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Abstrak: Penggunaan obat tradisional di masyarakat sudah diakui dan menjadi potensi yang besar
bagi negara kita untuk dikembangkan. Salah satu penyakit yang sering diobati menggunakan obat
tradisional adalah hemoroid yang dikenal oleh masyarakat sebagai penyakit wasir. Berdasarkan data
Riset Tumbuhan Obat dan Jamu (RISTOJA) tahun 2015 di pulau jawa, terdapat beberapa ramuan yang
digunakan penyehat tradisional (HATTRA) untuk menangani keluhan wasir (hemoroid). Untuk melihat
potensi pengembangan ramuan dilakukan studi deskriptif meliputi penggunaan ramuan serta kajian
ilmiah terhadap ramuan identifikasi tumbuhan obat dan studi literatur. Tumbuhan penyusun ramuan
dianalisis untuk menentukan seberapa penting, nilai kegunaan untuk keluhan wasir (hemoroid). Kajian
ilmiah dilakukan untuk menilai potensi keamanan dan kemanfaatan melalui data toksisitas dan manfaat
hasil penelitian yang telah dilakukan. Hasil yang didapat adalah 37 spesies tumbuhan obat dalam 25
famili yang digunakan dalam ramuan obat tradisional untuk hemoroid. Berdasarkan nilai Frekuensi
Sitasi (FC), Nilai Kegunaan (UV) dan studi literatur, Graptophyllum pictum (L.) Griff.,, Curcuma
longa L., Aloe vera (L.) Burm.f., dan Musa balbisiana memiliki bukti ilmiah yang cukup banyak untuk
dikembangkan lebih lanjut.

Kata kunci: ramuan, pulau jawa, etnofarmakologi, wasir.

Abstract: The using of traditional medicine among community has being accepted and become huge
potency to be developed by our country. One of disease which is often treated with traditional medi-
cine is hemorrhoid or in bahasa as known as “wasir”. According to the result of ethopharmacology
research of traditional medicine and jamu (RISTOJA) 2015 in java island, there are several formulas
used by traditional healers to treat hemorrhoid. In order to find potential formulas to be developed, a
descriptive study was conducted involving identification of medicinal plant and also literature study
about its benefit and toxicity evidences. The plants which named in formula’s ingredient were anal-
ized to see how important and utility value for hemorrhoid treatment. Literature study was conducted
to assess potential benefit and toxicity. The result said there were 37 species of medicinal plant in 25
family used in traditional medicine formula for hemorrhoid. Based on Frequency Citation(FC), Util-
ity Value (UC) and literature study, Graptophyllum pictum (L.) Griff., Curcuma longa L., Aloe vera
(L.) Burm.f., and Musa balbisiana have enough scientific evidence to be studied further development.

Keywords: formula, java island, ethnopharmacology, hemorrhoid .
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PENDAHULUAN

ORGANISASI kesehatan dunia (WHO) telah
mengakui dan mendukung penggunaan obat
tradisional dalam pemeliharaan kesehatan masyarakat,
pencegahan dan pengobatan penyakit". Indonesia
dengan segala keanekaragamannya memiliki modal
potensial untuk mengembangkan obat tradisional.
Dengan adanya ribuan etnis termasuk yang ada
di pulau Jawa, terdapat banyak sekali tumbuhan
obat yang berpotensi untuk digunakan sebagai obat
tradisional®. Pembuatan ramuan obat tradisional
oleh penyehat tradisional umumnya didasarkan pada
akumulasi pengetahuan lokal dan kebijakan yang
telah dipatuhi sebagai tradisi dan hukum adat yang
diwariskan dari pendahulu. Pemilihan tumbuhan
obat yang digunakan, seringkali hanya berdasarkan
pengetahuan turun-temurun dan atau kebiasaan di
dalam lingkungan masyarakat®.

Salah satu penggunaan obat tradisional adalah
untuk mengobati penyakit hemoroid atau lebih dikenal
di masyarakat sebagai wasir. Hemoroid sebenarnya
bukanlah termasuk penyakit yang berbahaya, sehingga
banyak masyarakat yang melakukan pengobatan
sendiri atau menggunakan pengobatan alternatif
berupa obat tradisional®. Namun karena gejala yang
dirasakan oleh penderita wasir terkadang sangat
mengganggu, beberapa penyehat tradisional memiliki
ramuan tersendiri untuk keluhan ini. Hemoroid
sendiri pada dasarnya merupakan pelebaran pleksus
vaskular arteri vena yang mengelilingi bagian distal
rektum dan kanal anal®. Penyakit ini sering dijumpai
pada orang dewasa yang berkaitan dengan faktor
pekerjaan, asupan makanan yang kurang mengandung
serat, obesitas, dan kehamilan®. Data menunjukkan
bahwa sepuluh juta orang di Indonesia dilaporkan
menderita hemoroid. Di RSCM (Rumah Sakit Cipto
Mangunkusumo) Jakarta, hemoroid mendominasi
sebanyak 20% dari pasien kolonoskopi”.

Dalam riset etnofarmakologi Riset Tumbuhan
Obat dan Jamu (RISTOJA) 2015, di pulau Jawa
terdapat beberapa ramuan yang digunakan oleh
penyehat tradisional untuk menangani keluhan wasir
(hemoroid). Di era sekarang, pemakaian tumbuhan
obat dalam ramuan tentunya harus didukung dengan
bukti ilmiah, supaya penggunaannya menjadi
rasional dan dapat diterima di kalangan pengobatan
modern®?, Ramuan-ramuan tersebut merupakan suatu
potensi untuk dapat dikembangkan lebih jauh. Untuk
mendukung hal tersebut, diperlukan studi literatur dan
verifikasi mengenai khasiat dan keamanan tumbuhan
obat yang digunakan dalam -ramuan yang digunakan
oleh hattra.
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METODE

Sumber data yang digunakan dalam kajian ini
didapatkan dari data sekunder hasil RISTOJA 2015
yang disimpan oleh Tim Manajemen Data (Mandat)
Badan Penelitian dan Pengembangan Kesehatan.
RISTOJA tahun 2015 di pulau Jawa dilakukan di 6
provinsi meliputi Jawa Barat, DKI Jakarta, Banten,
Jawa Tengah, DI Yogyakarta, dan Jawa Timur.
Informasi ramuan dan tanaman obat diperoleh dari
informan yang merupakan penyehat tradisional
yang memiliki keahlian dan kemampuan dalam
menggunakan tumbuhan untuk menangani keluhan
klien. Untuk menjadi informan, seorang penyehat
tradisional harus diakui oleh komunitasnya baik
dalam hal pengetahuan maupun keterampilannya lalu
ditentukan menggunakan metode purposive sampling
berdasarkan informasi tokoh masyarakat, kepala suku,
kepala desa, kepala kampung, tokoh informal, dinas
kesehatan, puskesmas dan sumber terpercaya lainnya.
Jika dalam satu wilayah terdapat lebih dari 1 orang
maka penyehat tradisional (hattra) yang dipilih sebagi
informan adalah hattra yang paling terkenal, paling
ampuh (pasien banyak yang merasa sembuh), dan atau
memiliki jumlah pasien paling banyak.

Analisis Tumbuhan Obat. Dari data ramuan
untuk wasir yang didapat dari tim Mandat, dilakukan
pendataan tumbuhan obat yang menjadi penyusunnya,
berikut bagian tanaman yang digunakan. Untuk
mengetahui seberapa penting dan tingkat kepercayaan
penggunaan tumbuhan tersebut dalam menangani
wasir, dilakukan penghitungan frekuensi sitasi (FC)
dan nilai kegunaan (UV)10),

Frekuensi sitasi(FC) untuk setiap tumbuhan obat
dihitung menggunakan rumus :

FC = jumlah berapa kali tumbuhan obat disebut/
jumlah total seluruh spesies tumbuhan obat yang
disebutkan x 100D,

Sedangkan nilai kegunaan (UV) merupakan
metode kuantitatif yang menunjukkan seberapa
pentingnya spesies yang dikenal secara lokal'?. Nilai
kegunaan merupakan interpretasi interaksi penduduk
terhadap tumbuhan lokal untuk mengobati suatu
penyakit tertentu'). Perhitungannya menggunakan
rumus :

UV =Un

U adalah jumlah spesies yang disebutkan oleh
informan. n adalah jumlah keseluruhan informan yang
diwawancarai.
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Studi Literatur. Studi literatur dilakukan pada
tumbuhan yang memiliki FC lebih tinggi dari 2% dan
UV lebih tinggi dari 0,050. Studi dilakukan secara
sistematis pada literatur ilmiah yang diterbitkan
sebelum Januari 2018, dengan menggunakan mesin
pencarian elektronik Pubmed, DOAJ, Scopus dan
Google Scholar. Tumbuhan yang dicari mengenai
referensi khasiat dan keamanan hanya yang memiliki
FC lebih tinggi dari 2% dan UV lebih tinggi dari 0,050.
Kata Kunci yang digunakan antara lain: folk used
for hemorrhoid, ethnopharmacology hemorrhoid,
traditional method hemorrhoid, effect and toxicity
masing-masing tumbuhan dan lain-lain yang terkait
dengan tumbuhan obat.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Dari penyehat tradisional yang menjadi informan
di pulau Jawa, terdapat 25 hattra yang mempunyai
ramuan khusus untuk mengatasi wasir. Berdasarkan
demografinya, sebagian besar informan adalah laki-
laki. Mayoritas informan berusia 41 — 60 tahun.
Tingkat pendidikan informan bervariasi, mayoritas
tidak bersekolah atau tamatan SD-SMP. 12 orang dari
25 informan sudah berpraktek selama 10-20 tahun.
Berdasarkan Tabel 1, jumlah rata-rata pasien dalam
satu bulan adalah 96,2 pasien.

Tabel.1 Sosiodemografi yang berhubungan dengan hattra.

Variabel Jumlah Hattra
Jenis Kelamin
Laki-laki 19
Perempuan 6
Pengalaman (tahun)
<5 tahun 1
5—10 tahun 7
11 - 20 tahun 12
> 20 tahun 5
Jumlah rata-rata pasien perbulan 96,2
Tingkat pendidikan
- Tidak sekolah 10
SD-SMP 9
SMA 5
- Perguruan Tinggi 1
Usia
- <40 tahun 4
41-60 15
> 61 6

Lama seorang penyehat tradisional berpraktek sangat
mempengaruhi kemampuannya dalam menentukan
jenis penyakit. Sedangkan jumlah pasien dalam satu
bulan yang banyak menandakan masyarakat sekitar
percaya dan yakin akan kualitas dan kemampuan
penyehat tradisional tersebut. Semakin tinggi kualitas
penyehat tradisional semakin valid juga datanya
digunakan dalam suatu riset etnofarmakologi'®').
Berdasarkan data RISTOJA, tidak semua informan
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memiliki ramuan khusus untuk hemoroid. Sebaliknya
ada beberapa informan yang memiliki ramuan untuk
hemoroid lebih dari satu yaitu ID Hattra 41, 44, 47,
51, 53, 57, dan 58. Data yang didapat menyebutkan
terdapat 30 ramuan obat tradisional yang digunakan
untuk mengobati hemoroid. Dari 30 ramuan tersebut,
13 diantaranya menggunakan kombinasi paling tidak
2 jenis tumbuhan obat sedangkan sisanya memakai
tumbuhan tunggal. Mayoritas ramuan dipakai 2-3 kali
sehari. Dilihat dari cara penggunaannya, mayoritas
informan memberikan ramuan tersebut dengan cara
oral/diminum (81,5%). Sebanyak 8 ramuan memiliki
cara penggunaan secara topikal. Cara pembuatan
ramuan sesuai yang terlihat di gambar 1, 62% sediaan
oral dibuat dengan cara direbus menggunakan air.
Sedangkan pada sediaan topikal, 4 ramuan dibuat
dengan cara menumbuk tumbuhan obat sampai lumat
kemudian ditempelkan di dubur/anus.

Beberapa penyehat tradisional memberikan
terapi untuk hemoroid dalam bentuk obat luar/
topikal. Sediaannya dapat berupa tumbukan, minyak,
krim, maupun terapi berendam atau rattus. Menurut
referensi, hemoroid derajat ringan dapat dilakukan
menggunakan medikamentosa baik oral, per-rektal,
maupun topikal®. Pemakaian sediaan rektal maupun
topikal dapat mengurangi kemungkinan efek samping
karena langsung diserap di lokasi lesi.

Seduhan 9% eNeAMa_ bitumbuk
4% 12%

Dimakan ‘ Dibakar/
16% Rebusan Dipangga
62% ng

25% Ditumbuk
50%
Dibuat
Jus
9%

SediaanOral Sediaan Topikal

Gambar 1. Cara pembuatan ramuan obat tradisional sediaan
oral dan topikal.

Dari tabel 2, diperoleh informasi bahwa ada
37 jenis spesies tumbuhan obat penyusun ramuan
obat tradisional yang digunakan informan untuk
mengobati hemoroid . Hasil perhitungan nilai FC
lebih dari 2,0 dan UV lebih dari 0,050 terdapat pada
tumbuhan Aloe vera (L.) Burm.f., Carica papaya
L., Curcuma longa L., Graptophyllum pictum (L.)
Griff., Musa balbisiana, Piper crocatum Ruiz & Pav.,
dan Tradescantia spathacea. Dilihat dari familia, 37
spesies tumbuhan tersebut masuk dalam 25 Familia.
Lima familia terbanyak yang disebutkan informan
adalah Zingiberaceae, Acanthaceae, Arecaceae,
Compositae, dan Euphorbiaceae. Berdasarkan Tabel
3., bagian tumbuhan yang paling banyak digunakan
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dalam ramuan adalah daun (53%), diikuti dengan
rimpang dan herba (13%).

Pemakaian daun adalah yang paling umum
dilakukan oleh penyehat tradisional. Pertimbangan
mereka memakai daun bukan berdasarkan presentase
kadungan zat aktif di dalamnya. pada umumnya,
mereka memilih daun karena udah diperoleh,
dapat diperoleh adalah jumlah yang banyak, dapat
beregenerasi, tidak mematikan tumbuhan, mudah
dikeringkan, dan mudah dalam penentuan dosis.
Penggunaan rimpang terutama pada tumbuhan empon-
empon. Sedangkan herba untuk tumbuhan perdu yang
mudah tumbuh?.
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Dalam memilah spesies tumbuhan obat yang layak
dianalisis dalam penelitian ini, digunakan perhitungan
nilai frekuensi sitasi(FC) dan nilai kegunaan(UV).
semakin tinggi nilai FC dan UV suatu tumbuhan,
semakin mecerminkan bahwa tumbuhan tersebut
umum dan sering digunakan oleh informan untuk
mengobati penyakit tertentu'?.

Terdapat 7 tumbuhan yang memiliki nilai FC
> 2% dan UV > 0,050. Tumbuhan tersebut adalah
Graptophyllum pictum (L.) Griff., Curcuma longa L.,
Aloevera (L.) Burm.f., Musa balbisiana, Carica papaya
L., Piper crocatum Ruiz & Pav., dan Tradescantia
spathacea. Literatur yang ditinjau meliputi penggunaan

Tabel 2. Ramuan obat tradisional yang digunakan informan di pulau jawa untuk menangani wasir.

Tumbuhan Obat Penyusun Ramuan

=
9 g ° 5 D h I]’(erpa— Frekensi
2 = “ 5 acra atan pemakaian Nama Latin Nama Lokal/Daerah
36 021 DKI Jakarta Oral 1 x sehari Graptophyllum pictum (L.) Griff- Handeuleum, Daun ungu
37 022 Jawa Barat Oral 1 x sehari Graptophyllum pictum (L.) Griff. Handeuleum, Daun ungu
38 005 Jawa Barat Oral 2 x sehari Hemigraphis alternata (Burm.f.) T.Anderson ~ Sambang Getih
39 003 Jawa Barat Oral 3 x sehari Carica papaya L. Pepaya
40 009 Jawa Barat Oral 3 x sehari Graptophyllum pictum (L.) Griff. Handeuleum, Daun ungu
41 022 Jawa Tengah Topikal 1 x sehari Arenga pinnata (Wurmb) Merr. Aren
Ipomoea sp Kangkung
Solanum lycopersicum Lam. Tomat
41 023 Jawa Tengah Oral 1 x sehari Curcuma longa L. Kunyit
Foeniculum vulgare Mill. Adas
42 015 Jawa Tengah Oral 2 x sehari Euphorbia tithymaloides L. Sig Sag
Graptophyllum pictum (L.) Griff. Handeuleum, Daun ungu
44 010 Jawa Tengah Topikal  lainnya Leucaena leucocephala (Lam.) de Wit Lamtoro
44 031 Jawa Tengah Oral 3 x sehari Aloe vera (L.) Burm.f. Lidah Buaya
45 001 Jawa Tengah Topikal 2 x sehari Carica papaya L. Pepaya
46 005 Jawa Tengah Oral 3 x sehari Graptophyllum pictum (L.) Griff- Handeuleum, Daun ungu
Oldenlandia corymbosa L. Rumput Mutiara
47 004 D.I. Yogya Oral 2 x sehari Graptophyllum pictum (L.) Griff- Handeuleum, Daun ungu
47 014 D.I. Yogya Topikal 2 x sehari Musa balbisiana Colla Pisang Batu
48 005 Jawa Timur Oral, 2 x sehari Curcuma longa L. Kunyit
Topikal
49 022 Jawa Timur Oral 2 x sehari Ananas comosus (L.) Merr. Nanas
Curcuma longa L. Kunyit
Musa % paradisiaca L. Pisang
Salacca zalacca (Gaertn.) Voss Salak
50 006 Jawa Timur Oral 2 x sehari Kaempferia galanga L. Kencur
Zingiber officinale Roscoe Jahe
Zingiber zerumbet (L.) Roscoe ex Sm. Lempuyang Gajah
51 010 Jawa Timur Oral 2 x sehari Andrographis paniculata (Burm.f.) Nees Sambiloto
Graptophyllum pictum (L.) Griff- Handeuleum, Daun ungu
51 010 Jawa Timur Oral 2 x sehari Gynura pseudochina (L.) DC. Daun Dewa
Bryophyllum pinnatum (Lam.) Oken Cocor Bebek
Musa balbisiana Colla Pisang Batu
Psidium guajava L. Jambu Biji
52 016 Jawa Timur Topikal 3 x sehari Physalis minima L. Ciplukan
53 006 Jawa Timur Oral 2 x sehari Curcuma zanthorrhiza Roxb. Temulawak
Tamarindus indica L. Asam Jawa
Tradescantia spathacea Sw. Nanas Kerang
53 007 Jawa Timur Oral 2 x sehari Gynura procumbens (Lour.) Merr. Sambung Nyawa
Tamarindus indica L. Asam Jawa
Tradescantia spathacea Sw. Nanas Kerang
54 023 Jawa Timur Oral 2 x sehari Euphorbia thymifolia L. Patikan Cina
55 023 Jawa Timur Oral 1 x sehari Graptophyllum pictum (L.) Griff- Handeuleum, Daun ungu
56 006 Jawa Timur Oral 2 x sehari Aloe vera (L.) Burm.f. Lidah Buaya
57 018 Jawa Timur Topikal 1 x sehari Cocos nucifera L. Kelapa
Piper crocatum Ruiz & Pav. Sirih Merah
57 017 Jawa Timur Oral 3 x sehari Phaleria macrocarpa (Scheff.) Boerl. Mahota Dewa
Piper crocatum Ruiz & Pav. Sirih Merah
58 008 Jawa Timur Oral 3 x sehari Graptophyllum pictum (L.) Griff- Handeuleum, Daun ungu
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58 008 Jawa Timur Oral, 3 x sehari Piper betle L. Sirih
Topikal
58 008 Jawa Timur Topikal 3 x sehari Tinospora crispa (L.) Hook. f. & Thomson Brotowali
59 038 Banten Oral 2 x sehari Graptophyllum pictum (L.) Griff- Handeuleum, Daun ungu
60 017 Banten Oral 2 x sehari Annona muricata L. Sirsak

etnofarmakologi terhadap penyakit hemoroid secara
regional maupun internasional. Selain itu, literatur
penelitian baik secara in vitro, in vivo maupun efek
samping yang pernah dilaporkan menggunakan data
base elektronik hasilnya dapat dilihat pada Tabel 4.

