (diketahui, tertentu). Demikian
juga dikatakan oleh Sa'id bin Jubair, Ikrimah, Abu Malik, Mujahis, Abu Hakam
bin 'Uyainah, Al-Hasan bin Muhammad, Abu Shalih dan Qatadah. Sebagian
ulama mengatakan™ mauzun artinya ditentukan kadarnya (Abdullah, 2007).

Setelah dilakukan perhitungan nilai kadar air dan nilai rendemen,
selanjutnya dilakukan uji kandungan fitokimia secara kualitatif (Azzahra, 2015).
Hasil dari uji fitokimia tersebut digunakan sebagai penguat data pada uji aktivitas

antioksidan dan antifungi. Sehingga dapat diketahui senyawa golongan apa yang
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berperan pada masing-masing ekstrak yang dihasilkan dari pelarut organik yang

berbeda tingkat kepolarannya.

4.3 Pengaruh Ekstrak Rimpang Jeringau (Acorus calamus L.) dalam
Beberapa Pelarut Organik Terhadap Aktivitas Antioksidan Secara In Vitro

Pengujian aktivitas antioksidan ekstrak rimpang jeringau etanol p.a,
kloroform p.a dan n-heksana p.a secara in vitro ditentukan dengan menggunakan
metode DPPH. Penentuan potensi antioksidan sebagai penangkap radikal bebas
diawali dengan mencari panjang gelombang maksimum DPPH pada rentang A
400-700 nm. Hasil yang diperoleh yaitu DPPH 0,1 mM dalam etanol p.a memiliki
panjang gelombang maksimum sebesar 514,9 nm dengan absorbansi sebesar
0,228. Langkah berikutnya vyaitu operating time (optimalisasi waktu).
Berdasarkan hasil operating time diperoleh bahwa pengujian antioksidan akan
sangat baik jika dilakukan inkubasi pada suhu 37 °C selama 95 menit untuk
sampel uji dan 25 menit untuk pembanding vitamin C. Menurut Yuswantina
(2011) inkubasi selama waktu yang didapat menunjukkan bahwa sampel yang
mengandung antioksidan telah optimum dalam meredam radikal bebas DPPH. Hal
ini ditunjukkan dengan nilai absorbansi yang stabil (Lampiran 3.2).

Penelitian ini menggunakan metode DPPH, dikarenakan menurut Prakash
(2001) metode DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) digunakan secara luas untuk
menguji kemampuan senyawa yang berperan sebagai pendonor elektron atau
hidrogen. Metode DPPH dipilih karena sederhana, mudah, cepat dan peka serta

hanya memerlukan sedikit sampel. Metode DPPH digunakan karena memiliki
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radikal bebas. Yang mana radikal DPPH adalah radikal bebas stabil yang
menerima sebuah elektron hidrogen untuk diubah menjadi molekul diamagnetik.
Pada uji aktivitas antioksidan dengan metode DPPH absorbansi kontrol
yang digunakan dalam prosedur DPPH ini adalah absorbansi DPPH sebelum
ditambahkan sampel. Kontrol digunakan untuk mengkonfirmasi kestabilan sistem
pengukuran. Menurut Molyneux (2004) nilai absorbansi kontrol dapat berkurang
dari hari ke hari dikarenakan kehilangan aktivitasnya saat dalam stok larutan
DPPH, tetapi nilai Absorbansi kontrol tetap dapat memberikan baseline untuk
pengukuran saat itu. Oleh karena itu, dalam penelitian ini dilakukan pengukuran
absorbansi kontrol setiap melakukan pengukuran absorbansi sampel agar dapat
mengkonfirmasi kestabilan sistem pengukuran. Perubahan nilai absorbansi kontrol

disajikan pada Lampiran 3.3.

4.3.1 Hasil % Aktivitas Antioksidan

Hasil uji aktivitas antioksidan dengan metode DPPH, ekstrak rimpang
jeringau dengan beberapa pelarut dari berbagai variasi konsentrasi mengalami
perubahan warna dari warna ungu menjadi kuning. Menurut Sunarni (2005)
menyatakan bahwa suatu radikal sintetik yang stabil dalam larutan air atau
metanol dan mampu menerima sebuah elektron atau radikal hidrogen untuk
menjadi molekul diamagnetik yang stabil. DPPH pada uji ini ditangkap oleh
antioksidan yang melepaskan hidrogen, sehingga membentuk DPPH tereduksi

(DPP-Hidrazin).
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Perubahan warna tersebut ditunjukkan pada: (a) ekstrak etanol p.a
konsentrasi 400, 200, dan 100 ppm sebelum diinkubasi mengalami perubahan
warna dan pada konsentrasi 50 dan 25 ppm mengalami perubahan warna setelah
diinkubasi, (b) ekstrak kloroform p.a konsentrasi 400 dan 200 ppm sebelum
diinkubasi mengalami perubahan warna dan pada konsentrasi 100, 50 dan 25 ppm
mengalami perubahan warna setelah diinkubasi, (c) ekstrak n-heksana p.a pada
semua konsentrasi belum mengalami perubahan warna sebelum diinkubasi dan
mengalami perubahan warna setelah diinkubasi menjadi ungu muda, (d)
pembanding vitamin C mengalami perubahan warna sebelum inkubasi terjadi
pada semua konsentrasi berubah menjadi kuning muda dan setelah inkubasi
berubah menjadi putih.

Secara umum semua konsentrasi dari ekstrak-ekstrak mengalami perubahan
warna ungu menuju kuning setelah pengukuran absorbansi. Husnah (2009)
menyatakan bahwa perubahan warna ungu menjadi kuning seiring dengan
menurunnya absorptivitas molar dari molekul DPPH karena elektron yang tidak
berpasangan dengan adanya pemberian atom hidrogen dari antioksidan
membentuk DPPH-H tereduksi. Perubahan warna secara stoikiometri berdasarkan
jumlah elektron yang tertangkap. Aktivitas penangkapan radikal bebas atau
antioksidan ditunjukkan dengan presentase (%) berkurangnya warna ungu dari

DPPH.
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Sebagaimana Wijaya (2012), aktivitas antioksidan merupakan kemampuan

suatu senyawa atau ekstrak untuk menghambat reaksi oksidasi yang dapat

dinyatakan dengan % peredaman atau penghambatan. Adapun data % peredaman

dari ekstrak etanol p.a, kloroform p.a, heksana p.a. dan pembanding vitamin C

setiap konsentrasi disajikan pada Tabel 4.3.

Tabel 4.3 Data % Aktivitas Antioksidan Tiap Ekstrak dan Pembanding Vitamin C
Setiap Konsentrasi

) (y) Aktivitas Antioksidan (% Peredaman)

K(_)nsentra Ekstrak Ekstrak Ekstrak Pembanding
si (ppm) Etanol p.a Kloroform p.a | n-heksana p.a Vitamin C
25 7,73 4,03 I 39,85
50 15,80 8,87 4,18 93,02
100 38,29 23,59 3,22 92,91
200 61,40 40,19 8,12 92,18
400 88,43 54,19 21,65 91,20

Dari nilai % aktivitas antioksidan tiap ekstrak dan pembanding Vitamin C

setiap konsentrasi (Tabel 4.3) dapat dibuat kurva sebagai berikut:

100

N A OO
o o o o o

Aktivitas Antioksidan (%)

p.a

p.a

25 50

100 200

Kosentrasi (ppm)

400 C

—o— Ekstrak Etanol p.a
_|. —=—Ekstrak Kloroform
Ekstrak n-heksana

——Pembanding Vitamin

Gambar 4.1 Grafik Aktivitas Antioksidan (%) Ekstrak Rimpang Jeringau dengan
Beberapa Pelarut dan Pembanding
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Gambar di atas menunjukkan bahwa aktivitas antioksidan pada ekstrak
kasar rimpang jeringau dengan beberapa pelarut organik yang berbeda memiliki
pengaruh terhadap hasil antioksidan. Ekstrak etanol p.a efektif meredam 50%
pada konsentrasi antara 100 ppm dan 200 ppm sehingga dikategorikan tergolong
sedang. Ekstrak kloroform p.a mampu meredam antara 300 ppm dan 400 ppm
sehingga tergolong lemah, dan ekstrak n-heksana p.a di atas 400 ppm artinya tidak
memiliki aktifitas antioksidan. Sedangkan pada vitamin C sebagai pembanding
memiliki aktivitas antioksidan 50% pada konsentrasi antara 25 dan 50 ppm dapat
dikategorikan sangat kuat.

Aktivitas penangkapan radikal bebas atau antioksidan dari semua ekstrak
rata-rata belum konstan meskipun ada yang mengalami penurunan seperti pada
ekstrak n-heksana dan vitamin C. Dikarenakan konsentrasi yang dipakai hanya
sampai 400 ppm saja. Penentuan konsentrasi ini berdasarkan pada uji pendahuluan
perubahan warna larutan DPPH setelah diberi ekstrak. Sehingga masih
memungkinkan naik namun dalam penelitian ini konsentrasi tertinggi belum dapat
diperoleh. Menurut Husnah (2009) hal ini berarti penangkapan radikal bebas
masih efektif sampai konsentrasi tertinggi tersebut dan belum menjadi prooksidan
(suatu zat dapat menyebabkan kerusakan oksidatif).

Dari hasil analisis regresi non linear juga didapatkan bahwa konsentrasi
ekstrak masing-masing pelarut mempunyai hubungan searah yaitu semakin tinggi
konsentrasi ekstrak maka semakin tinggi pula aktivitas antioksidannya sampai
pada konsentrasi tertentu menjadi cenderung konstan. Kurva regresi non linear

disajikan pada Lampiran 3.3. Kurva regresi non linear pada lampiran
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menunjukkan bahwa semakin tinggi konsentrasi ekstrak, maka aktivitas
antioksidan juga semakin meningkat. Menurut Husnah (2009) walaupun terdapat
hubungan searah antara konsentrasi ekstrak masing-masing pelarut terhadap
aktivitas antioksidan, akan tetapi besar konsentrasi antioksidan yang ditambahkan
dapat berpengaruh pada laju oksidasi.

Dengan penambahan jumlah konsentrasi yang semakin besar maka dapat
memberikan pengaruh berlawanan arah yaitu semakin tinggi konsentrasi maka
semakin kecil aktivitas antioksidannya. Hal itu dibuktikan pada sampel
pembanding vitamin C pada konsentrasi 100 ppm terjadi penurunan aktivitas
secara signifikan karena sudah mencapai batas konsentrasi optimum. Gordon
(1990) dalam Trilaksani (2003) memberikan gambaran terkait pengaruh jumlah
konsentrasi pada laju oksidasi tergantung pada struktur antioksidan, kondisi dan
sampel yang akan diuji. Berikut adalah gambar antioksidan bertindak sebagai
prooksidan pada konsentrasi tinggi:

AH+ 02 — A® + HOO®

AH + ROOH — RO* + H20 + A®

Gambar 4.2 Antioksidan Bertindak Sebagai Prooksidan pada Konsentrasi Tinggi
(Gordon, 1990; Trilaksani, 2003)

Besar konsentrasi antioksidan yang ditambahkan dapat merubah aktivitas
apabila melebihi batas sehingga dapat merubah fungsi aktivitasnya yaitu dari
aktivitas sebagai antioksidan berubah menjadi aktivitas sebagai prooksidan. Hal

ini serasi dengan firman Allah g dalam QS. Al-A'raf ayat 31:
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Artinya: “Hai anak Adam, pakailah pakaianmu yang indah di Setiap (memasuki)
mesjid, Makan dan minumlah, dan janganlah berlebih-lebihan. Sesungguhnya
Allah tidak menyukai orang-orang yang berlebih-lebihan. ” (QS. Al-A'raf: 31)
Maksud dari ayat di atas adalah janganlah melampaui batas yang dibutuhkan
oleh tubuh dan jangan pula melampaui batas-batas makanan meskipun itu

dihalalkan. Karena makanan yang berlebihan untuk tubuh itu tidak baik dan malah

akan menimbulkan bahaya (suatu penyakit) tertentu.

