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Abstract

Hortaea werneckii is a fungus causes of tinea nigra. Plants that are known to have antifungal compounds are
bay leaves (Syzygium polyanthum). This study was aimed to determine the best concentration of the
methanol extract from bay leaves (S. polyanthum) can inhibit the growth of Hortaea werneckii (T1) in vitro.
This study used a completely randomized design (CRD) with treatment levels that consisted of
concentrations of 20, 25, 30, 35 and 40%, negative control (sterile distilled water) and positive control
(ketoconazole 2%). The antifungal activity test was carried out using the Kirby-Bauer method. Based on the
results study showed that concentration 30% is the best concentration in inhibit fungal growth Hortaea

werneckii (T1).
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PENDAHULUAN

Jamur anggota spesies Hortaea werneckii
merupakan jamur yang dapat menyebabkan
masalah kesehatan kulit pada daerah tropis dan
subtropis (Bonifaz et al.,, 2008). Menurut
Cimerman & Plemenitas (2006) jamur anggota
spesies H. werneckii merupakan jamur penyebab
tinea nigra, yaitu infeksi superfisial pada stratum
korneum yang ditandai dengan noda kehitaman
atau coklat. Kejzar et al. (2013) menyatakan
bahwa jamur anggota spesies H. werneckii
menghasilkan dermaticeous (dinding selnya me-
ngandung pigmen melanin) sehingga memberikan
pigmen warna coklat atau hitam pada kulit
penderita tinea nigra.

Jamur anggota spesies H. werneckii merupakan
jamur yang mampu menyebar dan menyebabkan
infeksi yang luas karena kemampuan adaptasinya
yang baik. Menurut Elsayed et al. (2016) jamur
anggota spesies H. werneckii mampu bertahan
hidup dan berkembang pada lingkungan yang
ekstrim seperti nutrisi yang langka, suhu yang
tinggi, tekanan oksigen yang rendah, radiasi UV
yang berbahaya, dan hidup pada air asin.
Giordano et al. (2018) menyatakan bahwa se-
seorang dapat terinfeksi jamur anggota spesies H.
werneckii ketika bermain di pantai dan danau
serta kurangnya sanitasi pribadi.

Pengobatan penyakit yang disebabkan oleh jamur
anggota spesies H. werneckii pada umumnya di-
lakukan menggunakan bahan kimia sintetik
seperti ketokenazol 2%. Bonifaz et al. (2008)
menyatakan bahwa penyakit tinea nigra yang
disebabkan jamur anggota spesies H. werneckii

bisa sembuh dengan pemberian ketokenazol 2%
selama 12-18 hari. Menurut Tortora et al. (2001)
pengunaan bahan kimia sintetik menyebabkan
efek samping seperti alergi dan iritasi, serta
menyebabkan jamur menjadi resisten terhadap
antibiotik. Berdasarkan hal tersebut perlu di-
lakukan pengembangan obat antijamur yang
berasal dari bahan alami yang tidak menimbulkan
efek samping. Bahan alami yang dapat digunakan
dalam pengobatan jamur anggota spesies H.
Werneckii yaitu tumbuhan yang memiliki aktivitas
antijamur. Penelitian yang dilakukan oleh Rocha
et al. (2014) menunjukkan bahwa ekstrak daun
kelor (Moringa oleifera) dapat menghambat
pertumbuhan jamur anggota spesies H. werneckii.
Tumbuhan lain yang berpotensi memiliki aktivitas
antijamur adalah salam (Syzygium polyanthum).