Berdasarkan studi literatur, Graptophyllum pictum (L.)
Griff., Curcuma longa L., Aloe vera (L.) Burm.f., dan
Musa balbisiana memiliki bukti ilmiah yang cukup
banyak mengenai penggunaannya untuk penyakit
hemoroid. Bukti tersebut meliputi etnofarmakologi, in
vitro dan in vivo, serta keamanan/toksisitas. Ramuan
obat tradisional yang mengandung tumbuhan-
tumbuhan di atas memiliki potensi untuk terus
dikembangkan. Ramuan tersebut yaitu ramuan dengan
nomor ID Hattra-nomor ramuan : (36-021), (37-022),

(40-009), (46-005), (47-004), (51-010), (55-023),
(58-008), (59-038), (41-023), (48-005), (49-022),
(44-031), (56-006), (47-014), dan (51-010).

Meskipun tumbuhan yang lain tidak memiliki
cukup bukti mengenai penggunaan empiris untuk
hemoroid, namun bukti adanya efek-efek yang
mendukung pengobatan hemoroid dapat menjadi
pertimbangan dalam pengembangan ramuannya.
Suatu terapi penyakit hemoroid diharapkan dapat
efektif jika terdapat efek farmakologis yang berguna
untuk mengurangi gejala dan tanda-tanda klinis. Efek
farmakologis yang diharapkan muncul yaitu antara
lain memperlancar buang air besar, mengurangi nyeri
dan inflamasi serta mengurangi perdarahan®”.

Tabel 3. Tumbuhan obat yang digunakan untuk hemoroid, kelompok famili dalam taksonomi,
bagian yang digunakan dan nilai kegunaan dari masing-masing tumbuhan

Nama Latin Familia Bagian yang  Frekuensi FC uv
Digunakan disebut

Aloe vera (L.) Burm.f. Xanthorrhoeaceae daun 2 3,226 0,080
Ananas comosus (L.) Merr. Bromeliaceae buah 1 1,613 0,040
Andrographis paniculata (Burm.f.) Nees ~ Acanthaceae daun 1 1,613 0,040
Annona muricata L. Annonaceae daun 1 1,613 0,040
Arenga pinnata (Wurmb) Merr. Arecaceae daun 1 1,613 0,040
Bryophyllum pinnatum (Lam.) Oken Crassulaceae daun 1 1,613 0,040
Carica papaya L. Caricaceae daun 2 3,226 0,080
Cocos nucifera L. Arecaceae buah 1 1,613 0,040
Cordyline fruticosa (L.) A.Chev. Asparagaceae daun 1 1,613 0,040
Curcuma longa L. Zingiberaceae rimpang 3 4,839 0,120
Curcuma zanthorrhiza Roxb. Zingiberaceae rimpang 1 1,613 0,040
Euphorbia thymifolia L. Euphorbiaceae herba 1 1,613 0,040
Euphorbia tithymaloides L. Euphorbiaceae herba 1 1,613 0,040
Foeniculum vulgare Mill. Apiaceae biji 1 1,613 0,040
Graptophyllum pictum (L.) Griff. Acanthaceae daun 12 19,355 0,400
Gynura procumbens Compositae daun 3 4,839 0,040
Gynura pseudochina (L.) DC. Compositae daun 1 1,613 0,040
Hemigraphis alternata (Burm.f.) Acanthaceae daun 1 1,613 0,040
T.Anderson

Ipomoea sp Convolvulaceae heba 1 1,613 0,040
Kaempferia galanga L. Zingiberaceae rimpang 1 1,613 0,040
Leucaena leucocephala (Lam.) de Wit Leguminosae daun 1 1,613 0,040
Musa x paradisiaca L. Musaceae buah, batang 1 1,613 0,040
Musa balbisiana Colla Musaceae buah, batang 2 3,226 0,080
Oldenlandia corymbosa L. Rubiaceae herba 1 1,613 0,040
Phaleria macrocarpa (Scheff.) Boerl. Thymelaeaceae daun 1 1,613 0,040
Physalis minima L. Solanaceae daun 1 1,613 0,040
Piper betle L. Piperaceae daun 1 1,613 0,040
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Psidium guajava L. Myrtaceae daun 1 1,613 0,040
Salacca zalacca (Gaertn.) Voss Arecaceae daun 1 1,613 0,040
Sericocalyx crispus (L.) Bremek Acanthaceae daun 1 1,613 0,040
Solanum lycopersicum Lam. Solanaceae buah, daun 1 1,613 0,040
Tamarindus indica L. Leguminosae daun 2 3,226 0,040
Tinospora crispa (L.) Hook. f- & Menispermaceae  batang 1 1,613 0,040
Thomson

Tradescantia spathacea Sw. Commelinaceae herba 4 6,452 0,100
Zingiber officinale Roscoe Zingiberaceae rimpang 1 1,613 0,040
Zingiber zerumbet (L.) Roscoe ex Sm. Zingiberaceae rimpang 1 1,613 0,040

Tabel 4. Daftar 7 tumbuhan obat dengan nilai tertinggi nilai kegunaan (UV) dan frekuensi sitasi (FC).

Terdapat pada

Spesics ramuan (No ID Etnofarmakologi . .Stu.di secara invitro dan Efek samping dan toksisi_tas
tumbuhan Hattra-No tumbuhan obat. spesifik invivo pada bet_)erapa tumbghan untu_k hemoroid
Ramuan) untuk hemoroid sumber refernsi sesuai referensi
(36-021)
(37-022) Memiliki efek anti . .
(40-009) hemoroid'?, efek anti :fﬁl.sagoga“n /1‘(‘)‘(‘)’5“ bénngga
Graptophyllum (46-005) Philippines(m), inﬂamasi.m) Meningkatkan d.ObSlS.k me 1 g0 y}allng
pictum (L.) (47-004) Indonesia™19) elastisitas 11 crikan ;éer olga 1 setiap . darli
Griff (51-010) India"”, Thailand® pembuluh darah, sehingga ¢ o ulan ~ tida
. menimbulkan kelainan
(55-023) dapat mengurangi (20)
(58-008) pendarahan.<4) organ
(59-038)
Tidak ditemukan adanya
tanda toksisitas pada
pemberian per oral dosis
tunggal
ekstrak  etanol  rimpang
(41-023) Meniliki efek anti Kunyit pada dosis 0,3, L atau
Curcuma longa (48-005) India,?" Thailand,"> inflamasi.®® Aktivias gke pada mencit alau
L (49-022) Indonesia® analgetik.®¥ serbuk kunyit pada 2,5 glkg
‘ ’ bb atau ekstrak etanol pada
dosis 300 mg/kg bb pada 45
tikus, marmut dan monyet.
Dosis per oral kurkumin
pada dosis 1-5 g/kg bb tidak
menimbulkan efek toksik
pada tikus®
Tidak ada kejadian yang
tidak  diinginkan  selama
(44-031) Efek penyembuha2n 2l;;lka, penelitian klinis
Aloe vera (L.) (56-006) India®® Malaysiam) efek antimikroba®”?® menggunakan lidah buaya.
Burm.f. ’ meningkatkan absorbsi Penggunaan lidah buaya
usus.>% pada manusia secara umum
dapat ditoleransi.*”
Uji toksisitas akut Musa
.. . 33 balbisiana pada tikus dengan
Musa balbisiana  (47-014) Thailand,"® India,®" AkFIVItaS a.ntl(léli)kus,( )efek dosis maksimal
Colla (51-010) Malaysia,? ant bakterial, “Tefek anti 50010 /kgBB tidak
fnilamast. didapatkan kematian atau
kejadian tidak diinginkan®®
pada studi toksisitas akut
Tidak terdapat referensi ckstrak daun pepaya 2000
. Efek penyembuhan luka, mg/kgBB secara oral pada
fanca papaya Ei 2-38?; i:gﬁ;fﬁ?ﬁﬁan efek antirr(l}i%()roba, efek anti  tikus  tidak  didapatkan

hemoroid

inflamasi.

kematian atau kejadian tidak
diinginkan akut.®®
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Tidak terdapat referensi

Aktivitas anti
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Tidak  terjadi  toksisitas
klinis, perubahan parameter
hematologi, biokimia, mapun

Piper crocatum  (57-017) yang menyebutkan inflamasi®>4%" kerusakan sel hati dan ginjal
Ruiz & Pav. (57-018) kegunaan untuk antibakterial*, anti pada uji toksisitas pemberian
hemoroid kanker*? sirih  merah.***  ekstrak
sirh  merah aman bagi
mukosa lambung®®
. Tidak terdapat referensi Mempunyai efek anti Belum ada referensi
Tradescantia (33-006) yang menyebutkan bakteri, anti oksidan*”,anti  toksisitas Tradescantia
spathacea Sw (53-007) kegunaan untuk . > (48) . ’(49)
hemoroid inflamasi*™’, anti tumor spathacea
SIMPULAN 2015;12(3):163-75.

Ramuan obat tradisional yang di dalamnya terdapat
tumbuhan penyusun Graptophyllum pictum (L.)
Griff., Curcuma longa L., Aloe vera (L.) Burm.f., dan
Musa balbisiana mempunyai potensi besar untuk
dikembangkan dan digunakan karena didukung banyak
bukti ilmiah mengenai manfaat dan keamanannya.

SARAN

Perlu dilakukan penelitian lanjut yang lebih spesifik
mengenai pemakaian ramuan obat tradisional pada
jenis hemoroid interna atau eksterna.
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Abstrak: Indonesia merupakan negara dengan peringkat kedua untuk penderita kasus TB di dunia setelah India. Di
Indonesia diperkirakan terdapat 1 juta kasus baru setiap tahun. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh
suplementasi vitamin A pada pengobatan pasien TB paru terhadap percepatan konversi dahak pada fase intensif di Wilayah
Kerja Puskesmas Kecamatan Medan Kota. Desain studi uji klinis pendekatan studi eksperimental dengan metode Quasi
Eksperimen. Sampel penelitian berjumlah 30 pasien, terdiri dari 15 orang kelompok perlakuan dan 15 orang kelompok
kontrol. Sampel adalah penderita berusia >18 tahun, mengkonsumsi OAT kategori I dengan teratur dan BMI >18,5.
Analisis statistik menggunakan uji Mann-Whitney pada taraf kepercayaan 95% (p<0,05). Kelompok perlakuan, mayoritas
berumur (18-27 tahun) 40,0%, berjenis kelamin laki-laki 73,3%, mayoritas mahasiswa 26,7%, konversi BTA minggu
ke-2 80,0% dan rata-rata konversi sputum adalah 2,4 minggu. Kelompok kontrol mayoritas berumur 18-27 tahun 33,3%,
berjenis kelamin laki-laki 80,0%, mayoritas mahasiswa dan wiraswasta masing-masing 20,0%, konversi BTA minggu ke-4
80,0% dan rata-rata konversi sputum adalah 4,1 minggu. Ada pengaruh suplementasi vitamin A pada pengobatan pasien
TB paru terhadap percepatan konversi dahak pada fase intensif (p =<0,001) < (alpha = 0,05). Ada pengaruh suplementasi
vitamin A pada pengobatan pasien TB paru terhadap percepatan konversi dahak pada fase intensif di Wilayah Kerja
Puskesmas Kecamatan Medan Kota.

Kata kunci: Vitamin A, konversi, fase fntensif, TB paru.

Abstract: Indonesia is the second rank for the most TB (Tuberculosis) cases in the world after India. It’s estimated
there are a million cases per year in Indonesia. The objective of the research was to find out the influence of Vitamin A
supplementation in the medication of pulmonary TB on the acceleration of sputum conversion time at intensive phase in
the Working Area of Puskesmas in Medan Kota Subdistrict. This research applied clinical testing design with experimental
approach and Experimental Quasi method. The samples were 30 newly diagnosed pulmonary TB patients consisting of
15 patients in the treatment group and 15 patients in the control group. They were > 18 years old, regularly consumed
category I OAT with BMI > 18.5. The statistical data were analyzed by Mann-Whitney statistical testing at reliability
rate 95% (p<0.05). The results of the research on the treatment group discovered that they were mostly 18-27 years old
40.0%, male 73.3%, mostly university students 26.7%, had BTA conversion in the second week 80.0%; and the sputum
conversion time was 2.4 weeks in average. The results of the research on the control group demonstrated that they were
mostly 18-27 years old 33.3%, male 80.0%, mostly university students and entrepreneurs 20.0%, had BTA conversion
in the second week 80%; and the sputum conversion time was 4.1 weeks in average. Vitamin A supplementation in the
medication of pulmonary TB patients had some influence on the acceleration of sputum conversion at intensive phase (p=
<0.001) < (alpha = 0.05). Vitamin A supplementation in the medication of pulmonary TB patients had some influence on
the acceleration of sputum conversion at intensive phase in the Working Area of Puskesmas in Medan Kota Subdistrict.
speed up wound healing on second degree burns. White egg gel had significantly difference compared to negative control
of NaCl 0.9% and no significantly difference compared to Bioplacenton as positive control.

Keywords: White egg gel, burns, fibroblast, macrophage, colagen density, wound healing time.
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PENDAHULUAN

TUBERKULOSIS (TB) adalah suatu penyakit
infeksi menular yang disebabkan oleh bakteri
Mycobacterium tuberculosis, yang dapat menyerang
berbagai organ terutama paru-paru. Penyakit ini bila
tidak diobati atau pengobatannya tidak tuntas dapat
menimbulkan komplikasi berbahaya hingga kematian.
TB diperkirakan sudah ada di dunia sejak 5000 SM,
namun kemajuan dalam penemuan dan pengendalian
penyakit TB baru terjadi dalam dua abad terakhir®.
Indonesia merupakan negara dengan peringkat kedua
untuk penderita kasus TB di dunia setelah India. Di
Indonesia diperkirakan terdapat 1 juta kasus baru
pertahun, dua kali lipat dari perkiraan sebelumnya
untuk kasus insiden jika dibandingkanpada tahun
2014@.

Pada tahun 2015 dilaporkan bahwa Sumatera
Utara merupakan provinsi tertinggi keempat untuk
kasus TB Baru setelah Jawa Barat, Jawa Timur dan
Jawa Tengah. Jumlah kasus baru penderita TB paru
(BTA) (+) yang mendapat pengobatan di Sumatera
Utara sebesar 16.946 orang, dengan keberhasilan
pengobatan sebanyak 15.774 orang (93,1%)®.
Berdasarkan data laporan tiga tahun terakhir untuk
penyakit TB paru dari Dinas Kesehatan Kota Medan,
dilaporkan pada tahun 2013 tercatat sebanyak
1586 kasus BTA (+). Dengan kasus terbesar ada di
wilayah kerja puskesmas kecamatan Medan Kota
yaitu sebanyak 200 penderita. Dan dilaporkan pada
tahun 2014 tercatat sebanyak 1650 kasus BTA (+).
Dengan kasus terbesar ada di wilayah kerja puskesmas
kecamatan Medan Kota yaitu sebanyak 220 penderita.
Selanjutnya dilaporkan pada tahun 2015 tercatat
sebanyak 1576 kasus BTA (+). Dengan kasus terbesar
ada di wilayah kerja puskesmas kecamatan Medan
Kota sebesar 197 penderita®.

Pada penelitian Sekarindah tahun 1992 diharapkan
pemberian vitamin A sejumlah 2 x 200000IU pada
penderita TB paru dengan OAT dapat meningkatkan
imunitas seluler. Tujuan penelitian ini adalah menilai
pengaruh pemberian vitamin A pada penderita
tuberkulosis paru yang sedang mendapat OAT
terhadap jumlah limfosit total, limfosit T total, sub
populasi limfosit T, kadar retinol plasma, dan keadaan
klinik penderita. Kesimpulannya adalah pemberian
vitamin A 2 x 200000 IU dalam 8 minggu mampu
meningkatkan kadar vitamin A®.

Kekurangan vitamin A telah umum diamati
pada pasien TB. Tingkat serum retinol yang rendah
kembali ke normal setelah dilakukan pengobatan
anti tuberkulosis. Kekurangan vitamin A diamati
pada pasien TB mungkin telah berkontribusi untuk

Jurnal llmu Kefarmasian Indonesia

perkembangan penyakit tuberkulosis didalamnya atau
kekurangan merupakan hasil dari hilangnya nafsu
makan, kurangnya penyerapan usus, peningkatan
kehilangan vitamin A dalam urin atau reaksi fase
akut di TB®.

Hasil penelitian Pakkasi et a/ di Indonesia
pada tahun 2010, salah satu hasil yang diperoleh
menunjukkan bahwa kelompok pasien yang diberikan
suplemen vitamin A mengalami percepatan konversi
dahak rata-rata pada 2,1 minggu, dan untuk kelompok
pasien yang diberikan plasebo mengalami percepatan
konversi dahak rata-rata pada 2,5 minggu”.

Salah satu indikator yang digunakan dalam memantau
pengobatan tuberkulosis paru adalah dengan
conversion rate (angka konversi). Conversion Rate
(angka konversi) adalah persentase pasien baru TB
paru terkonfirmasi bakteriologis yang mengalami
perubahan menjadi BTA (Bakteri Tahan Asam) negatif
setelah menjalani masa pengobatan tahap awal®.
Berdasarkan uraian latar belakang di atas, maka peneliti
berminat untuk meneliti pengaruh suplementasi
vitamin A pada pengobatan pasien TB paru terhadap
percepatan konversi dahak pada fase intensif di
wilayah kerja Puskesmas Kecamatan Medan Kota.

METODOLOGI PENELITIAN

RANCANGAN PENELITIAN. Penelitian
menggunakan jenis penelitian uji klinis dengan
pendekatan studi eksperimental dengan metode Quasi
Eksperimen. Penelitian dilaksanakan pada Bulan Mei
2017 sampai Oktober 2017 di Puskesmas Wilayah
Kerja Kecamatan Medan Kota.
Populasi dan Sampel: Populasi pada penelitian adalah
pasien TB Paru dengan BTA (+) yang mengkonsumsi
OAT Kategori 1 yang berusia diatas 18 tahun. Sampel
dalam penelitian ini adalah pasien TB Paru dengan
BTA (+) yang memenuhi kriteria inklusi, dibagi
menjadi dua kelompok, yaitu kelompok kontrol dan
kelompok perlakuan. Sampel berjumlah 30 orang
pasien yang terdiri dari 15 orang pasien kelompok
kontrol dan 15 orang pasien kelompok perlakuan.