4.3.2 Hasil Nilai Inhibition Concentration (1Csp)

Persen aktivitas antioksidan yang diperoleh tersebut selanjutnya dianalisis
dengan menggunakan persamaan regresi non linear untuk mengukur ada atau
tidaknya korelasi (hubungan) antarvariabel pada software “GraphPad Prism 5.
Sehingga diperoleh nilai koefisien determinasi (R?) dan inhibition concentration
(I1Cs0). Berikut nilai R? dan ICs ditunjukkan pada Tabel 4.4:

Tabel 4.4 Hasil Nilai Koefisien Determinasi (R%) dan ICsy Ekstrak Serta
Pembandingnya

No. Sampel Nilai R* ICs (Mg/L) Keterangan
1 Etanol p.a 0,9938 137,7 Sedang
2 Kloroform p.a 0,9862 315,8 Lemah

- 0,9643 1011 Sangat Lemah/
3. n-heksana p.a Tidak Aktif
4

Vitamin C 0,9172 27,71 Kuat
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Hubungan tersebut ditunjukkan dengan nilai R? (koefisien determinasi)
yang menunjukkan kontribusi variabel x terhadap y, artinya variabel bebas x
mempengaruhi variabel terikatnya y sebesar nilai R?. Misalnya nilai R? dari
ekstrak rimpang jeringau etanol p.a 0,9938 maka konsentrasi ekstrak
mempengaruhi persen aktivitas antioksidan sebesar 0,9938. Apabila terdapat
variabel x yang lain, maka hanya memberikan kontribusi maksimal 0,0062.

Menurut Andarwulan (1996) inhibition concentration (ICso) atau harga
konsentrasi efisien/efficient concentration (ECso) adalah parameter yang dipakai
untuk menunjukkan aktivitas antioksidan. Nilai ini merupakan konsentrasi suatu
zat antioksidan yang dapat menyebabkan 50% DPPH kehilangan karakter radikal
atau konsentrasi suatu zat antioksidan yang memberikan % penghambatan 50%.
Zat yang mempunyai aktivitas antioksidan tinggi, akan mempunyai harga 1Cs
atau ECsg yang rendah dan sebaliknya.

Dari Tabel 4.4 menunjukkan bahwa ICs, ekstrak etanol paling tinggi di
antara ekstrak rimpang jeringau lainnya, yaitu sebesar 137,7 mg/L. Artinya
dengan penambahan antioksidan dari ekstrak sebanyak 137,7 mg/L larutan uji,
akan menangkap radikal bebas sebanyak 50% dari total radikal bebas. Hal ini juga
menunjukkan bahwa ekstrak etanol p.a rimpang jeringau mampu menangkap
radikal dengan konsentrasi ekstrak yang lebih tinggi dibandingkan ekstrak lainnya
dalam jumlah radikal yang sama. Adapun nilai ICso uji aktivitas antioksidan
ekstrak kasar rimpang jeringau dengan metode DPPH dari tertinggi ke terendah
berturut-turut (etanol; 137,7 mg/L tergolong sedang), (kloroform; 315,8 mg/L

tergolong lemah), dan (n-heksana; 1011 mg/L tergolong sangat lemah/tidak aktif).
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Hal ini menunjukkan semakin kecil nilai 1Cso suatu senyawa uji maka
senyawa tersebut semakin aktif sebagai antioksidan. Menurut Jun dkk. (2003)
tingkat kekuatan antioksidan adalah kuat (ICso <50 ppm), aktif (ICso 50-100 ppm),
sedang (ICso 101-250 ppm), lemah (ICso 250-500 ppm), dan tidak aktif (ICso >500
ppm). Akan tetapi jika melebihi batas konsentrasi optimum, maka senyawa yang
memiliki aktivitas antioksidan akan berubah menjadi prooksidan. Sehingga dalam
hal ini penting diketahui berapa jumlah maupun konsentrasi yang dibutuhkan
dalam meredam radikal bebas. Allah = mengatur segala hal dan menentukan
kadar apapun yang ada di alam semesta ini. Semua telah tertata rapi dan memiliki
fungi masing-masing. Di dalam Al-Qur’an surat Al-A’laa ayat 3 Allah e

berfiman:
(@I EN TS\

Artinya: “Dan yang menentukan kadar (masing-masing) dan memberi petunjuk.”
(QS. Al-A’laa: 3).

Vitamin C dalam penelitian ini sebagai pembanding dan berdasarkan hasil
uji memiliki daya antioksidan yang sangat kuat (27,71 mg/L). Sebagaimana
menurut Endrini (2009) dalam Sandhiutami (2011) bahwa semakin kecil nilai I1Cs
suatu senyawa uji maka senyawa tersebut semakin efektif sebagai penangkal
radikal bebas. Hal ini menunjukkan bahwa sampel ekstrak rimpang jeringau dari
semua pelarut memiliki efektivitas yang rendah sebagai aktivitas antioksidan

dibandingkan dengan vitamin C.
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Walaupun aktivitas antioksidan pada vitamin C lebih tinggi dari pada
aktivitas antioksidan ekstrak rimpang jeringau, akan tetapi ekstrak rimpang
jeringau dengan pelarut etanol p.a (polar) dapat digunakan untuk mengganti
antioksidan sintetik. Dalam penelitian ini tidak memakai pembanding berupa
antioksidan sintetik seperti BHT atau BHA dikarenakan terbukti karsinogenik.
Purwati (2009) menyebutkan bahwa antioksidan sintetik seperti Butyl Hidroksi
Anisol (BHA) dan Butil Hidroksi Toluen (BHT) saat ini penggunaannya mulai
dibatasi. Hasil penelitian Ford.et al (1980); Indriati (2002) menunjukkan bahwa
antioksidan sintetik seperti BHA dan BHT ternyata dapat meracuni binatang
percobaan dan bersifat karsinogenik, sehingga akan membahayakan bagi
kesehatan.

Ekstrak etanol p.a mempunyai aktivitas antioksidan paling tinggi diduga
karena adanya kandungan senyawa aktif polar dari beberapa golongan senyawa
antioksidan. Dari hasil uji fitokimia pada penelitian ini yang dilakukan oleh
Azzahra (2015) membuktikan bahwa ekstrak rimpang jeringau etanol p.a
mempunyai golongan senyawa antioksidan alkaloid dan triterpenoid, di mana
golongan tersebut dapat berfungsi sebagai antioksidan dengan menyumbangkan
atom hidrogennya pada radikal DPPH. Sehingga radikal DPPH menjadi DPPH-H
yang diamagnetik karena adanya pasangan elektron. Dengan keadaan yang
diamagnetik pada DPPH-H maka tidak menjadi radikal bebas lagi.

Begitu juga dengan ekstrak-ekstrak yang lain. Seperti halnya hasil dari
penelitian ini yang telah dilakukan oleh Azzahra (2015) pada ekstrak rimpang

jeringau Kloroform p.a positif senyawa golongan triterpenoid dan untuk ekstrak
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Sedangkan esktrak rimpang jeringau n-heksana memiliki senyawa
antioksidan paling rendah (dibuktikan dengan nilai 1Csy terbesar), dikarenakan
pelarut n-heksana merupakan pelarut non polar yang hanya akan dapat menyari
sebagian besar metabolit sekunder dalam simplisia berupa senyawa non polar.
Menurut Harborne (1987) pelarut non polar dapat mengekstrak senyawa kimia
seperti lilin, lipid dan minyak yang mudah menguap.

Hasil penelitian menunjukkan bahwa ekstrak rimpang jeringau dari pelarut
n-heksana diperoleh ekstrak berupa cairan pekat berwarna cokelat kehitaman dan
memiliki bau yang khas, wangi dan harum. Tekstur ini diduga disebabkan oleh
minyak atsiri yang tertarik oleh pelarut n-heksana (non polar). Sebagaimana
menurut literatur (Hartati, 2012°) bahwa ekstrak n-heksana rimpang jeringau
didapatkan kandungan minyak atsiri dan senyawa utama dari minyak atsiri
rimpang A. calamus adalah B-asaron. Senyawa ini memiliki nama lain cis-2,4,5-
trimethoxy-5(1-propenyl)benzene, yang mana menurut sifat kimianya terdapat
adanya gugus ikatan rangkap C=C (cis), C-H aromatis, CH,, CHj3, dan ikatan C-O
yang biasa ditemukan pada senyawa golongan minyak, lipid maupun lemak
beserta derivat (turunannya). Golongan ini memiliki aktivitas antioksidan lemah
dibanding senyawa lainnya dikarenakan gugus alkil (CH) tidak memiliki
kemampuan dalam memberikan donor hidrogen atau elektron serta dalam
menangkap radikal bebas (free radical scavengers). Berbeda halnya dengan
senyawa seperti golongan fenol, flavon dan senyawa metabolit sekunder bersifat
polar lainnya. Ikatan gugus hidroksil yang dimiliki pada senyawa golongan polar

berperan dalam mendonorkan hiidrogen dan menangkap radikal bebas.
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Adapun berdasarkan hasil yang diperoleh, pembanding vitamin C memiliki
aktivitas antioksidan tertinggi dibandingkan dengan ekstrak (Tabel 4.4). Berikut
mekanisme aktivitas antioksidan vitamin C yang direaksikan dengan DPPH

(Tumbas, 2007):

.:::-’\ _ N /‘,‘\ OI.HO
N.-f‘ \ll P H O . / \
Vs I s Ny OH
=iyl A 0
DPPH Asam askorbat
N Lo l
Rl 48 | _  OHO
N~ s O
Vi --/\ 0 |\/’ o - ; :
\V. 3 " %
/\ > A N o O OH
—=/ 0 o}
DPPH-H Semi-asam dehidroaskorbat

Gambar 4.4 Mekanisme Aktivitas Antioksidan Vitamin C yang Direaksikan
dengan DPPH

Vitamin C dengan rantai rangkap gugus OH yang dimilikinya mampu
menyumbang elektron secara resonansi. Sehingga meskipun vitamin C nanti
menjadi radikal tetapi tetap netral karena sifatnya tidak reaktif (radikal yang
stabil). Silalahi (2006) juga menyatakan bahwa vitamin C (L-asam askorbat)
merupakan suatu antioksidan yang secara efektif menangkap radikal-radikal O,*",
OH®, ROQ®, dan juga dapat memainkan peran dalam regenerasi teroksidasi
vitamin E yang berinteraksi dengan radikal bebas untuk mencegah kerusakan sel.

Menurut Cholisoh (2008) Vitamin C mudah mengalami oksidasi oleh radikal
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bebas karena mempunyai ikatan rangkap dan dengan adanya 2 gugus-OH yang
terikat pada ikatan rangkap tersebut, radikal bebas akan mencabut atom hidogen
dan menyebabkan muatan negatif pada atom oksigen yang selanjutnya akan
didelokalisasi melalui resonansi, sehingga menghasilkan radikal bebas yang stabil
dan tidak membahayakan. Senyawa yang berpotensi sebagai antioksidan tersebut
akan mempertahankan tipe sel sebagai penghalang tubuh terhadap infeksi dan
membangun sistem kekebalan tubuh (imunitas). Senyawa spesifik yang belum
diketahui dalam rimpang jeringau ini berperan dalam mekanisme tersebut yang

nantinya berfungsi untuk membantu meningkatkan kesuburan pada wanita.

