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Abstrak

Infeksi malaria masih menjadi masalah kesehatan, terutama di negara berkembang termasuk Indonesia. Infeksi
malaria biasanya diiringi dengan meningkatnya radikal bebas dalam tubuh penderita. Keadaan ini akan
menyebabkan penurunan tingkat kekebalan tubuh penderita. Pencarian sumber obat baru yang memiliki aktivitas
antimalaria sekaligus antioksidan sangat penting. Oleh karena itu penelitian ini bertujuan untuk mengetahui
aktivitas antimalaria dan antioksidan dari ekstrak kapang endofit rimpang kunyit asal Sukabumi secara in vitro.
Penelitian diawali dengan fermentasi kapang endofit dalam media cair dan ekstraksi filtrat menggunakan etil
asetat untuk selanjutnya didapatkan ekstrak uji. Uji antimalaria dilakukan secara in vitro menggunakan metode
penghambatan polimerisasi hem, sedangkan aktivitas antioksidan dilakukan menggunakan metode peredaman
radikal bebas DPPH. Hasil pengujian menunjukkan bahwa 18 isolat kapang endofit memiliki aktivitas antimalaria
dan satu isolat tidak aktif serta seluruh isolat memiliki aktivitas antioksidan. Isolat Smi.Cl.6F merupakan isolat
yang paling aktif pada uji aktivitas antimalaria dan antioksidan dengan nilai ICsy masing-masing uji sebesar 1,93
mg/mL dan 32,28 mg/L. Oleh karena itu isolat Smi.Cl.6F berpotensi digunakan sebagai obat antimalaria baru.
Kata kunci: Antimalaria; Antioksidan; Kapang endofit; Kunyit

Abstract

Malaria infection is still a public health problem, especially in developing countries, including Indonesia.
Malaria infection is usually accompanied by increased free radicals in the body of the patient. This situation will
cause decreasing the immune system of the patient. Explorating of new drugs that have antimalarial and also
antioxidant activity is very important. Therefore, this study aims to determine in vitro antimalarial and
antioxidant activity of endophytic fungi extract origin turmeric from Sukabumi. This study begins with
fermentation process of endophytic fungi on the broth medium and ethyl acetate was used to extract the filtrat to
gain the test extracts. Heme polymerization inhibition and free radical DPPH scavenging method were used to
antimalarial and antioxidant in vitro assay respectively. The results showed that 18 isolates of endophytic fungi
have antimalarial activity and one isolate inactive and also all isolates have antioxidant activity. Smi.CL.6F
isolate was the most active isolate on the antimalarial and antioxidant assay with ICsy value of each assay were
1.93 mg/mL and 32.28 mg/L respectively. Therefore, Smi.CIL.6F isolates potentially be used as new antimalarial
drugs.
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PENDAHULUAN

Penyakit malaria merupakan penyakit
yang disebabkan oleh parasit Plasmodium
melalui vektor nyamuk Anopheles betina.
Sekitar 300-500 juta kasus malaria telah
dilaporkan di seluruh dunia dan lebih dari 1
juta orang meninggal tiap tahunnya.' Parasit
Plasmodium akan menyerang sel darah
merah  inangnya dan  mendegradasi
hemoglobin dalam vakuola makanannya
menjadi globin untuk nutrisi dan hem bebas
yang toksik terhadap parasit maupun
inangnya. Untuk mempertahankan
hidupnya, parasit akan mengubah hem
bebas tersebut menjadi hemozoin yang
tidak toksik.”

Infeksi malaria dapat menimbulkan
reaksi pengaktifan sistem imun yang
menyebabkan  terbentuknya  Reactive
Oxygen Species (ROS) dan berpotensi
menginduksi kerusakan oksidatif serta
menghancurkan sel.’ Secara alamiah, tubuh
memiliki beberapa mekanisme untuk
meminimalkan efek buruk ROS salah
satunya dengan menghasilkan senyawa
antioksidan.” Namun, infeksi malaria yang
telah akut akan menurunkan jumlah dan
aktivitas antioksidan serta meningkatkan
radikal bebas sehingga menurunkan
imunitas tubuh.’