Kriteria Inklusi. Penderita usia > 18 tahun, laki-
laki dan perempuan. Didiagnosis sebagai penderita
TB paru dengan hasil pemeriksaan sputum BTA (+)
dengan pengobatan OAT kategori 1. Belum pernah
mendapat pengobatan OAT sebelumnya. Bersedia
ikut penelitian dan mengkonsumsi obat secara teratur
selama penelitian ini. Penderita TB dengan IMT >
18,5.

Kriteria Eksklusi. Wanita hamil, penderita TB
paru dengan DM, penderita yang mengalami efek
samping berat dalam mengkonsumsi obat selama
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penelitian, penderita dengan penyakit gagal ginjal.

Variabel Penelitian. Terdiri dari Variabel
dependen yaitu Konversi BTA, dan Variable
independent yaitu OAT Kategori 1 dan OAT Kategori
1 ditambah Vitamin A.

Prosedur Kerja. Bahan pemeriksaan penelitian
adalah dahak (sputum) dari sampel yang dicurigai
menderita TB Paru kategori 1. Dahak ditampung di pot
dahak dengan metode yang baik dan menggunakan
teknik pengambilan dahak SPS (Sewaktu Pagi
Sewaktu). Pemeriksaan dahak dilakukan di
laboratorium menggunakan metode pewarnaan Zieh!
Neelsen. Hasil pewarnaan Ziehl Neelsen diperiksa
secara mikroskopis untuk mendeteksi bakteri
Mycobacterium tuberculosis. Hasil pengamatan
mikroskopis dihitung menggunakan Skala [UATLD
(International Union Against Tuberculosis and Lung
Disease).

Pasien yang menderita TB Paru kategori 1
yang memenuhi kriteria inklusi, di awal penelitian
diberikan penjelasan tentang tujuan penelitian,
prosedur penelitian dan manfaat penelitian. Pasien
yang bersedia untuk ikut dalam penelitian diminta
mengisi dan menandatangani lembar inform consent,
lembar persetujuan meminum obat secara teratur,
dan bersedia mengisi chek list meminum obat secara
teratur.

Pasien yang memenuhi kriteria inklusi dan
bersedia ikut dalam penelitian dibagi dalam dua
kelompok. Kelompok pertama adalah kelompok
kontrol yang diberikan pengobatan OAT kategori
1. Kelompok kedua adalah kelopok perlakuan
yang diberikan OAT kategori 1 ditambah vitamin
A 6000 IU. Kedua kelompok diamati selama dua
bulan pertama pengobatan TB paru kategori 1 (fase
intensif). Pengobatan OAT kategori 1 kepada kedua
kelompok disesuaikan dengan ketetapan dosis fase
intensif Depkes RI, dan pemberian vitamin A 6000
IU dengan dosis satu tablet perhari pada kelompok
perlakuan dilakukan selama fase intensif atau sampai
batas pemeriksaan sputum telah mengalami konversi
(negatif).

Pengamatan dilakukan dengan pemeriksaan dahak
secara berkala, pemeriksaan berkala dilakukan satu
kali per-dua minggu selama fase intensif (minggu
2, minggu 4, minggu 6 dan minggu 8). Bila hasil
pemeriksaan dahak secara berkala pada setiap
penderita masing-masing kelompok telah mengalami
konversi, maka pengobatan OAT tetap dilanjutkan
sesuai dengan ketetapan Depkes RI, tetapi pemberian
Vitamin A 6000IU dihentikan. Pada saat dahak
sudah mengalami konversi, maka kembali dilakukan
pemeriksaan Indeks Massa Tubuh (IMT) penderita
Analisis data secara komputerisasi dengan bantuan
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aplikasi SPSS 21 menggunakan uji Mann Whitney
pada tingkat kepercayaan 95% dan dianggap
bermakna bila p < 0,059,

HASIL DAN PEMBAHASAN

Umur. Hasil penelitian didapat umur terbanyak
18-27 pada kelompok perlakuan sebanyak 6 orang
(40,0%) dan pada kelompok kontrol sebanyak 5
orang (33,3%). Menurut laporan Kemenkes RI (2012)
sekitar 75% pasien TB adalah kelompok usia yang
paling produktif secara ekonomis (15-50 tahun). Hal
ini diketahui bahwa kelompok umur produktif sangat
rentan terkena penularan penyakit TB Paru, dimana
pada usia produktif ini tingkat mobilitas sangat
tinggi dan sering berinteraksi dengan orang lain di
sekitarnya!®, WHO (2013) menyatakan bahwa 75%
dari semua kasus TB adalah di antara orang-orang
yang berusia 15-54 tahun'V,

Jenis Kelamin. Hasil penelitian kelompok
perlakuan mayoritas laki-laki 11 orang (73,3%) dan
perempuan sebanyak 4 orang (26,7%), sedangkan
untuk kelompok kontrol laki-laki sebanyak 12 orang
(80,0%) dan perempuan sebanyak 3 orang (20,0%).
Hal ini sesuai dengan laporan WHO (2015)
diperkirakan ada 9,6 juta kasus baru TB paru yang
terdiri dari proporsi laki-laki (56,2%) lebih banyak
dari perempuan yaitu (33,3%) dengan 3,2 juta kasus
diantaranya adalah perempuan. Terdapat 1,5 juta
kematian karena TB dimana 480.000 kasus adalah
perempuan®,

Hasil penelitian ini sama dengan laporan
Kemenkes RI (2013) bahwa prevalensi TB paru
pada laki-laki lebih besar jika dibandingkan dengan
perempuan (0,4 : 0,3)!?, Hal ini diketahui bahwa
laki-laki sebagai kepala keluarga dan pencari nafkah
yang lebih sering beraktifitas diluar rumah lebih rentan
terhadap penularan penyakit TB Paru. Menurut jenis
kelamin, jumlah perlakuan pada laki-laki lebih tinggi
dari pada perempuan yaitu 1,5 kali dibandingkan pada
perempuan®,

Pekerjaan. Berdasarkan pekerjaan, subjek
penelitian secara keseluruhan pasien, mayoritas
adalah mahasiswa sebanyak 7 orang (23,3%). Untuk
kelompok perlakuan sebanyak 4 orang (26,7%) dan
untuk kelompok kontrol sebanyak 3 orang (20,0%).
Hasil penelitian ini sesuai dengan yang dikemukakan
oleh Kemenkes RI (2013) bahwa prevalensi TB paru
paling besar pada pasien yang tidak bekerja (11,7)2.
Seorang pasien TB dewasa akan kehilangan rata-
rata waktu kerjanya 3 sampai 4 bulan. Hal tersebut
berakibat kehilangan pendapatan tahunan rumah
tangganya sekitar 20-30%9.
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Tabel 1. Distribusi umur, jenis kelamin dan pekerjaan pasien TB paru pada kelompok perlakuan dan
kelompok kontrol di wilayah kerja Puskesmas kecamatan Medan Kota.

_— . Perlakuan o Kontrol Persentase
Karakteristik Pasien (n) Persentase (%) (n) (%)
Umur
18-27 tahun 6 40,0 5 333
28-37 tahun 3 20,0 3 20,0
38-47 tahun 1 6,7 3 20,0
48-57 tahun 4 26,7 3 20,0
58-67 tahun 1 6,7 1 20,0
Total 15 100 15 100
Jenis Kelamin
Laki-laki 11 73,3 12 80,0
Perempuan 4 26,7 3 20,0
Total 15 100 15 100
Pekerjaan
Mabhasiswa 4 26,7 3 20,0
Kepling 1 6,7 0 0
Karyawan 3 20,0 2 13,3
IRT 2 13,3 1 6,7
Supir 1 6,7 2 13,3
Pedagang 2 13,3 1 6,7
Tukang Becak 1 6,7 0 0
Wiraswasta 1 6,7 3 20,0
Pensiunan 0 0 1 6,7
Buruh 0 0 1 6,7
Pekerja Bengkel 0 0 1 6,7
Total 15 100 15 100

Pemeriksaan BTA dan Rata-rata Konversi.
Berdasarkan pemeriksaan BTA dikelompokkan
menjadi, 1+, 2+, 3+. Hasil pemeriksaan BTA pasien
kelompok perlakuan mayoritas 3+ sebanyak 9 orang
(60,0%) dengan rata-rata konversi 2,7 minggu.
Kelompok kontrol mayoritas hasil pemeriksaan BTA
pasien adalah 3+ sebanyak 9 orang (60,0%) dengan
rata-rata konversi 4,4 minggu. Pada penelitian ini
didapati baik kelompok perlakuan maupun kontrol,
sampel terbanyak adalah TB paru dengan pemeriksaan
BTA 3+. Hasil penelitian ini sejalan dengan penelitian

Tsani (2011) yang mendapatkan hasil dari 140
penderita TB paru, mayoritas hasil pemeriksaan BTA
adalah 3+ sebanyak 95 penderita?.

Konversi BTA dan Rata-rata Waktu Konversi.
Hasil penelitian pada kelompok perlakuan (pemberian
suplemen vitamin A) hasil konversi BTA mayoritas
pada minggu ke-2 sebanyak 12 orang (80,0%),
pada kelompok kontrol (tanpa pemberian suplemen
vitamin A) mayoritas hasil konversi BTA pada
minggu ke-4 sebanyak 12 orang (80,0%). Pada
kelompok perlakuan diperoleh rata-rata konversi

Tabel 2. Hasil pemeriksaan BTA pasien TB paru dan rata-rata konversi pada kelompok perlakuan
dan kontrol di wilayah kerja Puskesmas kecamatan Medan Kota.

Perlakuan Konversi BTA Kontrol Konversi BTA
BTA n % (Minggu ke) n % (Minggu ke)
2 4 6 Rata-rata 2 4 6 Rata-rata
1+ 4 26,7 40 0 20 3 20,0 120 33
2+ 2 13,3 200 20 3 20,0 030 40
3+ 9 60,0 6 3 0 27 9 60,0 07 2 44
Total 15 100 15 100
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2,4 minggu dan pada kelompok kontrol rata-rata 4,1
minggu. Hasil penelitian ini sejalan dengan penelitian
Pakkasi er al di Indonesia pada tahun 2010 bahwa
kelompok pasien yang diberikan suplemen vitamin A
mengalami percepatan konversi dahak rata-rata pada
2,1 minggu”. Hasil penelitian ini juga sejalan dengan
penelitian Ahmad et a/ di India pada tahun 2012
bahwa suplemen vitamin A mengalami percepatan
terbaik konversi dahak rata-rata pada 4,3 minggu.
Hasil penelitian membuktikan bahwa pasien TB
paru yang mendapat pengobatan OAT kategori I dan
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diberi suplemen vitamin A lebih cepat mengalami
konversi BTA jika dibandingkan dengan pasien tanpa
pemberian suplemen vitamin A yang hanya mendapat
pengobatan OAT kategori 114,

IMT Pasien. Kelompok perlakuan mayoritas
hasil perbandingan IMT sebelum dan setelah
konversi menunjukkan kenaikan dengan rata-rata
IMT sebelum pengobatan adalah 21,39, rata-rata
IMT setelah konversi 21,62 dan rata-rata kenaikan
IMT adalah 0,23. Kenaikan IMT yang paling besar
ada pada pasien dengan nomor responden 13 yaitu

Tabel 3. Konversi BTA dan rata-rata waktu konversi pada pasien TB paru kelompok
perlakuan dan kontrol di wilayah kerja Puskesmas Kecamatan Medan Kota.

Konversi BTA Persentase Konversi BTA (n) Persentase
Perlakuan (n) (%) Kontrol (%)
Minggu ke-2 12 80,0 Minggu ke-2 1 6,7
Minggu ke-4 3 20,0 Minggu ke-4 12 80,0
Minggu ke-6 0 0 Minggu ke-6 2 13,3
Minggu ke-8 0 0 Minggu ke-8 0 0
Total 15 100 Total 15 100
Jumlah nilai Jumlah nilai
konversi 36 konversi Kontrol 62
Perlakuan
Rata-rata 36/15=24 Rata-rata Konversi 62/15=4,1
Konversi minggu minggu

Tabel 4 IMT Pasien TB Paru sebelum Pengobatan dan setelah Konversi pada Kelompok Perlakuan dan
Kontrol di Wilayah Kerja Puskesmas Kecamatan Medan Kota

Perlakuan Kontrol
No IMT IMT setelah IMT sebelum IMT setelah . Ket
sebelum . . Ket . Hasil
Konversi Hasil Pengobatan Konversi
Pengobatan
1 21,64 21,95 0,31 Naik 20,03 20,54 0,51 Naik
2 19,87 20,16 0,29 Naik 24,03 24,64 0,61 Naik
3 23,57 23,82 0,25 Naik 21,07 21,33 0,26 Naik
4 2391 24,11 0,20 Naik 20,33 21,20 0,87 Naik
5 20,77 20,98 0,21 Naik 24,21 24,49 0,28 Naik
6 20,00 19,91 -0,09 Turun 19,83 20,60 0,77 Naik
7 26,26 26,52 0,26 Naik 21,02 21,47 0,45 Naik
8 18,93 19,15 0,22 Naik 18,78 19,33 0,55 Naik
9 23,12 23,36 0,24 Naik 19,05 19,79 0,74 Naik
10 18,78 18,99 0,21 Naik 25,81 26,21 0,40 Naik
11 19,59 19,75 0,16 Naik 22,70 23,42 0,72 Naik
12 21,52 21,60 0,08 Naik 22,27 22,35 0,08 Naik
13 22,70 23,37 0,67 Naik 24,14 24,69 0,55 Naik
14 21,29 21,51 0,22 Naik 20,36 20,80 0,44 Naik
15 18,97 19,15 0,18 Naik 22,69 23,07 0,38 Naik
Jumlah 320,92 324,33 3,41 326,32 333,93 7,61
Total sampel 15 15 15 15 15 15
Rata-rata 320,92/15 324,33/15= 326,32/15 333,93/15=
IMT =21,39 21,62 =21,75 22,26
Rata-rata 3,41/15= 7,61/15=
selisih IMT 0,23 0,51
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sebesar 0,67. Pada kelompok kontrol mayoritas hasil
perbandingan IMT sebelum pengobatan dan setelah
konversi menunjukkan kenaikan dengan rata-rata
IMT sebelum pengobatan 21,75, rata-rata IMT
setelah konversi 22,26 dan rata-rata kenaikan IMT
0,51. Kenaikan IMT paling besar pada pasien nomor
responden 4 sebesar 0,87.

Adanya hubungan kausal dua arah yang jelas antara
kekurangan gizi dan TB aktif, penilaian dan pengelolaan
nutrisi merupakan hal yang integral dari komponen
pengobatan dan perawatan TB. TB membuat kurang
gizi dan kekurangan gizi memperlemah kekebalan
tubuh, sehingga meningkatkan kemungkinan TB laten
akan berkembang menjadi penyakit aktif. Kebanyakan
individu dengan TB aktif berada dalam keadaan
katabolik dan mengalami penurunan berat badan dan
beberapa tanda menunjukkan kekurangan vitamin
dan mineral saat diagnosis. Penurunan berat badan
diantara mereka yang menderita TB bisa disebabkan
oleh beberapa faktor, diantaranya mengurangi asupan
makanan akibat kehilangan nafsu makan mual dan
sakit perut, kehilangan gizi akibat muntah dan diare.
Indeks massa tubuh rendah (BMI) (lebih rendah
dari 18,5 kg/m?) dikaitkan dengan peningkatan
risiko kematian, kambuh kembali dan dapat menjadi
indikasi keparahan TB. Terapi TB yang efektif akan
memperbaiki status gizi dengan meningkatkan nafsu
makan dan asupan makanan dan meningkatkan
efisiensi metabolisme'".

Indeks massa tubuh (BMI) di bawah 18,5
meningkatkan risiko TB sebanyak 2-3 kali. Sebaliknya,
kenaikan berat badan akan menurunkan risikonya.
Rata-rata IMT meningkat pada pasien yang sembuh
pada akhir pengobatan jika dibandingkan dengan
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Puskesmas Kecamatan Medan Kota. Dengan semakin
cepatnya terjadi konversi BTA dari pasien maka akan
diikuti dengan angka kesembuhan yang tinggi pula dan
tingkat penularan yang semakin berkurang. Penelitian
ini sejalan dengan penelitian Pakkasi tahun 2009
bahwa ada korelasi rendahnya vitamin A terhadap
keparahan TB dengan nilai P = 0,000"¢.

Penelitian Karyadi dkk (2002) bahwa suplemen
vitamin A dan zink memperbaiki efek terapi TB
setelah 2 bulan”.

Telah banyak diketahui, status nutrisi yang
rendah ditemukan lebih sering terjadi pada penderita
tuberkulosis aktif dibandingkan orang sehat.
Tuberkulosis dapat menyebabkan berat badan dibawah
normal dan defisiensi mikronutrien (multivitamin dan
mineral) karena terjadinya malabsorpsi, meningkatnya
kebutuhan energi, terganggunya proses metabolik dan
berkurangnya asupan makanan karena penurunan
nafsu makan dan dapat mengarah terjadinya kondisi
wasting. Defisiensi mikronutrien telah dilaporkan pada
penderita tuberkulosis, termasuk juga mereka yang
dengan koinfeksi HIV. Penelitian-penelitian secara
cross sectional mengindikasikan defisiensi vitamin A,
tiamin, vitamin B6, folat dan vitamin E sering terjadi
pada penderita TB aktif. Defisiensi vitamin A, vitamin
E, tiamin, riboflavin, vitamin B6 dan vitamin C lebih
umum terjadi penderita TB dengan HIV. Defisiensi
mikronutrien dan status gizi umum yang jelek pada
penderita TB aktif dapat menekan sistem imun cell-
mediated yang merupakan pertahanan utama host
untuk melawan bakteri Mycobacterium®.