4.4 Pengaruh Ekstrak Rimpang Jeringau (Acorus calamus L.) dalam
Beberapa Pelarut Organik Terhadap Aktivitas Antifungi Secara In Vitro
4.4.1 Hasil Pengukuran Diameter Zona Hambat

Hasil pengukuran dari uji diameter zona hambat dengan metode kertas
cakram (Kirby Bauer) dengan konsentrasi ekstrak 100% menunjukkan bahwa
seluruh ekstrak rimpang jeringau yang diujikan memiliki aktivitas penghambatan
terhadap pertumbuhan jamur Candida albicans. Aktivitas penghambatan ini
ditunjukkan dengan adanya zona bening (zona hambat) di sekitar kertas cakram.
Hasil pengukuran diameter zona hambat ekstrak rimpang jeringau tiap perlakuan

seperti disajikan pada Tabel 4.5 berikut ini:
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Tabel 4.5 Rerata Diameter Daya Hambat Fungi Uji pada Tiap Perlakuan

No, Sampel Diameter Zona Hambat (mm) Keterangan
1. | Jeringau etanol 3,72 Sedang
Jeringau 2,22 Lemah
2.
kloroform
3 Jeringau n- 3,32 Sedang
" | heksana
4 Kontrol Positif 17,68 Kuat
" | (Nystatin)
5 Kontrol Negatif 0,77 Lemah
" | (Etanol)

Keterangan: Nilai diameter zona hambat di atas merupakan hasil pengurangan
dengan diameter kertas cakram (6 mm) dan diameter zona hambat
kontrol negatif (pelarut etanol 70%) (0,77 mm)

Berdasarkan hasil pengujian aktivitas antifungi di atas, perlakuan perbedaan
pelarut ekstraksi memiliki pengaruh terhadap rerata diameter zona hambat fungi
yang terbentuk. Ekstrak yang menghasilkan zona hambat dengan diameter ukuran
terbesar adalah kontrol positif (nystatin) 17,68 mm dikarenakan nystatin sudah
melewati berbagai tahapan proses uji dan senyawa aktif pada obat tersebut sudah
spesifik, sehingga didapatkan efektivitas yang optimal.

Daya hambat ekstrak rimpang jeringau etanol (3,72 mm) dan jeringau n-
heksana (3,32 mm) tergolong sedang mungkin dipengaruhi oleh kandungan
fitokimia yang tertarik saat ekstraksi. Perbedaan pelarut ekstraksi merupakan
faktor yang dapat mempengaruhi hasil ekstraksi, khususnya senyawa fitokimia
yang tertarik saat ekstraksi. Pada penelitian ini, uji fitokimia yang dilakukan oleh
Azzahra (2015) menunjukkan bahwa ekstrak rimpang jeringau etanol p.a maupun
ekstrak rimpang jeringau n-heksana p.a sama-sama positif mengandung senyawa

golongan alkaloid dan triterpenoid. Meskipun hasil tersebut hanya secara
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kualitatif dan belum diisolasi senyawa spesifiknya, namun dimungkinkan hasil
pengukuran diameter zona hambat kedua ekstrak ini dipengaruhi oleh senyawa
fitokimia yang terkandung di dalam kedua ekstrak. Sedangkan ekstrak rimpang
jeringau kloroform diameter zona hambatnya terkecil (2,22 mm). dari hasil uji
fitokimia hanya positif triterpenoid.

Adapun kategori sensitifitas dari pengukuran masing-masing diameter zona

hambat masing-masing ekstrak antara lain:

Tabel 4.6 Kategori Penghambatan Antifungi Berdasarkan Diameter Zona Hambat

Diameter (mm) | Respon Hambatan Pertumbuhan
0-3mm Lemah
3-6 mm Sedang
>6 mm Kuat

Sumber: Pan, Chen, Wu, Tang, and Zhao (2009)

Perbedaan senyawa bioaktif yang tertarik pada ekstrak etanol p.a, kloroform
p.a dan n-heksana p.a tersebut akan mempengaruhi kemampuan menghambat
sintesis polimer dinding sel maupun memecah membran sitoplasma sel C.
albicans. Diperkirakan bahwa senyawa bioaktif dapat menghambat sintesis
polimer dinding sel dengan menghambat kerja enzim sinthase (1,3)-8 glukan.
Sebagaimana Zacchino et al. (2003) dalam Lutfiyanti (2012) menyatakan bahwa
secara umum komponen utama dinding sel cendawan adalah (1,3)-8 dan (1,6)-8
glukan, Kkhitin, dan manoprotein. (1,3)-8 glukan sangat penting untuk
pertumbuhan normal dan perkembangan cendawan karena polimerisasi (1,3)-8

glukan dikatalisir dengan bantuan enzim sinthase (1,3)- glukan.
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4.4.2 Hasil Pengamatan dari Penentuan KHM-KBM

Pada penelitian ini digunakan sepuluh macam konsentrasi ekstrak rimpang
jeringau (Anggara, 2014) yaitu 50%, 25%, 12,5%, 6,25%, 3,13%, 1,56%, 0,78%,
dan 0,39% serta konsentrasi 0% sebagai kontrol kuman (jamur) dan konsentrasi
100% sebagai kontrol negatif (kontrol bahan). Dzen et al. (2003); Winarsih (2011)
menyatakan KHM (Kadar Hambat Minimal) adalah kadar terendah dari
antimikroba yang dapat menghambat pertumbuhan pada jamur (ditandai dengan
tidak adanya kekeruhan pada tabung), setelah diinkubasi selama 18-24 jam.

Adapun tingkat kekeruhan larutan ekstrak rimpang jeringau hasil dilusi cair
(pengenceran) dalam tabung microplate dengan konsentrasi 50%, 25%, 12,5%,
6,25%, 3,13%, 1,56%, 0,78%, 0,39%, kontrol jamur, dan kontrol bahan dapat

dilihat pada Gambar 4.5.

T Ekstrak Jeringau n-heksana
> Ekstrak Jeringau kloroform
> Ekstrak Jeringau etanol

> Kontrol

Gambar 4.5 Metode Uji Dilusi Cair (Pengenceran)
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Keterangan:
1. Kontrol Bahan (KB) 6. Ekstrak konsentrasi 3,13%
2. Ekstrak konsentrasi 50% 7. Ekstrak konsentrasi 1,56%
3. Ekstrak konsentrasi 25% 8. Ekstrak konsentrasi 0,78%
4. Ekstrak konsentrasi 12,5% 9. Ekstrak konsentrasi 0,39%
5. Ekstrak konsentrasi 6,25% 10. Kontrol Mikroba (KM)

Dari hasil pengamatan, mulai konsentrasi 0,39%, 0,78%, 1,56%, dan 3.13%
tidak tampak pertumbuhan mikroba uji yang ditunjukkan dengan media yang
jernih. Secara visual dapat dilihat esktrak rimpang jeringau dengan konsentrasi
0,39%, 0,78%, 1,56%, dan 3.13% memiliki kejernihan dibandingkan kontrol
mikroba, maka dapat disimpulkan bahwa konsentrasi hambat minimum dari
ekstrak rimpang jeringau berada pada konsentrasi 0,39%. Berikut tabel hasil

pengamatan secara visual.

Tabel 4.7 Hasil Pengamatan Secara Visual

No. Sampel Kekeruhan

(Konsentrasi) Ulangan 1 Ulangan 2 Ulangan 3

Kontrol Bahan | +++ +4+ 4+
(100%)

[EEN

50% +++ +++ +++

25% +++ +++ +++

12.5% ++ ++ ++

6,25% + & +

3.13% - - -

1,56% - - -

0,78% - - -

0,39% - - -

PO ONOOIRWIN

0 Kontrol ++ ++ ++
Mikroba (0%)

Keterangan: +++ : sangat keruh, ++ : keruh, + : agak keruh, - : jernih
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Berdasarkan hasil uji dilusi tabung di atas diduga kekeruhan lebih
dipengaruhi oleh warna ekstrak yang kecoklatan dan gelap, sehingga dalam
pengamatan langsung secara visual tingkat kekeruhan tiap konsentrasi masih ada
keraguan. Begitu pula dengan menggunakan metode turbidimetri, yakni
mengukur nilai Optical Density (OD) menggunakan spektrofotometer tidak dapat
dilakukan karena syarat dari spektrofotometer sendiri adalah harus transparan atau
tidak ada bahan pengeruh lain.

Oleh karena itu penentuan KHM pada penelitian ini dilakukan dengan
metode streak plate dari hasil uji dilusi cair sebagai penegasan agar hasil yang
diperoleh lebih valid. Sampel uji yang digunakan adalah semua tabung, diambil
satu ose dan digoreskan pada permukaan media SDA secara merata kemudian
diinkubasi lagi. Hasil penggoresan/streaking pada media SDA dapat dilihat pada
Lampiran 5.5.3.

Dari hasil pertumbuhan dan penghitungan koloni isolat jamur C. albicans
tersebut dapat ditentukan Konsentrasi Hambat Minimal (KHM) maupun
Konsentrasi Bunuh Minimal (KBM) dari ekstrak rimpang jeringau. KHM adalah
konsentrasi terkecil yang dapat menghambat mikroba, ditandai dengan C. albicans
masih dapat tumbuh pada hasil streak plate. Sedangkan KBM adalah konsentrasi
terkecil yang dapat membunuh mikroba, ditandai dengan C. albicans sudah tidak
dapat tumbuh pada hasil streak plate yang menandakan mikroba uji mati karena
larutan uji dengan konsentrasi tersebut (McKane & Kandel, 1996; Koneman,
Allen & Schreckenbergerr, 1997). Hasil penelitian menunjukkan KHM terdapat

pada masing-masing ekstrak rimpang jeringau adalah konsentrasi 0,39%.
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Dikarenakan konsentrasi tersebut merupakan konsentrasi terkecil yang dapat
menghambat jamur C. albicans, ditandai dengan C. albicans masih dapat tumbuh
setelah dilakukan streak plate dan dihitung dengan menggunakan colony counter.
Sedangkan KBM ekstrak rimpang jeringau masing-masing perlakuan didapatkan
pada konsentrasi 0,78%. Sebagaimana menurut Dwijayanti (2011) KBM terdapat
pada konsentrasi terkecil yang sudah tidak terlihat lagi adanya pertumbuhan
mikroba (mati). Maka, disimpulkan bahwa KBM dari sampel uji tersebut adalah
0,78%. Hasil penghitungan koloni yang tumbuh di media SDA dari masing-

masing ekstrak dapat dilihat pada Tabel 4.8.

Tabel 4.8 Hasil Penghitungan Koloni Jamur yang Tumbuh pada SDA

Hasil Penghitungan Koloni (CFU/mL) Keterangan KHM-KBM

Sampel Uji | Jeringau Jeringau Jeringau | Jeringau | Jeringau Jeringau
Etanol Kloroform | n-heksana | Etanol | Kloroform | n-heksana

I*\(A?L‘Itrg‘;'a 123x10° | 123x10° | 123x10°
0,39% 55 x 10° 40 x 10° 186x10° | KHM KHM KHM
0,78% 0 0 0 KBM KBM KBM
1,56% 0 0 0
3,13% 0 0 0
6,25% 0 0 0
12,50% 0 0 0
25.00% 0 0 0
50.00% 0 0 0
Kontrol
Bahan 0 0 0

Berdasarkan hasil uji antifungi dalam penelitian ini, diduga semakin besar
konsentrasi ekstrak yang diberikan semakin besar pula konsentrasi bahan aktif
yang berpengaruh terhadap pertumbuhan C. albicans. Sehingga pertumbuhan C.

albicans menjadi semakin sedikit dan sampai tidak ada (mati). Pada penelitian
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lain (Azizah, 2013) melakukan penelitian terhadap khasiat ekstrak etanol rimpang
jeringau (Acorus calamus L.) sebagai anti jamur C. albicans menunjukkan bahwa
ekstrak etanol rimpang jeringau mempunyai daya antijamur terhadap C. albicans
dengan kadar bunuh minimal (KBM) 0,25% (b/v).