Penggunaan antioksidan sintetis untuk
mencegah kerusakan akibat radikal bebas
telah dilaporkan dapat menimbulkan efek
samping yang toksik sehingga perlu
dilakukan pencarian sumber antioksidan
baru dari alam.® Salah satu bahan alam yang
banyak dilaporkan memiliki aktivitas
antioksidan tinggi ialah senyawa golongan
polifenolik yang dapat ditemukan sebagai
senyawa metabolit sekunder dari kapang
endofit.” Kapang endofit merupakan kapang
yang hidup dalam jaringan tanaman
inangnya, tidak menunjukkan gejala
penyakit, serta membentuk simbiosis
mutualisme.® Kapang endofit Fusarium sp.
yang diisolasi dari tanaman Azadiracta
indica memiliki aktivitas antimalaria
terhadap parasit Plasmodium falciparum
strain 3D7.°

Beberapa  kapang  endofit  juga
dilaporkan = menghasilkan  antioksidan,
diantaranya  yaitu Fusarium, Phaeoa-
cremonium,  Acremonium,  Phomopsis,

Paecilomyces, dan Cladosporium yang
diisolasi dari batang dan daun tanaman turi
(Sesbania grandiflora)."® Penelitian ini
bertujuan  untuk  menguji  aktivitas
antimalaria dan antioksidan ekstrak kapang
endofit rimpang kunyit asal Sukabumi
secara in vitro melalui penghambatan
polimerisasi hem dan peredaman radikal
bebas.

METODE

Penelitian ini merupakan penelitian
eksperimen laboratorium yang dilakukan di
Laboratorium Kimia Bahan Alam, Puslit
Bioteknologi LIPI Cibinong, Bogor.

Alat dan bahan

Alat yang digunakan dalam penelitian
ini ialah rotary vacuum evaporator
(rotavapor)  (Stuart),  spektrofotometer
uv-vis (Hitachi U-3900H), mikrosentrifus
(Hitachi CSI150NX), microplate reader
(Thermo Scientific Multiskan EX), 96-well
microplate (Costar), cuvette (Hellma),
laminar air flow, timbangan analitik
(Precisa 240A), waterbath incubator
(Grant),  magnetic  stirrer  hotplate
(Thermolyne), sonikator (Branson), shaker
(Thermolyne).

Bahan yang digunakan ialah 19 isolat
kapang endofit dari beberapa rimpang
tanaman kunyit asal Sukabumi yang
diisolasi menggunakan metode sterilisasi
permukaan dan ditumbuhkan pada media
Potato Dextrose Agar (PDA). Kesembilan
belas isolat dibedakan menurut karakter
makroskopisnya meliputi warna koloni,
warna sebalik, pola pertumbuhan, dan
karakter miselium sehingga didapatkan
kode isolat Smi.Cl.1IF — Smi.CIl.19F,
hematin (Sigma, from porcine), klorokuin
sulfat (Sigma), DPPH (Sigma), asam
askorbat (Sigma), asam asetat glasial
(Merck, 100%), dimetil sulfoksida (DMSO)
(Merck, 99%), NaOH (Merck, 99%),



metanol (Merck, for analysis 99%), etil
asetat teknis 96%, Potato Dextrose Agar
(PDA) (Difco), Potato Dextrose Broth
(PDB) (Difco).

Prosedur kerja
Fermentasi dan ekstraksi kapang endofit
Koloni kapang diremajakan pada media
PDA dan diinkubasi selama 7 hari pada
suhu ruang. Isolat kapang endofit yang telah
berumur 7 hari kemudian diambil dengan
cara dilubangi dengan pelubang steril
berdiameter 6 mm dan diambil sebanyak 2
buah untuk dipindahkan ke dalam 100 mL
media fermentasi PDB dalam Erlenmeyer
250 mL. Fermentasi dilakukan di atas
shaker dengan kecepatan 120 rpm selama
14 hari pada suhu ruang. Setelah 14 hari,
filtrat dan biomassa kapang endofit
dipisahkan dengan penyaringan
menggunakan kertas saring steril dalam
corong Buchner hampa udara. Filtrat
kemudian diekstraksi dengan etil asetat
sebanyak 3 kali dalam corong pisah dan
dipekatkan menggunakan rotavapor sampai
diperoleh ekstrak kering .