Defisiensi vitamin A menyebabkan berkurangnya
nafsu makan. Hal ini karena perubahan pada
jonjot rasa pada lidah. Vitamin A juga berpengaruh

Tabel 5. Analisis pengaruh suplementasi vitamin A terhadap konversi BTA pada pasien TB Paru dengan
pengobatan OAT Kkategori I

n Median (min-maks) Probabilitas
Konversi BTA pasien TB Paru pada kelompok 15 2 (2-4)
pemberian vitamin A < 0,001
Konversi BTA pasien TB Paru pada kelompok tanpa 15 4 (2-6)

pemberian vitamin A

pasien yang tidak sembuh pada akhir pengobatan>
Pengaruh suplementasi vitamin A pada
pengobatan pasien TB paru terhadap percepatan
konversi dahak fase intensif. Hasil uji statistik
Mann-Whitney diperoleh nilai p sebesar <0,001 yang
masih dibawah nilai tingkat kemaknaan alpha sebesar
0,05, artinya ada pengaruh suplementasi vitamin A
pada pengobatan pasien TB paru terhadap percepatan
konversi dahak pada fase intensif di Wilayah Kerja

terhadap fungsi kekebalan tubuh manusia. Retinol
tampaknya berpengaruh terhadap pertumbuhan
dan diferensiasi limfosit B (leukosit yang berperan
dalam proses kekebalan humoral). Disamping itu
kekurangan vitamin A menurunkan respon antibodi
yang bergantung pada sel-T (limfosit yang berperan
pada kekebalan selular). Sebaliknya infeksi dapat
memperburuk kekurangan vitamin A9,
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SIMPULAN

Waktu rata-rata konversi sputum pasien TB paru usia
> 18 tahun, pengobatan OAT kategori 1 dengan IMT
> 18,5 pada kelompok pemberian vitamin A 6000 U
+ OAT kategori I adalah 2,4 minggu, sedangkan pada
kelompok yang hanya diberikan OAT kategori I, waktu
rata-rata konversi sputum adalah 4,1 minggu. Ada
pengaruh suplementasi vitamin A pada pengobatan
pasien TB paru usia > 18 tahun, pengobatan OAT
kategori 1 dengan IMT > 18,5 terhadap percepatan
konversi dahak pada fase intensif di Wilayah Kerja
Puskesmas Kecamatan Medan Kota. Pasien TB paru
usia > 18 tahun, pengobatan OAT kategori 1 dengan
IMT > 18,5 mayoritas berumur 18-27 tahun, berjenis
kelamin laki-laki, pekerjaan adalah mahasiswa,
pemeriksaan BTA pasien adalah 3+, pada kelompok
perlakuan konversi BTA pada minggu ke-2 dan pada
kelompok kontrol konversi BTA pada minggu ke-4.
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Abstrak: Sawo (Manilkara zapota (L.) van Royen) merupakan tanaman yang hidup di daerah tropis,
berbuah sepanjang tahun dan penyebarannya cukup luas di Indonesia. Kandungan metabolit sekunder
pada daun dan kulit batang sawo yaitu flavonoid, fenolik dan saponin yang diketahui mampu menghambat
pertumbuhan bakteri. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui adanya aktivitas antibakteri dari ekstrak
etanol daun dan kulit batang sawo terhadap bakteri Staphylococcus aureus dan Propionibacterium
acnes. Penelitian ini dilakukan dengan metode difusi cakram dengan variasi konsentrasi ekstrak etanol
daun dan kulit batang masing-masing dengan konsentrasi 50%, 25%, 12,5%, 6,25% dan 3,125%, serta
kontrol positif klindamisin dan kontrol negatif DMSO. Diameter zona hambat yang terbentuk pada
pengujian ekstrak etanol daun sawo terhadap bakteri Staphylococcus aureus dan Propionibacterium
acnes dengan konsentrasi 50% masing-masing adalah 14,18+0,13 mm dan 15,3340,25 mm. Sedangkan
diameter zona hambat yang terbentuk pada pengujian ekstrak etanol kulit batang sawo terhadap bakteri
Staphylococcus aureus dan Propionibacterium acnes dengan konsentrasi 50% masing-masing adalah
14,22+0,15 mm dan 18,304+0,23 mm. Hasil analisis data menggunakan statistik ANOVA satu arah
menunjukkan adanya perbedaan yang signifikan (p<0,05) antara variasi konsentrasi ekstrak. Hasil
pengujian aktivitas antibakteri menunjukkan bahwa ekstrak etanol daun dan kulit batang sawo memiliki
aktivitas dalam menghambat pertumbuhan bakteri Staphylococcus aureus dan Propionibacterium acnes.

Kata kunci: Antibakteri, Staphylococcus aureus, Propionibacterium acnes, ekstrak etanol, sawo.

Abstract: Sapodilla (Manilkara zapota (L.) van Royen) is a plant that grows in a tropical climate,
fruit all year round and the distribution is in the widespread in Indonesia. The contents of secondary
metabolites in the leaves and the bark sapodilla are flavonoids, phenols and saponins are known to
inhibit the growth of bacteria. The purpose of this research is to know the antibacterial activity of
ethanol extract leaves and bark Sapodilla against Staphylococcus aureus and Propionibacterium acnes
bacteria. The study was performed by disc diffusion method with the varyation concentrations of
ethanol extract from the leaves and bark with a concentration of 50%, 25%, 12.5%, 6.25% and 3.125%
respectively and the positive control is clindamycin and the negative control is DMSO . The diameter
of the inhibition zone formed on the ethanol extract test of the leaves sapodilla against Staphylococcus
aureus and Propionibacterium acnes at a concentration of 50% was 14.18 + 0.13 mm and 15.33 +
0.25 mm, respectively. While the diameter of the inhibition zone formed on the ethanol extract test of
the bark against Staphylococcus aureus and Propionibacterium acnes at a concentration of 50% was
14.2240.15 mm and 18.30+0.23 mm, respectively. The results of the data statistical analysis using one-
way ANOVA, it shown a significant difference (p < 0.05) between the variation of the concentration of
the extract. The test results shown that the antibacterial activity ethanol extract of the leaves and bark
of Sapodilla had activity for inhibit the growth of Staphylococcus aureus and Propionibacterium acnes
bacteria.

Keywords: Antibacterial, Staphylococcus aureus, Propionibacterium acnes, etanol extract, sapodilla.
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PENDAHULUAN

SAWO (Manilkara zapota (L.) van Royen) termasuk
tanaman keluarga Sapotaceae dan merupakan
salah satu tanaman yang dapat digunakan dalam
pengobatan tradisional. Secara tradisional masyarakat
menggunakan buah sawo yang muda untuk mengatasi
diare™. Biji sawo digunakan sebagai pencegah
edema karena dapat bersifat sebagai diuretik dan
dapat mencegah pembentukan batu ginjal maupun
batu kemih. Pasta dari biji sawo digunakan untuk
mengurangi peradangan dan rasa sakit akibat sengatan
dan gigitan hewan. Rebusan kulit dan buah digunakan
untuk demam dan diare, serta teh kulit kayu digunakan
untuk disentri®.

Sawo dapat memberikan efek farmakologi
karena kandungan senyawa metabolit sekunder yang
terkandung pada tanaman tersebut. Senyawa metabolit
aktif yang terkandung pada sawo yaitu senyawa
alkaloid, flavonoid, tannin, triterpenoid, saponin dan
glikosid®?). Berdasarkan literatur senyawa metabolit
aktif seperti fenolik, saponin, terpenoid, flavonoid,
dan glikosid dilaporkan memiliki aktivitas sebagai
antimikroba“?.

Pengujian aktivitas antimikroba ekstrak etanol
daun dan kulit batang sawo dilakukan terhadap
beberapa bakteri penyebab infeksi, khususnya pada
kulit. Bakteri uji yang digunakan yaitu bakteri
Staphylococcus aureus dan Propionibacterium acnes.
Bakteri Staphylococcus aureus dan Propionibacterium
acnes merupakan bakteri yang memilki peran
dalam terjadinya Acnes vulgaris®. Acnes vulgaris
merupakan suatu penyakit inflamasi kronik pada
unit polisebaseus yang sering terjadi khususnya pada
remaja dan dewasa muda®. Penelitian antibakteri
terhadap sawo, khususnya di Indonesia masih terbatas,
sedangkan penyebaran tanaman sawo cukup luas
di Indonesia. Selain itu secara tradisional tanaman
sawo sudah digunakan untuk pengobatan penyakit
infeksi. Tujuan dari penelitian ini adalah untuk
mengetahui aktivitas antibakteri ekstrak etanol daun
dan ekstrak etanol kulit batang sawo terhadap bakteri
Staphylococcus aureus dan Propionibacterium acnes.
Sehingga dapat memberikan informasi di bidang
farmasi dan dapat berguna dalam pengembangan
sediaan farmasi.

BAHAN DAN METODE

BAHAN. Bahan yang digunakan dalam penelitian
adalah Nutrien Agar (NA), Potato Dextrosa Agar
(PDA), disk klindamisin 10 pg, larutan dimetil
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sulfoksida (DMSO), NaCl fisiologis, etanol 96%,
kloroform, akuades, larutan besi (III) klorida 1%,
logam magnesium, asam klorida pekat, norit, pereaksi
Liebermann-Burchard (LB), kloroform amoniak, asam
sulfat 2 N, pereaksi Mayer. Bakteri uji Staphylococcus
aureus dan Propionibacterium acnes. Sampel yang
digunakan dalam penelitian ini adalah daun dan kulit
batang sawo (Manilkara zapota (L.) van Royen).

METODE. Pembuatan Ekstrak Etanol.
Sampel sawo diambil dari Kelurahan Lembah Sari,
Kecamatan Rumbai Pesisir, Pekanbaru. Bagian
yang digunakan adalah daun dan kulit batang
sawo (Manilkara zapota (L.) van Royen). Sampel
dibersihkan dahulu dari kotoran yang melekat, lalu
dikering anginkan, kemudian dilakukan sortasi kering
untuk menghilangkan kotoran yang masih tertinggal
selama proses pengeringan, dipotong kecil-kecil dan
ditimbang. Serbuk simplisia daun dan kulit batang
sawo diekstraksi menggunakan metode maserasi
dengan pelarut etanol 96%. Serbuk simplisia daun dan
kulit batang sawo dimasukkan ke dalam botol bewarna
gelap secara terpisah. Kemudian simplisia direndam
menggunakan pelarut etanol selama 5 hari dan sesekali
dikocok kemudian disaring dan ampasnya dimaserasi
ulang, pengulangan dilakukan sebanyak tiga kali.
Filtrat yang terkumpulkan kemudian dikentalkan
menggunakan rotary evaporator hingga diperoleh
ekstrak kental.

Skrining Fitokimia. Skrining fitokimia secara
kualitatif dilakukan terhadap simplisia dan ekstrak
etanol daun serta kulit batang sawo untuk mengetahui
kandungan metabolit sekunder yang terkandung
dalam simplisia dan ekstrak tersebut. Uji fitokimia
yang dilakukan meliputi uji fenolik, uji flavonoid,
uji saponin, uji terpenoid, uji steroid dan uji alkaloid.

Pengujian Aktivitas Antibakteri. Bakteri uji
Staphylococcus aureus dan Propionibacterium
acnes diremajakan terlebih dahulu, kemudian dibuat
suspensi bakteri. Ekstrak etanol daun dan kulit batang
masing-masing dibuat larutan dengan konsentrasi
50%, 25%, 12,5%, 6,25%, dan 3,125% dengan
menggunakan pelarut DMSO. Sebanyak 0,3 mL
suspensi bakteri uji dimasukkan ke dalam cawan Petri
kemudian ditambahkan 15 mL media NA ke dalam
cawan petri, dihomogenkan lalu dibiarkan memadat.
Media inokulum yang telah disiapkan, ditanami
cakram dengan menggunakan pinset steril, masing-
masing cakram direndam dengan larutan uji pada
setiap konsentrasi, cakram direndam DMSO sebagai
kontrol negatif. Pada media juga diletakkan disk
klindamisin 10 pg sebagai kontrol positif. Kemudian
diinkubasi pada suhu 37 °C selama 24 jam untuk
bakteri Staphylococcus aureus dan selama 48 jam
untuk bakteri Propionibacterium acnes. Pertumbuhan
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bakteri uji diamati, diukur diameter hambatan
pertumbuhan yang terbentuk dengan jangka sorong.
Analisis Data. Analisis data aktivitas antibakteri
dilakukan dengan mengukur diameter daerah hambat
menggunakan jangka sorong pada masing-masing
konsentrasi. Kemudian dilakukan analisis statistik
menggunakan Analysis of Variance (ANOVA) satu
arah dan uji Tukey menggunakan program SPSS.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Penelitian ini dilakukan untuk melihat aktivitas
antibakteri ekstrak etanol daun dan kulit batang
sawo (Manilkara zapota (L.) van Royen) terhadap
bakteri Staphylococcus aureus dan Propionibacterium
acnes. Ekstraksi daun dan kulit batang dengan
metode maserasi menggunakan pelarut etanol 96%
menghasilkan nilai rendemen ekstrak daun sebesar
27,53% dari 400 g sampel, dan rendemen ekstrak
kulit batang yaitu sebesar 25,11% dari 120 g sampel.
Hasil skrining fitokimia menunjukkan bahwa ekatrak
etanol daun memiliki kandungan senyawa fenolik
dan flavonoid, sedangkan ekstrak etanol kulit batang
memiliki kandungan flavonoid, fenolik dan saponin.

Jurnal llmu Kefarmasian Indonesia 133

Tabel 2. Hasil skrining fitokimia simplisia kulit batang dan
ekstrak etanol kulit batang sawo.
Hasil
Simplisia Kulit ~ Ekstrak Etanol
Batang Kulit Batang
Alkaloid - - Tidak Terbentuk endapan/kabut putih

Memberikan warna merah muda sampai
kemerahan

Metabolit
sekunder

Hasil Pengamatan

Flavonoid + +

Fenolik +

Saponin + +

+

Memberikan warna biru sampai kehitaman
Tidak Ada busa

Steroid - - Tidak memberikan warna hijau

Tidak memberikan warna jingga sampai

Terpenoid kemerahan

Pengujian aktivitas antibakteri ekstrak etanol daun
dan kulit batang sawo dilakukan dengan membuat seri
konsentrasi tiap ekstrak menggunakan pelarut DMSO,
dengan seri konsentrasi 3,125%, 6,25%, 12,5%, 25%
dan 50% b/v. Setiap seri konsentrasi diteteskan pada
kertas cakram steril sebanyak 10 pL, kemudian kertas
cakram yang telah ditetesi sampel diletakkan pada
media agar uji yang telah memadat. Pemilihan pelarut
DMSO yang digunakan karena DMSO merupakan
pelarut yang dapat melarutkan hampir semua
senyawa, baik polar maupun nonpolar dan DMSO
tidak memberikan zona hambat pertumbuhan bakteri
sehingga tidak mengganggu hasil pengamatan?.
Kontrol positif yang digunakan dalam pengujian

Tabel 1. Hasil skrining fitokimia simplisia daun dan ekstrak etanol daun sawo.

Hasil

Metabolit sekunder
Simplisia Daun

Ekstrak Etanol

Hasil Pengamatan

Daun
Alkaloid - - Tidak Terbentuk endapan/kabut putih
Flavonoid + + Memberikan warna merah muda sampai kemerahan
Fenolik + + Memberikan warna biru sampai kehitaman
Saponin - - Tidak Ada busa
Steroid - - Tidak memberikan warna hijau
Terpenoid - - Tidak memberikan warna jingga sampai kemerahan

Tabel 2. Hasil skrining fitokimia simplisia kulit batang dan ekstrak etanol kulit batang sawo.

Hasil
Metabolit sekunder Simplisia Kulit Ekstrak Etanol Hasil Pengamatan
Batang Kulit Batang

Alkaloid - - Tidak Terbentuk endapan/kabut putih

Flavonoid . n Memberikan warna merah muda sampai
kemerahan

Fenolik + + Memberikan warna biru sampai kehitaman

Saponin + + Tidak Ada busa

Steroid - - Tidak memberikan warna hijau
Terpenoid ) i Tidak memberikan warna jingga sampai

kemerahan
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antibakteri yaitu klindamisin 10 pg. Klindamisin
aktif terhadap bakteri uji dan klindamisin merupakan
antibiotik topikal yang dapat mengurangi jumlah
mikroba dalam folikel acnes vulgaris®. Kontrol
negatif yang digunakan yaitu DMSO.

Hasil pengujian antibakteri menunjukkan bahwa
ekstrak etanol daun dan kulit batang sawo memilki
aktivitas antibakteri terhadap bakteri Staphylococcus
aureus dan bakteri Propionibacterium acnes, hal
ini dapat dilihat adanya diameter hambat di sekitar
cakram yang telah diberi ekstrak (Gambar 1.).

Gambar 1. Uji aktivitas antibakteri ekstrak etanol daun dan
kulit batang sawo.

Keterangan :

A = Uji aktivitas ekstrak daun sawo terhadap Staphylococcus
aureus

B = Uji aktivitas ekstrak daun sawo terhadap Propionibacterium
acnes

C=Uji aktivitas ekstrak kulit batang sawo terhadap Staphylococcus
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aureus
D = Uji aktivitas ekstrak kulit batang sawo terhadap
Propionibacterium acnes

Hasil pengujian diameter hambat ekstrak etanol
daun sawo dengan konsentrasi 3,125%, 6,25%, 12,5%,
25%, dan 50% b/v terhadap bakteri S. aureus berturut-
turut yaitu sebesar 7,03 mm, 9,07 mm, 10,13 mm,
12,52 mm dan 14,18 mm. Terhadap bakteri P. acnes
sebesar 8,08 mm, 9,39 mm, 10,89 mm, 13,07 mm
dan 15,33 mm. Sedangkan hasil pengujian diameter
hambat ekstrak etanol kulit batang dengan konsentrasi
3,125%, 6,25%, 12,5%, 25%, dan 50% b/v terhadap
bakteri S. aureus berturut-turut yaitu sebesar 8,91
mm, 11,03 mm, 12,07 mm, 12,95 mm dan 14,22 mm.
Terhadap bakteri P. acnes sebesar 9,78 mm, 11,67
mm, 14,38 mm, 16,2 mm dan 18,3 mm (Tabel 3 dan
Tabel 4). Daya hambat yang dihasilkan berbanding
lurus dengan konsentrasi, semakin tinggi konsentrasi
ekstrak maka semakin besar pula zona hambat yang
dihasilkan?,

Tabel 3. Hasil uji aktivitas antimikroba ekstrak etanol daun sawo.

Diameter Hambat (mm)

Bakteri Perlakuan Rl R R3 Rata-rata i . Kat;g;;;l;aya
Standar Deviasi
Kontrol positif 20,82 20,42 20,75 20,66 + 0,21 Sangat kuat
Kontrol negatif 0 0 0 0 Tidak ada
3,13% 735 6,8 6,95 7,03+ 0,28 Lemah
Staphylococcus 6,25% 9,2 8,95 9,07 9,07 +0,13 Lemah
aureus
12,50% 10,1 9,8 10,5 10,13 £ 0,35 Sedang
25% 12,9 12 12,65 12,52 +£ 0,47 Sedang
50% 14,31 14,05 14,18 14,18 £ 0,13 Sedang
Kontrol positif 21,63 21,54 21,29 21,49 £0,18 Sangat kuat
Kontrol negatif 0 0 0 0 Tidak ada
3,13% 8,1 7,85 8,3 8,08+ 0,23 Lemah
Prop ioZéZZE’eri”m 6.25% 9,61 9,04 9,51 9,39 + 0,30 Lemah
12,50% 10,9 10,75 11,02 10,89 + 0,14 Sedang
25% 13,4 13,05 12,75 13,07 £ 0,33 Sedang
50% 15,6 15,1 15,3 15,33 +£0,25 Kuat
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Tabel 4. Hasil uji aktivitas antimikroba ekstrak etanol kulit batang sawo.
Diameter Hambat (mm) .
Bakteri Perlakuan Rata-rata + DaK:tI?Ii(l)rll.;)a "
R1 R2 R3 Standar Deviasi Y
Kontrol positif 20.72 20.45 19,85 20,34 + 0,45 Sangat kuat
Kontrol negatif 0 0 0 0 Tidak ada
3,13% 8,75 8,85 9,12 8,91+0,19 Lemah
Staphylococcus 6,25% 10,9 11,15 11,05 11,03+ 0,13 Sedang
aureus
12,50% 11,95 12,2 12,05 12,07 £ 0,13 Sedang
25% 12,7 13,2 12,95 12,95 £ 0,25 Sedang
50% 14,12 14,4 14,15 14,22 £ 0,15 Sedang
Kontrol positif 21,23 21,52 21,1 21,28 £0,22 Sangat kuat
Kontrol negatif 0 0 0 0 Tidak ada
3,13% 10 9,85 9,5 9,78 £ 0,26 Lemah
P mp"o;‘éig’e”'”m 6,25% 11,2 11,5 123 11,67+ 0,57 Sedang
12,50% 14,75 14,4 14 14,38 £ 0,38 Sedang
25% 16,4 16 16,2 16,20 + 0,20 Kuat
50% 18,35 18,05 18,5 18,30 £ 0,23 Kuat

Aktivitas antimikroba dari ekstrak etanol daun
dan ekstrak kulit batang sawo dapat dihubungkan
dengan senyawa metabolit sekunder yang terkandung
dalam tanaman tersebut. Hasil pengujian skrining
fitokimia yang telah dilakukan, didapatkan bahwa
sawo memiliki kandungan senyawa flavonoid, fenolik
dan saponin. Mekanisme kerja flavonoid sebagai
antibakteri adalah membentuk senyawa kompleks
dengan protein ekstraseluler dan terlarut sehingga
dapat merusak membran sel bakteri dan diikuti dengan
keluarnya senyawa intraseluler!>!®. Selain berperan
dalam inhibisi pada sintesis DNA-RNA dengan
interkalasi atau ikatan hidrogen dengan penumpukan
basa asam nukleat, flavonoid juga berperan dalam
menghambat metabolisme energi. Senyawa ini akan
mengganggu metabolisme energi dengan cara yang
mirip dengan menghambat sistem respirasi, karena
dibutuhkan energi yang cukup untuk penyerapan
aktif berbagai metabolit dan untuk biosintesis
makromolekul.

