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ABSTRAK

Rimpang temu mangga (Curcuma mangga Val.) telah banyak digunakan untuk
menanggulangi masalah kesehatan di Indonesia. Rimpang temu mangga telah digunakan
sebagai salah satu bahan ramuan jamu subur kandungan Madura. Komponen senyawa
aktif di dalam ekstrak temu mangga berpotensi sebagai obat infertilitas wanita. Penelitian
ini bertujuan untuk mengetahui aktivitas antioksidan dan antifungi ekstrak rimpang temu
mangga dalam pelarut etanol p.a., kloroform p.a., dan n-heksan p.a.

Rimpang temu mangga diekstraksi menggunakan metode maserasi tunggal.
Aktivitas antioksidan dengan metode DPPH dengan konsentrasi ekstrak 25 ppm; 50 ppm;
100 ppm; 200 ppm dan 400 ppm. Uji aktivitas antifungi terhadap Candida albicans
secara in vitro dilakukan dengan metode difusi dengan konsentrasi 100% dan metode
mikrodilusi dengan konsentrasi 50%; 25%; 12,5%; 6,25%; 3,13%; 1,56%; 0,78% dan
0,39% .

Dari hasil pengujian aktivitas antioksidan diketahui nilai 1Cs, ekstrak etanol,
kloroform, n-heksan secara berturut-turut adalah 99,33 ppm (kategori aktif); 119,3 ppm
(kategori sedang) dan 192,1 ppm (kategori sedang). Hasil uji antifungi terhadap Candia
albicans didapatkan zona hambat ekstrak etanol, kloroform dan n-heksan ekstrak
terhadap jamur Candida albicans berturut-turut adalah 5,172 mm; 1,780 ppm dan 3,343
mm . Nilai KHM seluruh ekstrak adalah 0,78% v/v sedangkan nilai KBM nya sebesar
1,56% v/v. Perbedaan nilai aktifitas antioksidan dan antifungi disebabkan oleh kandungan
senyawa aktif dalam masing-masing ekstrak.

Kata Kunci: Rimpang Temu Mangga (Curcuma mangga Val.), Antioksidan, Antifungi,
DPPH, Candida albicans



BAB |
PENDAHULUAN
1.1. Latar Belakang

Infertilitas adalah sebuah penyakit, didefinisikan sebagai kegagalan
untuk mencapai kehamilan setelah 12 bulan atau lebih dari hubungan seksual
tanpa kontrasepsi (Pages, 2013). Organisasi kesehatan dunia (WHQO) menyatakan
bahwa jumlah pasangan infertil sebanyak 36% diakibatkan adanya kelainan pada
pria, sedangkan 64% berada pada wanita (WHO, 2011). Salah satu penyebab
infertilitas yang menyerang wanita adalah Infeksi Saluran Reproduksi (ISR).
Qomariah (2002) memaparkan bahwa Infeksi Saluran Reproduksi (ISR)
merupakan masalah kesehatan dunia yang dampaknya bersifat kemandulan,
kehamilan ektopik, abortus, ketuban pecah dini, peningkatan resiko tertular HIV
bahkan kematian.

Konsultasi yang tepat dengan seorang dokter yang berusaha secara
sistematis mencari penyebab keputihan tersebut dan mengupayakan pengobatan
yang tepat adalah upaya yang dapat dilakukan. Sebagai seorang muslim Kita wajib
mengetahui bahwa perihal berobat sudah disampaikan dalam sebuah hadist
riwayat Ibnu Mas’ud &, bahwa Rasulullah N pernah bersabda:

Ugs 2 ilgng dale o dale s U 05T 08 0 d dn

“Sesungguhnya Allah W tidaklah menurunkan sebuah penyakit

melainkan menurunkan pula obatnya. Obat itu diketahui oleh orang yang

bisa mengetahuinya dan tidak diketahui oleh orang yang tidak bisa
mengetahuinya.” (HR. Ahmad, lbnu Majah, dan Al-Hakim, beliau
mensahihkannya dan disepakati oleh Adz-Dzahabi, Al-Bushiri

menshahihkan hadist ini dalam Zawa’id-nya. Lihat Takhrij Al-Amauth
atas Zadul Ma’ad, 4.12-13).



Berdasarkan penjelasan Rasulullah N dalam hadist di atas, maka bukan berarti
tidak ada cara lain yang bisa digunakan untuk mengatasi infertilitas. Tugas
manusia khususnya seorang ilmuan muslim adalah mengambangkan ilmu
pengetahuan dengan meyakini bahwa permasalah terkait infertilitas juga dapat
diatasi.

Infertilitas dapat diperbaiki dengan obat-obatan kimia, obat-obatan
alternatif dan fisioterapi (Gaware et al., 2009), namun hal ini tidak selalu
menghasilkan kehamilan dan kelahiran bayi dalam keadaan hidup. (Ried, 2012).
Supohardjo (2004) menyatakan bahwa di negara-negara maju yang secara luas
telah menggunakan obat-obatan modern, akhir-akhir ini terdapat kecenderungan
untuk menggunakan obat-obatan tradisional dan obat-obatan dari tumbuhan.
Bahkan, WHO merekomendasi penggunaan obat tradisional termasuk herbal
dalam pemeliharaan kesehatan masyarakat, pencegahan dan pengobatan penyakit,
terutama untuk penyakit kronis, penyakit degeneratif dan kanker.

Indonesia merupakan negara terkaya kedua akan keanekaragaman
hayati (The Second Megabiodiversity), di antaranya adalah kekayaan
tumbuhan obat (Sinaga et al, 2011). Sebanyak 940 jenis tumbuhan telah terdaftar
sebagai penyedia bahan ramuan untuk keperluan pengobatan secara tradisional
(Rifa’I, 2000). Allah l menumbuhkan berbagai jenis tumbuhan di muka bumi
untuk memenuhi kebutuhan manusia diantaranya sebagai bahan makanan,
minuman maupun obat. Berkaitan dengan tanaman-tanaman yang memiliki

berbagai manfaat telah disebutkan Allah dalam Q.S as-Syu’ara (26): 7-9
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Artinya : “dan Apakah mereka tidak memperhatikan bumi, berapakah
banyaknya Kami tumbuhkan di bumi itu pelbagai 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.”
(Q.S, as Syu’ara:7-9)

Kata (a8 z3)) bermakna “tumbuh-tumbuhan yang baik”. Menurut tafsir
Jalalain kata tumbuh-tumbuhan yang baik berupa tanaman, buah-buahan dan
hewan. Tanaman yang dimaksud dalam tafsir tersebut berupa tanaman yang
bermanfaat bagi makhluk hidup dan tidak bersifat merugikan, termasuk di
dalamnya adalah tanaman yang dimanfaatkan sebagai pengobatan (Al-Mahally,
1990). Sebagian besar tanaman mengandung ratusan jenis senyawa Kimia, baik
yang telah diketahui jenis dan khasiatnya ataupun yang belum diketahui jenis dan
khasiatnya (Sukara, 2000).

Selain keanekaragaman hayati yang besar, Indonesia juga memiliki
keragaman budaya dan etnis. Kurang lebih 400 kelompok etnis masyarakat
Indonesia memiliki hubungan yang erat dengan tumbuhan obat, diantaranya
adalah kelompok etnis Madura (Zuhud, 2003). Madura dikenal sebagai salah satu
etnik yang memiliki kekayaan pengetahuan tradisional dalam bidang obat
tradisional atau ‘“jamu” khususnya yang berkaitan dengan keharmonisan suami
istri (Handayani, 2000). Jamu subur kandungan adalah salah satu jenis jamu
Madura yang menggunakan rimpang Temu Mangga (Curcuma mangga) sebagai

salah satu bahan dasarnya. Bahan tersebut diduga dapat menjawab solusi



permasalahan infertilitas pada wanita. Kandungan fitokimia, aktivitas antioksidan,
dan aktivitas antimikroba yang ada dalam Temu Mangga sebagai penyusun
ramuan tersebut diduga menjadi faktor penting dalam mengobati infertilitas dan
meningkatkan fertilitas wanita.

Temu Mangga terbukti mengandung senyawa antioksidan, diantaranya
kalkon, flavon, flavanon yang cenderung larut dalam air (Lajis, 2007; Suryani,
2009). Didukung oleh hasil penelitian yang menyebutkan bahwa ekstrak air Temu
Mangga memiliki aktivitas antioksidan yang tinggi sehingga memiliki mampu
menekan radikal bebas (Pujimulyani et al.,, 2004), menekan terbentuknya
peroksida selama oksidasi lipid (Tedjo et al., 2005), dan mampu berperan sebagai
antialergi (Tewtrakul, 2007). Senyawa bioaktif hasil metabolisme sekunder dalam
tanaman dapat diperoleh melalui proses ekstraksi. Proses ekstraksi dapat
menggunakan 3 jenis pelarut dengan tingkat kepolaran yang berbeda, yaitu n-
heksana (nonpolar), kloroform (semipolar) dan etanol (polar). Perbedaan jenis
pelarut ini akan mempengaruhi karakteristik dari senyawa bioaktif yang terdapat
pada Temu Mangga yang dimungkinkan memiliki aktivitas sebagai antioksidan.

Pengujian terhadap aktivitas antioksidan dalam ekstrak Temu Mangga
diharapkan dapat menjadi parameter dalam pengobatan infertilitas. Salah satu
metode untuk mengukur besar aktivitas antioksidan dari suatu senyawa atau
ekstrak adalah dengan menggunakan senyawa 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl
(DPPH) dengan spektrofotometri karena merupakan metode yang sederhana,
mudah dan menggunakan sampel dalam jumlah sedikit dengan waktu yang

singkat (Hanani, 2005).



Salah satu parameter penting dibidang kesehatan reproduksi adalah
pencegahan terhadap infeksi mikroorganisme (Subandi, 2010). Oleh karena itu
selain aktivitas antioksidan, parameter penting dalam skrining obat untuk
infertilitas adalah aktivitas antifungi. Hal tersebut dikarenakan penyebab lain yang
dapat memicu terganggunya fertilitas seorang wanita adalah aktivitas jamur
patogen. Salah satu keluhan yang dijumpai pada wanita adalah keputihan
sebanyak 16%, yang tergolong Candida 53%, Trichomonas 3,1% dan yang
tergolong oleh Bakteri 40,1%. Candida merupakan kelompok yang paling umum
ditemukan pada penderita keputihan (Depkes, 2005).

Infeksi merupakan penyebab utama infertilitas yang dapat dicegah dan
diobati jika penanganan lebih dini. Temu-temuan diantaranya Temu Mangga ini
sering digunakan dalam pengobatan tradisonal (Hernani, 2002) diantaranya
mengobati keputihan, diare, obat jerawat dan gatal-gatal (Rukmana, 2004). Chen
et al., (2008) menyatakan kandungan senyawa dalam temu putih dan kunyit
mampu menghambat pertumbuhan S. aureus dan E. coli.

Respon daya hambat pertumbuhan jamur patogen yang dihasilkan
dipengaruhi oleh kandungan senyawa aktif yang terdapat dalam rimpang
Curcuma seperti minyak atsiri, alkaloid, flavonoid, tanin, kurkuminoid dan
terpenoid (Rukmana, 2004). Selanjutnya juga dilakukan uji KHM (Konsentrasi
Hambat Minimum dan KBM (Konsentrasi Bunuh Minimum), yaitu konsentrasi
antibakteri minimum yang dapat menghasilkan pertumbuhan bakteri terkecil,
dengan demikian dapat memanfaatkan rimpang Temu Mangga sebagai bahan

pengobatan infertilitas.



Penelitian ini dilakukan karena belum ditemukan informasi secara
spesifik mengenai kemampuan ekstrak rimpang Temu Mangga dalam berbagai
pelarut organik yang paling efektif dalam menghambat jamur pathogen uji serta
aktivitas antioksdiannya. Hal tersebut dikarenakan pemilhan pelarut penting
dalam proses pemisahan senyawa aktif dalam langkah awal proses standarisai
obat tradisional. Hasil dari penelitian ini diharapkan menjadi langkah awal untuk
proses standarisasi jamu Madura yang berkhasiat pada kesuburan, sehingga
pengobatan tradisional bisa diterima dalam system pengobatan modern dan
mampu meningkatkan kesehatan masyarakat.

1.2. Rumusan Masalah

Berdasarkan latar belakang diatas dapat ditarik rumusan masalah
sebagai berikut:

1. Apakah senyawa aktif yang terdapat pada ekstrak rimpang temu mangga
(Curcuma mangga Val.) dengan metode skrining fitokimia?

2. Apakah ada pengaruh ekstrak rimpang Temu Mangga (Curcuma mangga
Val.) dalam beberapa pelarut terhadap aktivitas antioksidan melalui
metode DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil)?

3. Apakah ada pengaruh ekstrak rimpang Temu Mangga (Curcuma mangga
Val.) dalam beberapa pelarut terhadap aktivitas antifungi terhadap jamur
Candida albicans?

1.3. Tujuan

Penelitian ini bertujuan untuk:



1. Mengetahui senyawa aktif yang terdapat pada ekstrak rimpang temu
mangga (Curcuma mangga Val.) dengan metode skrining fitokimia.

2. Mengetahui aktivitas antioksidan ekstrak rimpang Temu Mangga
(Curcuma mangga Val.) dalam beberapa pelarut organik.

3. Mengetahui aktivitas antifungi ekstrak rimpang Temu Mangga (Curcuma
mangga Val.) terhadap jamur Candida albicans.
1.4. Hipotesis
Hipotesis dalam penelitian adalah

1. Terdapat aktivitas antioksidan ekstrak Temu Mangga (Curcuma mangga
Val.) dalam beberapa pelarut organik.

2. Terdapat aktivitas antifungi ekstrak Temu Mangga (Curcuma mangga
Val.) terhadap jamur Candida albicans.

1.5. Manfaat
Manfaat yang dapat diperoleh yaitu:

1. Sebagai sumber informasi bagi mahasiswa, peneliti dan masyarakat
umum dalam memanfaat tanaman obat.

2. Sebagai sumber informasi ilmiah tentang potensi bahan alam Curcuma
manga yang digunakan sebagai bahan utama “jamu subur kandungan” asli
Madura.

3. Sebagai sumbangan kepada stakeholder (pemangku kepentingan) dan
para peneliti khususnya pemerintah Madura dan akademisi tentang

potensi tumbuhan obat dan jamu Madura sebagai produk unggulan lokal.



4. Sebagai dasar riset selanjutnya tentang pelarut terbaik yang dapat
digunakan dalam ekstraksi rimpang Temu mangga sebagai dasar
standarisasi obat tradisional.

1.6. Batasan Masalah
Batasan masalah dalam penelitian ini adalah:

1. Rimpang Temu Mangga (Curcuma mangga Val.) dalam penelitian ini
diperoleh dari UPT. Materia Medica, Batu.

2. Rimpang Temu Mangga (Curcuma mangga Val.) diekstrak menggunakan
pelarut dengan tingkat kepolaran yang berbeda, yaitu n-heksana
(nonpolar), kloroform (semipolar) dan etanol (polar).

3. Metode pengujian aktivitas antioksidan yang digunakan adalah metode
spektrofotometri menggunakan 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH).

4. Mikroba saluran reproduksi wanita yang digunakan dalam penelitan ini
adalah Candida albicans. Isolat jamur didapatkan dari Laboratorium
Mikrobiologi Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya Malang.

