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Abstrak

Dismenore primer sangat umum terjadi pada wanita usia subur yang ditandai dengan nyeri spasmodik di bagian bawah perut dan berlangsung antara 12-72 jam. Hingga saat ini belum ada pengobatan pasti untuk mengatasi gejala dismenore primer, namun terapi secara tradisional menggunakan obat herbal menjadi salah satu pengobatan yang banyak dilakukan. Obat tradisional yang menggunakan berbagai campuran tumbuhan yang dikenal sebagai jamu, secara empiris terbukti dapat menjaga kesehatan, mencegah, dan mengobati penyakit. Jamu empiris nyeri menstruasi yang dikembangkan oleh unit griya sehat UPT Laboratorium Herbal Materia Medica Batu tersedia dalam bentuk serbuk. Sediaan obat tradisonal ini diformulasikan khusus untuk meredakan gejala nyeri haid. Obat tradisional dalam bentuk serbuk harus bebas dari mikroorganisme patogen yang dapat menyebabkan penyakit atau keracunan makanan. Jumlah lempeng total (ALT) dan jumlah kapang khamir (AKK) menjadi parameter penting untuk memastikan keamanan dan mutu produk dan memperoleh izin edar. Tujuan pengujian ini adalah untuk mengetahui nilai ALT dan AKK dalam sediaan jamu empiris pereda nyeri haid yang berasal dari unit griya sehat UPT Laboratorium Herbal Materia Medica. Metodologi pengujian nilai ini mengacu pada PerBPOM Nomor 32 Tahun 2019 tentang standar keamanan dan mutu obat tradisional. Hasil penilaian nilai ALT dan AKK obat herbal empiris pereda nyeri haid dari unit rumah sehat Laboratorium Materia Medika Herbal UPT menunjukkan nilai ˂10 cfu/gram. Hasil penelitian menunjukkan bahwa jamu tersebut layak dan aman untuk dikonsumsi dan memenuhi persyaratan PerBPOM Nomor 32 Tahun 2019.
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1. PENDAHULUAN