Mekanisme kerja saponin sebagai antibakteri
adalah menurunkan tegangan permukaan sehingga
mengakibatkan naiknya permeabilitas atau kebocoran
sel dan mengakibatkan senyawa intraseluler akan
keluar™. Senyawa ini berdifusi melalui membran luar
dan dinding sel yang rentan, lalu mengikat membran
sitoplasma dan mengganggu dan mengurangi
kestabilan itu. Hal ini menyebabkan sitoplasma
bocor keluar dari sel yang mengakibatkan kematian

sel. Agen antimikroba yang mengganggu membran
sitoplasma bersifat bakterisida"®.

Hasil analisis uji statistik One way ANOVA
(Analysis of Variance) untuk mencari nilai
perbandingan rata-rata yang signifikan antar diameter
hambat pada konsentrasi yang berbeda. Analisa
statistik dilakukan dengan derajat kepercayaan
95% (=0,05) dengan menggunakan program SPSS.
Berdasarkan hasil uji statistik one-way ANOVA
menunjukkan nilai p < 0,05 (p =0,000) yang berarti
seluruh konsentrasi menunjukkan adanya perbedaan
signifikan antar seluruh kelompok perlakuan.

SIMPULAN

Penelitian uji aktivitas antibakteri dari ekstrak etanol
daun dan kulit batang sawo di atas dapat disimpulkan
bahwa ekstrak etanol daun dan kulit batang sawo
mempunyai aktivitas antibakteri terhadap bakteri
Staphylococcus aureus dan Propionibacterium acnes.
Diameter zona hambat yang terbentuk pada pengujian
ekstrak etanol daun dan kulit batang sawo terhadap
bakteri Staphylococcus aureus dan Propionibacterium
acnes dengan konsentrasi 50% menunjukkan daya
hambat dengan kategori sedang sampai kuat. Uji
statistik One-way ANOVA didapatkan nilai p < 0,05
yaitu p =0,000, sehingga dapat disimpulkan bahwa
seluruh konsentrasi menunjukkan perbedaan diameter
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hambat yang signifikan antar seluruh kelompok
perlakuan.
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Abstrak: Bakteri merupakan mikroorganisme yang dapat memproduksi metabolit sekunder, salah
satunya antibiotik. Isolat KP13 adalah bakteri yang diisolasi dari rizosfer tanaman Kayu Putih.
Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui aktivitas antibiotik fraksi teraktif isolat KP13 terhadap bakteri
Escherichia coli dan kemampuan menyebabkan kebocoran pada sel bakteri Escherichia coli. Ekstraksi
antibiotik menggunakan pelarut etil asetat dan dilakukan fraksinasi dengan gradien pelarut n-heksan-
etilasetat dan pelarut metanol. Hasil fraksinasi dilakukan KLT untuk mengelompokkan kelompok fraksi
berdasarkan nilai Rf nya. Kelompok fraksi dibandingkan aktivitas antibiotiknya dilanjutkan pengujian
Kadar Hambat Minimum (KHM). Spekrofotometri UV digunakan untuk menguji kebocoran substansi
sel bakteri meliputi asam nukleat dan protein serta Spektrofotometri Serapan Atom (SSA) untuk menguji
pengluaran kadar ion K* dan Ca?". Hasil menunjukkan fraksi teraktif dalam menghambat pertumbuhan
bakteri Escherichia coli adalah fraksi nomor 1 dengan nilai kadar hambat minimal (KHM) 5% dan
dengan diameter zona hambat 7,33+0,58 mm.

Kata kunci: Ekstrak etil asetat Isolat KP13, Escherichia coli, fraksi teraktif, kebocoran sel.

Abstract: A bacterium is one of microorganisms that can produce secondary metabolite, such as
antibiotic. KP13 isolate is a bacterium isolated from Melaleucaleuca dendron L rhizosphere. The aim
of this study is to know the effect of the most active fraction antibacterium of KP13 isolate toward
Escherichia coli bacterium and the ability to caused cell leakage. Extraction of antibiotic was conducted
by ethyl acetate. Extract is fractioned with a n-heksan-etilacetate solvent gradient another uses a solvent
methanol. Each fraction is done by KLT and grouped based on RF value. A fraction group is compare
by inhibition effectiveness. Then, the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) from the most active
group is tested. Cell leakage analysis was performed using UV spectrophotometry to detect the release
of nucleic acid and protein. Atomic Absorption Spectrophotometry (AAS) was used to detect ion release
of K* and Ca*" from. cell of bacteria. The results showed that the most active fraction against Escherichia
coli was the fraction number 1 with MIC value of 5% and inhibition zone of 7.334+0.58 mm.

Keywords: Ethyl acetate extract KP13 isolate, an active fraction, cell leakage, Escherichia coli.
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PENDAHULUAN

EKSPLORASI antibiotik dari metabolit sekunder dari
suatu bakteri banyak dilakukan dan antibiotik tersebut
mempunyai mekanisme penghambatan berbeda-beda.
Salah satu mekanisme penghambatan yaitu adanya
kerusakan membran sitoplasma, yaitu terjadinya
kebocoran kandungan sitoplasma seperti ion K,
dan peningkatan K* diluar sel merupakan tanda
kerusakan permeabilitas membran”. Ton Ca*
mempengaruhi kestabilan dinding bakteri dan dengan
adanya keluarnya ion tersebut dari sel menyebabkan
kestabilan dinding sel terganggu yang sehingga dapat
mengakibatkan kematian bakteri.

Mekanisme lain yang mungkin terjadi yaitu
masuknya zat antibiotik ke dalam sel kemudian
menempel pada organel sehingga mengganggu
proses metabolisme seluler pada bakteri Escherichia
coli. Permeabilitas membran yang tidak berfungsi
dengan baik dapat mengakibatkan kebocoran sel
dan keluarnya komponen sel®. Selain itu proses
transkripsi dan translasi dapat terhambat dengan
cara interkalasi senyawa aktif terhadap DNA/RNA.
Kebocoran protein dan asam nukleat dapat terjadi
melalui mekanisme interkalasi tersebut®.

Isolasi mikroorganisme dari rizosfer tanaman Kayu
Putih sebagai penghasil antibiotik dan mendapatkan
isolat aktif sebagai antibiotik, yaitu KP13. Penelitian
tersebut juga melakukan ekstraksi hasil kultur isolat
dengan menggunakan pelarut etil asetat yang aktif
dapat menghambat pertumbuhan bakteri Escherichia
coli dan Staphylococcus aureus. Ekstraksi Antibiotik
dari mikroorganisme di tanah dengan menggunakan
pelarut etil asetat dan dilakukan analisis menggunakan
Kromatografi Lapis Tipis (KLT) yang menghasilkan
2 spot pada plat silica gel 7,6 x 2,4 cm®. Oleh karena
itu, penelitian ini bertujuan untuk mengetahui aktifitas
antibiotik fraksi teraktif dan menganalisis kebocoran
sel menggunakan spektrofotometri UV-Vis dan Atomic
Absorbance Spectrophotometer (AAS). Analisa
kebocoran sel dapat menunjukkan mekanisme aksi
zat antibiotik tersebut dan tempat aksinya.

BAHAN DAN METODE

BAHAN. Bahan yang digunakan adalah media SNB,
media Mueller Hinton, NaCl 0,9%, BHI, standard Mc
Farland (108 CFU/mL), gliserol 25%, NaCl, KNO,,
K, HPO,, MgSO0,.7H,0, FeSO,.7H,0, E.coli ATCC
25922, n-heksan, etil asetat, etanol 70%, metanol,
dan kloroform..

METODE. Pembuatan Kultur Bakteri,
Ekstraksi, dan Fraksinasi. Sampel yang digunakan
dalam penelitian ini adalah Isolat bakteri hasil isolasi
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dari rizosfer tanaman kayu putih (isolat KP13).
Pembuatan starter dilakukan dengan cara mengambil
seperempat bagian plate isolat KP13 dimasukkan ke
dalam erlenmeyer 100 mL yang berisi media SNB
steril sebanyak 50 mL®. Inkubasi pada suhu kamar
selama 5 hari dengan pengadukan menggunakan
magnetic stirer'®. Dilakukan kultur bertingkat hingga
volume 3 liter. Kultur uji yang sudah diinkubasi
selama 14 hari disaring menggunakan corong buchner,
kemudian dipekatkan pada suhu 50 °C dan diekstraksi
menggunakan etil asetat®. Pelarut yang digunakan
dalam fraksinasi yaitu campuran n-heksan, etil asetat
dengan perbandingan berturut-turut 9:1 (v/v), 8:2
(V/v), 7:3 (v/v), 6:4 (v/v), 5:5 (v/v) dan sebaliknya serta
etil asetat:metanol 1:1 (v/v) dan metanol 100%. Hasil
KLT masing masing fraksi dengan profil pemisahan
yang sama dikelompokkan.

Pembuatan Media MHA. Sebanyak 19 g serbuk
media MHA dilarutkan dalam akuades sebanyak 500
mL dengan dipanaskan dan diaduk sampai homogen.
Setelah itu dituang pada cawan petri dan ditunggu
sampai agar memadat.

Pembuatan Suspensi Bakteri. Mengambil
100 pL stok bakteri dimasukkan dalam 1 mL BHI,
diinkubasi selama 18-24 jam kemudian mengambil
100 pL dimasukkan ke dalam BHI 1 mL, diinkubasi
selama 3-5 jam di dalam inkubator. Kemudian
mengambil 100 pL bakteri diencerkan dengan NaCl
0,9% sampai kekeruhan sama dengan standar Mc
Farland 108 CFU/mL®.

Pembuatan Larutan Uji Ekstrak. masing
masing kelompok fraksi dibuat dalam konsentrasi
40% sebanyak 100 pL replikasi 3 kali dengan kontrol
negatif DMSO 10 % dan kontrol positif kloramfenikol
0,1%.

Uji Kadar Hambat Minimum (KHM). Fraksi
teraktif ditentukan nilai Kadar Hambat Minimum
(KHM) dengan kadar yang digunakan antara lain
:40%, 30%, 20%, 10%, 5% dan 2,5%. Setiap
lubang sumuran diisi larutan uji dengan konsentrasi
yang sudah ditentukan sebanyak 50 pL dengan
menggunakan mikropipet lalu dibiarkan selama 2
jam, kemudian diinkubasi selama 18-24 jam pada
suhu 37 °C.

Analisis Kebocoran Sel dengan Spektrofotometer
Uv-Vis. Suspensi bakteri uji umur 18-24 jam sebanyak
10 mL disentrifuse dengan kecepatan 3500 rpm selama
15-20 menit sehingga diperoleh biomassa sel berupa
endapan. Endapan biomassa sel bakteri tersebut dicuci
dengan buffer phospat pH 7,4 dan diulang sebanyak
2 kali. Endapan tersebut kemudian disuspensikan ke
dalam 4 mL larutan buffer phospat pH 7,4. Kebocoran
dinyatakan dengan terukurnya substansi yang terdapat
pada supernatan bakteri uji setelah dikontakkan
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dengan fraksi teraktif ekstrak etil asetat antibiotik dari
isolat bakteri KP13 pada konsentrasi 5% dan 10%
Spektrofotometri UV-Vis pada panjang gelombang
260 dan 280 nm.

Analisis Kadar Ion Logam K* dan Ca”* dengan
Atomic Absorbance Spectrophotometer (AAS).
Preparasi sampel seperti pada pengamatan kebocoran
sel dengan spektrofotometri Uv-Vis. Kebocoran
dinyatakan dengan terukurnya ion-ion logam K*
dan Ca*" yang dideteksi dengan menggunakan AAS
(Atomic Absorption Spectrometer).

Analisis Data. Data zona hambat pada uji
Kadar Hambat Minimum dan data kebocoran
sel diuji homogenitas dengan uji Kol/mogorov-
smirnov dan uji normalitas. Jika data terdistribusi
normal dan homogen, maka dilakukan uji lanjutan
dengan menggunakan uji one way Anova dan LSD
dengan taraf kepercayaan 95%, kemudian dilakukan
uji korelasi dengan uji Pearson. Jika data tidak
terdistribusi normal dan homogen maka dilakukan
uji lanjutan dengan mengunakan uji Kruskal-Wallis
dan Mann-Whitney, kemudian dilakukan uji korelasi
dengan uji Spearman.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Ekstraksi dan Fraksinasi. Kultur sebanyak 3 liter
selama 14 hari dengan 3 kali perlakuan®. Kultur
disaring dan filtrat diekstraksi menggunakan etil asetat
(1:1) dan mendapatkan rendemen 15,82 g. Ekstraksi
menggunakan pelarut etil asetat dari 1 L kultur
mendapatkan ekstrak etil asetat sebanyak 350 mg®.

Ekstrak etil asetat yang diperoleh selanjutnya
dilakukan fraksinasi dengan gradien pelarut
(n-heksan:etilasetat), dilanjutkan menggunakan
perbandingan pelarut etilasetat:metanol (1:1) dan
metanol. Proses fraksinasi dengan pelarut organik yang
berbeda tingkat kepolarannya dapat mempengaruhi

UV 254

1 2 3 4
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jenis dan kadar senyawa yang tersari di dalamnya?.
Fraksinasi ekstrak etil asetat isolat KP13 ini
menggunakan metode partisi padat-cair. Ekstrak etil
asetat sebanyak 8387,3 mg. Masing-masing pelarut
yang digunakan 100 mL dengan masing-masing 3
kali pengulangan, setiap pengadukan selama 1 jam.

Setelah diperoleh berat kering dari hasil fraksinasi,
melakukan KLT dengan cara masing-masing fraksi
yang dihasilkan dengan konsentrasi 40% ditotolkan
pada plat KLT silika gel F254 yang sebelumnya telah
diaktifkan pada oven dengan suhu 105 °C selama =10
menit. Masing-masing fraksi ditotolkan sebanyak
10 pL menggunakan pipa kapiler 5 pL. Profil spot
yang terbentuk mempunyai karakteristik sama yang
ditinjau dari nila Rf nya dikelompokkan menjadi satu
kelompok, sehingga diperoleh 4 kelompok fraksi.
Masing-masing mempunyai karakteristik yang sama
seperti pada Gambar 1.

Fraksi kelompok 1 menunjukkan adanya potensi
aktivitas antibiotik yang ditunjukkan adanya zona
bening di sekitar lubang sumuran yang menghambat
pertumbuhan bakteri Escherichia coli. Rata-rata
diameter zona hambat yang dihasilkan sebesar
12,33+0,28 mm, sedangkan kelompok fraksi 2 juga
menunjukkan adanya potensi aktivitas antibiotik
terhadap bakteri uji Escherichia coli dengan rata-
rata diameter zona hambat sebesar 7,67+0,58 mm.
Kelompok fraksi nomor 3 dan 4 tidak menunjukkan
adanya aktivitas penghambatan pertumbuhan
bakteri Escherichia coli. Berdasarkan Tabel 1,
dapat disimpulkan, kelompok fraksi teraktif dalam
menghambat pertumbuhan bakteri Escherichia coli
adalah kelompok fraksi nomor 1 dengan nilai rata-rata
diameter zona hambat 12,33+0,28 mm.

Analisis statistiknya pada pengujian untuk
menentukan kelompok fraksi teraktif dengan uji One
Sampel Kolmogrov-Smirnov Test terdistribusi normal
tetapi tidak homogen pada uji homogenitas yang

UV 366

Gambar 1. Fase diam silika gel GF 254 dan fase gerak kloroform : etil asetat : metanol (4 : 1 : 0,5), hasil elusi KLT dilihat
pada UV 254 nm dan 366 nm.
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Tabel 1. Rata-rata zona hambat uji aktivitas kelompok fraksi terhadap bakteri Escherichia coli.

Kelompok fraksi Replikasi Zongnlﬁ r)nbat Rata—rz(a.l;a;;fg]gambat

1 12,50

Kelompok 1 40% 50uL (20mg) 2 12,00 12,33+0,28*
3 12,50
1 8,00

Kelompok 2 40% 50uL (20mg) 2 8,00 7,67+0,58
3 7,00
1 6,00

Kelompok 3 40% 50uL (20mg) 2 6,00 6,00+0,00
3 6,00
1 6,00

Kelompok 4 40% 50uL (20mg) 2 6,00 6,00+0,00
3 6,00
1 6,00

g’&‘g ‘}%%Zt)‘f 2 6.00 6,00:0,00
3 6,00

Kontrol positif ! 353

(kloramfenikol 2 39,5 37,06+2,17

0.1%) 3 36,4

ditandai dengan nilai sig=0,001, sehingga <0,005.
Oleh karena itu diuji non parametrik dengan dilakukan
analisis menggunakan uji Kruskal-Wallis. Berdasarkan
uji Kruskal-Wallis diperoleh mean rank dari keempat
kelompok fraksi, fraksi kelompok 1 menduduki nilai
mean rank pertama dari keempat kelompok fraksi,
sehingga dapat ditarik kesimpulan kelompok fraksi
teraktif adalah fraksi kelompok 1 yang digunakan
untuk pengujian tahap berikutnya.

Uji Kadar Hambat Minimum (KHM). Fraksi
teraktif yang dapat menghambat pertumbuhan bakteri

Escherichia coli diuji untuk menentukan Kadar
Hambat Minimum (KHM), yaitu dari kelompok
fraksi nomor 1 dengan menggunakan metode sumuran
(Cup-plate technique), dengan cara memasukkan
kelompok fraksi nomor 1 dengan konsentrasi 2,5%,
5%, 10%, 20%, 30% dan 40% sebanyak 50 pL dalam
lubang sumuran yang berdiameter 6 mm?, Dari hasil
pengujian KHM tersebut, didapatkan nilai Kadar
Hambat Minimum kelompok fraksi nomor 1 terhadap
bakteri Escherichia coli dengan konsentrasi 5% yang
ditunjukkan pada Gambar 2, dan mempunyai rata-rata

Gambar 2. Hasil uji kadar hambat minimum fraksi teraktif terhadap Escherichia coli.