5. Metode uji aktivitas antimikroba yang digunakan dalam penelitian ini
adalah metode difusi dengan blank disk paper (kertas cakram) dan metode
mikrodilusi untuk menentukan konsentrasi hambat minium (KHM) dan
konsentrasi bunuh minimum (KBM).

6. Bahan pelarut ekstrak rimpang Temu Mangga (Curcuma mangga Val.)

adalah PEG 400 (Polietilen Glikol) dan Emulsifier Tween 80%



BAB I1
TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Temu Mangga (Curcuma mangga Val.)
2.1.1. Morfologi Tanaman Temu Mangga (Curcuma mangga Val.)

Allah B menumbuhkan berbagai macam tumbuhan di muka bumi. Setiap
jenis tumbuhan memiiki keanekaragaman morfologi berupa bentuk, ukuran dan

warna yang berbeda-beda. Allah Il telah menjelaskan dalam Q.S al-An’am (6): 99
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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 korma 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.” (Q.S al-an’am : 99).

Secara tersurat ayat tersebut tidak menyebutkan kata keanekaragaman
morfologi secara langsung, tetapi karakteristik dari aspek morfologi suatu
tumbuhan disebutkan dalam ayat ini. Hal tersebut ditunjukkan dengan adanya kata
“hijau” (wad), “biji-bijian” yang banyak (W) dan “tangkai-tangkai” yang
menulang (¢'s¥) . Kata “hijau” (x&a3), pada ayat tersebut secara morfologi

menunjukkan warna daun tumbuhan yang mayoritas berwarna hijau (Al-Mahally,



1990). Konteks yang ditekankan dalam penelitian ini berawal dari “tanaman yang
menghijau”. Salah satu contohnya adalah daun Temu Mangga (Curcuma
mangga). Dalam konteks biologi, daun yang menghijau ini disebabkan adanya
klorofil yang berperan dalam proses fotosintesis. Walaupun mayoritas daun
berwarna hijau, tetapi secara morfologi masing-masing daun berbeda baik dalam
bentuk, bagian-bagian daun, susunan tulang daun, warna maupun susunan daun
(Tjitrosoepomo, 1992).

Kata () bermakna “biji-bijian yang banyak”. Biji sebagai bentuk
morfologi suatu tanaman juga memiliki perbedaan yang menjadi ciri khas sutu
tanaman. Perbedaan tersebut yang menjadi ciri khas suatu tanaman. Perbedaan
tersebut dapat diketahui dengan adanya perbedaan warna, bentuk biji serta
susunan biji tersebut (Al-Mabhally, 1990). Pada umumnya biji terdiri dari kulit biji
(spermodermis), tali pusar (fenicullus) dan isi biji (nucleus seminis)
(Tjitrosoepomo, 1992).

Karakteristik morfologi lain yang ditunjukkan dalam ayat tersebut adalah
kata (0'5®) yang memiliki arti tangkai-tangkai. Kata tersebut dalam tafsir Jalalain
diartikan sebagai tunas-tunas buah yang tumbuh dari pucuknya (Al-Mahally,
1990). Tunas-tunas buah yang dimaksud dalam ayat tersebut yaitu bunga sebagai
alat reproduksi tumbuhan. Bunga merupakan salah satu bentuk luar dari suatu
tumbuhan yang terdiri dari mahkota, kelopak, putik dan benang sari. Morfologi
tumbuhan yang beranekaragam tidak hanya menjadi pembeda antar tumbuhan,
tetapi juga menentukan fungsi masing-masing dalam kehidupan tumbuhan

tersebut serta untuk mengetahui dari mana asal bentuk susunannya. Morfologi



yang berbeda pada setiap tumbuhan menjadi ciri khas suatu tanaman
(Tjitrosoepomo, 1992).

Ciri morfologi tanaman Temu Mangga (Curcuma mangga) menurut
(Newman et al., 2004) adalah termasuk tanaman tahunan yang bersosok semak.
Tingginya sekitar 50 sampai 75 cm. Temu Mangga ini memiliki bagian-bagian
tumbuhan seperti rimpang, akar, batang, daun dan bunga. Morfologi tanaman
Temu Mangga (Curcuma mangga) disajikan pada gambar 2.1. Ciri khas tanaman
ini adalah rimpangnya (yang berwarna kuning dan berbintik seperti jahe) memiliki
bau khas seperti bau mangga. Rimpangnya terasa manis diselingi sedikit rasa agak
pahit-pahit. Tetapi tetap segar dan pastinya berkhasiat. Herba dengan rimpang
bercabang, bagian luar kekuningan, bagian atas putih, bagian dalam berwarna
kuning lemon sampai kuning seperti sulfur dengan warna putih di bagian layer.
Kulit rimpang berwarna putih kekuningan pada kondisi segar dan menjadi kuning
pada kondisi kering (Gambar 2.2.) (Sudewo, 2006).

Sistem perakaran tanaman termasuk akar serabut. Akar melekat dan keluar
dari rimpang induk. Panjang akar sekitar 25 cm dan letaknya tidak beraturan
Tingginya sekitar 50 sampai 75 cm dan berwarna putih.Batang semu, tegak,
lunak, batang di dalam tanah membentuk rimpang, hijau. Susunan daun tunggal,
berpelepah, lonjong, tepi rata, ujung dan pangkal meruncing, panjang + 1 m, lebar
10-20 cm, pertulangan menyirip, hijau. Pelepah daun panjang 30-65 cm, daun
lonjong-menjorong sampai lonjong-melanset sungsang, 15-95 cm x 5-23 c¢m,
hijau; Daunnya berbentuk bulat agak lonjong dengan panjang daun sekitar 30

sampai 45 cm dan lebarnya 7,5 sampai 13 cm (Sudewo, 2006).



Gambar 2.1. Morfologi Temu Mangga (Curcumae mangga Val.) (Velayudhan et
al., 1999)

Bunga Kunir putih muncul dari bagian ujung batangnya. Pembungaan
pada tunas yang tersendiri, daun gagang hijau, daun gagang yang menyerupai
bunga (coma bracts) putih di bagian dasar, ungu ke arah atas; Mahkota: panjang
3-4 c¢cm, putih; labellum (bibir bunga) 15-25 mm x 14-18 mm, putih dengan pita
tengah kuning, staminodes yang lain lipatan membujur, putih, Kepala sari

panjang, dengan taji sempit terbelah, benang sari menernpel pada mahkota, putih,



putik silindris, kepala putik bulat, kuning, mahkota lonjong, putih. Buah: Kotak,

bulat, hijau kekuningan. sedangkan bijinya: bulat dan coklat (Sudewo, 2006).

Gambar 2.2. Rimpang Temu Mangga (Garis oranye merepresentasikan 1 cm)
2.1.2. Taksonomi Tanaman Temu Mangga (Curcumae manga Val)
Taksonomi tanaman Temu Mangga (Curcuma mangga Val) adalah
sebagai berikut :

Kingdom; Plantae
Sub Kingdom; Tracheobionta
Super Divisi; Spermatophyta
Divisi; Magnoliophyta
Kelas; Liliopsida
Sub Kelas; Zingiberidae
Bangsa; Zingiberales
Suku; Zingiberaceae
Marga; Curcuma
Jenis; Curcuma mangga Val (Bisby, 2007)

Nama lain Curcuma mangga Val diantaranya Temu Mangga, Kunyit

Putih, Kunir Putih,Temu Bayangan, Temu Poh (Jawa) Temu Pauh (Malaysia),



Kha Min Khao (Thailand), Temu Pao (Madura), Temu Mangga, Temu Putih
(Melayu), Koneng Joho, Koneng Lalap, Konneng Pare, Koneng lalab (Sunda)
(Hariana, 2006).

2.1.3. Habitat Tanaman Temu Mangga (Curcumae manga Val)

Temu Mangga (Curcuma mangga Val) merupakan salah satu jenis temu
yang tumbuh di Indonesia. Selain di Indonesia, Temu Mangga juga dijumpai di
daerah sekitar ekuatorial lainnya seperti Malaysia (dikenal dengan sebutan temu
pauh) dan Thailand (kha min khao) (Tedjo, 2005). Penyebaran yang diketahui dari
tanaman ini adalah ditanam (dikultivasi) di Thailand, Semenanjung Malaysia dan
Jawa. Temu Mangga dikultivasi di tanah yang subur, dengan ketinggian di atas
1000 m dpl. Habitus: Semak, tinggi 1-2 m. Cara pembiakan tanaman ini adalah
dengan rimpang atau anakan rimpang yang telah berumur 9 bulan. Pembiakan
dengan rimpang muda akan mudah terserang penyakit. Tanaman ini tumbuh subur
jika ditanam di media tanam atau tanah gembur yang mengandung bahan organik
tinggi dan sinar matahari yang cukup atau di tempat yang terlindung
(Policegoudra & Aradhya, 2007).

Temu Mangga seperti halnya temu-temuan lain dapat tumbuh dan
berproduksi dengan baik di dataran rendah sampai pada ketinggian 1000 m di atas
permukaan air laut, dan ketinggian optimum 300-500 m. Kondisi iklim yang
sesuai untuk budidaya Temu Mangga yaitu dengan curah hujan 1000-2000 mm
(Gusmaini et al., 2004). Tumbuh pada berbagai jenis tanah, untuk menghasilkan
produksi yang maksimal membutuhkan tanah dengan kondisi yang subur, banyak

bahan organik, gembur dan berdrainase baik (tidak tergenang) (Sudiarto et al.,



1998). Temu Mangga merupakan tanaman asli daerah Indo-Malesian yaitu di
daerah tropis dan subtropis India. Adapun penyebarannya dari Indo-China,
Taiwan, Thailand, Pasifik hingga Australia Utara (Ibrahim et al., 1999).
2.1.4. Kandungan dan Manfaat Tanaman Temu Mangga (Curcuma mangga
Val.)
Setiap makhluk hidup di muka bumi ini tidak diciptakan dalam keadaan
yang sia-sia. Semuanya diciptakan dengan bekal manfaat untuk kehidupan
manusia, asalkan manusia mau berfikir. Sebagaimana firman Allah B dalam surat

Al-Imran 190-191:
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Artinya : “Sesungguhnya dalam penciptaan langit dan bumi, dan silih
bergantinya malam dan siang terdapat tanda-tanda bagi orang-orang
yang berakal, (yaitu) orang-orang yang mengingat Allah sambil
berdiri atau duduk atau dalam keadan berbaring dan mereka
memikirkan tentang penciptaan langit dan bumi (seraya berkata): "Ya
Tuhan Kami, Tiadalah Engkau menciptakan ini dengan sia-sia, Maha
suci Engkau, Maka peliharalah Kami dari siksa neraka.” (Q.S Ali
Imran :190-191)

Berdasarkan ayat-ayat al-quran tersebut, dapat diartikan bahwa setiap
makhluk hidup, termasuk tumbuh-tumbuhan yang ditumbuhkan oleh Allah W
tidak pernah benilai sia-sia karena senantiasa dibekali dengan manfaat, terutama
bagi kehidupan manusia. Oleh karena itu manusia hendaknya memperhatikan hal

tersebut. Allah l menumbuhkan berbagai tumbuhan yang baik bukan berarti



hanya baik dalam segi morfologi saja, akan tetapi juga baik dan bermanfaat bagi
kehidupan manusia termasuk sebagai obat.

Berbagai tumbuhan dapat dimanfaatkan sebagai obat tradisional karena
didalamnya mengandung sejumlah zat aktif yang mampu bekerja untuk
memperbaiki kondisi tubuh yang sakit. Salah satu contohnya adalah tanaman
Temu Mangga (Curcuma mangga Val.). Temu Mangga berkhasiat sebagai
penurun panas (antipiretik), penangkal racun (antitoksik), pencahar (laksatif), dan
antioksidan. Khasiat lainnya untuk mengatasi kanker, sakit perut, mengecilkan
rahim setelah melahirkan, mengurangi lemak perut, menambah nafsu makan,
menguatkan syahwat, gatal-gatal pada vagina, gatal-gatal (pruritis), luka, sesak
napas (asma), radang saluran napas (bronkitis), demam, kembung, dan masuk
angin (Hariana,2006).

Komponen utama rimpang Temu Mangga atau kunir putih yang ditemukan
sejauh ini adalah mirsene (81,4%), Minyak asiri (0,28%), dan kurkuminoid (3%).
Untuk komponen utama minyak atsiri Temu Mangga adalah golongan
monoterpen hidrokarbon, dengan komponen utamanya mirsen (78,6%), -0simen
(5,1%), B-pinen (3,7%) dan a-pinen (2,9%) (Wong et al.., 1999), dan senyawa
yang memberikan aroma seperti mangga adalah §-3-karen dan (Z)-B-osimen
(Hernani, 2001).

Kandungan kimia lainnya curcumanggoside, bersama dengan sembilan
senyawa yang dikenal, termasuk labda-8, 12-diena-15,16-dial, calcaratarin A,
zerumin B, scopoletin, demethoxycurcumin, bisdemethoxycurcumin, curcumin,

dan asam p-hydroxycinnamic yang telah diisolasi dari rimpang Curcuma mangga



(Abas et al., 2005). Demethoxycurcumin, dan Bisdemethoxycurcumin. Dari
fraksi heksana dan etil asetat menghasilkan isolasi dari tujuh senyawa murni, yaitu
(E)-labda-8,12-dien-15,16-dial, (E)-15,16-bisnor-labda-8, 11-dien-13- pada,
zerumin A dan fB-sitosterol (Malek, 2011). Selain itu dari beberapa hasil isolasi
tanaman Temu Mangga didapatkan senyawa yaitu 8,12-epoxygermacra-1(10),
4,7,11-tetraen-6-one (1), 8,12-epoxygermacra-1(10), 4,7,11-tetraene (2),
cyclohexanecarboxylic acid methyl ester (3), isopulegol (4), 2-menthen-1-ol (5),
menth-1-en-9-ol (6), octahydrocurcumin (7), labda-8(17)-12-diene-15, 16-dial
(8), and coronadiene (9) (Liu, 2012).

Temu Mangga mengandung bahan aktif triterpenoid saponin. Dalam
kajian fertilitas, komposisi triterpenoid saponin ini sangat dibutuhkan untuk
melindungi sel-sel granulosa. Hal tersebut dikarenakan pada sel-sel granulosa
terdapat reseptor-reseptorhormon LH-FSH. Sebagaimana yang dinyatakan oleh
Suheimi (2007), bahwa reseptor FSH hanya ditemukan di sel-sel granulosa yang
penting untuk mengendalikan perkembangan folikel. Selain FSH sebagai regulator
utama perkembangan folikel dominan, growth factor yang dihasilkan oleh folikel
dapat bekerja melalui mekanisme autokrin dan parakrin, memodulasi kerja FSH,
dan menjadi faktor penting yang berpengaruh.

2.2. Preparasi Sampel

Preparasi sampel dimulai dengan tahap determinasi tanaman untuk
memastikan kebenaran simplisia yang digunakan dalam penelitian. Prose
pembuatan simplisia dimulai dari panen, sortasi, penimbangan, pencucian dan

perajangan, 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.

Sampel 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, 1995). 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.

2.3. Ekstraksi

Ekstraksi adalah suatu proses pemisahan dari bahan padat maupun cair
dengan bantuan pelarut. Pelarut yang digunakan harus dapat mengekstrak
substansi yang diinginkan tanpa melarutkan material lainnya. Ekstraksi
merupakan proses pemisahan suatu bahan dari campurannya, ekstraksi dapat
dilakukan dengan berbagai cara. Ekstraksi menggunakan pelarut didasarkan pada
kelarutan komponen terhadap komponen lain dalam campuran (Suyitno et
al.1989).