Dismenore dan pramenstruasi sindrom (PMS) adalah gejala komplikasi yang umum terjadi pada wanita di usia subur [1 dan 2]. Dismenore primer sangat umum terjadi dengan prevalensi lebih dari 50% remaja yang ditandai nyeri kram spasmodik di bagian bawah perut disertai mual, muntah, diare, dan berlangsung antara 12-72 jam [1 dan 3]. Prevalensi dismenore primer di Indonesia sebesar 59.671 jiwa (54,89%) dari 107.673 jiwa (64,25%) keseluruhan penderita dismenore primer maupun sekunder [4]. Penyebab utama kram menstruasi adalah iskemia uterus akibat sekresi berlebih prostaglandin secara bersamaan membuat F2α (PGF2α) dan E2 (PGE2) [5 dan 6]. Gejala dismenore primer dapat menyebabkan ketidaknyamanan yang berakibat negatif terhadap kesehatan kualitas hidup. Namun, hingga saat ini belum ada pengobatan pasti untuk mengatasi komplikasi gejala dismenore dan PMS. Pemberian analgesik, obat anti inflamasi nonsteroid, dan terapi obat herbal diterapkan untuk meringankan gejala nyeri menstruasi [7 dan 8]. Kegagalan dan efek samping dari penggunaan obat sintetik menjadi faktor utama usaha untuk meringankan gejala tersebut melalui terapi obat herbal. 
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Obat tradisional yang menggunakan berbagai campuran tumbuhan secara empiris terbukti dapat menjaga kesehatan, mencegah dan mengobati penyakit [9]. Keanekaragaman budaya dan kekayaan alam yang melimpah telah banyak digunakan oleh masyarakat Indonesia sebagai bahan baku industri farmasi. Obat tradisional yang diwariskan secara turun temurun dikenal sebagai jamu. Seiring dengan 
perkembangannya jamu dilakukan uji ilmiah dengan mengoptimasi kandungannya untuk dijadikan sediaan obat [9]. Pada jamu empiris nyeri haid yang terdapat di griya sehat UPT Laboratorium Herbal Materia Medica Batu mengandung berbagai tanaman obat diantaranya kencur, kayu rapet, meniran, ketumbar, kunyit putih, kunci pepet, dan kunyit. Kandungan senyawa metabolit sekunder pada tanaman tersebut seperti kurkumin, etil p-metoksi sinamat, dan kuersetin seringkali digunakan sebagai antiinflamasi [10, 11, 12]. Kemampuan antiinflamasi dikaitkan dengan cara menghambat COX-1 dan COX-2 serta enzim siklooksigenase I yang merupakan jalur pertama sintesis mediator nyeri seperti prostaglandin, histamin, dan serotonin [10 dan 13]. 
Umumnya jamu sebagai sediaan obat dalam terdiri dari sediaan rajangan, simplisia, serbuk dan pil [9]. Namun terdapat masalah penting mengenai penyimpanan adalah kemungkinan kontaminasi mikroba yang memicu kerusakan bahan jamu dan keracunan oleh patogen bawaan [14]. Menurut PerBPOM RI Nomor 32 Tahun 2019 tentang persyaratan keamanan dan mutu obat tradisional, persyaratan keamanan dan mutu obat tradisional tersebut perlu dilakukan karena merupakan bagian dari kriteria yang harus dipenuhi untuk memperoleh izin edar obat tradisional [15 dan 16]. Pada penelitian ini dilakukan terhadap sediaan yang berbentuk serbuk untuk memenuhi keamanan dan mutu terhadap cemaran mikroba. Mikroba yang sering menghasilkan toksin penyebab keracunan makanan adalah kelompok bakteri dan kapang. Bakteri penghasil toksin terkait pemicu keracunan makanan yaitu E. coli, Clostridium, Salmonella dan Shigella sedangkan kapang penghasil toksin (mikotoksin) adalah Aspergillus Penicillium sp., dan Fusarium sp. [17]. Oleh karena itu, penelitian ini bertujuan untuk melakukan uji cemaran mikroba pada jamu empiris nyeri menstruasi yang berasal dari griya sehat UPT Laboratorium Materia Medica Batu. Parameter uji yang dilakukan terhadap kontaminasi mikroba meliputi angka lempeng total (ALT) dan angka kapang khamir (AKK) dengan ambang batas cemaran secara berturut-turut sebanyak ≤ 5 x 107 koloni/g dan ≤ 5 x 105 koloni/g [15].

2. METODE 

2.1 Bahan Percobaan
Bahan yang digunakan dalam penelitian ini meliputi: kertas saring, selotip, tisu, kantong plastik, sampel jamu empiris nyeri menstruasi UPT Laboratorium Herbal Materia Medica Batu, etanol 70%, akuades, NaCl (Merck, 106404), media Plate Count Agar (PCA) (Merck, 105463), media Potato Dextrose Agar (PDA) (Merck, 110130), dan gentamicin sulfate.

2.2 Alat Percobaan
Alat yang digunakan meliputi: neraca digital fujitsu, erlenmeyer, spatula, kompor listrik maspion, termometer raksa, gelas selai, magnetic stirrer, hot plate stirrer Thermo Scientific, cawan Petri, tabung reaksi, botol schott, white tip, blue tip, yellow tip, mikropipet Dragon Lab, inkubator, autoklaf Tomy, colony counter interscience dan Bio safety cabinet.