Keterangan :

1-3 = 2,5% 50uL (1,25 mg); 4-6 = 5% S0uL (2,5 mg); 7-9 = 10% 10uL (5 mg); 10-12 = 20% S0uL (10mg); 13-15 = 30% S0uL

(15mg); 16-18 = 40 % 50uL (20mg).
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Tabel 2. Rata-rata zona hambat uji kadar hambat minimum kelompok fraksi teraktif terhadap bakteri Escherichia coli.

Konsentrasi
(%)

Replikasi

Zona hambat

(mm)

Rata-rata zona hambat
(mm)+SD

40

30

20

10

2,5

W N =

—_

W N = W N = W N = W= W

12,00
12,25
12,00
11,75
11,50
11,00
10,00
11,00
10,75
8,00
7,00
7,00
8,00
7,00
7,00
6,00
6,00
6,00

12,08+0,14

11,42+0,38

10,58+0,52

7,33+0,58

7,3340,58*

6,00+0,00

diameter zona hambat sebesar 7,334+0,58 mm yang
ditunjukkan pada Tabel 2.

Penelitian mengenai aktivitas penghambatan
pertumbuhan bakteri oleh Actinomycetes dari tanah
di India terhadap bakteri Escherichia coli, metabolit
sekunder ekstra selulernya mulai menunjukkan
aktivitas antibiotiknya pada konsentrasi 0,06 mg/
mL?.

Analisis statistik menunjukkan bahwa diameter
zona hambat pada pengujian Kadar Hambat Minimal
(KHM) dengan analisis One sample Kolmogrov-
smirnov terdistribusi normal, tetapi pada uji
homogenitas mendapatkan hasil tidak homogen. Hasil
analisis tidak homogen perlu dilakukan uji Kruskall-
Wallis yang mendapatkan nilai p-value 0,002<0,005
dapat ditarik kesimpulan perlakuan penambahan fraksi
kelompok 1 memberikan pengaruh bermakna terhadap
zona hambat yang ditimbulkan.

Ditinjau dari mean rank, pada penambahan
konsentrasi 2,5% mempunyai nilai yang sama
terhadap kontrol negatif. Sedangkan nilai dari
penambahan konsentrasi 5% mempunyai nilai mean
rank lebih tinggi dibanding dengan kontrol negatif dan
penambahan fraksi kelompok 1 dengan konsentrasi
2,5%, tetapi nilai mean rank yang ditimbulkan
pada penambahan konsentrasi 5% sama dengan

penambahan 10% fraksi kelompok 1. Hasil pengujian
dengan uji Mann-Whitney pada penambahan 2,5%
fraksi kelompok 1 tidak ada perbedaan bermakna
diameter zona hambat yang dihasilkan ditunjukkan
dengan nilai p>0,05, sedangkan hasil uji Mann-
Whitney konsentrasi 5% mempunyai nilai p<0,05
jadi sudah mulai terjadi perbedaan bermakna pada
penambahan 5% fraksi kelompok 1. Uji korelasi
Spearman menunjukkan adanya korelasi sempurna
dengan nilai sig<0,05 dan mempunyai nilai koefisien
korelasi 0,969. Nilai koefisien korelasi tersebut berada
pada rentang 0,75-0,99.

Fraksi kelompok 1 tidak ada perbedaan bermakna
diameter zona hambat yang dihasilkan ditunjukkan
dengan nilai p>0,05, sedangkan hasil uji Mann-
Whitney konsentrasi 5% mempunyai nilai p<0,05
jadi sudah mulai terjadi perbedaan bermakna pada
penambahan 5% fraksi kelompok 1. Uji korelasi
Spearman menunjukkan adanya korelasi sempurna
dengan nilai sig<0,05 dan mempunyai nilai koefisien
korelasi 0,969. Nilai koefisien korelasi tersebut berada
pada rentang 0,75-0,99.

Analisis Kebocoran Sel Menggunakan
Spektrofotometer Uv-Vis dan Atomic Absorbance
Spectrophotometer (AAS). Mikroba bersifat sensitif
apabila pertumbuhan bakteri dan kematian mikroba
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tersebut terhambat. Mekanisme penghambatan
atau kematian mikroba terhadap paparan senyawa
aktif dapat diketahui dengan adanya kebocoran sel,
gangguan metabolisme, dan perubahan morfologi sel.

Peningkatan nilai absorbansi pada sel yang diukur
mengindikasikan peningkatan jumlah isi sel yang
dikeluarkan dari sel. Komponen isi sel yang bocor
keluar sel dapat diukur pada panjang gelombang
260 nm adalah DNA meliputi purin, pirimidin, dan
ribonukleotida, sedangkan pada panjang gelombang
280 nm dapat mengukur tirosin dan triptopan'?. Hasil
perhitungan kebocoran sel bakteri diperlihatkan pada
Tabel 3.

Metode untuk mengoreksi adanya asam nukleat
bisa dikembangkan dengan mengukur rasio absorbansi
pada 280 dan 260 nm. Rasio tersebut dapat digunakan
untuk memperkirakan jumlah protein yang juga terdapat
kandungan asam nukleat. Terdapat ketetapan rasio
yang mengindikasikan jumlah protein. Konsentrasi
DNA genom dan RNA dihitung berdasarkan rumus
yang dikembangkan oleh!¥.

Analisis statistik menunjukkan bahwa data kadar
DNA dan RNA pada kebocoran sel teridistribusi normal
tetapi tidak homogen. Pada uji analisis Kruskal-Wallis
kadar DNA dan RNA pada penambahan konsentrasi
5% dan 10% fraksi kelmpok 1 menunjukkan nilai
p<0,05 sehingga memberikan pengaruh bermakna
terhadap kadar DNA dan RNA pada kebocoran sel.
Uji Mann-Whitney menunjukkan bahwa penambahan
fraksi kelompok 1, 5% dan 10% keduanya memberikan
nilai p<0,05 pada kadar DNA dan RNA sehingga
menunjukkan perbedaan kadar DNA dan RNA pada
kebocoran sel. Uji korelasi Spearman menunjukkan
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nilai koefisien korelasi kadar DNA dan RNA pada
kebocoran sel masuk pada rentang 0,75-0,99 yang
menunjukkan ada korelasi positif yang sangat kuat,
sehingga dengan peningkatan pemberian konsentrasi
fraksi kelompok 1, maka semakin tinggi kadar DNA
dan RNA pada kebocoran sel.

Struktur dinding sel bakteri gram negatif
Escherichia coli terdiri dari tiga lapisan yaitu membran
sitoplasma, membran luar, dan lapisan diantara
keduanya, yaitu lapisan tipis peptidoglikan. Membran
luar sel terdiri dari lipopolisakarida, phospolipid, dan
lipoprotein. Kekompakan lapisan lipopolisakarida
(LPS) distabilkan oleh interaksinya dengan ion Ca*
serta ion divalen lainnya. Kestabilan permeabilitas
membran sel bakteri ini juga dipengaruhi oleh
konsentrasi ion K* pada cairan sitoplasma‘'.

Fraksi kelompok 1 dari ekstrak etil asetat isolat
KP13 telah menunjukkan aktivitas antibiotik terhadap
bakteri Escherichia coli. Selain itu, telah ditentukan
nilai Kadar Hambat Minimum (KHM). Mengacu
potensi aktivitas antibiotik tersebut dapat diketahui
dampak yang terjadi terhadap mekanisme kematian
sel bakteri Escherichia coli. Analisa kebocoran sel
tersebut dengan menggunakan alat AAS (Atomic
Absorption Spectrophotometer). Adanya ion K* dan
Ca* yang terbaca pada Spektrofotometri Serapan
Atom menunjukkan bahwa terjadi pengeluaran ion
K* dan Ca*" pada sampel kelompok fraksi 1 terhadap
bakteri Escherichia coli. Penambahan kelompok fraksi
1 terhadap bakteri uji menggunakan 3 konsentrasi,
yaitu 0%, 5% dan 10%. Hasil kebocoran ion
diperlihatkan pada Tabel 4.

Tabel 3. Hasil perhitungan kebocoran isi sel bakteri Echerichia coli akibat penambahan fraksi kelompok 1 isolat KP13 yang
terbaca pada panjang gelombang 260 dan 280 nm.

Parameter 0% 5% 10%
0D280/260 0,723+0,046 0.759+0.001 0.825+0.002
Asam Nukleat (%) 9,33342,309 8,00 6,00+0.000
Faktor koreksi 0,506+0,075 0.550 0.630+0.000
Protein (ng/ml) 0,002+0,001 0.097+0.001 0.225+0.003
Konsentrasi DNA (png/ml) 2,667+0,577 232+1.000%* 433.333+7.572*
Konsentrasi RNA (pg/ml) 2,133+0,461 185.600+0.8* 346.667+6.057*

Keterangan: * signifikan (p value<0,05) terhadap konsentrasi 0%.
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Tabel 4. Hasil uji kebocoran ion Ca?* dan K* Escherichia coli akibat penambahan kelompok fraksi nomor 1 dari ekstrak etil
asetat isolat KP13.

Hasil pengukuran kadar ion logam (ppm)

Konsentrasi Parameter Rata-rata(Ppm)
I I I

, Ca** 0,148 0,170 0,148 0,155+0,013
0% K 792,026 783,395 792,026 789,149+4,983

, Ca** 0,459 0,459 0,481 0,466+0,012*
> K* 766,132 783,395 774,764 774,764+8,63*

. Ca** 0,281 0,304 0,259 0,281+0,022*
10% K* 731,607 740,238 740,238 737,361+£4,983*

Keterangan: * signifikan (p value<0,05) terhadap konsentrasi 0%.

Ton Kalium (K*) merupakan kation utama yang
terkandung dalam sitoplasma pada sel yang sedang
tumbuh dan mempengaruhi kestabilan permeabilitas
membran sel bakteri’, Ton K* memiliki peran penting
dalam mengaktivasi enzim sitoplasma untuk menjaga
tekanan turgor serta mengatur stabilitas pH dalam
sitoplasma. lon K* pada bakteri memiliki peranan
penting dalam fungsinya menjaga kesatuan ribosom.
Keberadaan ion logam K* dalam sel mempunyai peran
penting dalam stabilisasi RNA. Sehingga, keluarnya
ion logam dari sel dapat mempengaruhi permeabilitas
membran dan atau dinding sel bakteri!®. Kerusakan
yang terjadi pada membran sitoplasma ditandai dengan
terjadinya kebocoran isi dari sitoplasma, seperti ion
K", sehingga terjadi peningkatan ion K diluar sel
mengindikasikan terjadi kerusakan permeabilitas
membran sel bakteri®.

Kebocoran ion logam K* diindikasikan dengan
peningkatan konsentrasi K* terdapat kebocoran sel,
tetapi pada penelitian kali ini berbanding terbalik.
Dengan adanya peningkatan konsentasi fraksi
kelompok 1 yang diberikan terjadi penurunan
konsentrasi ion logam K*.Kemungkinan pada
senyawa aktif terdapat senyawa yang dapat mengikat
dan mengendapkan ion K*, yaitu alkaloid. Senyawa
alkaloid mengandung atom nitrogen yang mempunyai
pasangan elektron bebas sehingga dapat digunakan
untuk membentuk ikatan kovalen koordinat dengan
ion logam?. Nitrogen pada alkaloid akan bereaksi
dengan ion logam K* membentuk kompleks kalium-
alkaloid kemudian mengendap'®. Sebagai pendekatan
oleh hasil ion K™ berbanding terbalik oleh konsentrasi
sampel yang ditambahkan, yaitu pada uji alkaloid
dengan pereaksi mayer, diperkirakan nitrogen
pada alkaloid akan bereaksi dengan ion logam K*
membentuk kompleks kalium-alkaloid kemudian
mengendap'?. Persamaan reaksi diperlihatkan pada
Gambar 3 berikut:

Pada reaksi menggunakan reagen Dragendroff,

ion logam K™ membentuk ikatan kovalen koordinasi
dengan alkaloid sehingga membentuk kompleks

N M
:

Kalium-alkaloid
endapan putih

Gambar 3. Reaksi K+ terhadap senyawa alkaloid dengan
pereaksi mayer.

kalium-alkaloid yang mengendap'®. Persamaan reaksi
diperlihatkan pada Gambar 4 berikut:

Oleh karena itu, dengan adanya peningkatan
konsentrasi fraksi kelompok 1 yang dipaparkan,
maka senyawa alkaloid juga meningkat, sehingga

@\/j + K[Bil] — m ¢ [Bill
M M
K

Kalium-alkaloid
endapan oranye

Gambar 4. Reaksi K* terhadap senyawa alkaloid dengan
pereaksi Dragendroff.

pembentukan komplek kalium-alkaloid yang
mengendap juga meningkat antara fraksi kelompok
1 dengan ion logam K*, sehingga ion logam K* pada
supernatan sampel yang terbaca oleh Spektrofotometri
Serapan Atom juga menurun.

Ton logam Ca*" terdapat di bagian sitosol yaitu
cairan sitoplasma dan juga ditemukan pada dinding sel
yang ikut berperan dalam aktivitas enzim®, Ton Ca?*
tersebut berfungsi menghubungkan lipopolisakarida
pada dinding sel bakteri gram negatif sehinga berfungsi
untuk menjaga kestabilan dinding bakteri. Keluarnya
ion dari sel yang disebabkan karena ada paparan
senyawa lain dari luar dapat mempengaruhi kestabilan
dinding sel yang kemudian dapat mengakibatkan
kematian bakteri. Hasil penelitian dapat disimpulkan
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oleh bahwa adanya peningkatan kadar logam K* yang
berada di luar sel mengindikasikan adanya kerusakan
permeabilitas membran, sedangkan dengan adanya
peningkatan ion logam Ca?" menandakan rusaknya
dinding sel®@V.

SIMPULAN

Fraksi Kelompok 1 isolat KP13 dapat menyebabkan
kebocoran sel Escherichia coli yang ditandai
dengan kebocoran sel yang terabsorbsi
pada 260 dan 280 nm (asam nukleat, protein,
DNA, RNA) dan dengan kebocoran ion Ca?*".
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Abstrak: Kanker adalah salah satu penyakit yang disebabkan oleh pembelahan sel yang tidak terkendali.
Kanker serviks merupakan kanker yang diderita oleh banyak wanita. Pengobatan alternatif penyakit
kanker adalah menggunakan bawang putih hitam. Bawang putih hitam adalah hasil dari pengolahan
bawang putih dengan suhu dan kelembaban tinggi tanpa penambahan zat lain. Dalam proses itu terjadi
reaksi Maillard yang menyebabkan perubahan warna, bau, dan rasa asli pada bawang putih. Reaksi
seperti itu juga menyebabkan peningkatan beberapa senyawa bioaktif seperti S-allyl cysteine (SAC),
asam amino, flavonoid, dan polifenol. Guna menentukan sifat racun dari ekstrak bawang putih hitam,
perlu dilakukan isolasi senyawa polifenol dan uji toksisitas terhadap Artemia salina leach. Penentuan
nilai LC,, dengan aplikasi SPSS yang diperoleh dari ekstrak bawang putih hitam pada variasi waktu
proses penuaan 30 hari dan 40 hari menunjukkan konsentrasi 682,433 dan 572,403 ppm.

Kata kunci: Reaksi Maillard, polifenol, bawang putih hitam, dan BSLT.

Abstract: Cancer is one of diseases caused by cell division that is uncontrollable. Cervical cancer is a
cancer that suffered by many women. Alternative medicine of cancer disease is use black garlic. Black
garlic is the result of processing the garlic with high temperature and humidity without addition of other
substances. In that process occur Maillard reaction that cause changes in the color, smell, and taste of
the original on the garlic. Such reaction also lead to an increase some bioactive compounds such as
S-allyl cysteine (SAC), amino acids, flavonoids, and polyphenols. To determine the toxic properties of
black garlic extract, it is necessary to do isolation of polyphenolic compounds and toxicity test against
Artemia salina leach. When calculated by SPSS application, the obtained LC, values of black garlic
extract on the aging prosess time variations of 30 days and 40 days showed concentration of 682.433
and 572.403 ppm.

Keywords: Maillard reaction, polifenol black garlic dan BSLT.

* Penulis korespondensi, HP 08164244957
e-mail: santinurhandayani@yahoo.com



146 HANDAYANI ET AL.

PENDAHULUAN

KANKER merupakan salah satu penyakit yang
disebabkan oleh pembelahan sel yang tidak terkontrol
dan tidak terkendali. Hal itu mampu menyebabkan
kerusakan pada suatu jaringan tersebut dan jaringan
di sekitarnya. Salah satu penyakit kanker yang masih
banyak memakan banyak korban terutama pada kaum
wanita adalah kanker serviks. Menurut Tim Cancer
Help (2010), setiap hari di Indonesia diperkirakan
terdapat 40-45 kasus baru dan sekitar 20-25 wanita
meninggal dikarenakan kanker serviks. Beberapa
upaya tim medis untuk menumpas penyakit tersebut
saat ini seperti kemoterapi, penyinaran, dan operasi
pembedahan masih banyak membawa dampak
negatif bagi tubuh manusia. Oleh karena itu perlu
adanya pengobatan alternatif untuk menghambat
pertumbuhan sel kanker dengan meminimalkan efek
samping yang terjadi. Salah satu bahan yang dapat
digunakan adalah black garlic.

Black garlic merupakan hasil pengolahan terhadap
bawang putih dengan suhu dan kelembapan yang
tinggi tanpa penambahan zat lain dan prosesnya
dinamakan proses aging. Suhu yang ideal untuk
membuat black garlic adalah 70 °CY-?, Pada proses
aging tersebut terjadi suatu reaksi yang bernama
reaksi Maillard. Reaksi Maillard dapat menyebabkan
perubahan warna, bau, serta rasa asli pada bawang
putih. Perubahan karakteristik yang terjadi pada
proses tersebut adalah perubahan warna bawang
putih menjadi hitam, rasa bawang menjadi manis
serta bau menyengat pada bawang sudah tidak lagi
tercium. Selain perubahan warna, reaksi tersebut juga
menyebabkan peningkatan beberapa senyawa bioaktif
seperti S-allyl cysteine (SAC), amino asam, flavonoid,
polifenol, dll. Apabila dibandingkan dengan bawang
putih segar, black garlic menunjukkan antioksidan
kuat dan kemampuan menangkap aktivitas radikal
bebas®. Salah satu kandungan dalam black garlic yang
akan diujikan adalah senyawa metabolit sekunder
polifenol.

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan oleh
Il Sook Choi et al menyatakan bahwa black garlic
memiliki aktivitas antiradikal yang kuat dalam uji
penangkapan aktivitas radikal bebas terhadap hewan
dan manusia. Kekuatan antiradikal pada black garlic
lebih kuat dibandingkan pada bawang putih segar.
Salah satu senyawa metabolit sekunder yang berperan
sebagai antioksidan adalah polifenol. Proses aging
menyebabkan peningkatan senyawa polifenol yang
terkandung didalam black garlic. Proses aging pada
bawang putih memicu peningkatan fraksi bebas asam
fenolik, sedangkan menurunkan fraksi ester, glikosida
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yang menyebabkan peningkatan bentuk fenol bebas.
Proses aging ini menyebabkan perubahan senyawa
bioaktif pada bawang putih seperti polifenol yang
dapat digunakan sebagai antikanker®.

Berdasarkan penjelasan tersebut maka perlu
dilakukan isolasi senyawa polifenol serta uji toksisitas
terhadap Artemia salina Leach.

BAHAN DAN METODE PENELITIAN

BAHAN. Bawang putih lanang, etanol, larva udang
Artemia salina Leach, air laut, ragi, tween 60, dan
asam galat.