Hasil ekstrak yang diperoleh akan tergantung pada beberapa faktor
antara lain kondisi alamiah senyawa tersebut, metode ekstraksi yang digunakan,
ukuran partikel sampel, kondisi dan waktu penyimpanan, lama waktu ekstraksi,
dan perbandingan jumlah pelarut terhadap jumlah sampel (Darusman et al. 1995).
Sedangkan, metode ekstraksi yang digunakan tergantung dari beberapa faktor,
antara lain tujuan ekstraksi, skala ekstraksi, sifat-sifat komponen yang akan
diekstrak dan sifat-sifat pelarut yang digunakan. Metode umum ekstraksi yang
dapat dilakukan terdiri dari ekstraksi dengan pelarut, destilasi, supercritical
fluidextraction (SFE), pengepresan mekanik dan sublimasi (Houghton, 1998).

Penelitian ini menggunakan metode maserasi karena metode tersebut
merupakan salah satu metode umum dalam proses ekstraksi bahan alam, selain itu

metode tersebut merupakan metode yang sederhana dan mudah (Setiawan, 2014).



Prinsip ekstraksi maserasi adalah pengikatan/pelarutan zat aktif berdasarkan sifat
kelarutannya dalam suatu pelarut (like dissolved like). Pelarut akan masuk ke
dalam sel melewati dinding sel, sehingga isi sel akan larut dalam pelarut karena
adanya perbedaan konsentrasi antara larutan di dalam sel dengan di luar sel.
Larutan yang konsentrasinya tinggi akan terdesak keluar dan diganti oleh pelarut
dengan konsentrasi rendah (proses difusi). Peristiwa tersebut akan berlangsung
secara terus-menerus sampai terjadi keseimbangan konsentrasi antara larutan di
luar sel dan di dalam sel (Medicafarma dalam Zamrodi, 2011). Proses maserasi
akan memberikan efektifitas yang tinggi dengan memberikan kelarutan seyawa
alam terhadap pelarut (Darwis, 2000). Namun, kerugian metode ini Yyaitu
pengerjaannya lama dan penyariannya kurang sempurna (Endah, 2008).

Hal yang lain adalah pemilihan pelarut. Guenther (2011) menyatakan
faktor yang paling menentukan berhasilnya proses ekstraksi adalah mutu dari
pelarut yang dipakai. Pelarut yang ideal harus memenuhi syarat sebagai berikut:

1. Harus melarutkan semua zat dengan cepat dan sempurna, dan sedikit
mungkin melarutkan bahan seperti: lilin, pigmen, senyawa albumin
dengan perkataan lain pelarut harus selektif.

2. Harus mempunyai titik didih yang cukup rendah, agar pelarut mudah
diuapkan tanpa menggunakan suhu tinggi, namun titik didih tadi tidak
boleh terlalu rendah, karena akan mengakibatkan hilangnya pelarut
akibat pengupan.

3. Pelarut tidak boleh larut dalam air



4. Pelarut harus bersifat inert, sehingga tidak bereaksi dengan komponen
bahan

Suatu senyawa menunjukkan kelarutan yang berbeda-beda dalam pelarut
yang berbeda. Bahan dan senyawa kimia akan mudah larut pada pelarut yang
relatif sama kepolarannya. Derajat polaritas tergantung pada tahapan dielektrik,
makin besar tahapan dielektrik semakin polar pelarut tersebut (Nur, 1989).

Beberapa pelarut organik dan sifat fisiknya dapat dilihat pada Tabel 2.1.
Pelarut yang bersifat polar, mampu mengekstrak senyawa alkaloid
kuartener, komponen fenolik, karotenoid, tannin, gula, asam amino, dan glikosida
(Harborne, 1987). Penelitian dari Matanjun et al., (2008) membuktikan bahwa
rumput laut memiliki kadar senyawa fenolik (total fenol) yang berbeda-beda
tergantung jenis pelarut dan metode ekstraksi serta spesies rumput laut itu sendiri.

Tabel 2.1. Konstatnta dielektrikum dan tingkat kelarutan beberapa pelarut

dalam air.
Jenis pelarut Konstanta dielektrikum Tingkat kelarutan
dalam air

Heksana 1,89 TL

Protelium eter 1,9 TL

Benzena 2,28 TL

Toluena 2,38 TL

Kloroform 4,81 S

Etil asetat 6,02 S

Metil Asetat 6,68 S

Metilen klorida 9,08 S

Butanol 15,80 S

Propanol 20,1 S

Aseton 20,70 L

Etanol 24,30 L

Metanol 33,60 L

Air 78,4 L




Keterangan: TL = tidak larut; S = sedikit; L= larut dalam berbagai proporsi
(Ham,2006).

Penelitian ekstrasi bahan bioaktif dari rimpang temulawak telah dilakukan
Sukardi (2002) dengan menggunakan heksan, etil asetat, etanol dan metanol.
Berdasarkan uji kemampuan menangkap radikal (Radical Scavenging Activity)
diperoleh secara berturut-turut bahwa ekstrak etanol lebih kuat dari pada ekstrak
etil asetat, ekstrak metanol dan ekstrak heksan (Sukardi, 2002).

Penelitian ini menggunakan sediaan dalam bentuk ekstrak dalam pelarut
dengan tingkat kepolaran yang berbeda, yaitu n-heksana (nonpolar), kloroform
(semipolar) dan etanol/metanol (polar). Pada prinsipnya suatu bahan akan mudah
larut dalam pelarut yang sama polaritasnya (Sudarmadji et al., 1989) sehingga
akan mempengaruhi sifat fisikokimia ekstrak yang dihasilkan (Septiana, 2012)
sehingga mempengaruhi aktivitas antioksidan dan antifungi.

2.4. Aktivitas Antioksidan Secara in Vitro

Antioksidan merupakan substansi nutrisi maupun non-nutrisi yang
terkandung dalam bahan pangan yang mampu mencegah atau memperlambat
terjadinya proses oksidasi. Antioksidan sangat bermanfaat bagi kesehatan dan
kosmetik (Tamat et al., 2007) serta berperan penting dalam mempertahankan
mutu produk pangan (Heo et al., 2005). Antioksidan merupakan senyawa
pemberi elektron (electron donor) atau reduktan. Senyawa ini memiliki berat
molekul Kkecil, tetapi mampu menginaktivasi berkembangnya reaksi oksidasi,

dengan cara mencegahnya terbentuknya radikal (Winarsi, 2007).



Antioksidan juga merupakan senyawa yang dapat mencegah reaksi
oksidasi, dengan mengikat radikal bebas dan molekul yang sangat reaktif.
Akibatnya kerusakan sel dapat dihambat (Winarsi, 2007). Radikal bebas adalah
senyawa kimia yang memiliki satu atau lebih elektron tidak berpasangan pada
orbital terluarnya, sehingga dapat menyerang senyawa-senyawa lain seperti DNA,
membran lipid, dan protein. Radikal ini akan merebut elektron dari molekul lain
yang ada disekitarnya untuk menstabilkan diri, sehingga spesies kimia ini sering
dihubungkan dengan terjadinya kerusakan sel, kerusakan jaringan, dan proses
penuaan (Halliwell, 1999).

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). 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).

Antioksidan sintetik yang diizinkan penggunaannya untuk makanan dan
penggunaannya telah sering digunakan seperti butylated hydroxyanisol (BHA),
butylated hydroxytoluene (BHT), tertbutyl-hydroquinone (TBHQ) dan propyl
gallate (PG). Antioksidan sintetik bersifat karsinogenik dan dapat menimbulkan
kerusakan hati (Heo et al., 2005), sehingga permintaan terhadap antioksidan alami
terus mengalami peningkatan. Antioksidan alami banyak ditemukan dalam
sayuran dan buah-buahan. Komponen yang terkandung didalamnya adalah

vitamin C, vitamin E, pB-karoten, flavonoid, isoflavon, flavon, antosianin, katekin,



isokatekin, asam lipoat, bilirubin dan albumin, likopen dan klorofil (Winarsi,
2007).

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, 2007).

2.4.1. Mekanisme Senyawa Antioksidan

Aktivitas penghambatan antioksidan dalam reaksi oksidasi berdasarkan
keseimbangan reaksi keseimbangan reaksi oksidasi reduksi. Molekul antioksidan
akan bereaksi dengan radikal bebas (R*) dan membentuk molekul yang
tidak reaktif (RH) dan dengan demikian reaksi berantai pembentukan radikal
bebas dapat dihentikan (Belitz, 1999).

Antioksidan yang baik akan bereaksi dengan radikal bebas segera setelah
senyawa tersebut terbentuk. Mekanisme antioksidan dalam menghambat
oksidasiatau menghentikan reaksi berantai pada radikal bebas dari lemak yang
teroksidasi, dapa disebabkan oleh 4 macam mekanisme reaksi (Ketaren, 1986),
yaitu (1) pelepasan hidrogen dari antioksidan, (2) pelepasan elektron dari
antioksidan, (3) addisi lemak ke dalam cincin aromatik pada antioksidan, dan (4)
pembentukan senyawa kompleks antara lemak dan cincin aromatik dari
antioksidan.

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
dibanding radikal lipida (Trilaksani, 2003). Menurut Gordon (1990) dalam
Trilaksani (2003) fungsi kedua merupakan fungsi sekunder antioksidan, yaitu
memperlambat laju autooksidasi dengan berbagai mekanisme diluar 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.
Penambahan tersebut dapat menghalangi reaksi oksidasi pada tahap inisiasi
maupun propagasi (Gambar 2.3). Radikal-radikal antioksidan (A°®) yang terbentuk
pada reaksi tersebut relatif stabil dan tidak mempunyai cukup energy untuk dapat
bereaksi dengan molekul lipida lain membentuk radikal lipida baru (Trilaksani,
2003).

Inisiasi :R*®*+ AH —RH+A®

Propagasi : ROO®* + AH — ROOH + A®
Gambar 2.3 Reaksi penghambatan antioksidan primer terhadap radikal lipida
(Trilaksani, 2003)

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 2.4 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 antioksidan tersebut menjadi prooksidan (suatu zat yang dapat
menyebabkan kerusakan oksidatif) (Gambar 2.5). Pengaruh jumlah konsentrasi
pada laju oksidasi tergantung pada struktur antioksidan, kondisi dan sampel yang
akan diuji (Gordon, 1990 dalam Trilaksani, 2003).

AH + 02 — A® + HOO®

AH + ROOH — RO®* + H20 + A°®
Gambar 2.5 Antioksidan bertindak sebagai prooksidan pada konsentrasi tinggi
(Gordon, 1990 dalam 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).

2.4.2. Metode Pengujian Aktivitas Antioksidan dengan Metode DPPH (1,1-
difenil-2- pikrilhidrazil)

Metode pengujian aktivitas antioksidan dikelompokkan menjadi 3
golongan. Golongan pertama adalah Hydrogen Atom Transfer Methods (HAT),
misalnya Oxygen Radical Absorbance Capacity Method (ORAC) dan Lipid
Peroxidation Inhibition Capacity Assay (LPIC). Golongan kedua adalah Electron
Transfer Methods (ET), misalnya Ferric Reducing Antioxidant Power (FRAP)
dan 1,1-diphenyl-2-picrylhydraziln (DPPH) Free Radical Scavenging Assay.
Golongan ketiga adalah metode lain seperti Total Oxidant Scavenging Capacity
(TOSC) dan Chemiluminescence (Badarinath et al., 2010).

Salah satu metode yang paling umum digunakan untuk menguji aktivitas
antioksidan adalah dengan menggunakan radikal bebas 1,1-diphenyl-2-
picrylhydrazil (DPPH). Pengukuran antioksidan dengan metode DPPH merupakan
metode pengukuran antioksidan yang sederhana, cepat dan tidak membutuhkan
banyak reagen seperti halnya metode lain. Hasil pengukuran dengan metode
DPPH menunjukkan kemampuan antioksidan sampel secara umum, tidak berdasar
jenis radikal yang dihambat (Juniarti et al., 2009). Pada metode lain selain DPPH

membutuhkan reagen kimia yang cukup banyak, waktu analisis yang lama, biaya



yang mahal dan tidak selalu dapat diaplikasikan pada semua sampel (Badarinath
etal., 2010).

Larutan DPPH dalam metode ini berperan sebagai radikal bebas yang
akan bereaksi dengan senyawa antioksidan sehingga DPPH akan berubah
menjadi 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazin yang bersifat non-radikal. Peningkatan
jumlah 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazin akan ditandai dengan berubahnya warna
ungu tua menjadi warna merah muda atau kuning pucat dan dapat diamati
menggunakan spektrofotometer sehingga aktivitas peredaman radikal bebas oleh
sampel dapat ditentukan (Molyneux, 2004). Strukur DPPH radikal bebas dan

DPPH vyang telah bereaksi dengan antioksidan disajikan pada Gambar 2.6.
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(Molyneux, 2004).

Gambar 2.3 Struktur DPPH dan DPPH tereduksi hasil reaksi dengan antioksidan
Pengukuran aktivitas antioksidan dengan metode DPPH menggunakan

prinsip spektrofotometri. Senyawa DPPH dalam metanol berwarna ungu tua

terdeteksi pada panjang gelombang sinar tampak sekitar 515-517 nm. Parameter

untuk menginterpretasikan hasil pengujian DPPH adalah dengan nilai 1Cs

(Inhibitor Concentration). ICsy merupakan konsentrasi larutan substrat atau

sampel yang mampu mereduksi aktivitas DPPH sebesar 50%. Semakin kecil nilai



ICso berarti semakin tinggi aktivitas antioksidan. Kategori nilai 1Cs, dapat dilihat
pada tabel 2.2. berikut (Jun, 2003)

Tabel 2.2 Nilai IC5ydan Kateori Kekuatan Aktivitas antioksidan

Konsentrasi 1Csg Kategori Aktivitas
(ppm) Antioksidan
<50 Kuat
51-100 Aktif
101 - 250 Sedang
251 — 500 Lemah
» 500 Tidak aktif

2.5. Aktivitas Antifungi

Penggunaan senyawa antifungi khususnya yang alami, secara umum
meningkat dari tahun ke tahun. Senyawa antifungi merupakan senyawa yang
mempunyai kemampuan menghambat pertumbuhan mikroorganisme. Senyawa
antifungi yang terkandung dalam berbagai jenis ekstrak tanaman diketahui dapat
menghambat beberapa mikroorganisme patogen maupun perusak pangan (Branen,
1993). Senyawa antifungi yang berasal dari tanaman, sebagian besar diketahui
merupakan metabolit sekunder tanaman, terutama golongan fenolik dan terpena.
Sebagian besar metabolit sekunder dibiosintesis dari banyak metabolit primer
seperti dari asam-asam amino, asetil ko-A, asam mevalonat, dan metabolit antara
(Helbert, 1995). Ditambahkan oleh Nychas dan Tassou (2000), beberapa senyawa
yang bersifat antifungi alami berasal dari tanaman diantaranya adalah fitoaleksin,
asam organik, minyak essensial (atsiri), fenolik dan beberapa kelompok

pigmen tanaman atau senyawa sejenis.