2.3 Tahapan Penelitian
2.3.1 	Preparasi Alat dan Sampel
Preparasi alat dengan menyiapkan alat-alat yang akan digunakan saat penanaman uji ALT dan AKK. Sterilisasi alat-alat dari gelas seperti cawan Petri, gelas selai, tabung reaksi, serta kertas saring dan mikro tip dibungkus dengan plastik yang tidak meleleh selama 15 menit pada suhu 121˚C. Sedangkan untuk preparasi sampel dilakukan dengan cara menimbang sebanyak 10 g sampel kemudian dimasukkan ke dalam erlenmeyer. Ditambahkan 90 mL akuades lalu dihomogenkan. Selanjutnya, larutan tersebut dipanaskan pada suhu 90˚C selama 15 menit. Setelah selesai, mulut erlenmeyer ditutup dengan alumunium foil dan ditunggu hingga suhu ruang. Larutan yang telah mencapai suhu ruang, kemudian dilakukan penyaringan untuk mendapatkan ekstrak sebanyak 5 g yang ditempatkan di dalam gelas selai untuk dilakukan pengenceran.

2.3.2	Pembuatan Media PCA
Sebanyak 5,85 g serbuk Plate Count Agar (PCA) ditimbang dan dimasukkan ke dalam erlenmeyer. Ditambahkan dengan 300 mL akuades untuk dilarutkan dengan hot plate dan magnetic stirrer dengan kecepatan 125 rpm hingga homogen dan bergolak. Selanjutnya dilakukan disterilisasi menggunakan autoklaf selama 15 menit pada suhu 121˚C.

2.3.3	Pembuatan Media PDA
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Sebanyak 7,8 g serbuk Potato Dextrose Agar (PCA) ditimbang dan dimasukkan ke dalam erlenmeyer. Ditambahkan dengan 200 mL akuades untuk dilarutkan dengan hot plate dan magnetic stirrer dengan kecepatan 125 rpm hingga homogen dan bergolak. Selanjutnya dilakukan disterilisasi menggunakan autoklaf selama 15 menit pada suhu 
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121˚C. Pada 100 mL larutan PDA yang telah di steril ditambahkan gentamicin sulfate 20 µL.

2.3.4	Penanaman ALT
Secara aseptis, diambil ekstrak jamu sebanyak 5 g yang ditempatkan di dalam gelas selai steril dan ditambahkan sebanyak 45 mL larutan fisiologis kemudian dihomogenkan. Sampel pengenceran 10-1 diambil sebanyak 1 mL dan dimasukkan ke dalam tabung reaksi pertama yang berisi larutan fisiologis sebanyak 9 mL, sehingga didapatkan pengenceran 10-2 dan dihomogenkan. Untuk mendapatkan pengenceran hingga 10-6, dilakukan dengan cara yang sama hingga tabung reaksi ke lima atau pengenceran 10-6. 
Pada pengenceran 10-1, 10-2, 10-3, 10-4, 10-5, 10-6 diambil sebanyak 1 mL larutan secara duplo kemudian dimasukkan ke dalam cawan Petri dan ditambahkan media PCA sebanyak 20 mL. Kontrol negatif pada cawan Petri hanya berisi media PCA sebanyak 20 mL tanpa larutan pengenceran.  Apabila media PCA telah memadat kemudian dilakukan inkubasi menggunakan inkubator pada suhu 37˚C selama 24 jam. Selanjutnya dilakukan perhitungan koloni dengan bantuan alat colony counter. 
Perhitungan ambang batas cermaran pada uji ALT dapat dilakukan apabila koloni yang tumbuh di dalam cawan Petri mencapai 25-250 koloni pada kedua cawan. Jika hanya satu cawan Petri atau keduanya dari pengenceran yang sama menunjukkan jumlah antara 25-250 koloni, maka dihitung angka rata-ratanya dan dikalikan dengan faktor pengenceran.