Daun salam mengandung tanin, minyak atsiri,
flavonoid, seskuiterpen, triterpenoid, fenol,
steroid, lakto, saponin, dan karbohidrat (Moeloek,
2006). Sumono & Agustin (2008) menyatakan
bahwa tanin, flavonoid dan minyak atsiri yang
terkandung dalam daun S. Polyanthum memiliki
efek antibakteri dan antijamur. Penelitian
Angraini et al. (2014) menunjukkan bahwa
ekstrak daun salam 1% dapat menghambat
pertumbuhan jamur Candida albicans. Ber-
dasarkan studi literatur yang sudah dilakukan
menunjukkan bahwa saat ini belum ada informasi
tentang aktivitas ekstrak metanol daun S.
polyanthum terhadap jamur anggota spesies H.
werneckii. Oleh karena itu, perlu dilakukan
penelitian untuk mengetahui potensi antijamur
dari ekstrak metanol daun S. polyanthum terhadap
pertumbuhan jamur anggota spesies H. werneckii.
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BAHAN DAN METODE
Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini dilakukan selama 7 bulan dari bulan
April sampai November 2019. Persiapan sampel
daun S. polyanthum dilakukan dari bulan April
sampai mei 2019. Pengujian dilakukan dari bulan
Juni sampai November 2019 di Laboratorium
Mikrobiologi,  Jurusan Biologi, Fakultas
Matematika dan llmu Pengetahuan Alam,
Universitas Tanjungpura Pontianak.

Alat dan Bahan

Alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah
autoklaf, bunsen, botol vial, batang pengaduk,
gelas beaker, erlenmeyer, inkubator, cawan petri,
hotplate, jangka sorong, jarum ose, magnetic
stirer, mikro pipet, timbangan analitik, cutton
bud steril, tabung reaksi. Bahan yang digunakan
ekstrak metanol daun salam (S. polyanthum),
ketokonazol 2%, akuades steril, alkohol 70%,
DMSO (Dimetil Sulfoksida) 10%, Isolat Hortea
werneckii (T1), kertas cakram, kertas pem-
bungkus, media Malt Extract Agar (MEA), Mc
farland 0,5, NaCL 0,9%, plastik pembungkus dan
spiritus. Daun S. polyanthum diperoleh dari Desa
Seburing, Kecamatan Semparuk, Kabupaten
Sambas, Kalimantan Barat dan isolat Hortea
werneckii (T1) diperoleh dari koleksi Laboratori-
um Mikrobiologi Jurusan Biologi Fakultas Mate-
matika dan llmu Pengetahuan Alam, Universitas
Tanjungpura yang diisolasi oleh Manalu et al.
(2019).

Rancangan Percobaan

Rancangan percobaan dalam penelitian ini adalah
metode Rancangan Acak Lengkap (RAL).
Perlakuan terdiri dari 7 perlakuan dan 4 ulangan.
Ekstrak yang digunakan adalah ekstrak metanol
daun salam (S. polyanthum) dengan konsentrasi
20, 25, 30, 35 dan 40%., kontrol positif menagu-
nakan antibiotik ketokonazol 2%, dan akuades
steril sebagai kontrol negatif.

Prosedur Kerja
Persiapan ekstrak

Daun S. polyanthum ditimbang sebanyak 3 Kg,
kemudian disortasi basah dan dicuci menggunakan
air yang mengalir. Sampel daun yang sudah dicuci
dan sortasi kemudian dikeringkan pada suhu ruang
dan terhindar cahaya matahari langsung supaya
senyawa kimia yang terkandung pada daun tidak
rusak, selama kurang lebih 7 hari. Sampel daun
yang sudah kering dihaluskan dengan blender
hingga menjadi serbuk.

Pembuatan ekstrak daun Syzygium polyanthum

Ekstrak daun salam (S. polyanthum) dibuat dengan
metode maserasi, menggunakan pelarut metanol
dan simplisia dengan perbandingan pelarut dan
simplisia  4:1, simplisia daun salam (S.
Polyanthum) sebanyak 250g direndam dalam 1 L
metanol pada suhu ruang dan tidak terpapar
cahaya matahari secara langsung. Maserasi
dilakukan hingga larutan menjadi jernih, setelah
itu larutan difiltrasi hingga didapatkan maserat
(Angraini et al., 2014). Hasil maserat yang didapat
di evaporasi menggunakan rotary evaporator pada
suhu 40°C dengan kecepatan rotasi 56 rpm hingga
seluruh methanol menguap dan diperoleh ekstrak
kental (Alfiah et al., 2015).

