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ABSTRAK

konsentrasi yang berbeda, yaitu 20%, 30%, 40%, 50% dan 60% lalu diuji Diameter Daerah Hambat (DDH) dengan
metode difusi cakram. Proses pengujian Konsentrasi Hambat Minimum (KHM) dilakukan dengan metode dilusi agar
hingga diperoleh konsentrasi 1,5 x 107 CFU/ml. Inokulasi Candida albicans dilakukan dengan menggunakan medium
Sabouraud Dextrose Agar (SDA). Proses inkubasi berlangsung selama 3 sampai 7 hari pada suhu 25°C. Hasil yang
diperoleh dari uji DDH adalah terbentuknya zona hambat pada konsentrasi 40%, 50% dan 60%, sedangkan hasil dari
pengujian KHM adalah 32% yang ditandai dengan tidak adanya pertumbuhan Candida albicans pada medium SDA.

PENDAHULUAN

Jamur merupakan ragi (yeast) dan kapang
(mold). Jamur memiliki inti sel dan dikelilingi dinding
sel yang kaku (Elizabeth & Corwin, 2007). Di alam
bebas terdapat lebih dari 100.000 spesies jamur dan
kurang dari 500 spesies diduga dapat menyebabkan
penyakit ada manusia dan hewan. Jamur biasanya tidak
menyebabkan penyakit pada orang sehat dan sebagian
jamur dianggap sebagai flora normal pada manusia.
Berdasarkan sifatnya, infeksi jamur pada manusia dapat
dibagi menjadi dua jenis, yaitu: infeksi superfisial dan
infeksi oportunistik. Sebagian besar infeksi jamur
bersifat superfisial, yaitu infeksi jamur yang mengenai
lapisan permukaan kulit seperti stratu korneum, rambut
dan kuku. Sebagian infeksi terletak lebih ke dalam dan
menyebabkan infeksi diberbagai organ dan jaringan
vital. Infeksi oportunistik merupakan infeksi yang
disebabkan karena perubahan sifat jamur dari bentuk
komensal ke bentuk patogen (Jawetz et al. 1996)
Candida albicans adalah suatu ragi lonjong, bertunas
yang menghasilkan pseudomisellium baik dalam biakan
maupun dalam eksudat dan jaringan. Ragi ini adalah
anggota flora normal selaput mukosa saluran
pernafasan, saluran pencernaan dan genitalia wanita.
Candida albicans merupakan salah satu spesies jamur
penyebab infeksi pada manusia sehat maupun pada
penderita dengan penurunan sistem kekebalan tubuh
(Mulyati et al., 2014).
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Candida albicans merupakan flora normal di
saluran pencernaan, saluran pernafasan dan daerah
genital wanita. Karena penurunan imunitas tubuh,
Candida albicans dapat berubah menjadi khamir yang
bersifat patogen terhadap manusia dan menyebabkan
infeksi oportunistik seperti sariawan dan keputihan pada
wanita (Pelczar et al., 2008) Nystatin merupakan obat
antifungal yang paling banyak digunakan. Nystatin
memiliki aktivitas sebagai antifungi (anti jamur), yaitu
dengan mengikat sterol (terutama ergosterol) dalam
membran sel fungi. Hasil dari ikatan ini membuat
membran sel fungi tidak dapat berfungsi lagi sebagai
rintangan yang selektif (selective barrier), dan kalium
serta komponen sel yang lainnya akan hilang
(Carlille&Watkinson,1994). Obat antifungal  sistemik
digunakan pada pasien yang resisten terhadap obat
antifungal topikal dan pada pasien dengan resiko tinggi
menderita infeksi  sistemik. Berhubung dengan
toksisitasnya, nystatin tidak digunakan secara parenteral
(Tjay et al., 2002). Hal ini memicu adanya kebutuhan
untuk mencari agen-agen pengobatan yang baru dengan
aktivitas yang lebih baik dan toksisitas yang lebih
rendah. Jintan hitam (Nigella sativa L.) telah lama
digunakan sebagai obat tradisional untuk berbagai
macam  penyakit. Kandungan senyawa kimia
monoterpen  “thymol” dan senyawa kimia golongan
quinon “thymoquinone dan thymohydroquinone” di
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aktivitas terhadap Candida albicans (Utami et al.,
2013). Kesimpangsiuran mengenai aktivitas dari biji
jintan hitam ini pun seringkali dijumpai dalam beberapa
penelitian (Widiarta&Ronny, 2008), (Rahmawati et al,
2012), (Hardaningtyas, 2011). Hal ini menjadi salah
satu alasan dilakukan penelitian untuk memastikan

METODOLOGI PENELITIAN

Sampel Penelitian

Sampel penelitian berupa isolat Candida albicans
ATCC 10231  diperoleh  dari  Laboratorium
diperoleh dari Balai Penelitian Tanaman Obat dan
Aromatik (BALITTRO), Bogor, Jawa Barat. Biji jintan
hitam dideterminasi di Herbarium Bogoriense Bidang
Botani Pusat Penelitian Biologi Lembaga Ilmu
Pengetahuan Indonesia (LIPI) Cibinong, Bogor, Jawa
Barat.

