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Abstrak

Bahan baku obat tradisional (simplisia ) umumnya berasal dari alam terutama bahan tumbuh-
tumbuhan atau bagian tumbuhan. Bahan-bahan tersebut dapat terkontaminasi mikroba selama penanaman,
pengeringan, penyimpanan, sehingga dapat mencemari simplisia. Keadaan lingkungan dan iklim Indonesia
sangat menunjang perkembangan jamur dan pembentukan aflatoksin. Sehingga untuk mengetahui berapa
besar cemaran jamur, jamur Aspergillus flavus dan aflatoksin pada simplisia, maka dilakukan penelitian
mengenai ' Gambaran Cemaran Jamur, Jamur A. flavus dan aflatoksin Pada Simplisia”

Penelitian dilakukan terhadap 5 jenis simplisia yang diambil secara purposive dari 5 pabrik di
Jakarta dan sekitarnya, 5 pabrik di Jawa Tengah dan 5 pabrik di Jawa Timur. Pemeriksaan angka kapang,
jamur A flavus di tetapkan secara mikrobiologi sedangkan penetapan aflatoksin ditetapkan secara KLT

(kromatografi Lapis Tipis ).

Hasil penelitian angka kapang menunjukkan bahwa jumlah Kencur, Adas dan Jung rahab masing-
masing 33,33 % tidak memenuhi batas persyaratan Kepmenkes No. 661/MENKES/SK/VII/1994, sedangkan
Laos 22,22 % serta Sembung 11,11%. A. flavus ditemukan pada Adas 77,77 % dengan positif aflatoksin B2
55,55%, pada Kencur ditemukan A.flavus 33,33 % dijumpai positif aflatoksin B1 11,11 %, dan pada Laos,
Jung Rahab serta Sembung ditemukan A. flavus masing-masing 11,11%. Jung rahab positif aflatoksin Bl

11,11 %, Sembung tidak positif aflatoksin.

Kata kunci : Kencur, Laos, Adas, Jung rahab, Sembung, Jamur, Aspergillus flavus , aflatoksin

Pendahuluan

bat tradisional masih mempunyai peranan
O penting dalam pengobatan/pelayanan ke-

sehatan di masyarakat. Bahan baku obat
tradistonal umumnya berasal dari alam, seperti:
hewan dan tumbuh-tumbuhan. Namun, dalam hal
ini yang utama adalah berasal dari bahan tumbuh-
tumbuhan atau bagian tumbuhan yang berupa
daun, ranting, biji-bijian, bunga, kulit kayu, akar
atau umbi.

Simplisia-simplisia tersebut dapat tercemar
mikroba selama proses penanaman, pengeringan
dan penyimpanan. Di daerah iklim tropik terutama
di Indonesia dengan kondist yang tidak mengun-
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tungkan seperti suhu dan kelembaban tingg: dapat
memicw/mendukung pertumbuhan  mikroorga-
nisme termasuk jamur. Adapun suhu optimum
untuk pertumbuhan jamur yakni berkisar antara
25° C-30° C serta kelembaban 65%-93%. Tum-
buhnya mikroorganisme pada sediaan simplisia
dapat menurunkan mutu khasiat dan keamanan-
nya, terutama hasil metabolitnya misal: aflatoksin.
Salah satu jamur penghasil aflatoksin yaitu jamur
A flavus dan jenis-jenis aflatoksin yang dihasilkan
adalah aflatoksin B1,B2,G1 dan G2. Aflatoksin
merupakan sekelompok metabolit sekunder
poliketida yang dapat menggangu kesehatan.
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Gangguan kesehatan yang ditimbulkan oleh
aflatoksin dapat diketaui dari hasil penelitian
Purchase et al (1973) pada hewan tikus, me-
nyatakan bahwa tikus jantan lebih peka terhadap
aflatoksin (LD30 =1,53) dan untuk tikus betina
(LD50 = 5,96). Penelitian lebih lanjut, menunjuk-
kan peristiwa kematian karena aflatoksin yang
meningkat pada saat pubertas. Hasil penelitian
Heatcote dan Hibbert, 1978 menyatakan bahwa
hubungan antara banyaknya aflatoksin yang
dimakan dengan terjadinya kanker hati pada
manusia (karsinoma hati primer). Semakin besar
makanan mengandung aflatoksin maka semakin
besar pula terjadinya kanker hati-  Aflatoksin Bl
dengan dosis rendah bila masuk kedalam tubuh
dalam jangka waktu yang lama dapat me-
nimbulkan kanker hepar (Soekeni Soedigdo,
1984). Oleh karena itu, Departemen Kesehatan
melalui Kepmenkes mengeluarkan peraturan No.
661/ MENKES/ PER/VII/1994 tentang persyara-
tan obat tradisional yang harus memenuhi per-
syaratan keamanan, kemanfaatan dan mutu
(kadar air, angka kapang, mokroba patogen dan
aflatoksin, dll). Hartati dan Margiono (1981), me-
laporkan bahwa simplisia dan sediaan jamu positif
tercemar aflatoksin. Walaupun konsumsi jamu
tidak sebesar jika mengkonsumsi makanan na-
mun efek cemaran tidak dapat diabaikan begitu
saja karena resiko yang ditimbulkannya untuk
penggunaan secara terus menerus.