Senyawa yang terkandung dalam rimpang jeringau berdasarkan hasil uji
fitokimia pada penelitian ini yang dilakukan oleh Azzahra (2015) yaitu ekstrak
rimpang jeringau etanol p.a positif mengandung senyawa golongan alkaloid dan
triterpenoid. Sedangkan ekstrak rimpang jeringau kloroform p.a hanya positif
triterpenoid dan untuk ekstrak rimpang jeringau n-heksana p.a sama dengan hasil
uji pada ekstrak etanol p.a yaitu positif alkaloid dan triterpenoid. Hal ini diduga
bahwa senyawa senyawa alkaloid maupun triterpenoid memiliki peran terhadap
aktivitas antifungi dari ekstrak rimpang jeringau terhadap jamur C. albicans.
Harborne (1987) menyatakan bahwa alkaloid merupakan zat tumbuhan sekunder
yang terbesar. Alkaloid merupakan suatu senyawa yang bersifat basa yang
mengandung satu atau lebih atom nitrogen. Rahayu (2009) menambahkan bahwa
alkaloid memiliki sifat basa pH > 7 dan pahit. Sifat basa ini kemungkinan akan
menekan pertumbuhan jamur C. albicans, karena jamur tersebut tumbuh pada pH
45-6,5.

Selain itu, kandungan rimpang jeringau diduga seperti pada hasil penelitian
Saman (2013) tentang isolasi dan karakterisasi senyawa flavonoid dan uji aktivitas
antioksidan ekstrak metanol rimpang jeringau didapatkan hasil uji fitokimia
menunjukkan rimpang jeringau positif mengandung senyawa berupa flavonoid,

steroid, saponin, dan terpenoid. Menurut Melderen (2002) aktivitas biologis
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senyawa flavonoid dapat merusak dinding sel dari C. albicans yang terdiri atas
lipid dan asam amino. Susunan dinding sel ini akan bereaksi dengan gugus
alkohol pada senyawa flavonoid sehingga dinding sel akan rusak dan senyawa
tersebut dapat masuk ke dalam inti sel jamur. Selanjutnya melalui inti sel jamur
senyawa ini akan kontak dengan DNA pada inti sel jamur C. albicans. Perbedaan
kepolaran antara lipid penyusun DNA dengan gugus alkohol pada senyawa
flavonoid akan dapat terjadi reaksi, sehingga akan merusak struktur lipid dari
DNA jamur C. albicans mengakibatkan inti sel jamur juga akan lisis.

Flavonoid diketahui telah disintesis oleh tanaman dalam responsnya
terhadap infeksi mikroba sehingga tidak mengherankan kalau senyawa ini efektif
secara in vitro terhadap sejumlah mikroorganisme. Aktivitasnya kemungkinan
disebabkan oleh kemampuannya untuk membentuk kompleks dengan protein
ekstraseluler dan terlarut, dan dengan dinding sel. Flavonoid yang bersifat
lipofilik mungkin juga akan merusak membran mikroba. Efek flavonoid terhadap
macam-macam organisme sangat banyak macamnya dan dapat menjelaskan
mengapa tumbuhan yang mengandung flavonoid dipakai dalam pengobatan
tradisional (Melderen, 2002). Flavonoid dapat membentuk kompleks dengan
dinding sel mikroba. Semakin lipofilik suatu flavonoid, kemampuannya dalam
merusak dinding sel mikroba semakin kuat (Cowan, 1999).

Namun dalam penelitian uji aktivitas antifungi ini, ekstrak n-heksana p.a
memperlihatkan adanya aktivitas terhadap jamur C. albicans lebih besar
dibanding ekstrak etanol p.a dan kloroform p.a. Dibuktikan dengan jumlah koloni

yang masih tumbuh lebih sedikit daripada ekstrak rimpang jeringau yang lain



100

(Tabel 4.8). Menurut Azizah (2013) senyawa a-asarone dan f-asarone dari
minyak atsiri rimpang jeringau diduga kuat mempunyai aktivitas antijamur.
Sehingga besar kemungkinan kadar senyawa minyak atsiri yang tertarik saat
proses ekstraksi lebih banyak dengan pelarut n-heksana p.a dikarenakan sama-
sama bersifat non polar. Dibuktikan dengan hasil tekstur ekstrak kasar n-heksana
p.a lebih cair dari pada tekstur ekstrak etanol p.a dan kloroform p.a (Tabel 4.2).
Berbeda halnya dengan pelarut etanol p.a memiliki sifat polar dan kloroform p.a
bersifat semi polar, sehingga diperoleh kadar minyak atsiri yang tertarik lebih
sedikit. Oleh karena itu, daya aktivitas antifunginya pun lebih kecil dibanding
ekstrak n-heksana p.a. Hasil tersebut menunjukkan senyawa yang terkandung
dalam rimpang jeringau memiliki aktivitas yang berbeda. Sehingga perlu adanya
uji lebih lanjut terkait aktivitas senyawa yang dihasilkan oleh rimpang jeringau
untuk mendukung peranannya sebagai kandidat jamu subur kandungan.

Sungguh Maha Kuasa Allah = dengan segala ciptaan-Nya yang ada di
bumi termasuk juga segala macam tumbuh-tumbuhan yang baik telah disebutkan

dalam QS. Lugman: 10 berikut ini:
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Artinya: “Dia menciptakan langit tanpa tiang yang kamu melihatnya dan Dia
meletakkan gunung-gunung (di permukaan) bumi supaya bumi itu tidak
menggoyangkan kamu; dan memperkembang biakkan padanya segala macam
jenis binatang. dan Kami turunkan air hujan dari langit, lalu Kami tumbuhkan
padanya segala macam tumbuh-tumbuhan yang baik.” (QS. Lugman: 10)
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Allah g menurunkan hujan dari langit. Hujan itu berasal dari awan yang
dihalau Nya ke suatu tempat tertentu, kemudian berubah menjadi hujan yang
membasahi permukaan bumi. Dengan air hujan itu tumbuhlah segala macam
tumbuh-tumbuhan yang beraneka ragam, dengan warna yang indah dan manfaat
yang banyak. Tentu semua ini diciptakan untuk makhluk-Nya baik manusia
maupun binatang-binatang. Allah g= juga menunjukkan kekuasaan-Nya di ayat
lain tentang menumbuhkan berbagai macam tumbuh-tumbuhan yang baik, yakni
di dalam Q.S Asy-Syu’araa’ ayat 7:
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Artinya: “Dan Apakah mereka tidak memperhatikan bumi, berapakah banyaknya
Kami tumbuhkan di bumi itu pelbagai macam tumbuh-tumbuhan yang baik?”
(Q.S Asy-Syu’araa’: 7).

Kalimat tanya Allah pada makhluk-Nya yang bermaksud perintah pada ayat
tersebut agar hamba-Nya mendalami dan mencari hikmah di setiap ciptaan-Nya
yang ada di bumi, khususnya tumbuhan. Adapun salah satu di antara hikmah
penciptaan tumbuhan adalah untuk obat, karena setiap penyakit ada obatnya.
Sebagaimana Rasulullah & bersabda:
“Sesungguhnya Allah tidaklah menurunkan penyakit kecuali Dia turunkan pula
obatnya bersamanya. (Hanya saja) tidak mengetahui orang yang tidak
mengetahuinya dan mengetahui orang yang mengetahuinya.” (HR. Ahmad 1/377,
413 dan 453).

Janji Rasulullah € ini pasti benar bahwa segala penyakit pasti ada obatnya.

Namun manusia sebagai makhluk berakal haruslah berupaya mencarinya serta

berfikir bagi kaum berakal (Yaasiin: 68, Asy-Syu'araa”: 28, Al Bagarah: 219, Al
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A'raaf: 176, Ar Ra'd: 4, Ar Ruum: 21, Az Zumar: 42, Al Mu'min: 54, Al Hasyr:
21). Sebagai hamba yang diberi anugerah akal, maka sudah sepatutnya digunakan

untuk berfikir. Salah satunya obat atas segala penyakit harus dicari karena

kesembuhan kecuali kesembuhan dari-Nya serta mampu menghilangkan sesuatu
yang menyakiti atau merusak pada badan manusia. Namun, Allah g akan
menyembuhkan makhluk-Nya melalui sunnatullah di antaranya dengan mencari

sarana kesembuhan yaitu obat. Sebagaimana firman-Nya dalam QS. Ar-Ra’d ayat

11:
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Artinya: “.... Sesungguhnya Allah tidak merubah keadaan sesuatu kaum sehingga

me)reka merubah keadaan yang ada pada diri mereka sendiri....” (QS. Ar-Ra’d:
11).

Ayat di atas bermakna bahwa Allah = tidak akan merubah keadaan suatu
kaum, selama mereka tidak merubah sebab-sebab nasib dari kaum itu sendiri.
Oleh karena itu hukum sebab-akibat berlaku di bidang apapun. Sehingga sebagai
manusia yang beriman harus berusaha dengan penuh keyakinan, karena sarana
yang Allah g berikan sudah lengkap sebagai bukti dan tanda-tanda kekuasaan-
Nya. Sebagaimana firman Allah z= dalam QS. Adz-Dzariyaat ayat 20:
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Artinya: “Dan di bumi itu terdapat tanda-tanda (kekuasaan Allah) bagi orang-
orang yang yakin.” (QS. Adz-Dzariyaat: 20).
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Tidak ada dzat selain Dia yang mampu menciptakan dan mengatur alam
semesta ini. Dikarenakan pengetahuan Allah g meliputi semua wujud alam ini,
baik yang ada di daratan maupun yang ada di lautan, tidak ada sesuatu pun
darinya yang samar, dan tidak ada yang samar bagi Allah @ sebesar zarrah
(atom) pun di bumi ini, tidak pula yang di langit.
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Artinya: “Dan pada sisi Allah-lah kunci-kunci semua yang ghaib; tidak ada yang
mengetahuinya kecuali Dia sendiri, dan Dia mengetahui apa yang di daratan dan
di lautan, dan tiada sehelai daun pun yang gugur melainkan Dia mengetahuinya
(pula), dan tidak jatuh sebutir biji-pun dalam kegelapan bumi, dan tidak sesuatu
yang basah atau yang kering, melainkan tertulis dalam kitab yang nyata (Lauh
Mahfudz)" (QS. Al-An’am: 59).

Allah g mengetahui segala macam hal yang gaib. Tidak ada yang
mengetahui hal itu kecuali diri-Nya dan orang yang Dia beritahu sebagian ilmu-
Nya. Pengetahuan-Nya meliputi segala sesuatu yang ada di darat dan di laut.
Daun-daun apa saja yang jatuh, biji-bijian yang jatuh di perut bumi, atau sesuatu
yang basah dan yang kering, sesmuanya diketahui oleh Allah g dengan sempurna.
Maka manusia hanya ditugaskan yakin dan terus berupaya memanfaatkan serta
menggali potensi alam ini untuk kemaslahatan bersama sebagai wujud rasa sukur

kepada-Nya.
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Berdasarkan uji fitokimia yang dilakukan oleh Azzahra (2015) diketahui
beberapa bahan aktif yang terkandung di dalam rimpang jeringau. Dari proses
ekstraksi beberapa pelarut organik yang berbeda tingkat kepolarannya, maka
didapatkan senyawa yang berbeda pula. Setiap senyawa yang diperoleh
mempunyai kinerja dan fungsi masing-masing. Sehingga hasil dari uji antioksidan
maupun antifungi pada penelitian ini juga berbeda. Harapannya dari hasil
penelitian ini mampu diaplikasikan sesuai tujuannya, saling mendukung untuk
obat alternatif subur kandungan (meningkatkan fertilitas) pada wanita.