Proses Pengolahan Biji Jintan Hitam.

hingga diperoleh derajat kehalusan 4/18.

Pengujian Kandungan Senyawa Kimia.

Serbuk biji jintan hitam dilakukan pengujian kandungan
senyawa kimia yang meliputi pengujian alkaloida,
flavonoida, saponin, kuinon, tanin, terpen/sterol.
Ekstraksi Biji Jintan Hitam.

petroleum eter pada suhu 40 — 60°C. Ekstrak dalam
petroleum eter dipekatkan dengan alat rotary
evaporator pada suhu 40°C.

Persiapan Jamur Uji.

Pada penyiapan suspensi Candida albicans, diambil
beberapa mata ose dari isolat Candida albicans ATCC
10231 ke dalam tabung reaksi berisi NaCl 0,90%,
homogenkan. Suspensi Candida albicans disetarakan
kekeruhannya dengan Mc. Farland 0,5 yang
mengandung konsentrasi 1,5 x 108 CFU/ml dengan alat
nephelometer. Untuk pengujian antijamur, konsentrasi
Candida albicans yang digunakan adalah 1,5 x 107
CFU/ml, sehingga perlu dilakukan pengenceran dengan
cara melarutkan 1 ml suspensi Candida albicans 1,5 x
108 CFU/ml ke dalam 9 ml NaCl 0,90%, homogenkan.
Persiapan Kontrol Positif Nystatin.

Serbuk Nystatin murni dibuat larutan stok dengan cara
melrutkan 25 mg serbuk Nystatin ke dalam 25 ml
pelarut DMSO (dimethyl sulfoxide), sehingga diperoleh
larutan dengan konsentrasi 1 mg/ml. Larutkan sebanyak
0,10 ml larutan stok ke dalam pelarut DMSO sehingga
diperoleh larutan Nystatin dengan konsentrasi 5 pug/ml.
Prosedur Pengujian Diameter Daerah Hambat
(DDH)

1. Dipersiapkan 8 tabung reaksi steril, 5 tabung reaksi
sebagai kontrol positif (Nystatin) dan 2 tabung sebagai
kontrol negatif (minyak sawit dan dimethyl sulfoxide).

Sainstech Farma Vol 8 No. 2, Juli 2015

ISSN : 2086 - 7816

dengan cara mempipet ekstrak biji jintan hitam
sebanyak:

Tabung 1 : 0,20 ml Tabung 4 : 0,50 ml

Tabung 2 : 0,30 ml Tabung 5 : 0,60 ml

Tabung 3: 0,40 ml

Kemudian dilarutkan dengan minyak

sawit sebanyak :

Tabung 1 : 0,80 ml Tabung 4 : 0,50 ml

Tabung 2 : 0,70 ml Tabung 5 : 0,40 ml

Tabung 3 : 0,60 ml

Sehingga diperoleh konsentrasi :

Tabung 1 : 20% Tabung 4 : 50%

Tabung 2 : 30% Tabung 5 : 60%

Tabung 3 : 40%

3. Inokulasi Candida albicans dibuat sebanyak 7
inokulum, dilakukan dengan cara melarutkan 0,1 ml
suspensi Candida albicans 1,5 x 10" CFU/ml ke dalam
10 ml media SDA (Sabouraud Dextrose Agar),
homogenkan, kemudian dituang ke dalam cawan petri
steril hingga memadat.

4. Dipersiapkan 8 blank disc berdiameter 6 mm.
Sebanyak 5 blank disc masingmasing direndam ke
disc direndam ke dalam kontrol positif Nystatin 5
pg/ml, 2 blank disc masing-masing direndam ke dalam
kontrol negatif (minyak sawit dan dimethyl sulfoxide)
diamkan selama 30 menit, lalu tiriskan.