Pembuatan medium

Pembuatan medium dilakukan dengan cara
menimbang 30 g Malt Extract Agar (MEA) dan
dilarutkan dalam 600 mL aquades. Kemudian,
medium dipanaskan menggunakan hotplate
sampai semua MEA larut dan berwarna jernih.
Medium MEA yang telah larut disterilisasi dengan
autoklaf selama 15 menit pada suhu 121°C dan
tekanan 1 atm.

Pembuatan larutan uji

Ekstrak daun salam (S. polyanthum) dibuat
dengan 5 taraf konsentrasi yaitu 20, 25, 30, 35,
dan 40%. Pengenceran setiap konsentrasi dibuat
sebanyak 2 mL, konsentrasi 20% dibuat dengan
melarutkan 0,4 mL ekstrak dalam 1,6 mL DMSO
10%, konsentrasi 25% dibuat dengan melarutkan
0,5 mL ekstrak dalam 1,5 mL DMSO 10%,
konsentrasi 30% dibuat dengan melarutkan
ekstrak dalam 1,4 mL DMSO 10%, konsentrasi
35% dibuat dengan melarutkan 0,7 mL ekstrak
dalam 1,3 mL DMSO 10%, dan konsentrasi 40%
dibuat dengan cara melarutkan 0,8 ekstrak dalam
1,2 mL DMSO 10%. Kontrol negatif dibuat
dengan cara melarutkan 0,02 g ketokenazol 2%
dalam 1 mL akuades steril, serta kontrol negatif
dibuat menggunakan akuades steril sebanyak 2
mL.

Pembuatan suspensi jamur

Stok kultur jamur anggota spesies H. werneckii
(T1) yang telah tumbuh pada hari ke tiga diambil
menggunakan jarum ose. Biakan yang telah
diambil disuspensikan pada tabung reaksi yang
berisi 9 mL NaCL 0,9% lalu digojok sampai
homogen. Suspensi yang telah homogen disesuai-
kan dengan standar kekeruhan McFarland 0,5.
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Pengujian aktivitas antifungi

Penelitian ini menggunakan metode apus Kirby-
Bauer menggunakan kertas cakram, dengan cara
menuangkan media agar MEA 20 mL pada
cawan petri sampai padat. Suspensi jamur H.
werneckii (T1) kemudian diapus merata pada
permukaan media menggunakan cotton buds
steril dan dibiarkan selama = 5 menit (Angraini
et al., 2014). Kertas cakram yang sudah steril
direndam dalam ekstrak daun S. polyanthum
dengan konsentrasi 20, 25, 30, 35, dan 40% serta
ketokenazol 2% selama 15 menit agar ekstrak
metanol daun S. polyanthumdan ketokenazol 2%
meresap pada kertas cakram (Angraini et al.,
2014). Kemudian, kertas cakram ditempatkan di
permukaan medium agar yang sudah diapus
dengan biakan jamur Hortaea werneckii (T1)
dan diinkubasi selama 3 hari pada suhu 29°C.

Pengukuran zona hambat

Pengamatan aktivitas antifungi ekstrak daun S.
polyanthum terhadap jamur anggota spesies H.
werneckii  (T1) dilakukan pada hari ketiga
inkubasi. Parameter yang diukur yaitu diameter
zona hambat yang terbentuk ditepi kertas cakram.
Diameter zona hambat yang terbentuk ditepi
kertas cakram diukur secara vertikal dan horizon-
tal dalam satuan millimeter (mm) menggunakan
jangka sorong. Penilaian zona hambat menurut
Davis dan Stout (1971) dikategorikan menjadi
lemah (> 5 mm), sedang (5-10 mm), kuat (11-20
mm), dan sangat kuat (> 20 mm).