ALAT. Mortar, tabung reaksi, rice cooker,
Erlenmeyer, alat-alat gelas, rotary evaporator,
mikropipet, lampu, dan spektrofotometer UV-Vis.

METODE. Proses Aging Black Garlic®.
Bawang putih yang digunakan adalah jenis lanang.
Bawang tersebut dilakukan proses aging dengan
temperatur 70 °C dan kelembapan 75% dengan
variasi waktu 30 dan 40 hari. Selama proses aging
tidak dilakukan penambahan bahan apapun. Bawang
putih akan berubah warna dari putih menjadi abu-
abu kemudian hitam setelah satu bulan kemudian.
Black garlic yang dihasilkan lunak tidak berbau khas
bawang yang menyengat dan rasanya manis dengan
sedikit asam.

Ekstrak Black Garlic. Black garlic sebanyak
100 g dihaluskan dengan menggunakan mortar untuk
diekstraksi, larutan yang telah diekstraksi kemudian
disentrifugasi pada 3000 rpm selama 20 menit untuk
mengisolasi senyawa metabolit sekunder polifenol
untuk uji toksisitas terhadap larva udang (Artemia
salina Leach).

Penentuan Kadar Polifenol Total dengan
Spektrofotometer UV-Vis. Tahap pertama adalah
membuat larutan standar asam galat yang kemudian
diujikan dengan spektrofotometer UV-Vis untuk
diperoleh persamaan regresi. Persamaan regresi
tersebut akan digunakan untuk menentukan kadar
senyawa polifenol total dalam black garlic. Tahap
kedua adalah melarutkan 10 mg ekstrak black garlic ke
dalam 10 mL etanol untuk digunakan sebagai larutan
induk dengan konsentrasi 1000 ppm. Larutan induk
tersebut kemudian dibuat variasi konsentrasi 500
ppm, 300 ppm, 250 ppm, dan 100 ppm untuk diujikan
dengan menggunakan spektrofotometer UV-Vis.

UjiToksisitas Metode Brine Shrimp Lethality
Test (BSLT). Tahap pertama adalah pembiakkan larva
udang A. salina. Air laut dimasukkan ke dalam suatu
tempat kecil yang sudah dibagi menjadi dua kamar
menggunakan sekat jaring. Telur udang A. salina
dimasukkan secukupnya ke dalam salah satu ruang
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yang atasnya di tutup dengan papan agar ruangan
tersebut gelap. Bagian wadah yang lain dibiarkan
terbuka dan diberi lampu untuk menarik udang yang
menetas melalui lubang sekat, sehingga larva dapat
dipisahkan dari bagian telur dan udang yang tidak
sehat.

Telur udang A. salina akan menetas menjadi udang
kecil setelah dua hari (2 x 24 jam) dan siap untuk
dilakukan uji. Sebanyak 50 mg ekstrak black garlic
diambil dan dilarutkan dengan 25 mL air laut. Ekstrak
ditambahkan dengan tween 80 pada konsentrasi 250
ppm untuk membantu melarutkan dengan sempurna
dalam air laut. Beberapa larutan utama ekstrak
black garlic diambil menggunakan mikropipet dan
diencerkan menjadi beberapa variasi konsentrasi.
Setiap tabung diisi dengan sepuluh larva udang dan
air laut, diberikan dua tetes ragi (3 mg/mL air laut)
sebagai nutrisi mereka. Tabung diberikan sampel uji
dalam jumlah tertentu dan diencerkan dengan air
laut hingga 5 mL, hingga diperoleh konsentrasi akhir
masing-masing yaitu 1000; 750; 500; 250; 125; dan
62,5 ppm. Tabung kontrol adalah konten yang sama
dengan tabung uji tetapi tanpa sampel. Tabung reaksi
dan tabung kontrol diinkubasi secara terbuka dan
diberi cahaya selama 24 jam. Jumlah larva hidup untuk
masing-masing konsentrasi dihitung dan dicatat untuk
menentukan persentase kematian udang serta LC,
Jika ada larva mati dalam larutan kontrol, jumlah
larva yang mati dalam larutan kontrol dikurangi
dengan jumlah larva yang terbunuh dalam larutan uji.
Berdasarkan, persentase kematian dihitung sebagai
berikut:

% Kematian larva udang =(X larva hidup kontrol-X
larva hidup perlakuan)/(Z larva hidup kontrol) x 100%
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HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil Proses Aging. Berdasarkan data di bawah
perubahan bawang putih selama proses aging.
Perubahan warna bawang putih menjadi hitam
dikarenakan adanya reaksi Maillard dimana kandungan
gula dan asam amino membentuk senyawa melanoidin
(substansi yang mengubah bawang putih menjadi
hitam)®7?. Selain itu, proses aging tersebut dapat
mengurangi rasa dan bau yang menyengat menjadi
rasa manis dan sedikit asam, hal ini dikarenakan
terjadinya penurunan pH dari 6 menjadi 3,87:%,
Analisis Kadar Polifenol. Pada penetapan kadar
polifenol total dilakukan dengan menggunakan
reagen Folin-Ciocalteu 10% untuk membentuk
larutan berwarna yang dapat diukur absorbansinya.
Pereaksi Folin-Ciocalteu akan menginduksi fenolat
(garam alkali) atau gugus fenolik-hidroksi mereduksi
asam heteropoli (Fosfomolibdat-fosfotungstat) yang
terdapat di dalam pereaksi Folin-Ciocalteu menjadi
suatu kompleks molibdenum-tungsten. Senyawa
fenolik hanya dapat bereaksi dengan reagen Folin-
Ciocalteu pada saat suasana basa agar terjadi
disosiasi proton pada senyawa fenolik menjadi ion
fenolat, maka dilakukan penambahan Na,CO, 7,5%.
Gugus hidroksil pada senyawa fenolik akan bereaksi
dengan reagen Folin-Ciocalteu membentuk kompleks
molibdenum-tungsten berwarna biru yang dapat
dideteksi dengan spektofotometer UV-Vis®.
Pada penentuan kadar polifenol total digunakan asam
galat sebagai larutan standar acuan, dan hasilnya
dinyatakan sebagai persen ekivalen asam galat (EAG)
yang kemudian dibuat kurva baku asam galat dengan
melarutkan asam galat dengan variasi konsentrasi 8
ppm, 10 ppm, 12 ppm, 14 ppm, dan 18 ppm. Dari
kurva baku tersebut diperoleh persamaan regresi
linier yang kemudian digunakan untuk menentukan

Tabel 1. Hasil perubahan bawang putih setelah proses aging.

Lama
Gambar proses Rasa Warna Tekstur Bau
aging
(hari)
o Khas Putl_h Keras, Bau khas bawang
bawang  kekuning- dan utih
putih kuningan lengket p
" Manis, Kenyal
30 asam Hit d yal Bau bawang sudah
sedikit ttam keraixrll tidak tercium
pahit g
Manis,
asam . Keras Bau bawang sudah
- 0 edikit  Hitam dan tidak tercium
kering

pahit
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kadar polifenol dalam black garlic. Pada penelitian
persamaan regresi linier yang diperoleh adalah y =
0,0427x — 0,0022 dan nilai R* = 0,982.
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Grafik 1. Persamaan regresi asam galat.

Dari data tersebut dapat diperoleh kadar polifenol total
dalam black garlic sebagai berikut :

Tabel 2. Kadar senyawa polifenol total dalam black garlic.
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disajikan pada Tabel 3. Tabel tersebut menunjukkan
bahwa semakin tinggi konsentrasi ekstrak black garlic
yang diuji, maka persentase kematian larva 4. salina
Leach semakin tinggi, sedangkan dalam kontrol
tidak terdapat ekstrak black garlic tidak ditemukan
larva yang mati. Hal ini dikarenakan dalam tabung
kontrol tidak terdapat ekstrak sampel yang bersifat
toksik. Menurut Carballo"", kematian larva 4. salina
Leach disebabkan oleh komponen-komponen bioaktif
dari ekstrak sampel, bukan disebabkan kelaparan
sehingga dilakukan pembandingan antara perlakuan
dan kontrol.

Dengan menggunakan perhitungan aplikasi SPSS,
diperoleh nilai LC, ekstrak black garlic pada variasi
lama waktu fermentasi 30 hari dan 40 hari berturut-
turut menunjukkan konsentrasi 682,433 dan 572,403
ppm. Hal tersebut menunjukkan bahwa ekstrak black
garlic bersifat toksik terhadap larva 4. salina Leach.

SIMPULAN

Lama Proses Aging (hari) ~ Kadar Polifenol Total (ppm)

0 35 Selama proses aging terjadi reaksi Maillard yang
30 39,79 menyebabkan perubahan warna bawang putih. Selain
40 5738 itu, reaksi Maillard jgga menyebabkan berkurangnya

bau khas bawang putih yang menyengat serta rasanya
Tabel 3. Data primer BSLT
No Lama Proses Konsentrasi Larva % kematian Log Nilai
Aging (hari) ekstrak (ppm)  hidup rata- Konsentrasi  Probit
rata

1 40 1000 1 90 3,106 2,950
2 40 750 33 67 2,827 2,708
3 40 500 7,33 27 2,529 2,266
4 40 250 9 10 2,409 2,045
5 40 125 9,66 4 2,282 1,802
6 40 62,5 10 0 0 0
7 30 1000 1,67 83,3 3,053 2,918
8 30 750 5 50 2,834 2,711
9 30 500 8 20 2,615 2,331
10 30 250 9 10 2,500 2,086
11 30 125 10 0 0 0
12 30 62,5 10 0 0 0

Berdasarkan data hasil uji menunjukkan bahwa
semakin lama proses aging pada black garlic maka
kadar senyawa polifenol akan semakin meningkat.
Black garlic dengan dengan lama proses aging 40 hari
memiliki konsentrasi tertinggi yaitu sebesar 57,38
mg/10 mL. Hal itu sesuai dengan pernyataan Sato et al.
(9 yaitu proses fermentasi meningkatkan kandungan
polifenol lebih baik dibandingkan bawang segar.

Uji Toksisitas Metode Brine Shrimp Lethality
Test (BSLT). Berdasarkan uji BSLT yang dilakukan
terhadap sample ekstrak black garlic, diperoleh data

menjadi manis sedikit asam. Lamanya proses aging
mempengaruhi kadar senyawa polifenol total. Semakin
lama proses fermentasi maka akan semakin tinggi
pula kadar senyawa polifenol total yang terkandung
di dalam black garlic. Uji Toksisitas menunjukan
bahwa semakin tinggi konsentrasi dari suatu ekstrak
maka akan semakin tinggi pula persentasi kematian
larva 4. salina Leach. Hal ini dikarenakan kandungan
komponen bioaktif di dalamnya.
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Abstrak: Ekstrak akar manis (Glycyrrhiza glabra L.) mengandung senyawa isoflavon glabridin yang
berkhasiat sebagai pemutih kulit. Tujuan penelitian untuk menentukan potensi terbaik krim pemutih kulit
menggunakan kontrol positif asam kojat. Diformulasi 1 formula blangko, 3 formula krim menggunakan
variasi konsentrasi ekstrak etanol 70% akar manis (0,01; 0,11; 1,01)% berdasarkan konsentrasi inhibisi
tirosinase in-vitro dari ekstrak. Digunakan metode secara spektrofotometri dengan mengukur serapan
dopakrom menggunakan microplate reader diinkubasi suhu 37 °C, A 490 nm, 20 menit. Krim M/A
dibuat dengan mencampurkan ekstrak bersama basis bersuhu 70-75 °C, 400 rpm, 25 menit. Uji
stabilitas dilakukan 4 minggu pada penyimpanan suhu kamar dan 40 °C, dievaluasi mutu fisiknya. Hasil
ICSO asam kojat sebesar 20,88 pg/mL; IC, variasi ekstrak berturut- turut sebesar (126,75; 1130,90;
10092,41) pg/mL. Krim berwarna putih susu-putih kekuningan; beraroma bunga; lembut; homogen;
tidak terjadi pemisahan; bertipe M/A; sifat alir tiksotropik plastis; viskositas, kemampuan sebar, ukuran
globul, pH semakin meningkat berturut-turut sebesar (455000- 620000)cPs, (2695,82-3545,83)mm?>
(54,66-66,27)um, (4,44-5,04); aktivitas inhibisi tirosinase formula 1, 2 dan 3, penyimpanan minggu 0,
2 dan 4 berturut-turut sebesar (1,78;-25,74;22,04)%, (6,74;6,12;4,49)%, (- 28,78;53,06;20,32)%. Dapat
disimpulkan formula krim dengan konsentrasi ekstrak akar manis 1,01% merupakan formula terbaik
sehingga dapat digunakan sebagai pemutih kulit.

Kata kunci: Ekstrak akar manis, tirosinase, microplate reader, krim pemutih.

Abstract: Liquorice root extract (Glycyrrhiza glabra L.) contains glabridin, an isoflavone substance
that can be used as skin whitening. The study was carried out to determine the potential of the best skin
whitening cream using positive control of kojic acid. Formulated 1 blank formula, 3 cream formulas
using various concentrations of ethanol extract 70% liquorice roots of (0.01, 0.11, 1.01)% based on
the value of tyrosinase inhibition activity in vitro from extracts. Spectrophotometric method is used to
measure the absorption of dopacrome by a microplate reader which was incubated at 37 °C at A 490 nm
for 20 minutes. Oil in water cream was prepared by mixing extract with cream base at a temperature of 70-
75°C at a speed of 400 rpm for 25 minutes. Stability test was carried out for 4 weeks at room temperature
storage and a temperature of 40 °C, evaluated for physical quality. The results of determination of IC_
of kojic acid was 20.88 pg / mL; IC, of extract variation were (126.75; 1130.90; and 10092.41) pg/mL
respectively. Cream has milky white- yellowish color; smell of flowers; soft texture; homogeneous; there
is no separation; has type M/A; plastic thixotropic flow properties; has an increasing value including
viscosity, spreadability, globule size, and pH, which are respectively (455000-620000)cPs, (2695.82-
3545.83)mm?, (54.66-66.27)um , and (4.44-5.04); tyrosinase inhibition activity in formula 1, 2 and 3
were stored at weeks 0, 2" and 4" were respectively (1.78;-25.74; 22.04)%, (6.74; 6, 12; 4.49)%, and
(-28.78; 53.06; 20.32)%. It can be concluded that the cream formula containing liquorice root extract
with a concentration of 1.01% is the best formula so it can be used as skin whitening.

Keywords: Liquorice root extract, tyrosinase, microplate reader, whitening cream.
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PENDAHULUAN

NODA cokelat dan warna kulit yang semakin gelap
disebabkan oleh proses penuaan atau sengatan
matahari. Noda cokelat pada kulit merupakan hasil
pembentukan melanin yang berlebihan. Melanin
merupakan pigmen warna cokelat yang dapat
melindungi jaringan kulit dari penghamburan sinar
ultraviolet (UV). Jika melanin diproduksi berlebihan
maka terjadi hiperpigmentasi. Melanin merupakan
hasil oksidasi L-tirosin menjadi L-DOPA yang secara
alami dikatalis oleh enzim tirosinase dan sinar UV,

Salah satu cara mencerahkan warna kulit adalah
dengan menghambat pembentukan melanin melalui
penghambatan enzim tirosinase. Zat pemutih
bertindak sebagai penghambat produksi melanin
dan dikenal sebagai inhibitor kompetitif tirosinase.
Berbagai inhibitor tirosinase banyak ditemukan dalam
bahan kosmetik sebagai pencegah hiperpigmentasi,
diantaranya adalah asam hialuronat, arbutin, asam
kojat, merkuri dan hidrokuinon. Senyawa ini memiliki
daya pemutih sangat besar, namun merkuri dan
hidrokuinon bersifat karsinogenik®®. Berdasarkan
hal tersebut diperlukan bahan alami yang memiliki
daya pemutih yang sama besar atau lebih besar dari
senyawa-senyawa tersebut dan aman bila digunakan.

Saat ini banyak bahan alam yang sudah diteliti
sebagai zat pemutih kulit salah satunya adalah
akar manis*®. Akar manis (Glycyrrhiza glabra L.)
merupakan bahan alam yang memiliki kandungan
glabridin, glabrin, isoliquiritigenin licurasida,
isoliquiritin, and licochalcon yang dapat menghambat
produksi enzim melanin melalui penghambatan enzim
tirosinase!’"'%.

Berdasarkan penelitian, telah dilakukan pembuatan
ekstrak akar manis yang diekstraksi menggunakan
etanol!. Untuk membuktikan aktivitas ekstrak
akar manis sebagai zat pemutih maka dilakukan uji
inhibisi tirosinase yang diperoleh nilai IC, | (Inhibitory
concentration). Dari hasil uji aktivitas, ekstrak
divariasikan berdasarkan nilai IC,, IC_; dan IC
dan diformulasikan dalam bentuk krim kosmetika
tipe M/AU219, Krim tipe M/A dipilih karena mudah
dicuci, dihilangkan dari kulit dan pakaian, tidak
berminyak, selain itu basis krim mengandung air
dalam jumlah banyak sedangkan sel hidup biasanya
lembab sehingga akan mempercepat pelepasan obat
dan dapat memelihara kelembaban sel kulit 1419,

Emulgator dan bahan tambahan lain dalam basis
krim akan menurunkan tegangan permukaan kulit
sehingga absorbsi lebih cepat!'®. Krim M/A nyaman
digunakan, tidak menyebabkan rasa lengket pada
wajah dan memberikan dispersi obat yang baik
pada permukaan kulit!'%!”. Tujuan penelitian untuk
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menentukan potensi terbaik krim pemutih kulit yang
mengandung ekstrak akar manis melalui uji aktivitas
inhibisi enzim tirosinase secara in-vitro.

BAHAN DAN METODE

BAHAN. Akar manis (Glycyrrhiza glabra L.),
asam kojat (Thornhill, Kanada), L-DOPA (SIGMA-
Aldrich, USA), Tyrosinase from Mushroom (SIGMA-
Aldrich, USA), kalium dihydrogen fosfat, NaOH,
sudan III, biru metilen, natrium metabisulfit (Aditya
Birla), asam stearat triple press (Shanghai Fuxin,
Cina), setil alkohol (BASF, Jerman), stearil alkohol
(Ecogreen, Singapura), lanolin anhidrat (Wuxi,
Cina), paraffin cair (Sonneborn, Belanda), gliseril
monostearat (DANISCO, Cina), polisorbat 80 (KAO
Corporation, Jepang), propilen glikol (Dow Chemical
Co., Kanada), metil dan propil paraben (Ueno Fine
Chemicals, Jepang), butil hidroksi toluen (Sterlitamak
Petrochemical Plant, Rusia).

Alat. Rotary vacuum evaporator, microplate
reader ELx 800, 96 well-microtiter plate, timbangan
analitik (AND tipe GR 200), microbalance (Mettler
MT 5), micropipette, water bath (Memmert),
viskometer (Brookfield tipe RV), lemari pendingin,
oven (Memmert), stirrer (Eurostar), pH meter
(Metrohm tipe 620), alat ukur kemampuan sebar,
mikroskop optik (Olympus), kaca objek, cover glass,
sentrifugator (Kokusan H 103-N).

METODE. Penyediaan Bahan Penelitian.
Bahan utama yang digunakan adalah akar manis yang
diperoleh dari Herbaltama-Jogjakarta.