5. Pengujian Diameter Daya Hambat dilakukan dengan
cara meletakan ke lima disc berisi 5 konsentrasi ekstrak
yang berbeda-beda diatas masingmasing inokulum, 1
disc kontrol positif

di letakan di atas 1 inokulum dan 2 disc berisi kontrol
negatif diletakkan di atas 1 inokulum.

6. Inkubasi dilakukan selama 3 — 7 hari pada suhu 25°C.
7. Pada hari ke tiga, amati dan ukur zona hambat yang
terbentuk di daerah sekitar disc hinga hari ke tujuh.
Prosedur Pengujian Konsentrasi Hambat Minimum
(KHM)

1. Dipersiapkan 6 tabung reaksi steril yang ditujukan

dengan cara mempipet ekstrak biji jintan hitam
sebanyak:

Tabung 1 : 0,30 ml Tabung 4 : 0,36 ml

Tabung 2 : 0,32 ml Tabung 5 : 0,38 ml

Tabung 3 : 0,34 ml Tabung 6 : 0,40 ml

Kemudian dilarutkan dengan minyak

sawit sebanyak :

Tabung 1: 0,70 ml Tabung 4 : 0,64 ml

Tabung 2 : 0,68 ml Tabung 5 : 0,62 ml

Tabung 3 : 0,66 ml Tabung 6 : 0,60 ml

Sehingga diperoleh konsentrasi :

Tabung 1 : 30% Tabung 4 : 36%

Tabung 2 : 32% Tabung 5 : 38%

Tabung 3 : 34% Tabung 6 : 40%

3.Inokulasi Candida albicans dibuat sebanyak 6
inokulum, dilakukan dengan cara melarutkan 0,1 ml
suspensi Candida albicans 1,5 x 107 CFU/ml ke dalam
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10 ml media SDA (Sabouraud Dextrose Agar), lalu di
masing-masing inokulum yang masih cair, lalu
homogenkan dan biarkan memadat.

4. Inkubasi dilakukan selama 3 — 7 hari pada suhu 25°C.

HASIL DAN PEMBAHASAN
Sampel Penelitian. Hasil dari proses determinasi biji
jintan hitam menunjukan bahwa biji tersebut adalah

hitam yang akan digunakan sebagai bahan uji, meliputi
pemeriksaan kandungan alkaloida, flavonoida, saponin,
tanin, kuinon dan terpen/sterol. Hasil penapisan
menunjukan  bahwa biji jintan hitam positif
mengandung senyawa alkaloida, flavonoida, saponin,
tanin, kuinon dan terpen/sterol. Prinsip dari pengujian
pengendapan, perubahan warna dan pembentukan busa.
Golongan senyawa kimia yang membentuk endapan
adalah alkaloida (dengan dragondorf membentuk
endapan merah bata dan dengan mayer membentuk
endapan putih dengan larutan gelatin). Golongan
senyawa Kkimia yang terjadi reaksi warna adalah
flavonoida (dengan HCI membentuk warna dalam
amylakohol), tanin (dengan larutan FeCIl3 membentuk
warna hijau violet), kuinon (dengan larutan NaOH 1 N
membentuk warna merah) dan sterol/terpen (dengan
reaksi Lieberman-Banchard membentuk warna merah-
hijau-violet-biru). Golongan

senyawa kimia yang membentuk busa adalah saponin.