Uji penghambatan polimerisasi hem

Uji aktivitas antimalaria secara in vitro
dilakukan mengikuti metode penghambatan
polimerisasi hem.'" Sebanyak 100 pL
larutan hematin 1 mM dalam larutan
natrium hidroksida 0,2 M dengan seri
konsentrasi mulai 250 sampai 3,9 uM (1:2)
dimasukkan ke dalam lubang 96 sumuran
dan dibaca serapannya pada panjang
gelombang 405 nm  menggunakan
microplate reader untuk membuat kurva
baku hematin. Untuk penapisan awal
sampel, sebanyak 100 pL larutan hematin 1
mM dalam larutan natrium hidroksida 0,2
M dimasukkan dalam tabung mikro 1,5 mL,
kemudian ditambahkan 50 pL bahan uji
dengan konsentrasi 8 mg/mL. Untuk
memulai  reaksi  polimerisasi  hem,
ditambahkan 50 pL asam asetat glasial dan
diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37 °C.
Untuk isolat terpilih bahan uji dibuat seri
konsentrasi 8§ mg/mL sampai dengan 0.5
mg/mL (1:2). Sebagai kontrol negatif

Potensi Ekstrak Kapang Endofit....(Eris Septiana, dkk)

adalah akuades dan klorokuin sulfat
digunakan sebagai kontrol positif.

Setelah inkubasi berakhir, tabung mikro
disentrifugasi dengan kecepatan 8000 rpm
selama 10 menit. Supernatan dibuang dan
endapan dicuci dengan 200 pL larutan
DMSO sebanyak 4 kali. Pencucian
dilakukan menggunakan sentrifus dengan
kecepatan 8000 rpm selama 10 menit.
Endapan setelah pencucian kemudian
dilarutkan dalam 200 pL natrium hidroksida
0,1 M. Sebanyak 100 pL larutan pada
penapisan  maupun  isolat  terpilih
dimasukkan ke dalam lubang 96 sumuran
dan diukur serapannya pada panjang
gelombang 405 nm  menggunakan
microplate reader. Persen penghambatan
dihitung berdasarkan persamaan (1) dan
ICso (kadar senyawa yang mampu
menghambat polimerisasi hem hingga 50%)
dihitung menggunakan analisis regresi
linier.

% Penghambatan = (A-B)/ Ax 100 %... (1)

Keterangan:
A = kadar hematin kontrol negatif
B = kadar hematin bahan uji

Uji Antioksidan

Uji aktivitas antioksidan dilakukan
dengan metode peredaman radikal bebas
dengan menggunakan senyawa DPPH'"
dengan modifikasi panjang gelombang dari
515 nm menjadi 517 nm. Konsentrasi
larutan uji sebesar 100 mg/L untuk skrining
awal dan 5, 10, 25, 50, dan 100 mg/L. Asam
askorbat (vitamin C) sebagai baku
pembanding sebesar 0.5, 1, 2, 4 dan 8 mg/L,
serta DPPH kontrol 0,4 mM. Seluruh
sampel larutan uji, kontrol dan asam
askorbat (vitamin C) diinkubasi pada suhu
37 °C selama 30 menit. Serapan seluruh
sampel kemudian diukur pada panjang
gelombang 517 nm. Aktivitas antioksidan
didapatkan dengan menggunakan
persamaan (2) dan nilai ICsy yang
merupakan bilangan yang menunjukkan
konsentrasi sampel uji yang mampu
menghambat proses oksidasi sebesar 50%
diperoleh dengan cara dibuat kurva linear
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antara konsentrasi larutan uji (sumbu x)
dan % aktivitas antioksidan (sumbu y).