Mikroorganisme dapat menyebabkan infeksi, menimbulkan penyakit, dan
merusak bahan pangan. Mikroorganisme dapat dihilangkan, dihambat dan
dibunuh dengan cara fisik maupun kimia. Senyawa antifungi adalah zat yang
dapat menghambat pertumbuhan mikroorganisme dan dapat digunakan untuk
penelitian pengobatan infeksi pada manusia, hewan dan tumbuhan.
Antimikroba meliputi antifungi, antibakteri, antiprotozoa dan antivirus (Inayati,
2007).

2.5.1. Uji Aktivitas Antifungi Secara In Vitro

Kusmiyati dan Agustini (2006) menyatakan, pengukuran aktivitas
antibakteri dapat dilakukan dengan metode difusi dan metode pengenceran.
Metode difusi merupakan salah satu metode yang sering digunakan, metode difusi
dapat dilakukan 3 cara yaitu metode silinder, lubang dan cakram kertas. Metode
pengenceran yaitu mengencerkan zat antifungi dan dimasukkan ke dalam tabung-
tabung reaksi steril. Ke dalam masing-masing tabung itu ditambahkan sejumlah
mikroba uji yang telah diketahui jumlahnya. Pada interval waktu tertentu,
dilakukan pemindahan dari tabung reaksi ke dalam tabung-tabung berisi media
steril yang lalu diinkubasikan dan diamati penghambatan pertumbuhan.

Seleksi aktivitas antibakteri dengan difusi sumur dan difusi cakram
digunakan sebagai uji pendahuluan. Metode ini dipengaruhi oleh ketebalan
lapisan agar dan volume ekstrak yang terserap dalam cakram (Dorman dan Deans,
2000). Metode cakram kertas yaitu meletakkan cakram kertas yang telah direndam

larutan uji di atas media padat yang telah diinokulasi dengan bakteri. Setelah



diinkubasi, pertumbuhan bakteri diamati untuk melihat ada tidaknya daerah
hambatan disekeliling cakram (Kusmiyati dan Agustini, 2006).

Penghambatan mikroorganisme oleh suatu senyawa antibakteri dinyatakan
dengan nilai MIC (Minimum Inhibitory Consentration) yaitu konsentrasi terendah
yang dapat menghambat pertumbuhan mikroorganisme sebanyak 90 % dari
inokulum asal selama inkubasi 24 jam (Cossentio et al.,1999). Nilai MIC dan
MFC (Minimum Fungicidal Concentration) senyawa antibakteri dari ekstrak
rempah-rempah maupun tanaman berbeda-beda bergantung pada jenis
mikroorganisme dan senyawa antifungi.

2.6. Candida albicans

Candida albicans merupakan cendawan dimorfik karena kemampuannya
untuk tumbuh dalam dua bentuk yang berbeda, yaitu sebagai sel tunas yang akan
berkembang menjadi blastospora (sel khamir) dan sebagai hifa yang akan
membentuk pseudohifa (Simatupang, 2009).

Spesies anaerobic fakultatif yang dijumpai di usus termasuk jamur
Candida albicans. pH dalam vagina terpelihara vyaitu berkisar 4,4-4,6.
Mikroorganisme yang mampu berkembang biak pada pH rendah ini dijumpai
dalam vagina yaitu jenis jamur Candida albicans dan sejumlah besar bakteri
anaerobic (Pelczar, 2009).

2.6.1. Klasifikasi Candida albicans
Kerajaan: Fungi
Filum : Ascomycota

Subfilum: Saccharomycotina



Kelas : Saccharomycetes
Ordo : Saccharomycetales
Family : Saccharomycetaceae
Genus : Candida
Spesies: Candida albicans

Sinonim : Candida stellatoidae dan Oidium albicans (Hendarwati, 2008)
2.6.1.1. Morfologi Candida albicans

Candida albicans merupakan jamur dimorfik yaitu jamur yang
mempunyai dua morfologi, kedua morfologi itu adalah bentuk ragi dan bentuk
hifa atau miselial (Chaffin et al., 1998). Pada keadaan normal yaitu pada suhu
37°C dengan pH yang relatif rendah, Candida albicans berada dalam bentuk ragi,
yang merupakan sel tunggal. Dalam bentuk ini, Candida albicans bereproduksi
dengan membentuk blastospora, yaitu spora yang dibentuk dengan pembentukan
tunas. Dalam proses ini, sel ragi Candida albicans membentuk tunas yang
kemudian tumbuh semakin besar dan akhirnya melepaskan diri melalui proses
budding. Pada pengamatan secara mikroskopik, sel ragi Candida albicans dapat
terlihat dalam bentuk bertunas tunggal ataupun multipel ditunjukkan gambar 2.4.

(Winata, 2006).



50 um

Gambar 2.4. Morfologi Candida albicans

Hasil terbaik untuk pemeriksaan mikroskopis terhadap Candida albicans
diperoleh bila isolasi (inkubasi) berasal dari cornmeal tween 80 agar dan pada
suhu 25° C selama 72 jam (DayJo, 2003). Candida albicans memperlihatkan
sekelompok blastokonidia yang berbentuk bulat di sepanjang hifa dan terutama
pada bagian septum. Selain itu juga dapat dilihat hifa serta hifa semu. Candida
albicans, bersama dengan Candida dubliniensis, adalah dua jenis Candida spp.
yang memperlihatkan spora tipe aseksual vyaitu klamidokonidium.
Klamidokonidia berbentuk bulat besar dengan dinding tebal dan berada di
terminal (DayJo, 2003).
2.6.1.2. Struktur Fisik Candida albicans

Dinding sel C. albicans memiliki dua fungsi, yaitu sebagai pelindung
dan juga sebagai target dari beberapa antimikotik. Selain itu, dinding sel juga
berperan dalam proses penempelan dan kolonisasi serta bersifat antigenik. Dari
semua fungsi tersebut, fungsi utama dinding sel adalah memberi bentuk pada sel

dan melindungi sel ragi dari lingkungannya. Melalui pemeriksaan di bawah



mikroskop elektron, dinding sel C. albicans memiliki struktur yang berlapis-
lapis, maksimal 6 lapis dengan ketebalan yang berbeda — beda, tebalnya 100
sampai 400 nm dan dipengaruhi oleh usia serta lingkungan pertumbuhannya
(Odds, 1988).

Komponen utama dinding sel Candida albicans adalah glukan, kitin dan
manoprotein (Chaffin et al., 1998). Komponen terbanyak adalah manoprotein
(manan yang berikatan dengan protein) dengan jumlah sekitar 15-30% dari berat
kering dinding sel, sedangkan komponen lainnya memiliki komposisi seperti
berikut : 1,3-D-glukan dan 1,6-D-glukan sekitar 47-60%, Kkitin sekitar 0,6-9%,
protein 6-25% dan lipid 1-7% (Odds, 1988). Disamping itu juga terdapat
komponen minor yaitu lemak dan garam anorganik. Komposisi dinding sel pada
sel ragi dan hifa relatif sama (Marcilla, 1998).

Glucans memiliki beberapa peran berbeda dalam fisiologi Candida
albicans, namun yang terpenting adalah fungsi strukturalnya. Kitin, walaupun
merupakan komponen yang paling sedikit, namun memiliki peran penting dalam
menjaga integritas struktur dinding sel (Marcilla, 1998). Manoprotein dan protein
lain tersusun dominan di lapisan luar dinding sel dan sebagian terdistribusi di
seluruh lapisan dinding sel, termasuk di bagian dalam.

Manoprotein menempel secara kovalen pada rangka (-glucans dan
protein. Manoprotein merupakan pencetus respon imun pada inang selama
kandidiasis dan diduga terlibat dalam menentukan morfologi sel. Manoprotein
mempunyai aktivitas imunomodulasi terhadap respon imun tubuh inang sehingga

dapat mengatur seluruh sistem imun, termasuk natural Killer cell, sel fagositik



(makrofag), respon imun seluler dan respon imun humoral (Marcilla, 1998).
Lapisan luar dinding sel dapat membentuk fimbria, yang terutama tersusun oleh
glikoprotein. Fimbria terdapat pada bentuk ragi dan miselium. Fimbria dapat
menjadi perantara dalam adhesi Candida alcibans pada reseptor glikosfingolipid
di permukaan sel epitel manusia (Chaffin et al., 1998).
2.6.1.3. Jenis Antifungi dan Mekanisme Antifungi Terhadap Candida

albicans

Menurut Brunton (2006), jenis antifungi dibagi menjadi dua, yaitu:
1. Fungistatik

Bahan antifungi  memilki kemampuan untuk  mengahambat
perkembangbiakan fungi. Jika bahan antifungi dihilangkan, perkembangbiakan
fungi berjalan kembali.
2. Fungisidal

Bahan antifungi memiliki kemampuan untuk membunuh fungi.Jka bahan
fungi dihilangkan, perkembangbiakan tidak berjalan kembali.

Menurut Brunton (2006), mekanisme antifungi dapat dibagi menjadi
enam vyaitu:

1. Kerusakan pada dinding sel

Struktur dinding sel dapat dirusak dengan cara menghambat
pembentukannya atau mengubahnya setelah terbentuk.
2. Perubahan permeabilitas membran sel

Membran sitoplasma mempertahankan bahan-bahan tertentu di dalam sel

serta mengatur aliran keluar masuknya bahan-bahan tertentu di dalam sel lain.



Membran sel memelihara integritas komponen-komponen seluler. Kerusakan pada
sel ini akan mengkibatkan terhambatnya pertumbuhan sel atau matinya sel.
3. Perubahan Molekul Protein dan Asam Nukleat
Hidupnya suatu sel bergantung pada terpeliharanya molekul-molekul

protein dan asam nukleat dalam keadaan alamiahnya. Kondisi atau substansi yang
mengubah keadaan ini yaitu mendenaturasikan protein dan asam nukleat dapat
merusak sel tanpa dapat diperbaiki kembali. Suhu tinggi dan konsentrasi zat
beberapa zat kimia dapat mengakibatkan koagulasi (denaturasi) irreversible (tak
dapat kembali) komponen-komponen seluler yang vital ini.
4. Penghambat Kerja Enzim

Setiap enzim dari beratus -ratus enzim bebeda-beda yang ada di dalam sel
merupakan sasaran potensial bagi bekerjanya suatu penghambat. Banyak zat
kimia. telah diketahui dapat mengganggu reaksi biokimia. Penghambatan ini dapat
mengakibatkan terganggunya mekanisme atau matinya sel.
5. Penghambatan Sintesis Asam Nukleat dan Protein

DNA, RNA dan protein memegang peranan amat penting di dalam proses
kehidupan normal sel. Hai itu berarti bahwa gangguan apapun yang terjadi pada
pembentukan atau fungsi zat-zat tersebut dapat mengakibatkan kerusakan total
pada sel.
6. Penghambatan Transporter lon

Transportasi ion pada sel sangatlah penting, karena ion yang masuk ke
dalam sel akan digunakan dalam proses pembentukan ATP. Jika proses

transportasi ion terganggu maka akan berakibat dengan menurunnya ATP dari



energy sel. Maka dari itu akan terjadi penghambatan penggunaan glukosa yang
akan berakibat terjadinya glikolisis.

Menurut Brannen (1993), aktivitas antifungi juga dipengaruhi oleh
polaritas senyawa antifungi (sifat fisik antifungi) yaitu sifat hidrofilik lipofilik
yang dapat mempengaruhi keseimbangan hidrofobik dinding sel mikrob sehingga
aktivitasnya lebih maksimum. Pada umumnya tumbuh-tumbuhan obat diduga
memberikan efek yang baik terhadap kesehatan mempunyai aktivitas antifungi

yang sangat baik setelah diekstrak.



BAB Il
METODE PENELITIAN

3.1. Rancangan Penelitian

Penelitian ini dilakukan melalui pengujian eksperimental di Laboratorium.
Ekstraksi komponen aktif Temu Mangga (Curcuma mangga Val.) dengan metode
maserasi menggunakan 3 macam pelarut yang berbeda kepolarannya yaitu etanol
(polar), n-heksana (nonpolar), dan kloroform (semipolar). Hasil ekstrak tersebut
kemudian digunakan untuk uji aktivitas antioksidan dan antifungi.

Aktivitas antioksidan menggunakan variasi kosentrasi 25 ppm, 50 ppm, 100
ppm, 200 ppm, dan 400 ppm (Saman, 2013) kemudian dihitung persen aktivitas
antioksidannya dan nilai ICsy (Inhibitor Concentration). Masing-masing ekstrak
selanjutnya diuji aktivitas antifungi secara in vitro terhadap pertumbuhan jamur
Candida albicans menggunakan metode difusi (blank disk paper) dan mikrodilusi
untuk menentukan Konsentrasi Hambat Minimum (KHM) dan Konsentrasi Bunuh
Minimum (KBM). Pada masing-masing perlakuan dilakukan ulangan sebanyak
tiga kali.

3.2. Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Mei 2015 - Oktober 2015 di
Laboratorium Genetika dan Riset Jurusan Biologi, Laboratorium Kimia Organik,
Laboratorium Biokimia Jurusan Kimia Fakultas Sains dan Teknologi Universitas
Islam Negeri (UIN) Maulana Malik Ibrahim Malang dan Laboratorium Biomedik

Fakultas Kedokteran Universitas Muhammadiyah Malang



3.3. Variabel Penelitian

Variabel yang digunakan dalam penelitian ini terdiri dari 3 variabel yang
meliputi:
3.3.1. Variabel Bebas

Variabel bebas yang digunakan dalam penelitian ini adalah ekstrak
rimpang temu mangga (Curcuma mangga Val.) dengan beberapa pelarut organik
(etanol p.a, kloroform p.a, dan n-heksana p.a) dan dengan berbagai variasi
kosentrasi.
3.3.2. Variabel Terikat

Variabel terikat dalam penelitian ini adalah aktivitas antioksidan dan
aktivitas antifungi ekstrak Temu Mangga (Curcuma mangga Val.) yaitu persen
antioksidan, nilai I1Csy (Inhibition concentration 50%), tingkat kekeruhan yang
dihasilkan pada media SDB (Saboraund Dextrose Broth) untuk konsentrasi
hambat minimal (KHM), jumlah koloni bakteri yang dihasilkan pada media agar
untuk konsentrasi bunuh minimum (KBM) dan Zona hambat pada Difusi Cakram
Kertas (Paper Disc).
3.3.3. Variabel Terkendali

Variabel terkendali dalam penelitian ini adalah variabel yang diusahakan
sama setiap perlakuan meliputi, suhu inkubasi, waktu inkubasi dan media

pertumbuhan.



3.4. Alat dan Bahan
15.1. Alat

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 uL, 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, bunsen, jarum ose, kertas label, botol semprol,
kapas, korek api, masker, mikroskop, colony counter, alat tulis, spidol, camera
digital.

1.5.2. Bahan

Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah 1 kg simplisia
kering rimpang tanaman temu mangga (Curcuma mangga Val.), 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),



Bahan-bahan yang digunakan dalam uji antifungi adalah biakan murni
jamur Candida albicans, media Sabouraud dextrose broth (SDB), Sabouraud
dextrose agar (SDA), tablet nystatin 200 mg, standar Mc Farland 0,5, alkohol
70%, spirtus, kapas, kain kasa, PEG 400, NaCl, emulsifier,

3.5. Prosedur Penelitian
Penelitian ini dilakukan dengan tahapan-tahapan sebagai berikut:
1. Preparasi sampel;
2. Ekstraksi senyawa aktif dengan maserasi tunggal;
3. Uji aktivitas antioksidan dengan metode DPPH;
4. Uji antifungi terhadap Candida albicans

3.6. Pelaksanaan Penelitian
3.6.1 Preparasi Sampel

Sampel yang digunakan adalah simplisia rimpang Temu Mangga
(Curcuma mangga Val.) yang diperoleh dan dideterminasi di UPT Materia
Medica Batu. Berdasarkan hasil determinasi dapat dipastikan bahwa tanaman
yang digunakan dalam penelitian ini adalah tanaman Temu Mangga (Curcuma
mangga Val.)