Tabel 1. Hasil pengujian kandungan senyawa kimia

No Golongan Hasil
Senyawa Kimia
Alkaloida
Flavonoida
Saponin

Tanin

Kuinon
Terpen/Sterol

OO (WIN|F-
[+ +[+]+

Ekstraksi Biji Jintan Hitam. Pemilihan metode
soxhletasi didasarkan atas keuntungannya dibandingkan
dengan proses ekstraksi yang lain. Keuntungan dari
metode ini dibandingkan dengan metode ekstraksi yang
lain (seperti refluks dan perkolasi) adalah bahwa zat
berkhasiat obat dalam jumlah besar dapat diekstraksi
dengan jumlah pelarut yang jauh lebih kecil sehingga
dapat memberikan efek ekonomi yang luar biasa dalam
hal waktu, energi dan input. Pada skala kecil, digunakan
sebagai proses batch saja, tetapi menjadi jauh lebih
ekonomis dan layak bila dikonversi ke dalam suatu
prosedur ekstraksi kontinu pada skala menengah atau
besar (Anief, 1999). Prinsip soxhletasi yang selalu
menggunakan pelarut baru dapat menjadikan proses
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ekstraksi bahan aktif menjadi optimal (Wahyuni, 2009).
Dasar dari pemilihan pelarut petroleum eter adalah
karena bahan aktif thymol merupakan senyawa
golongan monoterpen hidrokarbon sederhana, yaitu
monoterpen fenol (Sarker, 2007). Senyawa monoterpen
fenol (thymol) yang terkandung di dalam minyak atsiri
yang bersifat non polar sehingga perlu menggunakan
bahan pelarut yang bersifat non polar pula untuk
mengekstrak minyak atsiri tersebut. Thymol merupakan
senyawa golongan monoterpen fenol yang sangat sukar
larut dalam air namun sangat mudah larut dalam
minyak esensial (Rowe, 2006). Selain itu, prinsip lain
dalam pemilihan pelarut untuk metode soxhletasi adalah
pelarut yang digunakan harus lebih mudah dan cepat
menguap dari bahan aktif yang akan di ekstrak (Rowe,
2006). Titik didih monoterpen adalah berkisar antara
140 — 180°C dan thymol adalah 233°C sehingga
menjadikan thymol dalam minyak atsiri lebih mudah
diekstrak dengan petroleum eter yang mempunyai titik
didih jauh di bawahnya, yaitu antara 30-90°C.(18).
Ekstrak dipekatkan dengan alat rotary evaporator pada
suhu 40°C hingga diperoleh ekstrak kental berwarna
kecoklatan.

Pengujian Diameter Daerah Hambat (DDH). Hasil
pengujian daya hambat menunjukkan bahwa ekstrak biji
jintan hitam mampu menghambat pertumbuhan
Candida albicans pada konsentrasi 40%, 50% dan 60%,
sebaliknya pada konsentrasi 20% dan 30% tidak
terdapat zona hambat di sekeliling cakram uji (lihat
tabel 2). Pengamatan yang dilakukan pada hari ke tiga
menunjukkan bahwa ekstrak pada konsentrasi 40%
meberikan zona hambat dengan rata-rata 17,33 mm
sedangkan pada konsentrasi 30% tidak terlihat zona
hambat pada cakram uji. Hal ini dapat terjadi karena
sekitar 80 sampai 90% dari dinding sel Candida
albicans adalah karbohidrat. Tiga unsur dasar yang
merupakan polisakarida utama dari dinding sel: (1)
polimer glukosa bercabangyang mengandung $-1,3 dan
B-1,6 linkages (B-glukan); (2) polimer tidak bercabang
dari N-asetil-D-glukosamin (GIcNAC) yang
mengandung B-1,4 obligasi (chitin); dan (3) polimer
dari manosa (mannan) kovalen terkait dengan protein
(glyco[manno] -protein). Selain itu, dinding sel
mengandung protein (6-25%) dan sejumlah kecil lipid
(1-7%). Polimer microfibrillar (B-glukan dan Kkitin)
merupakan komponen struktural dinding. Mereka
membentuk kerangka kaku yang memberikan sifat fisik
yang kuat untuk sel (Chaffin et al, 1998). Sedangkan
senyawa thymol. Thymol merupakan senyawa turunan
fenol (monoterpen fenol) dimana mekanisme kerja dari
senyawa fenol adalah denaturasi protein sel, yakni
perubahan rumus bangunnya hingga sifat khasnya
hilang. Khasiatnya dikurangi oleh sabun, karena dengan
alkali terbentuk fenolat inaktif (Tjay et al, 2002).
Thymol memiliki aktivitas 30 kali lebih kuat daripada
fenol dengan toksisitas hanya ¥ kalinya sehingga
mempunyai kerja fungisida yang kuat (Mutschler,
1991).
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percobaan
No Ekstrak Biji Jintan Diameter Zona Hambat (mm) Rata-rata (mm)
Hitam (%) 1 2 3

1 20 - - - -

2 30 - - - -

3 40 18 17 17 17,33

4 50 19 20 19 19,33

5 60 22 22 21 21,67

Keterangan : (-) = Tidak terbentuk diameter zona hambat

Hasil dari uji daya hambat Nystatin 5 pg/ml
mampu memberikan zona hambat terhadap Candida
albicans sebesar 35 mm (lihat tabel 3). Kontrol positif
digunakan untuk membandingkan aktivitas yang
diberikan oleh bahan uji. Zona hambat yang terbentuk
disebabkan karena Nystatin diikat oleh jamur atau ragi
yang sensitif, dalam pengujian ini adalah Candida
albicans. Sebagai antijamur, Nystatin berikatan dengan
sterol pada membran sel jamur atau ragi terutama sekali
ergosterol. Akibat adanya ikatan antara sterol dengan
antibiotik ini akan terjadi perubahan permeabilitas
membran sel sehingga sel akan kehilangan berbagai
molekul kecil (Setiabudy et al, 2007). Untuk pengujian
kontrol negatif dari DMSO dan minyak sawit
dipersiapkan sesuai dengan kondisi dan konsentrasi
yang digunakan untuk pengenceran. Hasil dari