% Penghambatan = (A-B)/ A x 100 % .. (2)

Keterangan:
A = serapan blanko
B = serapan bahan uji

HASIL DAN PEMBAHASAN

Fermentasi dan ekstraksi kapang endofit

Fermentasi  dengan  menggunakan
metode fermentasi goyang bertujuan agar
aerasi dan agitasi dapat terjaga. Aerasi
dibutuhkan untuk mensuplai oksigen
kapang endofit sedangkan agitasi atau
pengadukan bertujuan untuk meningkatkan
suplai oksigen dalam medium,
meningkatkan homogenitas suhu'’ serta
mempertahankan homogenitas konsentrasi
nutrisi.'* Proses fermentasi dilakukan
selama 14 hari dengan tujuan untuk
mendapatkan senyawa metabolit sekunder
optimal. Hal ini dikarenakan pada hari
ke-14 merupakan fase stasioner kapang
endofit yang digunakan dalam penelitian ini
(data tidak ditampilkan). Pemanenan
kapang endofit dilakukan pada saat fase
pertumbuhan stasioner karena secara umum
kapang akan menghasilkan senyawa
metabolit sekunder pada fase pertumbuhan
stasioner."

Fase yang digunakan untuk ekstraksi
ialah hanya fase filtrat saja dan tidak dengan
fase miselia atau Dbiomassa kapang
endofitnya. Hal ini bertujuan hanya untuk
mendapatkan senyawa metabolit sekunder
bukan metabolit primernya. Senyawa
metabolit sekunder akan dikeluarkan ke
dalam media fermentasi, oleh karena itu di
dalam filtrat banyak mengandung senyawa
metabolit sekunder dibandingkan di dalam
miselia atau biomassa kapang endofit."®
Penggunaan pelarut etil asetat bertujuan
agar dapat menarik senyawa yang bersifat
polar maupun sedikit non polar karena etil
asetat bersifat semipolar. Selain itu etil
asetat lebih mudah digunakan karena etil
asetat dan media yang berupa air lebih
mudah dibedakan untuk dipisahkan.

Uji aktivitas penghambatan polimerisasi
hem

Pengujian antimalaria dilakukan secara
in vitro dengan metode penghambatan
polimerisasi hem. Secara alamiah, parasit
akan masuk ke dalam sel darah merah
inangnya. Di dalam sel darah merah, parasit
Plasmodium akan memecah hemoglobin
menjadi hem bebas dan asam-asam amino
sebagai bahan pembangun sel parasit. Hasil
samping berupa hem bebas tersebut bersifat
toksik bagi parasit maupun sel inang.’

persen penghambatan (%)

0
-10 _ﬁ_ﬂ_ﬂ_l_ﬂ_ﬁ_ﬂ—ﬂ—m_rmwm

kode isolat

Gambar 1. Diagram penapisan aktivitas penghambatan polimerisasi hem isolat kapang
endofit rimpang kunyit asal Sukabumi pada konsentrasi bahan uji 8 mg/mL.



Untuk menghindari hal tersebut, parasit
akan mengubah hem bebas menjadi
hemozoin yang tidak toksik atau yang lebih
dikenal sebagai pigmen khas malaria
melalui proses polimerisasi. Penggunaan
bahan hematin pada penelitian ini
dikarenakan hematin akan bereaksi menjadi
B-hematin yang merupakan senyawa sintetis
analog  dari  senyawa  hemozoin."
Penambahan asam asetat glasial bertujuan
untuk  menyesuaikan dengan  tingkat
keasaman vakuola makanan parasit yang
berada pada kisaran pH 5, schingga
mendekati keadaan alaminya.'* Pencucian
menggunakan larutan DMSO dimaksudkan
untuk menghilangkan sisa-sisa hematin
yang masih bercampur dengan kristal
B-hematin yang tidak larut dalam larutan
pencuci DMSO."

Hasil uji penapisan 19 ekstrak etil asetat
filtrat kapang endofit menunjukkan bahwa
18 isolat memiliki aktivitas penghambatan
polimerisasi hem dan satu isolat
menunjukkan hasil negatif yaitu isolat
Smi.Cl.4F (Gambar 1). Dari hasil positif
isolat Smi.CL.6F dan Smi.CL.7F memiliki
nilai persen penghambatan di atas 50% pada
konsentrasi bahan uji sebesar 8 mg/mL.