Berhubung dengan hal tersebut diatas, maka
untuk mengetahui sejauh mana pencemaran jamur
dan aflatoksin pada jamu/simplisia, maka di-
lakukan penelitian mengenai “Gambaran Cemaran
Jamur dan Aflatoksin pada Simplisia yang di-
peroleh dari Pabrik Jamu di Pulau Jawa *.

Bahan dan Cara
Bahan

Sampel

Sampel yang ditetapkan adalah simplisia yang
diduga tercemar jamur dan aflatoksin berdasarkan
hasil penelitian Hartati dan Margiono (1981).
Sampel tersebut adalah rnmpang Kencur
(Kaempferinga galanga), buah Adas (Foeniculum
vulgare), rimpang Laos (4lpinia galanga), daun
Jung rahab (Baekaea frutescens) dan daun
Sembung (Blumea balsamifera). Simplisia di-
ambil secara purposive dari 5 pabrik di Jakarta.
Dan, sekitar 5 pabrik di Jawa Tengah serta 5
pabrik di Jawa Timur. Masing-masing pabrik di-

ambil 5 simplisia, sehingga jumlah simplisia 5 x
15 pabrik = 75 simplisia .

Bahan-bahan vyang digunakan pada pe-
netapan jumlah jamur dan jenis jamur A. flavus
adalah potato dextrosa agar (PDA) larutan
kloramphenicol 100 mg/L media, larutan lakto-
fenol, aquabidestilata (IKA PHARMINDO)

Bahan yang digunakan dalam penetapan
aflatoksin secara Kromatograft lapis tipis (KLT)
meliputt persiapan ekstrak yaitu aseton (E.
Merck), timbal asetat (E.Merck), kloroform
(E.Merck) dan air suling, sedangkan baku standar
digunakan  Aflatoksin B1,B2,GI dan G2
(MAKOR CHEMICAL). Larutan pengembang
digunakan campuran kloroform : aseton ( 9:1 )

Alat

Alat yang digunakan adalah cawan petri,
inkubator, autoclave, mikroskop dan jarum ose,
neraca elektrik, Chamber, plat silika gel GF 254,
lampu UV 254 nm.