pengujian aktivitas kontrol negatif DMSO dan minyak
sawit adalah tidak terdapat zona hambat di daerah
sekitar cakram. Hal ini telah dibuktikan oleh Any
Fitriani yang menggunakan DMSO sebagai kontrol
negatif dan tidak menunjukan adanya zona hambat pada
bakteri Staphylococcus aureus di daerah sekitar
cakram.(28) Pengujian aktivitas kontrol negatif minyak
sawit juga pernah dilakukan oleh Siti Aisyah yang
menunjukkan tidak adanya zona hambat pada bakteri
Staphylococcus  aureus, Bacillus  subtillis  dan
Eschericia coli (Aisyah, 2010). Kedua pengujian
aktivitas kontrol negatif ini membuktikan bahwa zona
hambat yang terbentuk pada pengujian ekstrak dan
kontrol positif bukan disebabkan karena adanya
aktivitas dari masing-masing pelarut.

Tabel 3. Hasil pengujian aktivitas diameter daya hambat kontrol positif dan kontrol negatif

No Nama Kontrol Diameter Zona Hambat (mm) Rata-rata (mm)
1 2 3
1 Nystatin 5 pg/ml 35 35 35 35
(Kontrol Positif)

2 Minyak Sawit (Kontrol - - - -
Negatif)

3 DMSO 1% (Kontrol - - - -
Negatif)

Keterangan: (-) = Tidak terbentuk diameter zona hambat

Pengujian aktivitas KHM dilakukan secara
dilusi yaitu dengan mengamati kekeruhan pada
konsentrasi 30%, 32%, 34%, 36%, 38% dan 40%. Hasil
yang diperoleh adalah pada konsentrasi 30% masih
terlihat pertumbuhan koloni Candida albicans pada
medium yang menunjukkan bahwa KHM ().
Sedangkan pada konsentrasi 32% sudah mulai terlihat
kejernihan pada medium yang menunjukkan bahwa
KHM (+) (lihat tabel 4)

Tabel 4. Pertumbuhan koloni Candida albicans

No Ekstrak Biji Jintan Hitam KHM
1 30% -
2 32% +
3 34% +
4 36% +
5 38% +
6 40% +

Keterangan : (-) = Tidak terjadi penghambatan,(+)=
Terjadi penghambatan
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Hasil penelitian ini bertolak belakang dengan
penelitian yang dilakukan oleh Rony Kurnia Widiarta
dengan judul “Uji Banding Efektifitas Infus Jintan
Hitam (Nigella sativa L.) 100% dengan Ketoconazole
2% secara In Vitro terhadap Pertumbuhan Candida
albicans”(8) yang menyimpulkan bahwa Infus jintan
hitam Nigella sativa L. 100% tidak efektif dalam
menghambat pertumbuhan Candida albicans. Hal ini
mungkin disebabkan karena cara pengujian dan cara
pengolahan dari simplisia yang kurang tepat. Berbeda
dengan penelitian Anita Rahmawati yang berjudul
“Pengaruh Pemberien Infusa Jintan Hitam (Nigella
sativa Linn) Terhadap Pertumbuhan Jamur Candida
albicans” (Rahmawati et al, 2012) yang menyimpulkan
bahwa ada pengaruh pemberian infusa jintan hitam
(Nigella sativa Linn) terhadap pertumbuhan jamur
Candida albicans dengan nilai KHM 20%. Dan
penelitian sebelumnya yang dilakukan oleh Dyanita
Hardaningtyas dengan judul “Uji Efek Antifungi
Ekstrak Petroleum Eter Biji Jinten Hitam (Nigella
sativa) Terhadap Pertumbuhan Candida albicans
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Secara In Vitro” (Hardaningtyas, 2011). yang
menyimpulkan bahwa KHM terhadap Candida albicans
adalah sebesar 24%. Hal ini dapat disebabkan karena
sampel yang diperoleh bukan berasal dari daerah yang
sama. Karena perbedaan iklim dan nutrisi tanah dapat
mempengaruhi kadar bahan aktif dari simplisia.

KESIMPULAN

terhadap Candida albicans dengan diameter daerah
hambat untuk 60% adalah 21,67 mm dan nilai
Konsentrasi Hambat Minimum nya adalah 32%.
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