2.3.5 	Penanaman AKK
	Secara aseptis, diambil ekstrak jamu sebanyak 5 g yang ditempatkan di dalam gelas selai steril. Ditambahkan sebanyak 45 mL larutan fisiologis kemudian dihomogenkan. Sampel pada pengenceran 10-1 diambil sebanyak 1 mL dan dimasukkan ke dalam tabung reaksi pertama yang berisi larutan fisiologis sebanyak 9 mL, sehingga volume larutan sebanyak 10 mL, lalu dihomogen untuk mendapatkan pengenceran 10-2. Untuk mendapatkan pengenceran hingga 10-4, dilakukan dengan cara yang sama hingga tabung reaksi ke lima atau pengenceran 10-4. 
Pada pengenceran 10-1, 10-2, 10-3, 10-4 diambil sebanyak 1 mL larutan secara duplo kemudian dimasukkan ke dalam cawan Petri dan ditambahkan media PDA sebanyak 20 mL. Sedangkan untuk kontrol negatif pada cawan Petri hanya berisi media PDA sebanyak 20 mL tanpa larutan pengenceran.  Apabila media PDA telah memadat kemudian dilakukan inkubasi pada suhu 25˚C selama 5x24 jam. 
 Perhitungan ambang batas cermatan pada uji AKK dapat dilakukan apabila koloni yang tumbuh di dalam cawan Petri mencapai 15-150 koloni pada kedua cawan Petri. Jika hanya satu cawan Petri atau keduanya dari pengenceran yang sama menunjukkan jumlah antara 15-150 koloni, maka dihitung angka rata-ratanya dan dikalikan dengan faktor pengenceran.

2.3.6	Perhitungan ALT
	Pehitungan koloni yang tumbuh dilakukan dengan bantuan alat colony counter. Untuk perhitungan ambang batas cermaran pada uji ALT dapat dilakukan apabila koloni yang tumbuh pada salah satu atau kedua cawan Petri mencapai jumlah 25-250 koloni. 
 		(1)

2.3.7	Perhitungan AKK
	Pehitungan koloni yang tumbuh dilakukan dengan bantuan alat colony counter. Untuk perhitungan ambang batas cermaran pada uji AKK dapat dilakukan apabila koloni yang tumbuh pada salah satu atau kedua cawan Petri mencapai jumlah 15-150 koloni. Selanjutnya jumlah koloni dalam produk dinyatakan dalam per mL atau per g, yang dihitung dengan rumus berikut:
N = 			(2)
Keterangan:
N	: Jumlah koloni produk, dinyatakan dalam koloni per mL atau koloni per g.
∑C	: Jumlah koloni pada semua cawan yang dihitung.
n1	: Jumlah cawan pada pengenceran pertama yang dihitung.
n2	: Jumlah cawan pada pengenceran kedua yang dihitung.
d	: Pengenceran pertama yang dihitung.

3. HASIL DAN PEMBAHASAN

Pemeriksaan yang dilakukan pada pengujian cemaran terhadap ALT dan AKK dengan menghitung jumlah total koloni (mikroorganisme) yang tumbuh pada media dari setiap pengenceran sampel secara bertingkat. Tujuan dari pengenceran secara bertingkat untuk mengurangi jumlah mikroba yang tersuspensi dalam larutan sampel. Tanpa pengenceran sampel berpotensi dapat menyulitkan dalam perhitungan total koloni karena pertumbuhan mikroba yang menumpuk.


Membangun Masyarakat Berkelanjutan Melalui Penerapan Teknologi di Era Society 5.0
78
Perhitungan ALT dapat dilakukan apabila total koloni yang tumbuh pada cawan Petri dari setiap pengenceran berkisar 25-250 koloni. Sedangkan pada uji AKK dapat dilakukan perhitungan dengan jumlah koloni mencapai 15-150 koloni. Apabila terdapat media yang ditumbuhi koloni melebihi batas maksimal perhitungan maka tidak sah dihitung karena dapat menimbulkan kesalahan dalam perhitungan. Namun apabila jumlah koloni terlalu sedikit juga tidak sah dihitung secara statistik. Parameter kontrol negatif di masing-masing pengujian menunjukkan tidak adanya pertumbuhan mikroba. Sehingga koloni bakteri, kapang dan khamir yang tumbuh bukan berasal dari pembuatan media, melainkan dari sampel uji.
Penentuan uji ALT dilakukan dengan pengenceran sampel secara bertingkat dengan metode cawan tuang (Pour plate) untuk mempermudah perhitungan. Pengenceran bertingkat dilakukan sebanyak dua kali pengulangan (duplo) pada media PCA. Setelah penanaman, dilakukan inkubasi menggunakan inkubator pada suhu 37ºC selama 24 jam. Proses inkubasi selama 24 jam dilakukan untuk membiakkan bakteri hingga mencapai fase eksponensial. Pada fase eksponensial terjadi penambahan dengan signifikan karena telah berhasil beradaptasi dan ketersedian energi (media) yang melimpah untuk keperluan pertumbuhan bakteri. Berikut merupakan hasil perhitungan ALT pada sampel jamu nyeri menstruasi:
Tabel 1. Hasil Perhitungan Koloni Uji ALT
	Dilution
	Jumlah Koloni
	Nilai ALT (cfu/g)