Senyawa yang memiliki aktivitas antioksidan tinggi berperan menjaga
kondisi sel akibat pengaruh radikal bebas baik berasal dari dalam tubuh (endogen)
yang terbentuk sebagai sisa proses metabolisme (proses pembakaran) maupun
yang berasal dari luar. Sedangkan senyawa antifungi yang kuat dapat mengubah
pH lingkungan inang dari asam ke basa (jamur C. albicans tumbuh pada pH 4,5 —
6,5) serta mensekresikan zat yang dapat membunuh jamur penyebab infertilitas.
Penelitian ini hanya merupakan upaya kecil dari tangan manusia, karena

kebenaran mutlak hanyalah milik Allah g .



BAB V

PENUTUP

5.1 Kesimpulan
Dari penelitian yang telah dilakukan dapat disimpulkan bahwa:

1. Ekstrak kasar rimpang jeringau dengan beberapa pelarut organik memiliki
pengaruh terhadap hasil antioksidan. Hasil nilai 1Csy uji aktivitas antioksidan
ekstrak kasar rimpang jeringau dengan metode DPPH dari tertinggi ke terendah
berturut-turut (etanol; 137,7 mg/L tergolong sedang), (kloroform; 315,8 mg/L
tergolong lemah), dan (n-heksana; 1011 mg/L tergolong sangat lemah/tidak
aktif).

2. Ekstrak kasar rimpang jeringau dengan beberapa pelarut organik memiliki
pengaruh terhadap rerata diameter zona hambat Candida allbcans yang
terbentuk. Zona hambat dengan diameter dari ukuran terbesar sampai terkecil
secara berurutan adalah kontrol positif (nystatin) 17,68 mm (kuat), jeringau
etanol 3,72 mm (sedang), jeringau n-heksana 3,32 mm (sedang), jeringau
kloroform 2,2 mm (lemah) dan kontrol negatif (pelarut etanol 70%) 0,77 mm
(lemah). Adapun nilai KHM terdapat pada masing-masing ekstrak rimpang
jeringau konsentrasi 0,39%. Dan nilai KBM ekstrak rimpang jeringau masing-

masing perlakuan didapatkan pada konsentrasi 0,78%.
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5.2 Saran
Saran dari penelitian ini antara lain:

1. Sebaiknya untuk penelitian selanjutnya semua pengukuran uji aktivitas
antioksidan dilakukan dengan menggunakan spektrofotometer UV visible baik
pada saat operating time maupun pengukuran untuk mencari % peredaman.

2. Uji diameter zona hambat antifungi sebaiknya dilakukan pada berbagai
konsentrasi esktrak dengan mengacu pada uji pendahuluan atau jurnal terkait.

3. Dilakukan uji lanjut yaitu konsentrasi uji KHM-KBM diperkecil lagi di bawah
konsentrasi 0,39 %.

4. Penelitian tahap awal secara in vitro ini dapat dilanjutkan ke tahap penelitian

secara in vivo pada hewan coba.
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2 Penentuan Kadar Air

Simplisia

Jeringau

Rimpang

Dilakukan pengovenan terhadap silica gel dengan suhu 100°C

Ditimbang cawan kosong sebanyak 3 buah sebagai ulangan sampai
menemukan berat konstan (selisih maksimal 0,002 gram setiap ulangan)
Jika sudah menemukan berat konstan, kemudian ditimbang sebanyak 5 g
sampel (cawan + sampel).

Lalu sampel dimasukan ke dalam oven pada suhu 100 °C selama 30 jam
Kemudian dikeluarkan dari oven dan didinginkan di dalam desikator selama
15 menit (desikator dipompa vakum agar terjaga dari kelembapan)

Setelah itu sampel ditimbang. Perlakuan ini dilakukan beberapa kali hingga
berat sampel konstan.

Kadar air dihitung berdasar rumus (AOAC, 2005):

(b-0)
(b—a)

Kadar air = x 100 %

Keterangan:  a = berat konstan cawan kosong
b = berat cawan + sampel sebelum dikeringkan
¢ = berat konstan cawan + sampel setelah dikeringkan

HASIL
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L.1.2.3 Penarikan Senyawa Aktif dengan Metode Maserasi

Simplisia Kering

Simplisia ditimbang sebanyak 100 gram dan dimasukkan ke dalam
erlenmeyer tutup 500 mL

Ditambahkan dengan pelarut etanol p.a (polar), klorofom p.a (semipolar)
dan n-heksana p.a (non polar) masing-masing sebanyak 400 mL (1 : 4)
Kemudian diaduk hingga merata dan dimaserasi (didiamkan) selama sehari
(24 jam) pada suhu kamar

Setelah itu digoyang selama 1 jam untuk mencapai kondisi homogen dalam
rotary shaker dengan kecepatan 120 rpm (rotation per minutes) diulang
sebanyak 3 kali

Hasil maserasi yang berupa larutan (maserat) kemudian disaring dengan
kertas saring dan corong Buchner sehingga didapat filtrat dan residu
Kemudian residu penyaringan diangin-anginkan dan dilakukan remaserasi
(maserasi ulang) selama 24 jam diulang sampai 3 kali.

Hasil saringan (filtrat) 1-3 yang telah diperoleh dicampur menjadi satu.

HASIL

L.1.2.

4 Pemekatan Ekstrak Kasar dengan Rotary Evaporator

FILT

RAT

Dipekatkan dengan menggunakan rotary vacuum evaporator dengan suhu
50°C hingga pelarut memisah dengan ekstrak dan diperoleh ekstrak pekat
yang nantinya digunakan untuk bahan uji aktivitas antioksidan dan
antifungi.

Masing-masing ekstrak dihitung nilai rendemennya dengan persamaan:

Berat ekstrak kasar yang diperoleh

x 100%

Rendemen = ;
Berat sampel yang digunakan

HASIL
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L.1.3 Uji Aktivitas Antioksidan Ekstrak Rimpang Jeringau dengan Metode
DPPH

L.1.3.1 Penentuan Panjang Gelombang Maksimum

Etanol p.a

- Diambil sebanyak 4,5 mL

- Dimasukkan ke dalam tabung reaksi

- Ditambahkan larutan DPPH 0,1 mM sebanyak 1,5 mL
- Divorteks selama = 1 menit sampai larut

- Dimasukkan ke dalam kuvet

- Dicari Amaks larutan dengan spektrofotometer UV-Vis

xmaks

L.1.3.2 Penentuan Waktu Kestabilan Pengukuran Antioksidan

Ekstrak rimpang jeringau 400 ppm

- Diambil sebanyak 4,5 mL

- Dimasukkan ke dalam tabung reaksi

- Ditambahkan larutan DPPH 0,1 mM sebanyak 1,5 mL

- Dimasukkan ke dalam kuvet

- Dicari waktu kestabilan (operating time) dengan inkubasi pada suhu 37 °C
pada rentangan waktu 5 — 100 menit dengan interval 5 menit menggunakan

Amaks Yang telah diperoleh pada tahap sebelumnya.

Waktu kestabilan
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L.1.3.3 Pengukuran Potensi Antioksidan Ekstrak Rimpang Jeringau

a. Pembuatan Larutan Kontrol

Etanol p.a

- Diambil sebanyak 4,5 mL

- Dimasukkan ke dalam tabung reaksi

- Ditambahkan larutan DPPH 0,1 mM sebanyak 1,5 mL

- Ditutup dengan alumunium voil

- Divorteks sampai larut

- Diinkubasi pada suhu 37 °C selama waktu kestabilan yang telah diketahui

- Dimasukkan ke dalam kuvet

- Diukur nilai absorbansinya dengan menggunakan spektrofotometer UV-Vis

menggunakan Amaks yang telah diperoleh pada tahap sebelumnya.

Abs. larutan kontrol

b. Pengukuran Aktivitas Antioksidan Ekstrak Rimpang Jeringau

Stok larutan ekstrak rimpang jeringau 500 ppm

- Dibuat pengenceran larutan ekstrak rimpang jeringau dengan konsentrasi
25, 50, 100, 200, dan 400 ppm

- Diambil sebanyak 4,5 mL dari masing-masing larutan

- Dimasukkan ke dalam tabung reaksi

- Ditambahkan larutan DPPH 0,1 mM sebanyak 1,5 mL

- Ditutup dengan alumunium voil

- Divorteks sampai larut

- Diinkubasi pada suhu 37 °C selama waktu kestabilan yang telah diketahui
(pencatatan waktu dimulai bersamaan dengan memasukkan DPPH)

- Dimasukkan ke dalam kuvet
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- Lalu pilih Compare, klik Do the best-fit values of selected parameters
differ between data sets. Centang logIC50

- Pilih Constrain, Bottom; Constant equal to 0,0 dan Top constant equal to
100

- Klik “OK”

HASIL

L.1.4 Uji Aktivitas Antifungi Ekstrak Rimpang Jeringau

L.1.4.1 Sterilisasi Alat

Alat
- Ditutup dengan aluminium foil
- Dimasukkan dalam autoclave pada suhu 121 °C dan tekanan 15 psi
- Disterilkan selama 15 menit
HASIL

L.1.4.2 Pembuatan Media

Saboraud Dekstrosa
Agar (SDA)

- Ditimbang media SDA yang masih serbuk sebanyak 32,5 gram

- Dimasukkan ke dalam tabung erlenmeyer 500 mL steril

- Dtambahkan aquades steril 500 mL (65 gram SDA -> 1 liter aquades)

- Diaduk menggunakan spatula

- Dipanaskan di atas hot plate stirrer pada suhu 100-300 °C sampai
mendidih

- Dibungkus plastik dan disterilisasi

HASIL
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L.1.4.3 Kultivasi Jamur Candida albicans
a. Regenerasi jamur C. albicans

Isolat Candida
Albicans

- Dicairkan media SDA yang disimpan di dalam lemari pendingin

- Dituang secukupnya ke dalam cawan petri steril dan ditunggu sampai
memadat

- Diambil 1 ose jamur C. albicans dan di straike di atas media

- Diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37° C

HASIL

b. Pembuatan Suspensi C. albicans (Metode Mc. Farland)

Isolat Candida
Albicans

- Diambil ¥ ose suspensi jamur

- Dimasukkan dalam Saboraud Dekstrosa Broth (SDB)

- Ditambah SDB sampai disamakan dengan Mc. Farland 10° hingga diperoleh
kekeruhan jamur sama (OD= 0,12 — 0,15)

HASIL
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L.1.4.4 Uji Aktivitas Antifungi Ekstrak Rimpang Jeringau dengan Beberapa
Pelarut Organik

a. Penentuan Konsentrasi Hambat Minimum (KHM)

Larutan antifungi

- Diberi nomor 1 s/d 10 pada tabung steril yang disediakan (Keterangan:
tabung no. 1 = kontrol bahan, tabung no. 2-9 = larutan antifungi (ekstrak
uji), dan tabung no. 10 = kontrol kuman)

- Dibuat larutan antifungi dari ekstrak dengan konsentrasi 100 % (ditambah
emulsion fyer/Tween 80 %)

- Dimasukkan ekstrak sebanyak 200 uL di tabung no. 1

- Dimasukkan ekstrak sebanyak 100 uL pada tabung no. 2

- Dimasukkan ekstrak sebanyak 100 uL pada tabung no. 3

- Dimasukkan aquades sebanyak 100 pL pada tabung no. 3 sampai dengan
tabung no. 10

- Dicampur (divortex) hingga rata tabung no. 3, kemudian diambil dan
dipindahkan sebanyak 100 uL ke dalam tabung no. 4

- Dicampur (divortex) hingga rata tabung no. 4, kemudian diambil dan
dipindahkan sebanyak 100 uL ke dalam tabung no. 5

- Dikerjakan hal yang sama terhadap tabung no. 5 s/d 9

- Pada tabung no. 9, setelah tercampur merata larutan dibuang sebanyak 100
pb

- Kemudian ditambahkan perbenihan cair kuman (jamur Candida 10° pada
media SDB) sebanyak 100 uL ke dalam tabung 2-10. Dengan demikian
volume masing-masing tabung menjadi 200 uL, sehingga konsentrasi akhir
antifungi berubah.