Cara Kerja

Cara Penetapan Jamur ditentukan dengan
metode sebaran (Standard Pour Plate Method).
Disiapkan 4 buah tabung masing-masing diisi
dengan 9 ml aquadest, 1 gram sampel dimasukkan
kedalam salah satu tabung di atas dan dikocok
sampai homogen, sehingga diperoleh pengenceran
10 7! tabung ini desebut tabung 1. Cairan pada
tabung I dipipet sejumlah 1 ml kemudian di-
masukkan ke dalam tabung lain yang telah berisi
9 ml aquadest dan dikocok sampat homogen
hingga diperoleh pengenceran 107, tabung ini
disebut sebagai tabung II. Dilakukan hal yang
sama seperti cara tersebut di atas terhadap kedua
tabung sisa hingga diperoleh pengenceran 10” dan
10°. Media PDA yang mengandung 100 mg
kloramphenicol/liter media diletakkan kedalam
cawan petri (4 set secara duplo). Dari masing-
masing pengenceran dipipet 0,5 ml, kemudian
dituang ke dalam permukaan media PDA, segera
cawan petri digoyang-goyangkan sambil diputar
agar suspensi merata di permukaan media.
Seluruh cawan petri diinkubasikan pada suhu
kamar (20° C-25° C) selama 5-7 hari. Jumlah
kolont jamur yang tumbuh dicatat dan per-
hitungan angka kapang dapat dilakukan, sebagal
berikut : misalkan dalam cawan petri 10™ tercatat
40 koloni jamur, maka angka jamur = 40 x 10™
koloni/gram sampel.
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Cara Penetapan Isolasi Jamur A. flavus.
Isolasi dilakukan dengan mengambil | gram
sampel dimasukkan kedalam 9 ml aquadest dalam
botol, dikocok sampai homogen. Sampel diatas
dipipet 0,5 ml kemudian ditanamkan pada media
PDA yang mengandung 100 mg kloramphenicol/
Liter media dalam cawan petri, lalu cawan petri
di-goyang dan diputar hingga suspensi merata
pada permukaan media. Cawan petri diinku-
basikan pada suhu 20°C-25 °C selama 5-7 hari,
setelah selesai masa inkubasi, jamur yang tumbuh
diamati pada permukaan media, dan dilakukan
pengamatan di bawah mikroskop, dengan cara
mengambil sedikit contoh jamur tersangka. Kolo-
ni tersangka A. flavus berwarna hijau kekuningan
cerah, kemudian diletakkan pada kaca obyek yang
telah diberi larutan laktofenol,setelah ditutup
dengan gelas penutup diamati menggunakan
mikroskop.

Identifikasi mikrokultur dibuat irisan media
PDA ukuran 0,5 x 0,5 cm, kemudian diletakkan
irisan media tersebut diatas kaca obyek. Isolat
ditanam A. flavus pada irisan media dengan jarum
ose, setelah 1tu ditutup dengan kaca penutup. Kaca
obyek diletakkan pada cawan petri dan pada
cawan petri diletakkan kertas isap guna
mendapatkan kelembaban yang memadai supaya
pertumbuhan jamur optimal. Cawan petri diinku-
basikan pada suhu 20°C-25°C selama 4 hari.
Setelah jamur bersporulasi komidia dan koni-
diospora menempel pada permukaan kaca penu-
tup. Hasil dibandingkan dengan jamur tersangka
A.flavus dari isolasi diatas berdasarkan bentuk
koloni dan intensitas warnanya.

Cara penetapan aflatoksin ( AOAC,1975)
yaitu :

a. Pemurniaan Ekstrak Sampel
Sampe] ditimbang + 25 gram dimasukkan
kedalam blender, kemudian ditambah 125 ml
aseton 70% lalu diblender selama 3-5 menit,
disaring menggunakan kertas saring. Filtrat
sebanyak 75 ml ditampung dalam gelas piala,
ditambahkan 30 ml air suling dan 20 ml
timbal asetat 20% kemudian dimasukkan batu
didih dan diuapkan dalam tangas air sampai
volume + 75 ml. Endapan dan cairan dipisah-
kan dengan sentrifuga selama 10 menit,
sebelum disentrifuga zat-zat yang masih
menempel pada beker dibilas dengan 30 ml
aseton 20%. Filtrat yang diperoleh dimasuk-
kan dalam corong pisah kemudian ditambah-
kan 25 ml kloroform, lalu dikocok kuat-kuat.