Proses pembuatan simplisia mulai dari panen, sortasi, penimbangan,
pencucian, penirisan, perajangan, penjemuran, pengeringan dengan oven,
penggilingan sampai pada tahap pengemasan dilakukan oleh UPT. Materia
Medica Batu.

Serbuk sampel 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 Ekstraksi Rimpang Temu Mangga (Curcuma mangga Val.) Dengan
Metode Maserasi Tunggal
Sebanyak 100 gram sampel ditimbang dan dimasukkan ke dalam

erlenmeyer tutup 500 mL, laliu 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.

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 vacum untuk mempercepat penyaringan. Selanjutnya filtrat hasil
penyaringan atau pemisahan dipekatkan dengan rotary vacuum evaporator. Proses

evaporasi dihentikan sampai pelarut habis dengan ditandai tidak adanya penetesan



pelarut pada labu pelarut. Masing-masing ekstrak dihitung nilai rendemennya

dengan persamaan (Husnah, 2009):

Berat ekstrak kasar yang diperole h

Rendemen = ,
Berat sampel yang digunakan

Ekstraksi komponen senyawa aktif dilakukan dengan cara ekstraksi
maserasi/perendaman. Ekstraksi serbuk sampel rimpang temu mangga
menggunakan pelarut etanol.

Serbuk sampel dimaserasi dengan pelarut yang telah ditentukan selama 24
jam, kemudian dishaker selama 3 jam dengan 150 rpm, kemudian disaring dan
ampas yang diperoleh dimaserasi kembali dengan pelarut yang sama dan
dilakukan sebanyak 3 kali pengulangan sampai filtratnya berwarna pucat.
Selanjutnya disaring dan ketiga filtratnya digabung menjadi satu. Lalu dipekatkan
menggunakan rotary evaporator vaccum. Ekstrak pekat ditimbang lalu dihitung

rendemennya dengan persamaan berikut:

__ berat ekstrak pekat

Rendemen X 10090 o

berat sampel
Uji Fitokimia dengan Uji Pereaksi

Uji fitokimia kandungan golongan senyawa aktif dengan uji pereaksi dari
ekstrak etanol dilarutkan dengan sedikit pelarutnya. Kemudian dilakukan terhadap
uji alkaloid, flavonoid, triterpenoid, steroid, saponin, dan tanin.
Uji Alkaloid (Halimah dan Hayati, 2010)

Ekstrak rimpang temu mangga, rimpang jeringau, dan umbi bawang putih

serta ramuannya diambil ekstrak pekat dan dimasukkan dalam tabung reaksi,



ditambah 0,5 mL HCI 2 % dan larutan dibagi dalam dua tabung. Tabung I
ditambahkan 3 tetes pereaksi Dragendorff, tabung Il ditambahkan 3 tetes
pereaksi Meyer. Jika tabung | terbentuk endapan jingga dan pada tabung Il
terbentuk endapan kekuning-kuningan/putih, menunjukkan adanya alkaloid.
Hasil uji pereaksi ini selanjutnya digunakan pada tahap pemisahan senyawa
aktif dengan KLT analitik untuk mengidentifikasi golongan alkaloid.

Uji Flavonoid (Indrayani, 2006)

Ekstrak rimpang temu mangga, rimpang jeringau dan umbi bawang putih
serta ramuannya diambil ekstrak pekat dan dimasukkan dalam tabung reaksi
kemudian dilarutkan dalam 1 — 2 mL metanol panas 50 %. Setelah itu ditambah
logam Mg dan 0,5 mL HCI pekat. Larutan berwarna merah atau jingga yang
terbentuk, menunjukkan adanya flavonoid. Hasil uji pereaksi ini selanjutnya
digunakan pada tahap pemisahan senyawa aktif dengan KLT analitik untuk
mengidentifikasi golongan flavonoid.

Uji Triterpenoid dan Steroid (Indrayani, 2006)

Ekstrak rimpang temu mangga, rimpang jeringau dan umbi bawang putih
serta ramuannya diambil ekstrak pekat dan dimasukkan dalam tabung reaksi,
dilarutkan dalam 0,5 mL kloroform lalu ditambah dengan 0,5 mL asam asetat
anhidrat. Campuran ini selanjutnya ditambah dengan 1 - 2 mL H,SO, pekat
melalui dinding tabung tersebut. Jika hasil yang diperolen berupa cincin
kecoklatan atau violet pada perbatasan dua pelarut menunjukkan adanya
triterpenoid, sedangkan jika terbentuk warna hijau kebiruan menunjukkan adanya

steroid.



Uji Saponin (Halimah dan Hayati, 2010)

Ekstrak rimpang temu mangga diambil ekstrak pekat dimasukkan dalam
tabung reaksi ditambah air (1:1) sambil dikocok selama 1 menit, apabila
menimbulkan busa ditambahkan 2 tetes HCI 1 N dan dibiarkan selama 10 menit,
bila busa yang terbentuk bisa tetap stabil maka ekstrak positif mengandung
saponin.

Uji Tanin (Indrayani, 2006)

Ekstrak rimpang temu mangga diambil ekstrak pekat dan dimasukkan
kedalam tabung reaksi, kemudian ditambahkan dengan 2-3 tetes larutan FeCls
1 %. Jika larutan menghasilkan warna hijau kehitaman menunjukkan adanya
senyawa tanin katekol dan warna biru kehitaman menunjukkan adanya senyawa
tanin galat.

3.6.3 Uji Aktivitas Antioksidaan Menggunakan Metode DPPH
3.6.2.1 Penentuan Panjang Gelombang Maksimum

Larutan DPPH 0,1 mM sebanyak 1,5 ml, ditambahkan pelarut (etanol,
methanol, kloroform dan n-heksan) 4,5 ml, didiamkan selama 30 menit dan
dimasukkan ke dalam kuvet dan dicari Amas larutan dan dicatat hasil pengukuran
Amaks UNtuk digunakan pada tahap selanjutnya.
3.6.2.2 Penentuan Waktu Kestabilan Pengukuran Antioksidan

Dibuat larutan ekstrak 400 ppm 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 Amaks yang telah diketahui pada tahap
sebelumnya (Bariyyah, 2013). Hal ini ditunjukkan dengan nilai absorbansi yang
stabil.

3.6.2.3 Pengukuran Potensi Antioksdian Pada Sampel

Cara pembuatan kontrol: Larutan DPPH dengan konsentrasi 0,1 mM
diambil sebanyak 1,5 mL dengan pipet ukur, kemudian dimasukkan dalam tabung
reaksi, ditambahkan pelarut dari masing-masing ekstrak sebanyak 4,5 mL. Tabung
reaksi ditutup tisu, 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
panjang gelombang 514,9 nm dengan waktu kestabilan 65-75 menit.

Sampel ekstrak dilarutkan dalam pelarutnya dengan konsentrasi ppm.
Kemudian disiapkan tiga tabung reaksi untuk masing-masing konsentrasi,
kemudian tiap-tiap tabung konsentrasi diisi dengan 4,5 mL ekstrak dan
ditambahkan DPPH 0,1 mM sebanyak 1,5 mL (perbandingan larutan DPPH :
ekstrak yang dilarutkan dengan konsentrasi tertentu 1:3). Setelah itu diinkubasi
dengan suhu 37°C pada waktu kestabilan menit, kemudian dimasukkan ke dalam
kuvet hingga penuh dan diukur absorbansinya menggunakan spektrofotometer
UV-Vis pada panjang gelombang nm. Data absorbansinya yang diperoleh dari tiap
konsentrasi masing-masing ekstrak dihitung nilai persen (%) aktivitas

antioksidannya. Nilai tersebut diperoleh dengan persamaan 3.1

Absorbansi kontrol — absorbansi sampel

Aktivitas antioksidan = ( ) x 100%

Absorbansi kontrol



Setelah didapatkan persen (%) aktivitas antioksidannya, selanjutnya masing-
masing ekstrak dihitung nilai IC50 nya dengan memperoleh persamaan regresi
menggunakan program “GraphPad prism5 software Regression for analyzing
dose-response data”. Pembanding asam askorbat (Vitamin C): diperlakukan
seperti sampel akan tetapi sampel diganti dengan larutan asam askorbat (Vitamin
C).
3.6.4 Uji Aktivitas Antifungi

Uji aktivitas antifungi dilakukan terhadap ekstrak rimpang temu mangga

(Curcuma mangga Val.) meliputi:

3.6.3.1 Sterilisasi Alat

Sterilisasi alat dilakukan sebelum semua peralatan digunakan, yaitu
dengan cara membungkus semua peralatan dengan menggunakan kertas putih
bekas pakai kemudian dimasukkan dalam autoklaf pada suhu 121°C dengan
tekanan 15 Psi (Per Square Inchi) selama 15 menit. Alat yang tidak tahan panas
disterilisasi dengan alkohol 70%.
3.6.3.2 Pembuatan Media

a. Media Sabouraud dextrose agar (SDA)

Sabouraud dextrose agar (SDA) ditimbang sebanyak 39 g kemudian
dilarutkan kedalam 1 L akuades, kemudian dipanaskan diatas hotplate-stirer
sampai mendidih sehingga terbentuk larutan agar. Disterilisasi dalam autoklaf

selama 15 menit pada suhu 121 °C dengan tekanan 1-2 atm. Ditunggu dingin



sekitar suhu 40-45 °C kemudian dimasukkan ke dalam cawan petri sebanyak 5 ml
untuk agar lempeng.
b. Media Sabouraud dextrose broth (SDB)

Sabouraud dextrose broth (SDB) ditimbang sebanyak 39 g kemudian
dilarutkan kedalam 1 L akuades, kemudian dipanaskan diatas hotplate-stirer
sampai mendidih sehingga terbentuk larutan agar. Larutan agar tersebut
dimasukkan ke dalam botol kaca tertutup sebanyak 15 ml. Botol kaca tertutup
yang berisi agar disterilkan menggunakan autoklaf pada suhu 121° C selama 15

menit.

3.6.3.3 Peremajaan Biakan Bakteri

Dicairkan media SDA yang disimpan di dalam lemari pendingin. diambil 1
ose lalu jarum ose lalu jarum ose yang mengandung Candida albicans, digoreskan
secara aseptis pada media nutrient agar pada cawan yaitu dengan mendekatkan
cawan pada nyala api saat menggoreskan jarum ose. Kemudian cawan petri
ditutup kembali dan diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37 °C dalam inkubator.
3.6.3.4 Pembuatan Suspensi Bakteri

Diambil 1 koloni dan ditanam Candida albicans pada media SDB,
Selanjutnya divorteks supaya homogen, kemudian diinkubasi dalam inkubator.
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.
3.6.3.5 Uji Aktivitas Antifungi Ekstrak Rimpang Temu Mangga

Uji kepekaan mikroba uji Candida albicans terhadap antifungi dilakukan
dengan menggunakan metode difusi menggunakan blank disk paper dan mikro
dilusi (micro dilution test) untuk mengetahui konsentrasi hambat minimum
(KHM) dan konsentrasi bunuh minimum (KBM) dengan melakukan penanaman
bakteri pada media dengan pemberian konsentrasi ekstrak rimpang Temu Mangga

pada (Lampiran 2).

3.6.3.5.1. Uji Aktivitas Antifungi dengan Metode Difusi

Uji aktivitas antifungi dilakukan dengan metode difusi agar menggunakan
blank disk paper (diameter 6 mm). Dimasukkan suspense jamur sebanyak 0,1 mL
ke dalam cawan petri steril, kemudian dimasukkan media SDA yang masih cair
sebanyak +15 ml, dan media dibiarkan memadat. Di atas medium SDA diletakkan
kertas cakram steril yang telah direndam dengan ekstrak etanol, kloroform dan n-
heksana dengan konsentrasi 100 % selama 30 menit. Dilakukan kontrol positif
dengan merendam kertas cakram pada nistatin dan kontrol negatif menggunakan
pelarut PEG 400. Kertas cakram tersebut diletakkan di atas permukaan media
bakteri menggunakan pinset dan ditekan sedikit. Kemudian diinkubasi pada suhu
37 °C selama 48 jam (Suganda, 2003). Setelah 2 x 24 jam diamati ada tidaknya

zona bening di sekitar kertas cakram. Zona bening yang terbentuk diukur



diameternya menggunakan jangka sorong. Adanya daerah bening di sekeliling

cakram kertas menunjukkan adanya aktivitas antibakteri. Luas zona hambat =

Luas zona bening-Luas kertas cakram (Dewi, 2010).

3.6.3.5.2. Uji Konsentrasi Hambat Minimum (KHM) dan Konsentrasi Bunuh
Minimum (KBM)

Penentuan Konsentrasi Hambat Minimum (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
kosentrasi 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).

a. Penentuan nilai KHM



Langkah awal penentuan nilai KHM adalah memberi nomor 1 s/d 10 pada
mikroplate steril yang disediakan (Keterangan: sumuran no. 1 = kontrol kuman,
sumuran no. 2 = kontrol bahan, dan sumuran no. 3-10 = larutan antifungi (ekstrak
uji). Kemudian dibuat larutan antifungi dari ekstrak dengan kosentrasi 100 %
(ditambah emulsifier). Lalu dimasukkan ekstrak sebanyak 200 puL di sumuran no.
2 (Kontrol Bahan). Dimasukkan aquades sebanyak 100 pL pada sumuran no.3
sampai dengan sumuran no. 10. Dicampur hingga rata sumuran no. 3, kemudian
diambil dan dipindahkan sebanyak 100 pL ke dalam sumuran 4. Selanjutnya
dikerjakan hal yang sama terhadap sumuran 5 s/d 10. Pada tabung no. 10, setelah
tercampur merata larutan dibuang sebanyak 100 pL. Kemudian ditambahkan
perbenihan cair kuman (jamur Candida 10° pada media SDB) sebanyak 100 pL ke
dalam sumuran 1, 3-10. Dengan demikian volume masing-masing tabung menjadi
200 pL, sehingga kosentrasi 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 dalam Widyaningrum, 2015) KHM ditandai dengan jernihnya (tidak adanya
kekeruhan) pada sumuran (sumuran yang jernih = positif KHM). Namun
dikarenakan ekstrak rimpang temu mangga bersifat keruh maka semua larutan uji
di dalam tabung percobaan ditanam pada cawan petri yang sudah berisi media
SDA.

b. 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.

3.7. Analisis Data
3.7.1. Uji Aktivitas Antioksidan

Analisis data pada uji aktivitas antioksidan dilakukan dengan menghitung
persen (%) aktiviitas antioksidan yang diperoleh dari data absorbansi dari masing-
masing ekstrak, kemudian dilakukan perhitungan nilai ICsy dengan menggunakan
persamaan regresi yang menyatan hubungan antara konsentrasi ekstrak (x) dengan
persen (%) aktivitas antioksidan (y). Dibandingkan nilai 1Cso pada masing-masing
sampel. Sampel yang mempunyai nilai 1Csq terendah menunjukkan bahwa sampel
tersebut memiliki kemampuan sebagai antioksidan yang tinggi. Selanjutnya,
membandingkan nilai 1Csy pada masing-masing sampel dengan pembanding untuk
mengetahui aktivitas antioksidan alami dengan antioksidan sintetik.