	
	Cawan 1
	Cawan 2
	Rata-rata
	

	10-1
	3
	13
	8
	<10 cfu/g

	10-2
	0
	0
	0
	

	10-3
	0
	0
	0
	

	10-4
	0
	0
	0
	

	10-5
	0
	0
	0
	


Berdasarkan data pada Tabel 1, menunjukkan nilai ALT dari setiap pengenceran bertingkat. Range dari jumlah koloni untuk pengujian ALT yaitu berkisar 25-250 koloni dengan pengenceran bertingkat sebanyak 10-6 dengan batas ambang cemaran ≤ 5 x 107 Koloni/g. Nilai hasil uji cemaran ALT terdapat adanya koloni pada pengenceran 10-1, di kedua cawan yang masing-masing berjumlah 3 dan 13 koloni. Namun nilai tersebut tidak dapat dihitung karena jumlah koloni lebih sedikit dari batas minimal sehingga perhitungan tidak sah secara statistik atau tidak dapat dihitung. Sesuai dengan persyaratan PerBPOM Nomor 32 Tahun 2019, maka hasil keseluruhan uji cemaran ALT berada di bawah batas ambang yaitu ≤ 5 x 107.
Tabel 1. Hasil Perhitungan Koloni Uji AKK
	Dilution
	Jumlah Koloni
	Nilai ALT (cfu/g)