Fase kloroform dikeluarkan dengan melewat:
penyaring yang disumbat “glass-wool” dan
diletakkan Na,SO, anhidrat. Diulangi lagi
dengan menambahkan 25 ml kloroform di-
kocok dan disaring kemudian cairan ditam-
pung dalam labu penguap. Larutan kloroform
divapkan dengan rotavapor sehingga diper-
oleh aflatoksin yang terekstrak di dalam labu
penguap. Larutan kloroform diuapkan hingga
diperoleh ekstrak aflatoksin yang sudah
kering. Sebelum diperlakukan lebith lanjut
sejumlah ekstrak kering dilarutkan dengan
kloroform sampai jumlah tertentu.

b. Pembuatan Baku Pembanding

Cairan Aflatoksin baku 1 ul diencerkan
dengan kloroform, bila konsentrasi rendah
cukup dengan 100 ul atau 200 ul dan jika
konsentrasi afltoksin masih tinggi dapat di-
encerkan dengan 500 ul atau 1000 ul kloro-
form. Larutan baku aflatoksin yang telah
encer ditotolkan pada lempeng kromatografi
sebanyak 3 spot, sebanyak 5 ul, 10 ul dan 15
ul.

c. Pemisahan komponen (KLT)

Pelat yang telah ditotolkan dengan sederetan
spot standar dan contoh uji dimasukkan ke
dalam bejana yang telah berisi larutan pe-
ngembang campuran kloroform : aseton (9:1)
sebanyak 200 ml kemudian didiamkan hingga
larutan pengembang naik sampai tanda batas,
lalu pelat diangkat dan dikeringkan.

d. Pengamatan deteksi spot dengan lampu UV
254 nm.
Fluoresensi dari spot-spot contoh diban-
dingkan tinggi spot dengan warna fluoresens:
standar dibawah lampu UV 254 nm ( fluore-
sensi aflatoksin Bl dan B2 adalah biru se-
dangkan G1 dan G2 adalah hijau ). Hasil dar1
perbandingan tinggi noda (hRF) dengan
warna fluoresensi dapat diidentifikasi spot
tersebut. Pada saat pengambilan sampel dila-
kukan observasi dan wawancara mengenai
pengadaan simplisia dan penyimpanan sim-
plisia.

Hastil Penelitian

Sampel terkumpul 45 ( 60%) dari yang telah
direncanakan. Adapun perincian perolehan sampel
adalah sebagai berikut : 10 (40%) sampel berasal
dari DKI Jakarta dan sekitarnya, 25 (100%) sam-
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pel berasal dari Jawa Tengah serta 10 (40%)
sampel berasal dann Jawa Timur. Hasil
pemeriksaan angka jamur (angka kapang) yang
merujuk pada Keputusan Menteri Kesehatan R.]
No. 661/ MENKES/SK/VII/1994 yang menyata-
kan bahwa obat tradisional tidak memenuhi ba-
tas persyaratan angka kapang yaitu tidak lebih
dari 10" dapat dilihat pada Gambar 1.

Dari hasil pengamatan diatas dapat diketahui
bahwa pemeriksaan angka kapang pada simplisia
kencur, Adas dan Jung Rahab masing-masing
33,33% dan Laos 22,22% serta Sembung 11,11
% yang tidak memenuhi batas persyaratan angka
kapang. Adapun hasil pemeriksaan jamur
A. flavus dan identifikasi aflatoksin pada simplisia
dapat dilihat pada Tabel 1.

Jamur A.flavus yang ditemukan terbanyak
pada simplisia Adas yaitu 77,77%. Kemudian,
diikuti oleh Kencur 33,33% sedangkan Laos, Jung
Rahab dan Sembung masing-masing 11,11%.
Jenis aflatoksin B2 terbanyak ditemukan pada
Adas 55,55%, aflatoksin Bl ditemukan pada
Kencur dan Jung Rahab masing-masing 11,11 %,
sedangkan aflatoksin G1 terdapat pada Sembung
11,11%

Hasil observasi untuk mengetahui asal
simplisia sebagai bahan baku sediaan jamu dari
pabrik yang dikunjungi dan diambil produknya
sebagai sampel dapat diketaui pada Gambar 2.