Analisis dan Penyajian Data

Data diameter zona hambat diperoleh dengan
mengukur diameter zona hambat pada setiap taraf

konsentrasi ekstrak pada hari ke tiga inkubasi.
Setiap perlakuan dianalisa dengan Analysis of
Variance (ANOVA) SPSS 18. Jika didapatkan
hasil yang berbeda nyata maka akan dilanjutkan
dengan Uji Duncan dengan taraf kepercayaan o =
0,05. Data ditampilkan dalam bentuk tabel dan
gambar (foto).

HASIL DAN PEMBAHASAN
Hasil

Daya Hambat Ekstrak Metanol Daun Salam (S.
polyanthum)

Hasil penelitian aktivitas antifungi ekstrak meta-
nol daun S. polyanthum terhadap H. werneckii
(T1) yang telah dilakukan menunjukkan adanya
pengaruh aktivitas antifungi. Hasil menunjukkan
adanya zona hambat yang terbentuk pada hari ke
tiga inkubasi (Gambar 1). Zona hambat merupa-
kan daerah bening yang terdapat pada tepi kertas
cakram.

Hasil dari uji aktivitas antifungi ekstrak metanol
daun salam (S. polyanthum) terhadap anggota
spesies H. werneckii (T1) menunjukkan bahwa
ekstrak metanol daun S. polyanthum dapat meng-
hambat pertumbuhan H. werneckii (T1) pada kon-
sentrasi terkecil yaitu 20%. Hasil juga menunjuk-
kan adanya perbedaan zona hambat pada konsen-
trasi 20, 25, 30, 35, 40%, serta kontrol positif,
sedangkan kontrol negatif tidak menunjukkan
adanya zona hambat (Gambar 1). Gambar 1 mem-
perlihatkan adanya kenaikan zona hambat yang
terjadi seiring bertambahnya konsentrasi.

Gambar 1. Hasil uji ekstrak metanol daun salam (S.polyanthum) terhadap pertumbuhan H.werneckii (T1): a)
konsentrasi 20%, b) konsentasi 25%, c) konsentrasi 30%, d) konsentrasi 35%, €) konsentrasi 40%, f)

kontrol positif, g) kontrol negatif.
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Tabel 1. Rerata zona hambat dan respon hambatan ekstrak metanol daun S. polyanthum terhadap isolat H. werneckii

(T1).

Perlakuan Rerata Zona Hambat Respon Hambatan

(%) (mm) (Davis & Stout, 1971)
20 9,3 £0,572 Sedang
25 10,45+0,58° Sedang
30 11,36+0,52¢ Kuat
35 13,33+0,50¢ Kuat
40 15,01+0,17¢ Kuat

Kontrol Negatif 00,000,00f Tidak ada

Kontrol Positif 30,750,768 Sangat kuat

Keterangan : angka yang ditandai dengan huruf yang berbeda pada kolom yang sama menunjukkan pengaruh yang
berbeda nyata pada taraf kepercayaan 95% (a 0.05)

Hasil penelitian yang telah didapat dilakukan uji
analisis statistik menggunakan Anova satu jalur
dan uji lanjut Duncan. Analisis dengan Anova
satu jalur menunjukkan adanya pengaruh ekstrak
metanol daun S. polyanthum dalam menghambat
pertumbuhan jamur anggota spesies H. werneckii
(T1) (Fe21 = 1332,321; p = 0,000). Hasil uji lanjut
Duncan menunjukkan bahwa semua perlakuan
ekstrak konsentrasi 20, 25, 30, 35, dan 40%
berbeda nyata dengan kontrol positif dan kontrol
negatif. (Tabel 1).

Hasil menunjukkan bahwa respon hambatan
aktivitas antifungi ekstrak metanol daun S.
polyanthum menunjukkan adanya peningkatan
zona hambat seiring peningkatan konsentrasi.
Konsentrasi terkecil yaitu 20% sebesar 9,3 mm
dan yang terbesar 40% sebesar 15,01 mm. Hasil
juga menunjukkan respon hambatan yang ber-
beda, yaitu konsentrasi 20 dan 25% pada kategori
respon hambatan sedang, sedangkan konsentrasi
30, 35, dan 40% dengan respon hambatan kuat.