3.7.2. Uji Aktivitas Antifungi



Data yang diperoleh yaitu data zona hambat masing-asing sampel dan
pembanding, Analisis data uji antifungi dengan dilusi padat didapat dengan
melihat kekeruhan media secara visual dan dianalisis secara dengan deskriptif.
Nilai KHM dan KBM didapat dari hasil penegasan dengan metode streak plate

(Dwijayanti, 2011).

BAB IV

HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Uji Fitokimia dengan Uji Pereaksi

Uji fitokimia terhadap ekstrak etanol merupakan langkah awal yang dapat
membantu untuk memberikan gambaran tentang golongan senyawa metabolit
sekunder yang terkandung dalam masing-masing ekstrak. Secara umum dapat
dikatakan bahwa metodenya sebagian besar merupakan reaksi pengujian warna
(spot test) dengan suatu pereaksi warna. Penelitian ini pengujiannya dilakukan
dengan cara mengambil sedikit sampel dari ekstrak etanol dan dimasukkan dalam

tabung reaksi, lalu ditambahkan pereaksi sesuai dengan senyawa yang akan



diidentifikasi. Uji fitokimia dilakukan terhadap golongan senyawa alkaloid,
flavonoid, triterpenoid, steroid, saponin dan tanin.

Hasil uji fitokimia menunjukkan bahwa ekstrak etanol semua tanaman
positif terhadap tritepenoid. Ekstrak jeringau,bawang putih dan ramuan positif
terhadap alkaloid, sementara temu mangga dan ramuan positif terhadap flavonoid.

Hasil pengamatan uji fitokimia disajikan pada Tabel 4.1

Tabel 4.1 Hasil pengamatan uji fitokimia

Golongan Pereaksi | Ekstrak
senyawa Uji Temu
Mangga
Alkaloid Dragendorff -
Mayer -
Flavonoid Wilstater +
Triterpenoid | Lieberman- +
Burchard
Steroid Lieberman- -
Burchard
Saponin Forth -
Tanin FeCl; -
Ket: + : positif terhadap senyawa/ terbentuk warna

. negatif terhadap senyawa/ tidak terbentuk warna

4.2 Aktivitas Antioksidan Ekstrak Temu Mangga (Curcuma mangga Val.)
Dengan Metode DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhidrazyl) secara In Vitro

Uji aktivitas antioksidan dilakukan dengan metode penangkapan radikal
bebas DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhidrazyl) menggunakan spektrofotometer UV-
Vis. Metode ini dipilih karena merupakan metode yang sederhana cepat dan
mudah untuk skrining aktivitas penangkan radikal bebas beberapa senyawa, selain

itu metode ini terbukti akurat dan praktis (Prakash, 2001).



Pengujian aktivitas antioksidan ekstrak etanol, kloroform dan n-heksana
serta asam askorbat (vitamin C) dilakukan pada panjang gelombang 514.9 nm dan
waktu kestabilan 65-75 menit (Lampiran 2 dan 4). Waktu kestabilan adalah waktu
dimana sampel dapat meredam DPPH dengan stabil (absorbansi mendekati
konstan). Pengujian antioksidan menggunakan inkubasi (37°C). Lailiyah (2014),
menyatakan bahwa sampel yang diinkubasi akan lebih stabil dan memiliki
penurunan absorbansi yang lebih signifikan dibanding sampel yang tidak
diinkubasi. Pada suhu ini diduga sampel antioksidan bereaksi dengan baik dengan
DPPH. Diduga suhu yang telah terkondisikan ini dapat mempercepat terjadinya
reaksi antara sampel antioksidan dengan DPPH. Pengujian terhadap ekstrak
etanol, kloroform dan n-heksana rimpang temu mangga serta pembanding vitamin
C dilakukan pada beberapa konsentrasi, yaitu 25 ppm, 50 ppm, 100 ppm, 200
ppm, 400 ppm. Penentuan konsentrasi tersebut dilakukan setelah melalui tahap uji
pendahuluan.

Hasil analisis kualitatif terhadap sampel uji yang memiliki aktivitas
antioksidan dapat dilihat penurunan intensitas warna DPPH menjadi pudar.
Ekstrak dari berbagai konsentrasi yang telah diinkubasi mengalami perubahan
warna dari warna ungu menjadi kuning. Pada sampel yang mengandung senyawa
antioksidan, semakin tinggi konsentrasi berarti semakin banyak pula senyawa
yang akan menyumbangkan elektron atau atom hidrogennya kepada radikal bebas
DPPH, yang turut menyebabkan pemudaran warna pada DPPH. Sunarni (2005)

menyatakan penangkap radikal bebas menyebabkan elektron menjadi berpasangan



yang kemudian menyebabkan penghilangan warna yang sebanding dengan jumlah
elektron yang diambil.

Molyneux (2004) menyatakan suatu senyawa dapat dikatakan memiliki
aktivitas antioksidan apabila senyawa tersebut mampu mendonorkan atom
hidrogennya ditandai dengan semakin hilangnya warna ungu (menjadi kuning
pucat). Data absorbansi menunjukkan bahwa semakin tinggi konsentrasi ekstrak
maka semakin rendah juga absorban yang dihasilkan. Menurut Amrun dan
Umiyah (2005), adanya penurunan absorban menunjukkan peningkatan
kemampuan peredaman radikal bebas DPPH. Hal tersebut berarti konsentrasi
yang tinggi juga menunjukkan aktivitas antioksidan yang tinggi. Aktivitas
antioksidan masing-masing sampel dinyatakan dalam persentase aktivitas
antioksidan.

Hasil nilai absorbansi kemudian digunakan untuk menghitung aktivitas
antioksidan sampel dan pembanding vitamin C. Aktivitas antioksidan sampel dan
pembanding vitamin C ditunjukkan dalam tabel 4.2 dan gambar 4.2. Berdasarkan
data tersebut menunjukkan bahwa semakin tinggi konsentrasi pelarut, maka
semakin tinggi persentase inhibisinya, hal ini disebabkan pada sampel yang
semakin banyak, maka semakin tinggi kandungan antioksidannya sehingga
berdampak juga pada tingkat penghambatan radikal bebas yang dilakukan oleh zat

antioksidan tersebut.



Tabel 4.2 Aktivitas antioksidan ekstrak rimpang temu mangga dan

pembanding
(€9] (y) Aktivitas Antioksidan (%)
Konsentrasi Ekstrak Ekstrak Ekstrak n- N
Vit
(ppm) Etanol Kloroform heksana ltamin C

25 26.022 13.404 8.644 39.853
50 34.578 25.550 17.162 93.025
100 47.033 36.138 28.632 92.909
200 69.737 69.883 50.061 92.181
400 73.315 89.091 73.427 91.203

Aktivitas peredaman radikal bebas biasanya dinyatakan sebagai persen
inhibisi dari DPPH, tetapi dapat juga dinyatakan sebagai konsentrasi yang
menyebabkan hilangnya 50% aktivitas DPPH (ICsp). Nilai 1Cso dianggap sebagai
ukuran yang baik dari efisiensi antioksidan senyawa-senyawa murni ataupun
ekstrak. Nilai ICsy dapat didefinisikan sebagai besarnya konsentrasi yang dapat
menghambat aktivitas radikal bebas, yaitu menghambat aktivitas radikal bebas
DPPH sebanyak 50%. Nilai 1Cso yang semakin kecil menunjukan aktivitas

antioksidan pada bahan yang diuji semakin besar (Molyneux, 2004).
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Gambar 4.1 Grafik Aktivitas Antioksidan Ekstrak Temu Mangga dan Vitamin C



Dalam penelitian ini, nilai 1Csy didapatkan dari hasil persentasi aktivitas
antioksidan yang dianalisis menggunakan persamaan regresi non-linear,
disesuaikan dengan data yang diperoleh, dan dihitung menggunakan “GraphPad
prism5 software, Regression for analyzing dose-response data”. Hasil aktivitas
antioksidan ekstrak rimpang temu mangga menggunakan metode DPPH
memberikan nilai 1Cso yang berbeda dari masing-masing ekstrak. Nilai 1Csy dan
R? dari masing-masing ekstrak dan pembanding ditampilkan dalam tabel 4.3 dan
gambar 4.3.

Tabel 4.3 Hasil Nilai Regresi dan nilai 1Csy Sampel Ekstrak Temu Mangga

dan Vitamin C
No. Sampel Nilai R I1Cs (ppm) Keterangan
1. Ekstrak Etanol 0,9689 99.33 Aktif
2. | Ekstrak Kloroform 0,9742 119.3 Sedang
3. | Ekstrak n-heksana 0,9951 192.1 Sedang
4. Vitamin C 0,9172 27,71 Kuat

Jun (2003) menyatakan secara spesifik suatu senyawa dikatakan sebagai
antioksidan kuat (1Cso <50 ppm), aktif (1Cso 51-100 ppm), sedang (ICso 101-250
ppm), Lemah (ICsp 251-500 ppm), dan tidak aktif (ICso >500 ppm). Semakin kecil
nilai 1Csy berarti semakin tinggi aktivitas antioksidan. Berdasarkan Kkriteria
tersebut, ekstrak etanol masuk dalam kategori aktif sedangkan ekstrak kloroform
dan n-heksana masuk dalam kategori sedang. Namun, aktivitas antioksidan
ekstrak etanol, kloroform dan n-heksana rimpang temu mangga lebih rendah dari
vitamin C yang memiliki nilai ICs sebesar 27.59 ppm yang tergolong kategori

sangat kuat.
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Gambar 4.2 Nilai 1Csp pada masing-masing ekstrak dan pembanding Vitamin C
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 etanol temu mangga 0,9689 maka konsentrasi ekstrak mempengaruhi
persen aktivitas antioksidan sebesar 0,9689. Apabila terdapat variabel x yang lain,
maka hanya memberikan kontribusi maksimal 0,0311.

Penelitian yang dilakukan Jalip (2013) menyatakan ekstrak methanol
temu mangga memiliki nilai ICsq sebesar 90,42 ppm. Belum terdapat penelitian
mengenai aktivitas antioksidan dari temu mangga dalam beberapa pelarut.
Sehingga, apabila dibandingkan dengan penelitian sebelumnya mengenai famili
tumbuhan yang sama, diketahui bahwa nilai 1Cs ekstrak etanol C. mangga (99.33
ppm) lebih kecil dibandingkan ekstrak etanol C. xanthorriza (temulawak), C.
domestica (kunyit) (58,45 ppm dan 29,64 ppm), namun lebih tinggi dibandingkan

ekstrak C. pandurata (temu kunci) (140,21 ppm).



Ekstrak etanol p.a mempunyai aktivitas antioksidan paling tinggi diduga
karena adanya kandungan senyawa aktif dari beberapa golongan senyawa
antioksidan. Melannisa (2011) menyatakan, senyawa-senyawa fenolik yang telah
terbukti memiliki aktivitas penangkap radikal dari empat ekstrak etanol yang
diteliti adalah senyawa kurkuminoid (kurkumin, demetoksikurkumin dan
bisdemetoksi-kurkumin), xanthorizol dan panduratin A. Senyawa-senyawa
metabolit sekunder yang terdapat dalam ekstrak suatu tanaman tergolong sebagai
antioksidan sekunder. Winarsi (2007) menyatakan secara umum mekanisme kerja
antioksidan sekunder adalah dengan cara memotong reaksi oksidasi berantai
dari radikal bebas atau dengan cara menangkap radikal bebas (free
radical scavenger). Sehingga radikal bebas tidak akan bereaksi dengan
komponen seluler

Pujimulyani (2003) melakukan penelitian menggunakan olahan temu
mangga dan terbukti bahwa ekstrak temu mangga mampu menghambat oksidasi,
karena ekstrak kunir putih mengandung kurkuminoid. Sumarny (2012) meyatakan
kadar kurkumin pada ekstrak etanol temu mangga sebesar 0.19%. Kurkuminoid
merupakan kelompok senyawa fenolik yang mempunyai sifat antioksidan dan
antiradang (Hartati, 2003). Pada semua serbuk simplisia rimpang temu putih,
temu mangga dan temu lawak terdapat golongan senyawa flavonoid, saponin,

terpenoid dan minyak atsiri (Sumarny, 2012)
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Gambar 4.3 Reaksi DPPH dengan Senyawa Antioksidan (Husnah, 2009)

Senyawa kurkumin telah dikenal memiliki aktivitas antioksidan (Sharma,
1976) dan sebagai penangkal radikal (Tonnesen and Greenhill, 1992). Di samping
itu kurkumin juga bertindak sebagai katalisator pembentukan radikal hidroksil
(Kunchandy and Rao, 1989). Kemampuan tersebut menjadikan kurkumin mampu
bertindak sebagai radical scavenger terhadap metabolit antara reaktif senyawa
karsinogen, sehingga mengurangi insiden terjadinya kanker. Berdasarkan hasil
penelitian Rao (1997) menunjukkan bahwa kurkumin merupakan penangkal
radikal terhadap radikal hidroksil dan anion superoksid. Bagaimanapun juga
kurkumin merupakan antioksidan yang poten dan sebagai penangkal radikal
oksigen dan nitrogen dari proses biologis yang terjadi di dalam tubuh. Kurkumin
juga poten sebagai inhibitor lipid peroksidase yang terinduksi berbagai agen
selular atau asing. Sifat ini mungkin mempunyai peranan penting dalam
mekanisme aksi kurkumin sebagai antiinflamasi, antitumor, dan aktivitas
farmakologi lainnya (Rao, 1987).

Ekstrak-ekstrak dalam pelarut kloroform dan n-heksana juga memiliki

aktivitas antioksidan walaupun dalam kategori sedang. Perbedaan aktivitas antar



ekstrak tersebut kemungkinan disebabkan adanya perbedaan beberapa kandungan
senyawa aktif yang terdapat dalam ekstrak dan jumlahnya, sehingga aktivitas
antioksidannya dalam menangkap radikal bebas DPPH hasilnya juga berbeda.
Pokornya (2001) menyatakan aktivitas antioksidan tidak hanya diperankan oleh
golongan senyawa yang bersifat polar, namun juga dapat diperankan oleh
golongan senyawa yang bersifat non-polar, diantaranya adalah golongan senyawa
flavonoid non-polar, alkaloid dan triterpenoid. Glikosida flavonoid dalam bentuk
aglikon yang bersifat non-polar memiliki aktivitas antioksidan yang lebih tinggi
jika dibandingkan dengan bentuk glikonnya yang bersifat polar

Rita (2009) menyatakan berdasarkan hasil uji skrining fitokimia
menunjukkan bahwa dalam ekstrak n-heksana temu putih mengandung senyawa
alkaloid, flavonoid, saponin, dan triterpenoid. Secara kualitatif ditunjukkan
dengan intensitas perubahan warna yang kuat. Senyawa alkaloid dan triterpenoid
memiliki gugus OH (polar) lebih banyak dari pada CH (non polar). Gugus OH
inilah yang memiliki peran menyumbangkan atom hidrogennya sehingga radikal
DPPH menjadi stabil dan senyawa yang berfungsi sebagai antioksidan menjadi
radikal. Menurut Husnah (2009) DPPH yang bereaksi dengan antioksidan akan
menghasilkan  bentuk tereduksi 1,1-difenil-2-pikrilhidrazin dan radikal
antioksidan, prosesnya sebagai berikut:

Hasil pengujian fitokimia yang dilakukan oleh Azzahra (2015) terhadap
ekstrak kloroform temu mangga menyatakan bahwa ekstrak kloroform temu
mangga positif mengandung senyawa triterpenoid. Menurut penelitian yang

dilakukan oleh Mikamo et al., (2000), gugus samping yang berikatan pada suatu



senyawa tertentu dapat mengakibatkan penghambatan aktivitas antioksidan,
sehingga diduga pada senyawa triterpenoid terdapat gugus samping yang dapat
mengakibatkan penghambatan aktivitas antioksidan. Hal tersebut mengakibatkan
triterpenoid tidak dapat mendonasikan hidrogen dan elektron untuk menangkal
radikal bebas. Pengubahan atom —H menjadi gugus metil (-CH3) melalui reaksi
metilasi dapat menurunkan aktivitas antioksidan, yang disebabkan pengurangan
atom —H yang merupakan sumber proton untuk penangkapan radikal bebas.