- Dari pengenceran di atas, maka konsentrasi awal dari masing-masing tabung

(antifungi) berubah menjadi seperti terlihat pada skema berikut:




200 pL

1.

2.

HASIL
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100 uL 100 uL 100 uL 100 uL 100 pL 100 uL 100 uL 100 u

ﬁﬁﬁﬁﬁi@%@

2 3 4

5 10

Keterangan tabung:

Kontrol Bahan (KB)

Ekstrak konsentrasi 50 %
Ekstrak konsentrasi 25 %
Ekstrak konsentrasi 12 %

Ekstrak konsentrasi 6,25 %

!

Aquades @100 pL

6. Ekstrak konsentrasi 3,13 %
7. Ekstrak konsentrasi 1,56 %
8. Ekstrak konsentrasi 0,78 %
9. Ekstrak konsentrasi 0,39 %

10. Kontrol Kuman (KK)\

Diinkubasi semua tabung pada suhu 37 °C selama 18-24 jam

Diperhatikan/dilihat dan dicatat pada tabung ke berapa tampak terjadi

kekeruhan
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b. Penentuan Konsentrasi Bunuh Minimum (KBM)

Hasil KHM

Ditanam isi tabung no. 2-10 (0,1 mL) yang tidak menunjukkan adanya
pertumbuhan (kekeruhan) pada medium SDA (tabung yang jernih = positif
KHM) dengan metode strike hitungan

- Diinkubasi pada suhu 37 °C selama 18-24 jam

- Dihitung jumlah koloni pada setiap cawan menggunakan Colony Counter

- Disebut KBM jika pertumbuhan koloni kuman 0,1 % dari jumlah koloni
kontrol kuman (kuman mati sejumlah 99,9 %)

HASIL




Lampiran 2. Perhitungan

L.2.1 Perhitungan Kadar Air Sampel Rimpang Jeringau

a. Pengukuran Berat Cawan Sampai Konstan setelah dikeringkan

129

Berat Cawan Kosong (g)

Ulangan

Cawan 1 Cawan 2 Cawan 3
Ulangan 1 54,2445 53,6384 58,1678
Ulangan 2 54,2415 53,6360 58,1631
Ulangan 3 54,2403 53,6372 58,1629
Ulangan 4 54,2445 53,6388 58,1652
Ulangan 5 54,2426 53,6378 58,1646

b. Pengukuran Berat Cawan + Sampel Rimpang Jeringau Kering Sampai

Konstan
Berat Cawan Kosong (g) + sampel

Ulangan
Cawan 1 Cawan 2 Cawan 3
Sebelum dioven 59,2438 58,6389 63,1647
Ulangan 1 58,6369 57,9898 62,5005
Ulangan 2 58,6085 57,9478 62,4371
Ulangan 3 58,5168 57,8531 62,3248
Ulangan 4 58,4593 57,7809 62,2614
Ulangan 5 58,4338 57,7904 62,2560
Ulangan 6 58,3913 57,7693 62,2314
Ulangan 7 58,3770 57.7454 62,2192
Ulangan 8 58,3858 57.7467 62,2153
Ulangan 10 58,3646 57,7594 62,2106
Ulangan 11 58,3213 57,7446 62,2137
Ulangan 12 58,3073 57,6951 62,1750
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Ulangan 13 58,3131 57,6988 62,1820
Ulangan 14 58,3046 57,6512 62,1380
Ulangan 15 58,2952 57,6592 62,1139
Ulangan 16 57,6341 62,1130
Ulangan 17 57,6266 62,1110
Ulangan 18 57,6215
. _b-9 c)
1. Kadar air cawan 1 > x 100 %
— 59,2438 — 58,2952 X 100 %
59,2438 - 53,2426
= 2222 % 100 %
5,0012
= 0,189 x 100 %
=18,9 %
. _(b-0
2. Kadar air cawan 2 %, x 100 %
— 58,6389 - 57,6215 X 100 %
58,6389 -53,6378
=2 x 100 %
5,0011
=0,203 x 100 %
=20%
3. Kadar air cawan 3 g:_ c; x 100 %
— 63,1647-62,1110 X 100 %
63,1647—-58,1646
_1, 0537 100 %
5 0001
=0,21 x 100 %

=21%




» Kadar air rata-rata =

18,9 % +20% +21 %

_599%
3

=19,9 %

3

L.2.2 Hasil Perhitungan Rendemen Ekstrak Rimpang Jeringau
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No. Pelarut Volume | Berat | Rendemen Tekstur
(mL) | Sampel | (%) (b/b) Warna Ekstrak Ekstrak
(gram) Kasar
1. Etanol p.a 400 100 7,8 Cokelat Bubur
kehijauan
2. Kloroform 400 100 3,3 Cokelat Bubur
p.a kemerahan
3. n-heksana p.a 400 100 2,4 Cokelat Cairan pekat

kehitaman (tua)

Nilai rendemen dihitung menggunakan rumus (Husnah, 2009):

Rendemen - berat ekstrak pekat

x 100%

berat sampel

L.2.2.1 Ekstrak Etanol p.a

Berat botol kosong = 89,5885 g

Berat botol kosong + ekstrak pekat =97,3936 g

Berat ekstrak pekat = (Berat botol kosong +

ekstrak

pekat) - Berat botol kosong

= 97,3936 g - 89,5885 g
=7,8051¢g

Rendemen = 2eratekstrakpekat , 4nn9p = 289518, 1000

berat sampel g

= 7,8051 % (b/b)
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L.2.2.2 Ekstrak Kloroform p.a

Berat botol kosong =90,0625 g

Berat botol kosong + ekstrak pekat =03,3141 ¢

Berat ekstrak pekat = (Berat botol kosong +
ekstrak

pekat) - Berat botol kosong
=03,3141 g - 90,0625 g

=3,2516 g
Rendemen = 2erafekstrakpekat , qnngp = 3225108 y 1000y
berat sampel 00g
= 3,2516 % (b/b)
L.2.2.3 Ekstrak n-heksana p.a
Berat botol kosong =91,9182 g
Berat botol kosong + ekstrak pekat =094,3031 g
Berat ekstrak pekat = (Berat botol kosong +
ekstrak
pekat) - Berat botol kosong
=94,3031g-91,9182 g
=2,3849 g
Rendemen = ~SroiCSlARPORALy 10006 = 2222E y 1000
berat sampel 100 g

= 2,3849 % (b/b)
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L.2.3 Cara Pembuatan Larutan DPPH 0,1 mM

Volume larutan =5mL

BM DPPH = 394,33 g/mol

Mol DPPH = Volume x Konsentrasi
=5mLx0,1 mM

= 0,005 L x 0,0001 M
=0,0000005 mol
Massa DPPH =mol x BM
= 0,0000005 mol x 394,33 g/mol
=0,000197165¢g
= 0,197165 mg (dibulatkan 0,2 mg)

Diambil 0,197165 mg senyawa DPPH, dilarutkan dengan sedikit etanol p.a.
Setelah itu, dimasukkan labu ukur 5 mL, ditambah dengan etanol p.a hingga tanda

batas (miniskus cekung) menggunakan pipet tetes, kemudian dihomogenkan.

Keterangan: membuat larutan DPPH 5 ml untuk mengukur lamda maks (Amaks),
sedangkan DPPH untuk kontrol dan sampel dibuat dalam 10 ml dengan
perhitungan yang sama (catatan: massa DPPH= 0,39433 mg; dibulatkan menjadi
0,4 mg).

L.2.4 Cara Pembuatan Stok Larutan Ekstrak Rimpang Jeringau 500 ppm
500 ppm = 500 mg/L

=500 mg/1000 mL

=5mg/10 mL atau 2,5 mg/5 mL

Keterangan: Stok 5 mL dibuat untuk optimasi waktu sampel dan 10 mL untuk
pengenceran sampel ekstrak rimpang jeringau 25, 50, 100, 200, dan 400 ppm.
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L.2.5 Cara Pengenceran Ekstrak Rimpang Jeringau 25, 50, 100, 200, dan 400

ppm

» Pembuatan Sampel 400 ppm

V1IxM1=V2xM2

Keterangan:

V1 = volume yang diambil untuk pengenceran
V, = volume larutan yang diinginkan

M; = konsentrasi larutan stok

M, = konsentrasi larutan hasil pengenceran

Vi =5mL x 400 ppm =4 mL

500 ppm
Jadi, untuk membuat 5 mL sampel 400 ppm diperlukan larutan stok 500

ppm sebanyak 4 mL, kemudian ditambahkan dengan pelarut hingga 5 mL.

Pembuatan Sampel 200 ppm
Vi =5mL x 200 ppm =2 mL

500 ppm

Jadi, untuk membuat 5 mL sampel 200 ppm diperlukan larutan stok 500
ppm sebanyak 2 mL.

Pembuatan Sampel 100 ppm
Vi=5mL x100 ppm =1 mL

500 ppm

Jadi, untuk membuat 5 mL sampel 100 ppm diperlukan larutan stok 500
ppm sebanyak 1 mL.
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» Pembuatan Sampel 50 ppm
Vi =5mL x50 ppm =0,5mL

500 ppm

Jadi, untuk membuat 5 mL sampel 50 ppm diperlukan larutan stok 500
ppm sebanyak 0,5 mL.
» Pembuatan Larutan Sampel 25 ppm

Vi=5mL x 25 ppm =0,25 mL

500 ppm

Jadi, untuk membuat 5 mL sampel 25 ppm diperlukan larutan stok 500
ppm sebanyak 0,25 mL.