Pembahasan

Peningkatan zona hambat yang terdapat pada tepi
daerah kertas cakramseiring dengan peningkatan
konsentrasi tersebut mungkin dikarenakan pada
konsentrasi ekstrak metanol S. polyanthum yang
tinggi mengandung senyawa antifungi yang lebih
banyak. Wahyuni et al. (2014) menyatakan bahwa
konsentrasi ekstrak yang tinggi mengandung
senyawa metabolit sekunder yang tinggi. Hal ini
membuktikan bahwa pada penelitian ini bertam-
bah besar konsentrasi ekstrak metanol daun S.
polyanthum maka bertambah besar pula zona
hambat yang dihasilkan. Hal ini sejalan dengan
penelitian Tammi et al. (2018) yang menunjukkan
bahwa peningkatan daya hambat sebanding de-
ngan peningkatan konsentrasi.

Zona hambat yang terdapat pada setiap konsen-
trasi ekstrak metanol daun S. polyanthum diduga
karena adanya kandungan senyawa metabolit

sekunder pada ekstrak daun S. polyanthum.
Ekstrak metanol daun S. polyanthum mengandung
metabolit sekunder seperti alkaloid, flavonoid,
tanin dan saponin (Perdana et al., 2016). Menurut
Angraini et al. (2014) senyawa metabolit flavono-
id dan tanin mempunyai aktivitas antifungi yang
dapat menghambat pertumbuhan jamur dan
menurut Wahyuni et al. (2014) senyawa metabolit
alkaloid, flavonoid, dan saponin mempunyai akti-
vitas antifungi pada pertumbuhan jamur.

Alkaloid merupakan satu diantara beberapa
senyawa metabolit sekunder yang berfungsi
sebagai antifungi (Waluyo, 2009). Alkaloid akan
menganggu pertumbuhan jamur dengan cara
masuk ke dinding sel dan mencegah replikasi
DNA sehingga pembentukan DNA dan RNA akan
terganggu (Aniszewki, 2007). Senyawa alkaloid
menghambat biosintesis asam nukleat pada jamur
yang menyebabkan jamur tidak dapat berkembang
(Adegoke & Adebayo-tayo, 2009).

Selain alkaloid, flavonoid juga berfungsi sebagai
antifungi, senyawa flavonoid mengakibatkan su-
sunan organik dan pengangkutan nutrisi menjadi
berubah yang menimbulkan efek toksik terhadap
jamur (Agrawal, 2010). Flavonoid dapat men-
denaturasi protein yang terdapat pada sel, se-
hingga pembentukan sel akan terganggu yang
mengakibatkan komposisi komponen protein ber-
ubah (Nuryanti et al., 2016). Senyawa Saponin
sebagai antifungi dapat merusak protein dan
enzim yang terdapat pada sel jamur serta mampu
berdifusi dengan membran luar dan dinding sel
jamur yang kemudian dapat menganggu kesta-
bilan sel (Cavalieri, 2005). Mekanisme senyawa
saponin dalam menghambat pertumbuhan jamur
ialah dengan meningkatkan permeabilitas dinding
sel jamur yang mengakibatkan cairan sel yang
mengandung enzim, protein dan materi metabolis-
me tertarik keluar sel dan menyebabkan pertum-
buhan jamur menjadi terganggu (Kurniawati et
al., 2016).
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Senyawa tanin juga memiliki aktivitas antifungi
yang dapat mengecilkan dinding sel jamur
akibatnya permeabilitas dari dinding sel jamur
akan terganggu sehingga dinding sel jamur tidak
akan dapat melakukan aktivitas metabolisme sel
(Chismirina et al., 2014). Senyawa metabolit tanin
akan menghambat pertumbuhan mikroba seperti
yeast dengan cara menganggu aktivitas enzim
protease (Cowan, 1999). Menurut Angraini et al.
(2014) jika tanin masuk ke dalam sitoplasma
maka tanin akan mampu bereaksi dengan enzim
yang berkerja sehingga menyebabkan metabolis-
me sel tidak dapat terjadi dan akhirnya akan
menghambat pertumbuhan jamur atau bahkan
kematian sel.