Ekstrak temu mangga dapat digunakan sebagai sumber antioksidan
alami. Karena Supriyono (2007) menyatakan dalam pencariannya terhadap
antioksidan baru. Berapa antioksidan sintetis telah berhasil ditemukan. Meskipun
murah dan dapat diproduksi dalam jumlah yang banyak, sering kali bahan ini
dapat menimbulkan efek samping yang tidak diinginkan, seperti Butylated
Hydroxyanisole (BHA) dan  Butylated Hydroxytoluene yang  dapat
menimbulkan kerusakan pada hati.

Gambaran aktifitas antioksidan yang mampu meredam radikal bebas
membuktikan bahwa Allah B menciptakan segala sesuatu di alam semesta ini
dalam keadaan seimbang, sebagaimana firman Allah l dalam Qs. Al Mulk (63):
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Artinya : yang telah menciptakan tujuh langit berlapis-lapis. kamu sekali-kali
tidak melihat pada ciptaan Tuhan yang Maha Pemurah sesuatu yang tidak
seimbang. Maka lihatlah berulang-ulang, Adakah kamu Lihat sesuatu yang tidak

seimbang?



Ayat diatas menjelaskan bahwa Allah Il memberikan kesempatan kepada
manusia untuk menjawab pertanyaan itu sendiri. Allah tidak memaksakan
jawabannya harus “tidak ada cacat”, karena Allah ll Maha Mengetahui jika tidak
ada kecacatan pada ciptaan-Nya (Al-Mahally, 1990). Jika dihubungkan dengan
penelitian ini Allah E menciptakan segala sesuatu dengan seimbang.
Keseimbangan disini adalah Allah menciptakan penyebab penyakit berupa radikal
bebas, akan tetapi Allah juga menurunkan obatnya berupa senyawa antioksidan.

Senyawa radikal bebas dengan jumlah yang berlebihan dalam tubuh dapat
membahayakan kesehatan, begitupun juga dengan senyawa antioksidan.
Konsentrasi antioksidan yang ditambahkan dalam perlakuan dapat merubah
aktivitas apabila melebihi batas sehingga dapat merubah fungsi aktivitasnya yaitu
dari aktivitas sebagai antioksidan berubah menjadi aktivitas sebagai perooksidan
yang dapat mendatangkan efek negatif, seperti munculnya penyakit kanker,
terutama untuk penggunaan di atas ambang batas. Hal ini serasi dengan firman

Allah 1 dalam surat al-A'raaf (7):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. ”

Penjelasan dari ayat di atas adalah larangan untuk berbuat 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 melimbulkan bahaya (suatu penyakit) tertentu. Dewi (2007)
menyatakan bahwa makanan yang seimbang itu harus sesuai dengan kebutuhan
konsumen tidak terlalu berlebihan (tabdzir) atau berkekurangan, tidak melampaui
batas yang wajar.

4.3.Aktivitas Antifungi Ekstrak Temu Mangga (Curcuma mangga Val.)

Terhadap Candida albicans Secara In Vitro

Uji aktivitas senyawa antifungi adalah untuk mengetahui apakah suatu
senyawa uji dapat menghambat pertumbuhan jamur dengan mengukur respon
pertumbuhan populasi jamur terhadap agen antifungi (Pratiwi, 2008). Dalam
penelitian ini digunakan 2 metode yaitu difusi menggunakan blank disk paper
untuk menentukan zona hambat pada konsentrasi ekstra 100% dan metode mikro
dilusi menggunakan pengenceran media untuk menentukan nilai Konsentrasi
Hambat Minimum (KHM) dan Konsentrasi Bunuh Minimum (KBM) dari ekstrak
temu mangga.

4.2.1 Hasil Diameter Zona Hambat Dengan Metode Difusi

Berdasarkan uji diameter zona hambat dengan metode blank disk paper
(kertas cakram) diketahui bahwa seluruh ekstrak rimpang temu mangga pada
konsentrasi 100% yang diujikan memiliki aktivitas penghambatan terhadap
pertumbuhan jamur Candida albicans. Penentuan zona hambat dilakukan dengan
cara mengamati zona terang yang berada di zona terluar kertas cakram yang
mengandung ekstrak pada media agar yang telah disetrik jamur Candida
albicans. Semakin besar zona hambat (zona terang) maka semakin besar pula

kemampuan jenis jamu keputihan untuk menghambat pertumbuhan  jamur



Candida albicans. Cara mengukur zona hambat adalah dengan mengukur zona
terluar dari kertas cakram sampai pada batas terluar zona hambat dengan
menggunakan jangka sorong atau penggaris (Murniana, 2011).

Berpengaruh atau tidaknya bahan anti mikroba dapat dilihat dari besar
kecilnya area yang tidak ditumbuhi mikroba (Nurhayati et al., 2007). Hasil
pengukuran diameter zona hambat ekstrak rimpang temu mangga dan pembanding
antibiotik nystatin seperti disajikan pada Tabel 4.3. Sampel Uji yang
menghasilkan zona hambat dengan diameter dari ukuran terbesar sampai terkecil
secara berurutan adalah nystatin > ekstrak etanol temu mangga > ekstrak n-
heksana temu mangga > ekstrak kloroform temu mangga. Nilai tersebut
merupakan hasil pengurangan dengan diameter blank disk paper (6 mm).

Berdasarkan hasil penelitian Nurliana et al., (2010) aktivitas antimikroba
ekstrak kasar etanol menghasilkan zona hambatan yang bervariasi terhadap jamur
Candida albicans. Pengujian aktivitas antimikroba mennggunakan metode difusi
agar cakram kertas sangat dipengaruhi oleh jenis dan ukuran cakram kertas, pH
dan sifat media, konsentrasi dan kemampuan antimikroba berdifusi ke dalam
media serta bahan lain yang terbawa dengan senyawa tersebut dan jenis mikroba
yang digunakan.

Tabel 4.3 Rerata Diameter Zona Hambat Fungi Ekstrak Temu Mangga,
Nystatin dan PEG 400

. Kategori
No, Sampel Diameter Zona Hambatan

Hambat (mm) + SD (Pan et al., 2009)

1. | Ekstrak Etanol 5.172 + 1.377 Sedang




2 Ekstrak Kloroform 1.780 + 1.090 Lemah

3. | Ekstrak n-heksana 3.434 +1.409 Sedang
Kontrol Positif 18.432 + 0.461 Kuat
4. | Nystatin e s ua
Kontrol pelarut
P 0,00 Tidak ada aktivitas

5. | PEG 400

Terbentuknya zona hambat ekstrak temu mangga disebabkan karena adanya
kandungan senyawa aktif yang berfungsi sebagai antifungi, senyawa-senyawa
itulah yang berperan aktif dan menghambat pertumbuhan jamur Candida
albicans. Perbedaan pelarut ekstraksi merupakan salah satu faktor yang dapat
mempengaruhi hasil ekstraksi, khususnya hasil fitokimia yang tertarik saat
ekstraksi. Menurut Jawetz et al. (2001) pertumbuhan bakteri yang terhambat atau
kematian bakteri akibat suatu zat antibakteri dapat disebabkan oleh penghambatan
terhadap sintesis dinding sel, penghambatan terhadap fungsi membran sel,
penghambatan terhadap sintesis protein, atau penghambatan terhadap sintesis
asam nukleat. Kerusakan membran sel menyebabkan terganggunya transpor
nutrisi melalui membran sel sehingga sel bakteri mengalami kekurangan nutrisi
yang diperlukan bagi pertumbuhannya.

4.2.2 Hasil Konsentrasi Hambat Minimum (KHM) dan Konsentrasi Bunuh

Minimum (KBM) dengan Metode Mikrodilusi

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.

Penelitian ini menggunakan sepuluh macam konsentrasi ekstrak temu
mangga 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). Hasil dari metode mikro dilusi adalah
penentuan nilai KHM dengan pengamatan terhadap tingkat kekeruhan. Menurut
Dzen et al. (2003) penilaian KHM metode dilusi dinilai dengan mengamati
tingkat kekeruhan pada setiap tabung setelah diinkubasi selama 18-24 jam yang
ditunjukkan oleh warna tabung yang jernih. Tingkat kekeruhan ini merupakan
tanda dari potensi antimikroba ekstrak temu mangga terhadap jamur Candida
albicans.

Pada metode mikrodilusi, media uji tidak diletakkan dalam tabung reaksi,
melainkan diletakkan dalam mikroplate yang berisi 96 well (sumuran) (Amirah,
2012). Pemilihan metode ini dikarenakan pada uji pendahuluan menggunakan
metode dilusi tabung, kekeruhan antar konsentrasi tidak dapat diamati karena
semua warna tabung keruh jika dibandingkan dengan kontrol jamur. Kekeruhan
dipengaruhi oleh warna ekstrak yang pekat dan gelap sehingga dalam pengamatan
langsung secara visual tingkat kekeruhan tiap konsentrasi tidak dapat diamati.
Hasil dari metode turbidimetri juga tidak dapat digunakan karena dalam metode
ini, nilai OD (Optical Density) diukur menggunakan spektrofotometer. Metode ini
tidak dapat dilakukan karena sampel yang diuji dalam spektrofotometer adalah

harus transparan atatu tidak ada bahan pengeruh lain.



Hasil tingkat kekeruhan larutan ekstrak temu mangga berdasarkan metode
mikro dilusi cair (pengenceran) seluruh ekstrak dengan konsentrasi 50 %, 25 %,
12,5 %, 6,25 %, 3,13 %, 1,56 %, 0,78 %, dan 0,39 %, kontrol jamur, dan kontrol
bahan dapat dilihat pada Gambar 4.5. Berdasarkan hasil uji mikro dilusi plate
setelah diinkubasi, dapat diamati bahwa kekeruhan jamur Candida hanya dapat
diamati secara langsung pada well (sumuran) Kontrol kuman (KK) dan
konsentrasi ekstrak 0,3980 %. (streak plate). Oleh karena itu, semua media uji
ditanam pada media SDA dengan metode penggoresan.

Diambil satu ose cairan dari well dan digoreskan pada permukaan media
SDA secara merata kemudian diinkubasi lagi. Hasil penggoresan/streaking pada
media SDA dapat dilihat pada Lampiran 6. Setelah diinkubasi selama 24 jam,
dilakukan penghitungan jumlah koloni yang tumbuh pada masing-masing

konsentrasi ekstrak dengan menggunakan colony counter.
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Gambar 4.5 Hasil tingkat kekeruhan metode mikro dilusi cair (pengenceran)



Keterangan:

1. Kontrol Kuman (KK) 6. Ekstrak kosentrasi 6,25 %
2. Kontrol Bahan (KB) 7. Ekstrak kosentrasi 3,13 %
3. Ekstrak kosentrasi 50 % 8. Ekstrak kosentrasi 1,56 %
4. Ekstrak kosentrasi 25 % 9. Ekstrak kosentrasi 0,78 %
5. Ekstrak kosentrasi 12,5 % 10. Ekstrak kosentrasi 0,39 %

KHM adalah konsentrasi terkecil yang uapat iienyiainuat ikiuud, uitdiiudi
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). Hal ini berlaku pada
semua konsentrasi ekstrak untuk melihat kadar bunuh minimum (KBM).

KBM (Kadar Bunuh Minimal) adalah kadar terendah dari antifungi yang
dapat membunuh jamur (ditandai dengan tidak tumbuhnya jamur pada media
SDA\) atau pertumbuhan koloninya kurang dari 0,1% dari jumlah koloni inokulum
awal (original inoculum/Ol) pada media yang telah dilakukan penggoresan
sebanyak satu ose (Dzen et al., 2003). Hasil penghitungan koloni yang tumbuh
di media SDA dari masing-masing ekstrak dan penentuan nilai KHM serta KBM
dapat dilihat pada tabel 4.6. Dari hasil pertumbuhan dan jamur Candida albicans
tersebut dapat ditentukan kadar bunuh minimal dari ekstrak temu mangga yaitu
pada media SDA yang tidak ditumbuhi koloni atau jumlah koloni < dari 0,1% dari
original inokulum.

Hasil penelitian menunjukkan bahwa nilai KHM terdapat pada masing-

masing ekstrak temu mangga kosentrasi 0,78%. Kosentrasi tersebut merupakan



konsentrasi terkecil yang masih dapat menghambat jamur Candida, hal tersebut

ditandai dengan jamur C. albicans masih dapat tumbuh setelah dilakukan streak

plate dan dihitung dengan menggunakan colony counter. Apabila dilihat dari

penurunan jumlah koloni maka ekstrak terbaik yang dapat membunuh jamur

Candida albicans bertutut-turut adalah ekstrak etanol (36 x 10°), ekstrak

kloroform (65 x 10°) dan ekstrak n-heksan (65 x 10°).

Tabel 4.3 Hasil Penghitungan Koloni Jamur yang Tumbuh pada SDA

Hasil Penghitungan Koloni Keterangan
SalrJn_peI Ekstrak Ekstrak Ekstrak Ekstrak Ekstrak Ekstrak
JI n- n-
Etanol Kloroform Etanol Kloroform
heksana heksana
Kontrol | 4504 10° | 123x10° | 123 x 10°
mikroba
039% | 105x10° | 78x10° | 92x10°
078% | 36x10° | 65x10° | 66x10° KHM KHM KHM
1,56 % 0 0 0 KBM KBM KBM
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
Keterangan : kekeruhan media karena pertumbuhan jamur

Penentuan kadar bunuh minimum (KBM) pada ekstrak etanol, kloroform

dan n-heksana temu mangga memiliki syarat < 0,1% OI, yaitu < 123 x 10°

CFU/ml atau media SDA yang tidak ditumbuhi koloni. Nilai KBM ekstrak temu

mangga didapatkan pada kosentrasi 1,56 %. Pada konsentrasi tersebut ekstrak

temu mangga dapat membunuh jamur Candida yang ditumbuhkan dalam media

SDA.




Sebuah bahan obat dikategorikan sebagai antimikroba jika memiliki
fungsi sebagai fungiostatik dan fungisida. Bakteriostat adalah kemampuan suatu
obat untuk menghambat pertumbuhan bakteri dalam kadar tertentu, sedangkan
bakteriosid adalah kemampuan obat untuk membunuh bakteri dalam kadar
tertentu. Menurut Mahon dan Manuselis (1995), aktivitas antibakteri tertentu
dapat ditingkatkan dari fungistat menjadi fungisida apabila kadar antibakteri
ditingkatkan melebihi harga KHM. Hasil pengamatan KBM terhadap C. albicans,
menunjukkan bahwa ekstrak dengan kadar 0,156 % bersifat bakteriosid
(membunuh mikroba) karena tidak terlihat pertumbuhan mikroba dengan
pemberian ekstrak pada kadar yang lebih tinggi 3,13 %.