L.2.6 Cara Pembuatan Larutan Uji Konsentrasi 100 % Pada Uji Diameter

Zona Hambat

Sebanyak 0,1 g ekstrak etanol p.a, kloroform p.a, dan n-heksana p.a dilarutkan
dalam 100 uL (0,1 mL) pelarut etanol 70 % “/, sebagai larutan stok (100 %).
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75 0.039 0.043 0.04 0.04
80 0.027 0.031 0.03 0.03
85 0.037 0.04 0.037 0.04
90 0.036 0.038 0.037 0.04
95 0.034 0.036 0.034 0.03
100 0.034 0.035 0.035 0.03
105 0.027 0.029 0.028 0.03
110 0.032 0.034 0.034 0.03
115 0.031 0.032 0.032 0.03
120 0.026 0.028 0.026 0.03
0.07 -
0.06 -
0.05 -
% 0.04 -
2
2 0.03 -
< —&— Absorbansi
0.02 -
0.01 -
0.00 T T T T T T T T T T T 1

0

10 20 30 40

50 60 70 80 90 100 110 120

Waktu (menit)

Gambar Penentuan Operating time ekstrak dan larutan DPPH.



b. Pengukuran Optimasi Waktu 515 nm DPPH 0,1 mM (Vitamin C)

Waktu (Menit ke-) | Nilai Al | Nilai A2 | Nilai A3 | Rata-Rata

Blanko 0 0 0 0.000
5 0.018 0.012 0.011 0.014
10 0.011 0.01 0.01 0.010
15 0.018 0.021 0.019 0.019
20 0.02 0.019 0.021 0.020
25 0.005 0.006 0.005 0.005
30 0.001 0.01 0.004 0.005
35 0.004 0.005 0.006 0.005
40 0.003 0.002 0.003 0.003
45 0.005 0.003 0.004 0.004
50 0.001 0.002 0.001 0.001
55 0.004 0.004 0.005 0.004
60 0.002 0.002 0.001 0.002
65 0.004 0.002 0.004 0.003
70 0.013 0.014 0.012 0.013
75 0.013 0.013 0.013 0.013
80 0.006 0.005 0.006 0.006
85 0.01 0.006 0.007 0.008
90 0.01 0.01 0.007 0.009
95 0.009 0.01 0.01 0.010
100 0.018 0.02 0.017 0.018
105 0.005 0.006 0.005 0.005
110 0.026 0.025 0.025 0.025
115 0.01 0.01 0.009 0.010
120 0.015 0.017 0.014 0.015
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L.3.3 Data Hasil Uji Aktivitas Antioksidan dengan Metode DPPH

a. Data Hasil Uji Aktivitas Antioksidan Ekstrak Etanol p.a
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Ulangan (Absorbansi Lo Aktivitas
Konsentra sampel) g Absorbansi | Antioksidan
; Rerata | [Konsentras
si (ppm) il Kontrol (%

1 2 3 Peredaman)
25 0,2159 | 0,2160 | 0,2164 | 0,2161 1,40 0,2342 7,73
50 0,1984 | 0,1983 | 0,1983 | 0,1983 1,70 0,2355 15,80
100 0,1450 | 0,1452 | 0,1455 | 0,1452 2,00 0,2353 38,29
200 0,0910 | 0,0905 | 0,0903 | 0,0906 2,30 0,2347 61,40
400 0,0270 | 0,0264 | 0,0278 | 0,0271 2,60 0,2343 88,43

Aktivitas antioksidan dihitung menggunakan rumus sebagai berikut:

% Aktivitas antioksidan

Contoh:

% Aktivitas antioksidan =

_ (Absorbansi kontrol — Absorbansi sampel)

x 100 %

Absorbansi kontrol

(0,2342 — 0,2161)

0,2342

=7,728%

x 100 %




Nilai IC50 dihitung menggunakan
konsentrasi 25 — 400 ppm.
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software “Graphpad Prism5” dengan

Konsentrasi (ppm) Log [Konsentrasi] (ppm) | Antivitas Antioksidan (%)
25 1,40 7,73
50 1,70 15,80
100 2,00 38,29
200 2,30 61,40
400 2,60 88,43

Sehingga diperoleh persamaan:

Y=Bottom + (Top-Bottom)/(1+10"[LoglC50-X]*HillSlope)

Y=0,0 + (100-0,0)/(1+10 ®+**X 1 629)

Comparison of Fits

Null hypothesis
Alternative hypothesis

P value

Conclusion (alpha = 0.05)
Preferred model

F (DFn, DFd)

LogIC50 different for each data set

Best-fit values
Bottom

Top

LogIC50

HillSlope

IC50

Span

Std. Error

LogIC50

HillSlope

95% Confidence Intervals
LogIC50

HillSlope

IC50

Goodness of Fit
Degrees of Freedom
R square

=0.0
=100.0
2.139
1.629
137.7
=100.0

0.02123
0.1248

2.071 to 2.207
1.232to 2.026
117.9 to 160.9

3
0.9938

Can't calculate
LogIC50 different for each data set
LogIC50 same for all data sets

Models have the same DF
LogIC50 different for each data set



Absolute Sum of Squares
Sy.x

Constraints

Bottom

Top

LogIC50 same for all data sets

Best-fit values
Bottom

Top

LogIC50

HillSlope

IC50

Span

Std. Error

LogIC50

HillSlope

95% Confidence Intervals
LogIC50

HillSlope

IC50

Goodness of Fit
Degrees of Freedom
R square

Absolute Sum of Squares
Sy.x

Constraints

Bottom

Top

LogIC50

Number of points
Analyzed

Grafik IC5g Ekstrak Etanol Rimpang Jeringau

=
o
S

80+

60+

40-

27.44
3.024

Bottom = 0.0
Top =100.0

=0.0
=100.0
2.139
1.629
137.7
=100.0

0.02123
0.1248

2.071 to 2.207
1.232to 2.026
117.9 to 160.9

0.9938
27.44

Bottom = 0.0
Top =100.0

LogIC50 is shared

5

% Aktivitas Antioksidan

Log [ppm]

141

2.139

137.7

0.02123

2.071to 2.207

117.9 to 160.9

3
0.9938
27.44
3.024



b. Data Hasil Uji Aktivitas Antioksidan Ekstrak Kloroform p.a
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Ulangan (Absorbansi Lo Aktivitas
Konsentra sampel) g Absorbansi | Antioksidan
: Rerata | [Konsentras
si (ppm) il Kontrol (%
1 2 3 Peredaman)

25 0,1217 | 0,214 | 0,1217 | 0,1216 1,40 0,1267 4,03
50 0,1153 | 0,1151 | 0,1147 | 0,1151 1,70 0,1263 8,87
100 0,0958 | 0,0955 | 0,0963 | 0,0959 2,00 0,1255 23,59
200 0,0757 | 0,0764 | 0,0776 | 0,0765 2,30 0,1279 40,19
400 0,0574 | 0,0579 | 0,0619 | 0,0591 2,60 0,1290 54,19

Aktivitas antioksidan dihitung menggunakan rumus sebagai berikut:

% Aktivitas antioksidan
(Absorbansi kontrol — Absorbansi sampel)
= : x 100 %
Absorbansi kontrol
Contoh:
% Aktivitas antioksidan = o’ — O1210) 450 o,
0 1VItas antioKsidan = 0,1267 X 0
= 4,025 %
Nilai IC50 dihitung menggunakan software “Graphpad Prism5” dengan

konsentrasi 25 — 400 ppm.

Konsentrasi (ppm) Log [Konsentrasi] (ppm) | Antivitas Antioksidan (%0)
25 1,40 4,03
50 1,70 8,87
100 2,00 23,59
200 2,30 40,19
400 2,60 54,19




Sehingga diperoleh persamaan:
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Y=Bottom + (Top-Bottom)/(1+10"[LogIC50-X]*HillSlope)

Y=0,0 + (100-0,0)/(1+10 ?***X 1 106)

Comparison of Fits

Null hypothesis
Alternative hypothesis

P value

Conclusion (alpha = 0.05)
Preferred model

F (DFn, DFd)

LogIC50 different for each data set

Best-fit values
Bottom

Top

LogIC50

HillSlope

IC50

Span

Std. Error

LogIC50

HillSlope

95% Confidence Intervals
LoglIC50

HillSlope

IC50

Goodness of Fit
Degrees of Freedom
R square

Absolute Sum of Squares
Sy.x

Constraints

Bottom

Top

LoglC50 same for all data sets

Best-fit values
Bottom

Top

LogIC50
HillSlope
IC50

Span

Std. Error
LogIC50
HillSlope
95% Confidence Intervals
LogIC50
HillSlope

Can't calculate
LogIC50 different for each data set
LogIC50 same for all data sets

Models have the same DF
LoglC50 different for each data set

=0.0
=100.0
2.499
1.106
315.8
=100.0

0.03379
0.1043

2.392 to 2.607
0.7740 to 1.438
246.5to 404.5

3
0.9862
24.57
2.862

Bottom = 0.0
Top =100.0

=0.0
=100.0
2.499 2.499
1.106
315.8 315.8
=100.0

0.03379 0.03379
0.1043

2.392 to 2.607 2.392to 2.607
0.7740 to 1.438



IC50
Goodness of Fit

246.51t0 404.5
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246.510 404.5

Degrees of Freedom 3
R square 0.9862 0.9862
Absolute Sum of Squares 24.57 24.57
Sy.x 2.862
Constraints
Bottom Bottom = 0.0
Top Top =100.0
LogIC50 LogIC50 is shared
Number of points
Analyzed 5
Grafik IC5q Ekstrak Kloroform Rimpang Jeringau
60+
C
[}
S
(%)
X
.2 40-
c
<
(2]
3
'S 20+
<
< 4
§ é
0 L] L] 1
0 1 2 3
Log [ppm]
c. Data Hasil Uji Aktivitas Antioksidan Ekstrak n-heksana p.a
Ulangan (Absorbansi - Aktivitas
Konsentra sampel) g Absorbansi | Antioksidan
; Rerata | [Konsentras
si (ppm) il Kontrol (%
1 2 3 Peredaman)
25 0,2621 | 0,2621 | 0,2615 | 0,2619 1,40 0,265 1,17
50 0,2508 | 0,2497 | 0,2552 | 0,2519 1,70 0,2629 4,18
100 0,2532 | 0,2521 | 0,2529 | 0,2527 2,00 0,2611 3,22
200 0,2397 | 0,2399 | 0,2401 | 0,2399 2,30 0,2611 8,12
400 0,2049 | 0,2042 | 0,2046 | 0,2045 2,60 0,261 21,65
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Aktivitas antioksidan dihitung menggunakan rumus sebagai berikut:

% Aktivitas antioksidan
_ (Absorbansi kontrol — Absorbansi sampel)

0,
Absorbansi kontrol x 100 %

Contoh:

- I (0,265 — 0,2619)
% Aktivitas antioksidan = 0265 x 100 %

=1,16981 %

Nilai IC50 dihitung menggunakan software “Graphpad Prism5” dengan
konsentrasi 25 — 400 ppm.

Konsentrasi (ppm) Log [Konsentrasi] (ppm) | Antivitas Antioksidan (%)
25 1,40 1,17
50 1,70 4,18
100 2,00 3,22
200 2,30 8,12
400 2,60 21,65

Sehingga diperoleh persamaan:
Y=Bottom + (Top-Bottom)/(1+10"[LogIC50-X]*HillSlope)
Y=0,0 + (100-0,0)/(1+10 ®9%5X) 1 406)

Comparison of Fits Can't calculate
Null hypothesis LoglC50 different for each data set
Alternative hypothesis LoglC50 same for all data sets
P value

Conclusion (alpha = 0.05) Models have the same DF
Preferred model LogIC50 different for each data set
F (DFn, DFd)

LogIC50 different for each data set



Best-fit values
Bottom

Top

LogIC50

HillSlope

IC50

Span

Std. Error

LogIC50

HillSlope

95% Confidence Intervals
LogIC50

HillSlope

IC50

Goodness of Fit
Degrees of Freedom
R square

Absolute Sum of Squares
Sy.x

Constraints

Bottom

Top

LoglC50 same for all data sets

Best-fit values
Bottom

Top

LogIC50

HillSlope

IC50

Span

Std. Error

LogIC50

HillSlope

95% Confidence Intervals
LogIC50

HillSlope

IC50

Goodness of Fit
Degrees of Freedom
R square

Absolute Sum of Squares
Sy.x

Constraints

Bottom

Top

LogIC50

Number of points
Analyzed

=0.0
=100.0
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Grafik IC5y Ekstrak n-Heksana Rimpang Jeringau
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d. Data Hasil Uji Aktivitas Antioksidan Pembanding (Vitamin C)
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Ulangan (Absorbansi Lo Aktivitas
Konsentra sampel) g Absorbansi | Antioksidan
: Rerata | [Konsentras
si (ppm) il Kontrol (%
1 2 3 Peredaman)
25 0,2186 | 0,2100 | 0,2117 | 0,2134 1,40 0,3548 39,85
50 0,0249 | 0,0244 | 0,0248 | 0,0247 1,70 0,3541 93,02
100 0,0251 | 0,0251 | 0,0251 | 0,0251 2,00 0,354 92,91
200 0,0274 | 0,0276 | 0,0280 | 0,0276 2,30 0,353 92,18
400 0,0304 | 0,0317 | 0,0310 | 0,0310 2,60 0,3524 91,20