Hasil penelitian menunjukkan bahwa kontrol
positif menggunakan ketokenazol 2% berbeda
nyata dengan kontrol negatif dan berbagai
konsentrasi ekstrak metanol daun S. polyanthum,
karena menghasilkan aktivitas antifungi dengan
diameter zona hambat yang paling besar terhadap
jamur anggota spesies H. werneckii (T1) yaitu
30,75 mm (Tabel 1). Hal ini membuktikan bahwa
ketokenazol 2% aktif terhadap jamur dermatofit
seperti H. werneckii (T1). Hal ini sejalan dengan
penelitian Bonifaz et al. (2008) yang menyatakan
bahwa penyakit tinea nigra yang disebabkan
jamur anggota spesies H.werneckii bisa sembuh
dengan pemberian ketokenazol 2% selama 12-18
hari.

Hasil penelitian menunjukkan bahwa ketokenazol
2% menghambat pertumbuhan jamur anggota
spesies H. werneckii lebih baik dibandingkan
dengan ekstrak metanol daun S. polyanthum yang
hanya memberikan respon hambatan sedang
hingga kuat. Hal ini kemungkinan disebabkan
oleh senyawa metabolit yang terdapat pada
ekstrak metanol daun S. polyanthum tidak mampu
menghambat sintesis ergosterol pada membran
jamur anggota spesies H. werneckii (T1)seperti
pada ketokenazol 2%. Menurut Gunde-Cimerman
dan Plemenitas (2006), fluiditas dari membran
jamur anggota spesies H. werneckii sebagian
besar dipengaruhi oleh jumlah ergosterol, fosfo-
lipid, dan asam lemak. Menurut Siddik et al.
(2016), mekanisme kerja ketokenazol dalam
menghambat pertumbuhan jamur adalah dengan
menghambat enzim demethylase 14-a-sterol yang
kemudian menyebabkan adanya kerusakan pada
membran sel sehingga sintesis ergosterol untuk
membentuk membran sel akan terganggu serta
menyebabkan akumulasi dari 14-a-metilsterol
yang dapat menganggu fosfolipid.

Penelitian yang telah dilakukan menunjukkan
bahwa perlakuan dengan konsentrasi 30% meru-
pakan konsentrasi terbaik dalam menghambat
pertumbuhan jamur anggota spesies H. werneckii
(T1), dengan respon hambatan kuat. Namun,
ketokenazol 2% menghasilkan respon hambatan
yang sangat kuat daripada ekstrak metanol daun S.
polyanthum. Hal ini diduga karena jamur anggota
spesies H. werneckii mempunyai pigmen melanin
yang terdapat pada selnya. Menurut Kejzar et al.
(2013) pigmen melanin yang terdapat pada jamur
anggota spesies H. werneckii memiliki peran yang
sangat penting untuk kemampuan bertahan hidup
dari lingkungan yang ekstrim, seperti radiasi yang
tinggi, suhu tinggi, tekanan osmotik dan perlin-
dungan lisisnya enzimatik. Menurut Plemenitas et
al. (2008) jamur anggota spesies H. werneckii
akan memodifikasi struktur dinding selnya dengan
melanisasi dinding sel untuk meminimalkan hi-
langnya komponen sel, pigmen melanin yang ter-
dapat pada jamur anggota spesies H. werneckii
akan melapisi bagian luar sel dan membentuk
permeabilitas mekanik untuk mengurangi ukuran
pori-pori di dinding sel. Penelitian yang telah di-
lakukan Brunskole Svegelj et al. (2011) menun-
jukkan bahwa turunan senyawa azol seperti
ketokenazol, thiodiazol, dan dioxole terbukti
mempengaruhi pertumbuhan jamur dan pigmen-
tasi.
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