Selain itu Allah SWT menciptakan segala sesuatu menurut ukuran agar
tidak berlebihan. Dari penelitian ini dapat diambil pelajaran bahwa dalam
menggunakan sesuatu tidak berlebihan melebihi ukurannya. Allah Bl berfirman

dalam surat Al-Hijr (15) :19
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artinya : Dan Kami telah menghamparkan bumi dan menjadikan padanya

gunung-gunung dan Kami tumbuhkan padanya segala sesuatu menurut ukuran.

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 danQatadah. Sebagian ulama

mengatakan mauzun artinya ditentukan kadarnya (Abdullah, 2007).



Berkaitan dengan kadar dan ukuran, banyak faktor dan keadaan yang
dapat mempengaruhi kerja bahan atau zat antifungi. Faktor-faktor yang
mempengaruhi kerja antifungi harus diperhatikan guna keefektifan penggunaan
zat antifungi tersebut. Ada beberapa faktor yang dapat mempengaruhi kerja zat
antifungi, diantaranya adalah: umur mikroba, suhu dan bahan kandungan
antifungi.

Ekstrak temu mangga memiliki senyawa metabolit sekunder aktif yang
terbukti memiliki aktivitas antifungi. Kandungan senyawa yang terdapat pada
temu mangga adalah kurkumin, minyak atsiri, flavonoid, alkaloid dan triterpenoid.
Selain kandungan itu juga masih terdapat kandungan yang lainya, akan tetapi
kandungan senyawa yang diduga paling berperan sebagai antimikroba adalah
senyawa tersebut. Uji fitokimia yang dilakukan oleh Azzahra (2015) menyatakan
bahwa ekstrak etanol temu mangga mengandung senyawa flavonoid dan
triterpenoid. Ekstrak kloroform temu mangga mengandung senyawa triterpenoid
dan ekstrak n-heksan mengandung senyawa alkaloid dan triterpenoid. Senyawa
yang memiliki aktivitas antimikroba masing-masing memiliki mekanisme yang
berbeda pula. Penelitian Geofrey dalam Kusmiyati (2011) menyatakan bahwa
pada temu mangga (Curcuma mangga Val.) terdapat senyawa kimia yang
diketahui termasuk dalam kelompok zat aktif yang terbukti mempunyai aktifitas
antijamur, yaitu pada spesies Candida albicans, C. kruseii, C. Parapsilopsis.

Sasaran utama kandungan antifungi dalam ketiga ekstrak adalah adalah
dinding sel. Struktur penyusun dinding sel C. albicans tersusun dari polisakarida

(mannan, glukan, kitin), protein dan lipid dengan membran sel di bawahnya yang



mengandung sterol (Allison, 2004 dalam Efendi, 2013). Terdenaturasinya protein
dinding sel Candida albicans tentunya akan menyebabkan kerapuhan pada
dinding sel jamur sehingga mudah ditembus zat-zat yang bersifat fungistatik
(Saustromo, 1990).

Kurkumin merupakan kelompok seyawa fenolik. Cara kerja senyawa
fenol adalah dengan menyebabkan koagulasi atau penggumpalan protein. Protein
yang telah menggumpal mengalami denaturasi dan dalam keadaan demikian
protein tidak berfungsi lagi (Dwijoseputro, 2005). Selain itu, menurut Pelczar &
Chan (2008) fenol bekerja terutama dengan cara denaturasi protein sel dan
merusak membran sel. Volk & wheeler (1993) menyatakan bahwa membran
sitoplasma tersusun terutama dari protein dan lemak, membran tersebut rentan
terhadap fenol. Fenol dapat menurunkan tegangan permukaan. Apabila digunakan
dalam konsentrasi tinggi fenol bekerja dengan merusak membran sitoplasma
secara total dan mengendapkan protein. Dalam konsentrasi rendah fenol dapat
merusak membran sitoplasma yang menyebabkan bocornya metabolit penting dan
menginaktifkan sejumlah sistem enzim bakteri.

Senyawa minyak atsiri yang terkandung dalam ekstrak temu mangga
menurut Rita et al. (2008) adalah seyawa velleral. Senyawa ini menyebabkan
minyak atsiri aktif sebagai antijamur terhadap jamur Candida albicans dan
antioksidan. Menurut Harmita dalam Pangalinan (2006), flavonoid merupakan
senyawa yang mempunyai efek farmakologi sebagai antijamur. Efek flavonoid
terhadap macam-macam organisme sangat banyak macamnya dan dapat

menjelaskan mengapa tumbuhan yang mengandung flavonoid dipakai dalam



pengobatan tradisional (Santoso, 2014). Flavonoid dengan kemampuannya
membentuk kompleks dengan protein dan merusak membran sel dengan cara
mendenaturasi ikatan protein pada membran sel sehingga membran sel menjadi
lisis dan senyawa tersebut menembus ke dalam inti sel menyebabkan jamur tidak
berkembang (Pangliman, 2006).

Senyawa triterpenoid yang bersifat kurang polar (non polar) akan lebih
mudah menembus dinding sel fungi yang banyak tersusun dari lipid. Ahmad
(2013) menyatakan triterpenoid merupakan senyawa golongan terpenoid, yang
juga diduga sebagai antifungi. Mekanisme kerja terpenoid sebagai antifungi yaitu
karena senyawa terpenoid ini larut dalam lemak sehingga dapat menembus
membrane sel fungi dan mempengaruhi permiabilitasnya dan menimbulkan
gangguan pada struktur dan fungsi membran sel.

Sehingga, dengan melihat fakta hasil penelitian yakni adanya penurunan
jumlah koloni bahkan kematian Candida albicans seiring dengan peningkatan
konsentrasi perlakuan yang diperkuat dengan adanya data bahwa rimpang temu
mangga mengandung bahan aktif yang mampu menghambat pertumbuhan
Candida albicans, maka dapat dikatakan bahwa ekstrak rimpang temu mangga
terbukti sensitif sebagai senyawa antifungi terhadap Candida albicans.

4.1. Potensi Aktivitas Antioksidan dan Antifungi Ekstrak Temu Mangga
(Curcuma mangga Val.)
Allah B juga berfirman akan manfaat tanaman sejenis rimpang yang

berkhasiat yaitu jahe, dalam Qs. Al-Insaan (76):17,



artinya : Di dalam syurga itu mereka diberi minum segelas (minuman) yang
campurannya adalah jahe.

Ayat di atas menjelaskan bahwa di satu tempat yang sangat istimewapun
Allah Il masih memberikan minuman yang campurannya adalah dari jenis
tanaman rimpang yaitu jahe. Hal ini dapat diketahui betapa pentingnya tanaman
yang ada di alam ini sangatlah penting bagi kehidupan manusia. Pada jahe banyak
digunakan oleh masyarakat sebagai obat penghangat tubuh. Salah satu tanaman
yang memiliki kekerabatan dekat dengan jahe adalah temu mangga yang
digunakan sebagai obat tradisional untuk mengatasi infertilitas.

Allah Il Maha berkuasa atas segala sesuatu, sebagaimana hadist Nabi N

tentang Allah yang memiliki Asma’ul husna
) 155 Wlatl 3 Bty V) Bl ¢ B Gty Gxzs AU &)

Artinya: “Sesungguhnya Allah mempunyai 99 nama, yaitu seratus kurang satu;
barang siapa yang menghafalnya ia masuk surga.” (HR Bukhari dan Muslim)

Demikian juga berkaitan dengan persoalan infertilitas. Allah sudah menjanjikan
bahwa setiap ada penyakit ada obatnya, bahkan di antara nama-nama Allah adalah
Asy Syaafii (@L‘:ﬂ\) atau yang Maha Menyembuhkan. Sebagaimana hadits dari
‘Aisyah d, beliau mengatakan: “ Nabi N pernah meminta perlindungan kepada
Allah I untuk anggota keluarganya. Beliau mengusap dengan tangan kanannya
dan berdoa (Miankoki, 2012):

|
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Artinya . “Ya Allah, Rabb manusia, hilangkanlah kesusahan dan berilah dia

kesembuhan, Engkau Zat Yang Maha Menyembuhkan. Tidak ada kesembuhan



kecuali kesembuhan dari-Mu, kesembuhan yang tidak meninggalkan penyakit
lain” (HR Bukhari 535 dan Muslim 2191).
Allah  menyembuhkan makhluk-Nya melalui sunnatullah diantaranya

dengan mencari dan menemukan bahan-bahan yang berpotensi sebagai obat,
khususnya obat untuk mengatasi infertilitas. Sabda Nabi (¢!33 £\3 (&) merupakan
penguat motivasi bagi orang yang sakit maupun dokter atau orang yang
memberikan pengobatan, sekaligus dorongan untuk mencari pengobatan
(Miankoki, 2012).

Patutlah diyakini bahwa temu mangga termasuk salah satu tanaman
berkhasiat untuk mengatasi masalah infertilitas. Temu mangga sebagai salah satu
penyusun jamu subur kandungan mengandung senyawa kimia yang dalam
penelitian ini telah terbukti berpotensi sebagai tumbuhan yang mengandung
banyak senyawa antioksidan dan antifungi. Temu mangga mengandung bahan
aktif triterpenoid saponin. Dalam kajian fertilitas, komposisi triterpenoid saponin
ini sangat dibutuhkan untuk melindungi sel-sel granulosa. Hal tersebut
dikarenakan pada sel-sel granulosa terdapat reseptor-reseptorhormon LH-FSH.
Sebagaimana yang dinyatakan oleh Suheimi (2007), bahwa reseptor FSH hanya
ditemukan di sel-sel granulosa yang penting untuk mengendalikan perkembangan
folikel. Selain FSH sebagai regulator utama perkembangan folikel dominan,
growth factor yang dihasilkan oleh folikel dapat bekerja melalui mekanisme
autokrin dan parakrin, memodulasi kerja FSH, dan menjadi faktor penting yang
berpengaruh.

Namun, Kketerbatasan penelitian ini antara lain pada metode pembuatan

ekstrak rimpang temu mangga ini bersifat acak dan kasar, sehingga tidak



diketahui secara pasti bahan aktif mikroba apa saja yang terkandung di dalamnya.
Selain itu proporsi masing-masing bahan aktif yang dihasilkan dari proses
ekstraksi tersebut juga tidak diketahui secara pasti. Mungkin bahan aktif tersebut
bekerja sendiri atau mungkin semua bahan aktif bekerja bersama-sama dalam
menghambat pertumbuhan Candida albicans. Sealin itu, juga tidak ada
standarisasi pembuatan ekstrak bahan alam, sehingga ada kemungkinan apabila
dilakukan di laboratorium berbeda, maka hasil ekstrak yang didapatkan juga
memiliki efek yang berbeda.

Kemungkinan lainnya adalah adanya variasi biologis dari masing-masing
temu mangga. Temu mangga yang ditanam di daerah X mungkin efeknya tidak
sama dengan yang ditanam di daerah Y. Faktor lain yang juga mempengaruhi
adalah lama masa simpan ekstrak. Semakin lama disimpan, sensitivitas ekstrak
biasanya akan menurun. Akan tetapi ada juga yang efeknya malah meningkat.
Oleh karena itu, penelitian ini merupakan langkah awal dari proses stamdarisasi.
Dalam penelitian-penelitian selanjunya perlu ditingkatan lagi standarisasinya, baik
dari pemilihan bahan yang digunakan (temu mangga), serta lamanya masa simpan
(jangka waku ekstrak masih dapat digunakan sebagai antioksidan dan antifungi)
sehingga apabila dilakukan penelitian yang sama di tempat yang berbeda akan
didapatkan hasil yang sama. Aplikasi klinis yang mungkin dari penelitian ini
adalah penggunaan ekstrak rimpang temu mangga secara oral untuk pengobatan
infeksi Candida albicans. Namun masih memerlukan penelitian lebih lanjut yaitu

melalui pengujian pada hewan coba maupun pengujian pada manusia (uji klinik).



Sebelum obat dapat dicobakan pada manusia, dibutuhkan waktu untuk meneliti
sifat farmakodinamik, farmakokinetik dan efek toksiknya pada hewan coba.

Hasil penelitian yang telah dijalankan sebelumnya menyatakan bahwa
temu mangga menunjukkan berbagai aktivitas farmakologi, seperti: antioksidan,
aktivitas penangkapan (scavanging) radikal dan aktivitas kemopreventif
(pencegah kanker) (Pujimulyani et al. 2004; Tedjo et al. 2005). Yuandani (2011)
menyatakan ekstrak rimpang temu mangga memiliki aktivitas antikanker baik
sebagai agen preventif (pencegahan) maupun kuratif (pengobatan). Selain itu,
ekstrak etanol dan senyawa aktif yang telah berhasil diisolasi dari temu mangga,
labdane diterpen glikosida, menunjukan aktivitas sitotoksis terhadap beberapa sel
line kanker, seperti MCF7, Hep G2 dan T47D (Abbas et al. 2005; Widowati et al.
2011). Hal ini sejalan dengan hasil penelitian Tedjo et al. (2005) yang
melaporkan adanya efek antioksidan dan kemoprevensi (pencegahan kanker) dari
temu mangga ditinjau dari aktivitas glutathione-S-transferase (GST) secara in
vitro.

Dengan terungkapnya rahasia-rahasia alam melalui hasil penelitian, selain
mempertebal keyakinan akan kebesaran Allah sebagai pencipta-Nya, juga
menambah khasanah pengetahuan tentang alam untuk dimanfaatkan bagi

kesejahteraan umat manusia.



BAB V

PENUTUP

5.1 Kesimpulan
Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan dapat disimpulkan bahwa:

1. Ekstrak etanol, kloroform dan n-heksana rimpang temu mangga (Curcuma
mangga Val.) memiliki aktifitas antioksidan dengan nilai konsentrasi hambatan
(ICsp) terhadap radikal bebas DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhidrazyl) secara
berturut-turut sebesar 99,33 ppm (kategori aktif); 119,3 ppm (kategori sedang);

192,1 ppm (kategori sedang).



2. Aktifitas antifungi ekstrak etanol, kloroform dan n-heksana rimpang temu
mangga (Curcuma mangga Val.) terdapap Candida albicans dinyatakan dalam
nilai Kadar Hambat Minimal (KHM) dan Kadar Bunuh Minimal (KBM). Nilai
KHM ekstrak etanol, kloroform dan n heksan rimpang temu mangga (Curcuma
mangga Val.) terhadap jamur Candida albicans adalah 0,78% v/v sedangkan
nilai KBM nya sebesar 1,56% v/v. Aktivitas antifungi terbaik dihasilkan oleh
ekstrak etanol dengan jumlah pertubuhan koloni terkecil yitu 36x10°.

5.2. Saran

Berdasarkan hasil penelitian dapat dikemukakan saran sebagai berikut :

Pelarut terbaik yang dapat digunakan dalam proses ekstraksi rimpang temu

mangga adalah pelarut etanol. Namun, perlu dilakukan analisa senyawa fitokimia

dan pemisahan senyawa aktif melalui metode Kromatografi Lapis Tipis (KLT)
dan fraksinasi sehingga dapat diketahu secara pasti senyawa yang terlibat dalam
mekanisme antioksidan dan antifungi.
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