	
	Cawan 1
	Cawan 2
	Rata-rata
	

	10-1
	0
	6
	3
	<10 cfu/g

	10-2
	1
	1
	1
	

	10-3
	0
	0
	0
	

	10-4
	0
	1
	0,5
	


Berdasarkan data pada tabel 2 menunjukkan nilai AKK dari setiap pengenceran bertingkat. Range dari jumlah koloni untuk pengujian AKK yaitu berkisar 15-150 koloni dengan pengenceran bertingkat sebanyak 10-4 dengan batas ambang cemaran ≤ 5 x 105 Koloni/g. Nilai hasil uji cemaran AKK ditunjukkan pada pengenceran 10-1 pada cawan kedua yang berjumlah 6 koloni. Pada pengenceran 10-2 terdapat koloni tumbuh pada cawan pertama dan kedua yang masing-masing ditumbuhi 1 koloni. Kemudian, pada pengenceran 10-4 terdapat 1 koloni tumbuh pada cawan kedua. Koloni yang tumbuh pada pengenceran 10-1, 10-2, dan 10-4 tidak dapat dihitung untuk menentukan nilai AKK karena jumlah koloni lebih sedikit dari batas minimal sehingga perhitungan tidak sah secara statistik atau tidak dapat dihitung. Sesuai dengan persyaratan PerBPOM Nomor 32 Tahun 2019, maka hasil keseluruhan uji cemaran AKK berada di bawah batas ambang yaitu ≤ 5 x 10-5. 
Kontaminasi bakteri serta kapang dan khamir pada sediaan jamu empiris nyeri haid dapat disebabkan dari kontaminasi oleh mikroba di lingkungan sekitar saat proses pembuatan jamu. Ketersedian nutrisi pada serbuk jamu seperti sumber karbon, sumber nitrogen, vitamin, dan minerall dapat digunakan mikroorganisme patogen sebagai sumber energi. Proses perebusan sediaan jamu sebelum digunakan berperan dalam mengurangi total koloni yang dapat tumbuh. Suhu yang lebih tinggi dari suhu pertumbuhan maksimum menyebabkan denaturasi enzim secara irreversibel dan mengakibatkan kematian sel [18]. Pada suhu tinggi, membran sitoplasma akan berhenti berfungsi karena perubahan fluiditas lapisan lipid bilayer dan protein transpor membran. Selain itu, kandungan metabolit sekunder dengan aktivitas antibakteri dan antijamur dari tumbuhan juga berperan dalam mengurangi risiko kontaminasi oleh mikroorganisme patogen. 
Kandungan metabolit sekunder pada tanaman obat yang digunakan berupa flavonoid, alkaloid, dan saponin memiliki aktivitas antibakteri. Pada dasarnya senyawa metabolit sekunder memiliki mekanisme antibakteri yang berbeda-beda. Senyawa golongan 
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alkaloid dapat mengganggu penyusunan peptidoglikan sehingga lapisan dinding bakteri tidak terbentuk dengan utuh dan menyebabkan kematian [19]. Senyawa golongan flavonoid/fenolik dapat berfungsi sebagai anti-bakteri karena dapat merusak membran sel dengan menginaktifkan enzim dan mendenaturasi protein pada dinding sel bakteri sehingga terjadi penurunan permeabilitas yang mengganggu transport ion yang berakibat pada kematian sel [19]. Golongan senyawa terpenoid merusak dinding sel bakteri dengan mengganggu komponen peptidoglikan yang berakibat pada lisisnya sel bakteri [19]. Golongan senyawa tanin dengan mekanisme kerja mengganggu permeabilitas dengan mengerutkan dinding atau membran sel sehingga pertumbuhannya akan terhambat atau mati. Mekanisme antibakteri tanin memiliki kesamaan dengan golongan fenolik yaitu dengan inaktivasi enzim, dan destruksi atau inaktivasi fungsi materi genetic [19]. Mekanisme kerja saponin sebagai antibakteri dengan menurunkan tegangan permukaan yang mengakibatkan lilis dan senyawa intraseluler akan keluar [19]. 
Sehubung dengan aktivitas antijamur, senyawa terpenoid termasuk steroid dan triterpenoid dapat menghambat pertumbuhan jamur melalui perkembangan spora jamur dan membran sitoplasma [20]. Steroid memiliki sifat hidrofobik yang berperan dalam menghambat perkecambahan spora dan perbanyakan miselium pada jamur [21]. Sedangkan sifat toksik oleh triterpenoid dapat menyebabkan kerusakan organel sel akibat inaktivasi kerja enzim yang menghambat pertumbuhan jamur pathogen [20]. Tidak hanya terpenoid, senyawa alkaloid akan mengganggu penyusunan peptidoglikan pada pembentukan dinding sel jamur sehingga menyebabkan kematian sel [22].

4. SIMPULAN

Hasil pengujian terhadap jamu empiris nyeri menstruasi dengan parameter uji Angka Lempeng Total (ALT) dan Angka kapang Khamir (AKK), diperoleh hasil yang sesuai dan memenuhi persyaratan keamanan dan mutu obat tradisional sesuai dengan PerBPOM Nomor 32 Tahun 2019 tentang Keamanan dan Mutu Obat Tradisional. Hal ini dapat dibuktikan dengan hasil uji negatif yaitu jumlah koloni yang dapat tumbuh lebih sedikit dari batas minimal perhitungan di masing-masing tingkat pengenceran. Berdasarkan dari hasil pengamatan secara keseluruhan, dapat dinyatakan bahwa jamu empiris nyeri haid aman dan layak untuk dikonsumsi karena telah memenuhi ketentuan PerBPOM Nomor 32 Tahun 2019. Adapun untuk dapat memastikan keamaan jamu empiris nyeri haid, pada pengujian cemaran bakteri dapat dilakukan secara spesifik terhadap bakteri patogen penyebab keracunan makanan seperti Clostridia, Salmonella, dan Shigella.
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