Gambar 1
Jumlah Simplisia yang Tidak Memenuhi Batas Persyaratan Angka Kapang
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Tabel 1

Jumlah Simplisia yang Tercemar Jamur Aspergillus flavus dan Aflatoksin

Jumlah Simplisia/Sampel

Jenis Simplisia | Jamur Aflatoksin

Aspergillus Bl B2 Gl G2

flavus
Kencur 3 (33,33 %) 1(11,11) - - -
Adas 7 (77,77 %) 5(55,55%) : -
Laos 1 (11,11 %) - - -
Jung Rahab 1(11,11%) 1(11,11%) - - -
Sembung 1(11,11%) - 1(11,11%) -

Media Lithang Kesehatan Volume XII Nomor 3 Tahun 2002

15



Gambar 2
Asal Simplisia Pabrik Jamu

20%

80%

M Pengecer tidak tetap
O Pengecer tetap

Tabel.3.
Jumlah Pabrik yang Menggunakan Perlengkapan Gudang Penyimpanan Simplisia

No. Perlengkapan penyimpanan

Jumlah Pabrik (N=15)

1. AC (air conditioner)

2 (13,33%)

2. | Exaust Fan 3 (20 %)

3. Humidifier 0%

4, AC dan Humidifier 0%
5. | Exaust fan dan Humidifier

0%

Pabrik jamu banyak mengambil simplisia
sebagai bahan baku jamu sebagian besar dari
pengecer tidak tetap sebanyak 80%, dan pengecer
tetap hanya sebanyak 20% sedangkan yang mena-
nam sendiri tidak ada.

Adapun perlengkapan tempat penyimpanan
simplisia digudang penyimpanan bahan baku di
pabrik jamu yang dikunjungi dapat diketahui pa-
da Tabel 3.

Gudang penyimpanan simplisia ternyata
sebagian besar (86,78%) tidak menggunakan per-
lengkapan apa-apa dan tidak satupun meng-
gunakan dehumidifier, hanya sebesar 13,33%
yang menggunakan AC dan 20% menggunakan
Exhaust Fan.

Pembahasan

Pada pemeriksaan jenis jamur A. flavus dan
aflatoksin ditemukan bahwa pemeriksaan tidak
selalu sejalan yang berarti jika ditemukan afla-

toksin belum tentu ditemukan jamur A.flavus
atau sebaliknya bila ditemukan A.flavus belum
tentu terdapat aflatoksin. Ini dapat terjad: karena
pada waktu ditemukan adanya aflatoksin diduga
jamur A.flavus telah mati, sehingga tidak
terdeteksi atau sebaliknya jika ditemukan adanya
A.flavus yang baru tumbuh dan belum meng-
hasilkan aflatoksin, seperti diketahui A4. flavus
ditetapkan dengan pembiakan karena berupa
jasad hidup yang bila sudah mati tidak dapat
dideteksi, sedangkan aflatoksin adalah hasil
metabolisme dari jasad renik atau jamur dan dapat
dideteksi secara fisika/kimia. Menurut Lillehoj
(1986) menye-butkan bahwa substrat tertentu
dengan a, 0,91-0,99 sangat baik untuk pertum-
buhan A4.flavus dan pada a, 0,87 walaupun A.
flavus masih dapat tumbuh tetapi tidak dapat
memproduksi aflatoksin (a,, merupakan kemam-
puan air untuk berperan dalam proses-proses
kerusakan) dan Martin, 1976 menyebutkan pula
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pembentukan aflatoksin pada umumnya terjadi 5.
pada kelembaban nisbi tinggi yaitu 87%-98%

,suhu 21,1° C sedangkan pada suhu 15° C dan 45°

C aflatoksin tidak tumbuh. Kondisi ini mungkin

yang terjadi baik pada proses penanaman, penge- 6.
ringan dan penytmpanan.
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