Potensi Ekstrak Kapang Endofit....(Eris Septiana, dkk)

Oleh karena itu kedua isolat dilakukan uji
lanjutan untuk menentukan konsentrasi
yang dapat menghambat 50% (ICsg)
polimerisasi hem. Pada pengujian lanjutan
diketahui bahwa isolat Smi.Cl.6F memiliki
nilai ICsg lebih rendah dibandingkan dengan
Smi.Cl.7F, namun keduanya masih di atas
nilai ICsy klorokuin sebagai kontrol positif
(Tabel 1). Isolat Smi.Cl.4F merupakan
satu-satunya isolat yang memberikan hasil
negatif pada penghambatan polimerisasi
hem. Hal ini dimungkinkan karena isolat
tersebut justru menghasilkan senyawa yang
menjadi katalisator terbentuknya kristal
B-hematin."”

Pengujian aktivitas antimalaria dengan
metode penghambatan polimerisasi hem ini
merupakan salah satu metode in vitro tanpa
menggunakan parasit Plasmodium. Metode
penghambatan polimerisasi hem merupakan
metode yang mudah dan cukup akurat untuk
mengetahui kemampuan suatu bahan uji
sebagai antimalaria. Mekanisme yang
terjadi  pada aktivitas penghambatan
polimerisasi hem ialah terjadinya interaksi
antara senyawa uji dengan sistem elektrolit
hem dan atau gugus hidroksil dalam bahan
uji yang berikatan dengan ion besi hem."

Tabel 1. Nilai ICsg aktivitas penghambatan polimerisasi hem isolat kapang endofit

terpilih
No. Kode sampel Konsentrasi (mg/mL) Penghambatan (%) ICs (mg/mL)

1 Smi.CL6F 8 70,69+0,07
4 63,64+0,15

2 55,07+0,07 1,93
1 42,84+0,15
0,5 40,60+0,07
2 Smi.Cl.7F 8 64,73+0,74
4 60,71+0,22

2 45,98+0,15 3,59
1 40,65+0,11
0,5 39,55+0,15
3 Klorokuin 1 50,53+0,08
0,5 41,72+0,08

0,25 33,52+0,08 0,63
0,125 21,60+0,17
0,0625 14,03+0,17
0,03125 8,44+0,17
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Uji Aktivitas Antioksidan

Hasil pengujian aktivitas antioksidan
menunjukkan bahwa seluruh ekstrak etil
asetat filtrat kapang endofit tanaman kunyit
memiliki aktivitas antioksidan (Gambar 2).
Hasil uji  aktivitas antioksidan juga
menunjukkan bahwa 5 isolat memiliki
penghambatan di atas 50% pada konsentrasi
bahan uji sebesar 100 mg/L yaitu Smi.CI.6F,
Smi.CL.7F, Smi.CL.10F, Smi.CL.17F, dan
Smi.CL.19F dan dilanjutkan ke uji lanjutan
untuk menentukan konsentrasi yang dapat
menghambat 50% (ICsy) terbentuknya
radikal bebas. Pada pengujian lanjutan
diketahui bahwa isolat Smi.Cl.6F memiliki
nilai ICsy paling rendah diantara lainnya,
sehingga isolat tersebut memiliki aktivitas
antioksidan paling kuat (Tabel 2). Kekuatan
aktivitas antioksidan dapat dikelompokkan
ke dalam kategori sangat aktif, aktif dan
tidak aktif jika memiliki ICs50<10 mg/L,
IC50<100 mg/L, dan ICs¢>100 mg/L."
Secara keseluruhan, aktivitas antioksidan
kelima sampel masuk dalam kategori aktif
karena  memiliki nilai ICs50<100 mg/L
namun masih sangat jauh dibawah kontrol
positif yaitu vitamin C (asam askorbat) yang
memiliki nilai ICsyp sebesar 3,21 mg/L
dengan kategori sangat aktif.

Penggunaan metode peredaman DPPH
merupakan metode yang umum digunakan
dalam penelitian uji antioksidan. Prinsip
kerja metode ini ialah adanya interaksi
antioksidan dengan DPPH yang

menyebabkan senyawa DPPH  yang
berwarna ungu akan dirombak menjadi
senyawa a, a-diphenyl-f- picrylhydrazyl
yang berwarna kuning.'’ Efek antioksidan
dalam metode peredaman radikal bebas
DPPH terjadi karena kemampuan suatu
senyawa dalam mendonasikan hidrogen.*
Kapang endofit asal tanaman Rhodiola
crenulata, R. angusta, dan R. sachalinensis
dilaporkan mempunyai kemampuan
antioksidan yang baik.*'