Aktivitas antioksidan dihitung menggunakan rumus sebagai berikut:

% Aktivitas antioksidan

Contoh:

% Aktivitas antioksidan =

__ (Absorbansi kontrol — Absorbansi sampel)

x 100 %

Absorbansi kontrol

(0,3548 — 0,2134)

0,3548

= 39,853 %

x 100 %




Nilai IC50 dihitung menggunakan
konsentrasi 25 — 400 ppm.
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software “Graphpad Prism5” dengan

Konsentrasi (ppm) Log [Konsentrasi] (ppm) | Antivitas Antioksidan (%)
25 1,40 39,85
50 1,70 93,02
100 2,00 92,91
200 2,30 92,18
400 2,60 91,20

Sehingga diperoleh persamaan:

Y=Bottom + (Top-Bottom)/(1+10"[LoglC50-X]*HillSlope)

Y=0,0 + (100-0,0)/(1+10 43X 4 128)

Comparison of Fits

Null hypothesis
Alternative hypothesis

P value

Conclusion (alpha = 0.05)
Preferred model

F (DFn, DFd)

LogIC50 different for each data set

Best-fit values
Bottom

Top

LogIC50

HillSlope

IC50

Span

Std. Error

LogIC50

HillSlope

95% Confidence Intervals
LogIC50

HillSlope

IC50

Goodness of Fit
Degrees of Freedom
R square

=0.0
=100.0
1.443
4.128
27.71
=100.0

0.03333
1.595

1.337 to 1.549
-0.9483 t0 9.205
21.71 to 35.37

3
0.9172

Can't calculate
LogIC50 different for each data set
LogIC50 same for all data sets

Models have the same DF
LogIC50 different for each data set
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Lampiran 4. Hasil Penelitian Antifungi

L.4.1 Hasil Pengukuran Diameter Zona Hambat
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Tabel Rerata Diameter Daya Hambat Bakteri Uji pada Tiap Perlakuan:

Zona Hambat ZONA BENING
No sampel (mm) Rata- | Rata- | (ZONA HAMBAT)
’ P Ratal | Rata2 | Dikurangi Kontrol
R TR T
Etanol
132 12,87 10,82 1230 | 10,49
L | e o597 | 865 | 862 | 4497 3,72
- | Etanol
10,56 [ 10,78 | 10,28 | 10,54
9,49 | 10,53 (10,36 | 10,13 | 899
, | leningau - gRg 78 [ 791 | 837 | 2997 2,22
- | Kloroform
7,63 | 8,78 | 9,00 | 847
1022 93 | 984 | 979 | 10,09
5 | perngAUn- 60711039 9.2 | 9,87 | 4007 3,32
- | heksana
11,9 | 9,74 | 10,24| 10,63
Kontrol | 24,45 | 24,72 | 23,98 | 24,38 | 24,45
Nystatin
2396 | 23,22 | 27,64 | 24,94 | 1845* 1768
4. ’
23,21 | 24,90 | 24,01 | 24,04
Kontrol 7,08 | 6,61 | 6,60 | 676 | 6,77
Etanol
635 | 62 | 7,08 | 654 | 0,77
5.
7,15 | 746 | 6,37 | 699

*) Ukuran diameter zona hambat yang sudah dikurangi dengan diameter kertas
cakram (6 mm).
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L.4.2 Hasil Uji Kepekaan Candida albicans dengan Metode Dilusi
L.4.2.1 Perhitungan Menggunakan Colony Counter

Jeringau Jeringau Jeringau (n-

KONSENTRAST | Ethanol) (Kloroform) heksan)
123 123 [123| 123 [123] 123 [123] 123 | 123
Kontrol mikroba X X X X X X X X X
10° | 10° | 10° | 10° | 10° | 10° | 10° | 10° | 10°
55 | 122 | 97 | 223 | 78 | 206 | 223 | 207 | 129
X X X X X X X X X

0.390%

10% | 10° | 10% | 10° | 10% | 10° | 10° | 10° | 10°
0.780% 0 0 0| o0 0 0 0 0 0
156% 0 0 0| o 0 0 0 0 0
313% 0 0 0 0 0 0 0 0 0
6.0506 0 0 0 0 0 0 0 0 0
12.50% 0 0 0 0 0 0 0 0 0
25 00% 0 0 0| o 0 0 0 0 0
50.00% 0 0 0| o 0 0 0 0 0
Kontrol Bahan 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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L.4.2.2 Keterangan KHM-KBM

KONSENTRASI | Jeringau (Ethanol) (kjlzrrlggoarl:n) Jeringau (n-heksan)

Kontrol
mikroba

0.390% KHM | KHM | KHM | KHM | KHM | KHM | KHM | KHM | KHM

0.780% KBM | KBM | KBM | KBM | KBM | KBM | KBM | KBM | KBEM

1.56%

3.13%

6.25%

12.50%

25.00%
50.00%
Kontrol Bahan

= KERUH
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Lampiran 5. Gambar (Dokumentasi) Penelitian
L.5.1 Preparasi Sampel

L.5.1.1 Tanaman Jeringau (Acorus calamus L.)

Tanaman Jeringau Rimpang Jeringau Herbarium Peneliti: Simplisia Rimpang
Tanaman Jeringau Jeringau

L.5.1.2 Alat-Alat Pembuatan Simplisia

Perajangan

Pengeringan dengz;n oven Pensortiran Penggilingan/penghalusan




L.5.2 Analisis Kadar Air
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Sampel dalam cawan
porselin

Pengovenan

Desikator

L.5.3 Proses Ekstraksi Sampel

Penimbangan
simplisia

Dimasukkan ke
dalam erlenmeyer
tutup

Maserasi |
(sampel 100 g :
pelarut 400 mL)

Pengocokan sampel
menggunakan shaker
incubator

Ekstrak | hasil
maserasi 400 mL
etanol

Pengambilan ekstrak menggunakan
corong buchner
Penyaringan dengan pompa vakum

Maserasi Il
menggunakan 400 mL
etanol

Penimbangan
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Ekstrak Il hasil
400 mL etanol

Ekstrak 111 hasil
200 mL etanol dan
200 mL aquades

Pemekatan ekstrak menggunakan rotary
evaporator

Perbandingan ekstrak etanol jeringau

Pemindahan ekstrak kasar dari labu ke gelas
vial

Ekstrak pekat/kasar etanol, kloroform,
dan n-heksana rimpang jeringau

Penimbangan untuk | Penyimpanan di
mencari nilai almari es (freezer)
rendemen
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L.5.4 Uji Aktivitas Antioksidan

ﬁ e

Optimasi waktu @spektro Inkubasi @inkubator Divorteks agar larut
sempurna

Sampel setelah inkubasi (Etanol, Kloroform, n-Heksana)
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Pembanding (Vitamin C)

Pengukuran nilai
absorbansi dengan
spektofotometer UV Vis

L.5.5 Uji Efektivitas Antifungi

Sterilisasi Alat dan Bahan

Pembuatan Larutan Uji

Regenerasi Jamur

Jamur
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Inkubasi 3 x 24 jam

Destruksi

Mencuci
didestruksi

alat

setelah

Mengukur Diameter Zona
Hambat
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L.5.5.1 Uji Diameter ZOna Hambat; Metode Kirby-Baurer Inkubasi 3 x 24

jam

Ekstrak Jeringau Etanol R1

Ekstrak Jeringau Etanol R2

Ekstrak Jeringau Kloroform
R1

Ekstrak Jeringau Kloroform
R2

Ekstrak Jeringau Etanol R3
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Ekstrak Jeringau n-Heksana
R3

Kontrol Nystatin R1

Kontrol Nystatin R2

Kontrol Nystatin R3
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Kontrol Etanol 70% R2

Kontrol Etanol 70% R3

Isolat Jamur Candida
akbicans




L.5.5.2 Proses Uji KHM-KBM @Lab.Biomedik FIK UMM
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Penanaman

N

Inkubasi 18-24 jam

Pengamatan/Perhitungan
Koloni




L.5.5.3 Hasil Uji KHM-KBM
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Penentuan KHM-KBM ekstrak J. kloroform

Penentuan KHM-KBM ekstrak J. n-heksana
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Lampiran 7. Surat Keterangan Determinasi Tanaman

DINAS KESEHATAN PROPINSI JAWA TIMUR

UPT MATERIA MEDICA
Jalan Lahor No.87 Telp. (0341) 593396 Batu (65313)
KOTA BATU
Nomor 1 074/112/101.8/2015
Sifat : Biasa
Perihal : Determinasi Tanaman Jeringau

Memenuhi permohonan saudara :

Nama : MUHAMMAD NUR HASAN
NIM : 11620060
Instansi - FAKULTAS SAINS DAN TEKNOLOGI

UIN MAULANA MALIK IBRAHIM MALANG

1. Perihal determinasi tanaman jeringau

Kingdom : Plantae

Sub Kingdom : Tracheobionta (berpembuluh)
Super Divisi : Spermatophyta

Divisi : Magnoliophyta

Sub divisi : Angiospermae

Kelas : Monocotyledonae

Bangsa : Arales

Suku : Araceae

Marga : Acorus

Jenis : Acorus calamus L.

Sinonim : Acorus terreestris Spreng.
Nama Daerah : Jeringau, jaringau (Indonesia), jeurunger (Aceh), jerango (Gayo), jerango (Batak),

jarianggu (Minangkabau), daringo (Sunda), dlingo (Jawa Tengah), jharango (Madura),
Jangu (Bali), kaliraga (Flores), jeringo (Sasak), kareango (Makasar), kalamunga
(Minahasa), areango (Bugis), ai wahu (Ambon), bila (Buru).

Kunci Determinasi : 1b-2b—3b—4b—6b—7b—9b—10b—11b-12b-13b-14a-15b-197b-208a-209a.

2. Morfologi * - Habitus: Herba, tahunan, tinggi +75 cm. Batang: Basah, pendek, membentuk
rimpang, putih kotor. Daun: Tunggal, benluk lanset, ujung runcing, tepi rata, pangkal memeluk batang,
panjang +60 cm, lebar +5 cm, pertulangan sejajar, hijau. Bunga: Majemuk, bentuk bongkol, ujung
meruncing, panjang 20-25 cm, di ketiak daun, tangkai sari panjang +2,75 mm, kepala sari panjang +2,75
mm, kepala sari panjang +0.5 mm, putik 1-1.5 mm, kepala putik meruncing, panjang +0.5 mm, mahkota
bulat panjang, panjang 1-1.5 mm, putih. Akar: Serabut, coklat.

3. Nama Simplisia - Acori Rhizorna, Calami Rhizorna/ Rimpang Jeringau.

4. Kandungan kimia . Rimpang dan daun Acorus calamus mengandung saponin dan flavonoida.
Rimpangnya mengandung minyak atsiri (asaron), glikosida (akorina), akoretina, kholina, kalameona, iso-
kalamendiol, epi-isokalamendiol, siobunona, akorona, koronona, trimetil amina, saponin, lendir, aneurin,
dan vitamin C.

5. Penggunaan : Penelitian (Skripsi).

6. Daftar Pustaka

o Anonim. http://www.idionline.com/Jaringau, diakses tanggal 11 Desember 2005.

Anonim. http://www.plantamor.com/Dlingu, diakses tanggal 12 Mei 2010.

Anonim. http://www.warintek.ristek.go.id/Dlingu, diakses tanggal 12 Januari 2010.

Van Steenis, CGGJ. 2008. FLORA. Pradnya Paramita, Jakarta.

Demikian surat keterangan determinasi ini kami buat untuk dipergunakan sebagaimana mestinya.

aty, 23 Februari 2015
R Materia Medica Batu
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