Infeksi malaria erat kaitannya dengan
menurunnya sistem imun penderita yang
mengakibatkan meningkatnya radikal bebas
dalam tubuh. Hal ini dikarenakan infeksi
yang terjadi akan menurunkan enzim
antioksidan dan agen antioksidan lain yang
secara alami dihasilkan oleh tubuh sebagai
mekanisme alami tubuh dalam
mempertahankan  kesetimbangan  sel.’
Radikal bebas juga berpengaruh kepada
penghantaran sinyal tingkat sel dan
merupakan pembawa senyawa besi yang
diperlukan oleh parasit guna kelangsungan
hidupnya di dalam sel inang. Senyawa besi
merupakan nutrisi yang sangat penting
untuk  keberlangsungan  hidup  dan
perbanyakan sel parasit Plasmodium.
Parasit  Plasmodium  akan  mencerna
hemoglobin yang akan menghasilkan hem
bebas. Hem bebas akan memicu
terbentuknya ROS yang berdampak pada
patofisiologi malaria.’

100

80 -

60 -

40

persen penghambatan (%)
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Gambar 2. Diagram penapisan aktivitas antioksidan isolat kapang
endofit rimpang kunyit asal Sukabumi pada konsentrasi bahan uji 100 mg/L.
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Tabel 2. Nilai ICsy aktivitas antioksidan isolat kapang endofit terpilih

No. Kode sampel Konsentrasi (mg/mL) Penghambatan (%) 1Cs¢ (mg/L)
1 Smi.Cl1.6F 5 19,16+0,34
10 31,74+0,17
25 48,92+0,08 32,28
50 82,63+0,17
100 87,96+0,35
2 Smi.Cl1.7F 5 11,62+0,17
10 18,26+0,08
25 32,04+0,08 47,18
50 60,60+0,17
100 89,68+0,17
3 Smi.CL10F 5 10,54+0,17
10 18,92+0,34
25 30,48+0,25 49,95
50 59,94+0,08
100 85,63+0,35
4 Smi.CIL.17F 5 15,03+0,08
10 16,65+0,17
25 25,63+0,34 55,77
50 49,46+0,17
100 80,28+0,09
5 Smi.CL.19F 5 10,84+0,25
10 14,13+0,17
25 29,04+0,08 58,39
50 48,56+0,08
100 76,60+0,09
6 Vit. C 0,5 12,51+0,08
1 20,30+0,08
2 41,86+0,08 321
4 74,07+0,08
8 95,33+0,17
Oleh  karena  itu, kemampuan disebabkan masing-masing endofit dapat

antioksidan untuk mengikat ion besi yang
diperlukan oleh parasit akan mempengaruhi
ketahanan hidup parasit di dalam sel
inang.”> Antioksidan akan bekerja sebagai
agen pereduksi yang akan memberikan
elektron kepada radikal bebas sehingga
radikal bebas akan inaktif atau lebih stabil
sebelum menyerang sel lebih lanjut.*

Pada penelitian ini masing-masing
kapang endofit memiliki kemampuan yang
berbeda dalam menghambat polimerisasi
hem maupun aktivitas  antioksidan.
Perbedaan kemampuan kapang endofit yang
berasal dari satu tanaman yang sama

menghasilkan senyawa yang berbeda fungsi
ataupun fungsi yang sama dengan jumlah
yang berbeda disesuaikan dengan peran
mereka dalam interaksi dengan tanaman
inangnya.” Isolat kapang endofit Smi.Cl.6F
dan Smi.Cl1.7F memiliki aktivitas yang linier
antara penghambatan polimerisasi hem dan
antioksidan dengan nilai tertinggi di kedua
uji dari semua isolat yang diuji. Oleh karena
itu kedua isolat tersebut mempunyai potensi
yang besar untuk dikembangkan sebagai
sumber obat antimalaria baru yang berasal
dari alam.
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KESIMPULAN

Ekstrak etil asetat filtrat kapang endofit
Smi.Cl.6F dari rimpang kunyit asal
Sukabumi memiliki aktivitas antimalaria
dan antioksidan terbaik diantara 19 isolat
yang diuji
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