Pembuatan Ekstrak Akar Manis. Akar manis
dibersihkan, dikeringkan dengan cara dijemur
langsung di bawah sinar matahari pagi, dihaluskan
sampai berupa serbuk dengan ukuran 4/18. Sebanyak
kurang lebih 1 kg akar manis, direndam dengan etanol
96% sebanyak 10 liter, diaduk selama 4 jam lalu
biarkan terendam selama 24 jam. Untuk memisahkan
ampas, filtrat disaring. Ampas diremaserasi, disaring
kembali sampai diperoleh filtrat yang jernih tidak
berwarna, diuapkan dengan menggunakan penguap
putar vakum (rotary vacum evaporator) pada suhu
+50 °C, tekanan 100mmHg, dan kecepatan 70 rpm
sampai diperoleh ekstrak kental. Ekstrak kental
ditimbang, dikemas dan disimpan pada lemari
pendingin?,

Karakterisasi Ekstrak Akar Manis. Karakterisasi
akar manis meliputi pemeriksaan rendemen ekstrak,
organoleptic, pH dan ketercampuran dengan pelarut.
Pemeriksaan organolpetik meliputi warna, baru dan
rasa. Dilakukan pemeriksaan ketercampuran ekstrak
akar manis dengan air, propilen glikol, larutan dapar
fosfat dan DMSO 1%.
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Uji Aktivitas Inhibisi Tirosinase Secara In Vitro.
Penyiapan Bahan Kimia. 1). Pembuatan dapar fosfat
0,1 M dengan pH sebesar 6,8. Kalium dihidrogen
fosfat (BM: 136,09) ditimbang seksama sebanyak
1,3609 gram, kemudian dilarutkan dengan aquadest
100 mL. Larutan tersebut ditambahkan larutan NaOH
0,2 N sebanyak 22,4 mL dan ditambahkan akuades
hingga mencapai 200 mL; 2). Pembuatan larutan
substrat L-DOPA. L-DOPA (BM: 197,19) ditimbang
seksama sebanyak 39,438 mg, kemudian dilarutkan
dengan larutan dapar fosfat (0,1 M, pH=6,8) dalam
labu tentukur sampai 10,0 mL sehingga diperoleh
konsentrasi 20 mM. Dibuat juga seri konsentrasi
10; 5; 2,5; 1,25; dan 0,625 mM. Pada saat preparasi
hingga uji penghambatan tirosinase dilakukan, larutan
ini dihindarkan dari cahaya dengan cara menutup
vial dengan alumunium foil; 3). Pembuatan larutan
tirosinase. Tirosinase ditimbang seksama sebanyak
0,0859 mg kemudian dilarutkan dengan larutan dapar
fosfat dalam labu ukur 10,0 mL sehingga didapatkan
konsentrasi 496 U/mL. Larutan tersebut diencerkan
sehingga mencapai konsentrasi 310, 155, dan 75 U/
mL. Pada saat preparasi hingga uji penghambatan
tirosinase dilakukan, larutan ini dihindarkan dari
cahaya dengan cara menutup vial dengan alumunium
foil®.

Uji Pendahuluan. 1) optimasi panjang gelombang
maksimum. Sebanyak 120 pL larutan dapar fosfat
(0,1 M; pH 6,8), 40 uL larutan L-DOPA 5 mM, dan
40 pL larutan enzim tirosinase 310 U/mL dimasukkan
ke dalam 96 well-microtiter plate. Larutan diinkubasi
selama 10 menit pada suhu 37 °C. Serapan diukur
menggunakan microplate reader ELx 800 pada
panjang gelombang 405, 450, 490 dan 630 nm;
2). Optimasi waktu inkubasi. Sebanyak 120 pL larutan
dapar fosfat (0,1 M; pH 6,8), 40 puL larutan L-DOPA
5 mM, dan 40 pL larutan enzim tirosinase 310, 155
dan 75 U/mL dimasukkan ke dalam 96 well-microtiter
plate. Larutan diinkubasi selama 10,20, 30 dan 40
menit pada suhu 37°C. Serapan diukur menggunakan
microplate reader ELx 800 pada panjang gelombang
maksimum; 3. Optimasi konsentrasi enzim tirosinase.
Sebanyak 120 pL larutan dapar fosfat (0,1 M; pH
6,8), 40 uL larutan L-DOPA, dan 40 uL larutan enzim
tirosinase 310 U/mL dimasukkan ke dalam 96 well-
microtiter plate. Masing- masing sampel dibuat blanko
di mana tidak ditambahkan larutan enzim tirosinase.
Konsentrasi substrat dibuat dua macam yaitu 10,5 dan
2,5 mM yang kemudian masing- masing konsentrasi
ditambahkan ke dalam larutan enzim konsentrasi
310, 155, dan 75 U/mL. Larutan diinkubasi selama
waktu optimum pada suhu 37 °C. Serapan diukur
menggunakan microplate reader ELx 800 pada
panjang gelombang maksimum.
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4). Optimasi konsentrasi substrat L-DOPA. Sebanyak
120 pL larutan dapar fosfat (0,1 M; pH 6,8), 40 puL
larutan L-DOPA, dan 40 puL larutan enzim tirosinase
310 U/mL dimasukkan ke dalam 96 well-microtiter
plate. Masing- masing sampel dibuat blanko di
mana tidak ditambahkan larutan enzim tirosinase.
Konsentrasi substrat dibuat enam macam yaitu
20; 10; 5; 2,5; 1,25 dan 0,625 mM yang kemudian
masing-masing konsentrasi ditambahkan ke dalam
larutan enzim dengan konsentrasi optimum. Larutan
diinkubasi selama waktu optimum pada suhu 37 °C.
Serapan diukur menggunakan microplate reader ELx
800 pada panjang gelombang maksimum.

Uji Aktivitas Inhibisi Tirosinase (IC,) dari
Baku Pembanding Asam Kojat. Pembuatan larutan
sampel asam kojat sebagai kontrol positif. Serbuk
asam kojat ditimbang seksama 5 mg dan dilarutkan
dengan larutan dapar fosfat (0,1 M; pH 6,8) dalam labu
ukur 10,0 mL sehingga diperoleh konsentrasi 500 pg/
mL. Kemudian larutan dipipet 2,0 mL dan dimasukkan
ke dalam labu ukur 10,0 mL dan diencerkan dengan
larutan dapar fosfat (0,1 M; pH 6,8). Kemudian larutan
asam kojat diencerkan sehingga diperoleh konsentrasi
larutan asam kojat 50; 20; 10; 5 dan 2,5 pg/mL.

Pengujian larutan sampel asam kojat sebagai
kontrol positif. Sejumlah 80 pL larutan dapar fosfat
(0,1 M; pH 6,8), 40 puL larutan asam kojat, 40 pL
larutan L-DOPA, dan 40 pL larutan enzim tirosinase
dengan konsentrasi optimum dimasukkan ke dalam 96
well-microtiter plate. Masing-masing sampel dibuat
blanko di mana tidak ditambahkan larutan enzim
tirosinase. Pengujian juga dilakukan terhadap larutan
kontrol dan blangko kontrol. Larutan kontrol terdiri
dari 120 uL LDF, 40 uL L-DOPA, dan 40 pL larutan
enzim tirosinase sedangkan larutan blangko kontrol
terdiri dari bahan yang sama dengan kontrol tanpa
enzim. Larutan diinkubasi selama waktu optimum
pada suhu 37 °C. Serapan diukur menggunakan
microplate reader ELx 800 pada panjang gelombang
maksimum.

Uji Aktivits Inhibisi Tirosinase (IC_) Ekstrak
Akar Manis. Pembuatan Larutan Sampel Ekstrak
Akar Manis. Ekstrak akar manis ditimbang sejumlah
200 mg dan dilarutkan dengan larutan dapar fosfat
(0,1 M; pH 6,8) dalam labu ukur 10,0 mL. Kemudian
larutan ekstrak diencerkan sehingga diperoleh
konsentrasi larutan ekstrak akar manis 4000, 2000,
1000, 500, 200, 100, 50 dan 25 pg/mL.

Pengujian Larutan Sampel Ekstrak Akar Manis.
Sejumlah 80 pL larutan dapar fosfat (0,1 M; pH 6.,8),
40 pL larutan ekstrak, 40 pL larutan L-DOPA, dan
40 pL larutan enzim tirosinase dengan konsentrasi
optimum dimasukkan ke dalam 96 well-microtiter
plate. Masing-masing sampel dibuat blanko di mana
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tidak ditambahkan larutan enzim tirosinase. Pengujian
juga dilakukan terhadap larutan kontrol dan blangko
kontrol. Larutan kontrol terdiri dari 40 uL DMSO 1%,
80 uL LDF, 40 pL L-DOPA, dan 40 pL sedangkan
larutan blangko kontrol terdiri dari bahan yang sama
dengan kontrol tanpa enzim.Larutan diinkubasi
selama waktu optimum pada suhu 37 °C. Serapan
diukur menggunakan microplate reader ELx 800 pada
panjang gelombang maksimum.

Pemeriksaan bahan tambahan. Pemeriksaan bahan
tambahan sediaan krim meliputi natrium metabisulfit,
asam stearat, setil alkohol, stearil alkohol, lanolin
anhidrat, paraffin cair, gliseril monostearat, polisorbat
80, propilen glikol, metil paraben, propil paraben,
butil hidroksi toluen, asam sitrat, air suling dan
parfum dilakukan pemeriksaan berdasarkan monografi
masing-masing bahan

Formula sediaan krim. Komponen sediaan krim
terdiri dari ekstrak akar manis, Na. metabisulfit, asam
stearat, setil alkohol, stearil alkohol, lanolin anhidrat,
paraffin cair, gliseril monostearat, metil paraben,
propil paraben, butil hidroksi toluene, polisorbat 80,
propilen glikol, pewangi, dan aquadestilata®.

Cara pembuatan sediaan krim. a). Fase minyak:
asam stearat, setil alkohol, stearil alkohol, lanolin
anhidrat, paraffin cair, gliseril monostearat dilebur
di atas tangas air pada suhu 70-75 °C. Kemudian
ditambahkan antioksidan butil hidroksi toluen dan
diaduk sampai larut. b). Metil paraben dan propil
paraben dilarutkan dalam propilen glikol. ¢). Fase
air: polisorbat 80, larutan metil paraben dan propil
paraben dalam propilen glikol, aquadest suhu 70-75
°C dicampurkan lalu suhu dijaga 70-75 °C di atas
penangas air. d). Basis krim dibuat dengan cara fase
air dimasukkan sedikit demi sedikit ke dalam fase
minyak kemudian dihomogenkan dengan stirrer
pada kecepatan dan waktu optimum. Pencampuran
dilakukan pada suhu 70-75°C. e). Ekstrak akar manis
dicampurkan dengan sisa propilen glikol untuk
melarutkan glabridin kemudian ditambahkan sedikit
demi sedikit ke dalam basis krim dalam keadaan
hangat (50 °C) kemudian diaduk dengan stirrer pada
kecepatan dan waktu optimum hingga homogen. f).
Parfum ditambahkan ke dalam sediaan pada suhu
hangat (40 °C) kemudian diaduk dengan stirrer pada
kecepatan dan waktu optimum hingga homogen¥.

Uji stabilitas krim. Uji stabilitas dilakukan
terhadap empat formula krim ekstrak akar manis yang
diformulasikan yaitu formula blangko, formula 1, 2
dan 3 selama empat minggu. Setiap formula dilakukan
replikasi sebanyak dua kali. Perbedaan dari keempat
formula tersebut terdapat pada variasi konsentrasi
ekstrak. Uji stabilitas krim ekstrak akar manis meliputi
organoleptik, homogenitas krim, tipe krim, viskositas
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dan sifat alir, kemampuan menyebar, ukuran partikel
dan pH"®,

HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil Uji Aktivitas Inhibisi Tirosinase pada Ekstrak
Akar Manis secara In Vitro. Inhibisi tirosinase secara
in vitro dilakukan berdasarkan pengukuran senyawa
berwarna jingga yaitu dopakrom yang merupakan
hasil oksidasi L-DOPA oleh tirosinase. Adanya
inhibitor menyebabkan produksi dopakrom menurun
yang ditandai dengan penurunan intensitas warna
jingga. Berdasarkan teori lock and key, enzim hanya
dapat berikatan dengan substrat spesifik sehingga
substrat yang digunakan harus tepat karena akan
mempengaruhi hasil reaksi. Terdapat dua substrat
yang berperan dalam reaksi pembentukan dopakrom
yaitu L- tirosin dan L-DOPA.

Berdasarkan reaksi, bila digunakan substrat
L-tirosin maka akan dihasilkan dua produk, L-DOPA
dan dopakrom. Nilai serapan dopakrom dapat diukur
dengan metode spektrofotometri sedangkan L-DOPA
tidak dapat diukur dengan metode spektrofotometri
pada A 490 nm. Pada penelitian substrat yang dipilih
adalah L- DOPA karena berdasarkan reaksi, dihasilkan
produk dopakrom dimana nilai serapan dapat diukur
dengan metode spektrofotometri UV-VIS. Seluruh
proses ini melibatkan reaksi enzimatis dimana
semua reaksi berjalan pada kondisi optimum. Semua
pengujian diukur dengan alat microplate reader ELX
800 dan diinkubasi pada suhu 37 °C karena merupakan
suhu optimum bagi kerja enzim tirosinase.

Pada uji aktivitas inhibisi dilakukan pengukuran
terhadap 4 larutan yaitu kontrol, blangko kontrol,
sampel dan blangko sampel. Larutan kontrol dibuat
sebagai pembanding nilai serapan antara tanpa
adanya senyawa penghambat dan dengan senyawa
penghambat. Blangko kontrol maupun blangko sampel
digunakan sebagai factor koreksi. Dalam preparasi
sampel ekstrak akar manis, ekstrak dilarutkan dengan
pelarut DMSO 1%. Sehubungan dengan hal tersebut,
larutan kontrol dan blangko kontrol juga harus
ditambahkan DMSO 1% agar tidak mempengaruhi
nilai IC,.

Hasil uji aktivitas inhibisi tirosinase ekstrak akar
manis secara in vitro disajikan pada Gambar 1.
Pengukuran IC, dari ekstrak akar manis dilakukan
dengan membuat seri konsentrasi ekstrak akar
manis 4000, 2000, 1000, 500, 200, 100, 50 dan 25
ppm. Seri konsentrasi ini akan digunakan untuk
membuat persamaan linear untuk menentukkan nilai
IC, ekstrak. Dari hasil diperoleh nilai IC ekstrak
akar manis 126,7548 pg/mL. Nilai IC,  ini akan
digunakan dalam formulasi sediaan krim. Dari hasil
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KURVA HUBUNGAN ANTARA LOG KONSENTRASI DAN %
INHIBISI EKSTRAK AKAR MANIS
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Tabel 1. Hasil uji aktivitas inhibisi tirosinase asam kojat.

e f strak akar mani Inear (Ekstrak akar manis)
10¢ Iatwi  Komsentrasi  Aktivitasinhibiss  Pesamaantegred  ICsn(ugfml)
.
.. ‘ I i
Z ; 9 (ng/mL) (%)
& 6 - - T
$ 0 pe * y=uS3112+26302y  AsmEKojt 0 10,2663 y=04034 43,0122 20,8813
; ¢ r=09913 0 48580 1=0907
; 10 311361
) = 1 1.2 J 15 1 1.5
N7
LOG KONSENTRAS ) 206
13 10,039
Gambar 1. Grafik hasil uji aktivitas inhibisi tirosinase
ekstrak akar manis.
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Gambar 2. Grafik hasil uji aktivitas inhibisi tirosinase
asam kojat.

diperoleh nilai IC, ekstrak akar manis lebih besar
dibanding asam kojat. Hal ini disebabkan karena
dalam pengujian digunakan crude extract yang dapat
menganggu aktivitas inhibisi tirosinase.

Hasil Uji Aktivitas Inhibisi Tirosinase pada
Asam Kojat secara in vitro. Asam kojat digunakan
sebagai kontrol positif karena merupakan senyawa
inhibitor tirosinase yang sering digunakan pada
sediaan kosmetik dan asam kojat menghambat enzim
tirosinase secara nonkompetitif. Pada uji aktivitas
dilakukan pengukuran terhadap 4 larutan yaitu
kontrol, blangko kontrol, sampel dan blangko sampel.
Larutan kontrol dibuat sebagai pembanding antara
nilai serapan tanpa adanya senyawa penghambat
dan dengan senyawa penghambat. Blangko kontrol
maupun blangko sampel digunakan sebagai faktor
koreksi. Pengukuran IC_ dari larutan sampel asam
kojat dilakukan pada lima seri konsentrasi yaitu 50;
20; 10; 5 dan 2,5 pg/mL. Seri konsentrasi ini akan
digunakan untuk membuat persamaan linear untuk
menentukkan nilai IC, . Dari hasil diperoleh nilai IC_
asam kojat 20,8815 pg/mL. Hasil uji aktivitas inhibisi
tirosinase pada asam kojat secara in vitro disajikan
pada Tabel 1 dan Gambar 2.

WAKTL PENYIMPANAN

Gambar 3. Grafik hubungan viskositas terhadap waktu
pada penyimpanan suhu 40°C selama 4 minggu.

Hasil Uji Stabilitas Organoleptik Krim. Dari
hasil uji organoleptik diperoleh formula blangko
dan formula 1, 2, 3 pada penyimpanan selama satu
bulan pada suhu kamar dan 40 °C tidak mengalami
perubahan warna dan bau, sehingga dapat dikatakan
bahwa krim ekstrak akar manis stabil.

Hasil Uji Stabilitas Homogenitas Krim. Ber-
dasarkan hasil uji homogenitas krim pada formula
blangko, formula 1, 2 dan 3, krim tetap homogen
setelah disimpan selama satu bulan pada suhu kamar
dan 40°C.

Hasil Uji Stabilitas Tipe Krim. Berdasarkan
hasil uji tipe krim pada formula blangko, formula 1,
2 dan 3, krim tidak mengalami inversi fase setelah
disimpan selama empat minggu pada suhu kamar
dan 40°C yaitu krim ekstrak akar manis memiliki tipe
minyak dalam air.

Hasil Uji Stabilitas Viskositas dan Sifat
alir Krim. Berdasarkan Gambar 3, formula yang
mengandung ekstrak memiliki nilai viskositas yang
lebih rendah dibandingkan dengan formula tanpa
ekstrak dan viskositas menurun seiring dengan
meningkatnya konsentrasi ekstrak. Suhu penyimpanan
mempengaruhi viskositas. Viskositas pada suhu
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Gambar 4. Rheogram sifat alir krim.
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Gambar 5. Grafik hubungan kemampu%ﬂ"‘séblil;ltlé;llr;&-ég'%v;ktu pada penyimpanan suhu 40°C.

kamar cenderung lebih tinggi dibandingkan pada
suhu 40 °C karena kenaikan temperatur menyebabkan
kenaikan fluiditas yang merupakan kebalikan dari
viskositas. Formula 3 yang disimpan selama 4
minggu pada suhu kamar memiliki viskositas yang
cenderung meningkat tetapi bila disimpan pada suhu
40 °C memiliki viskositas yang cenderung stabil.
Berdasarkan hasil analisa statistik ANOVA 2 arah
dengan asas kepercayaan 5%, diperoleh kesimpulan
bahwa terdapat perbedaan bermakna antara formula
dan waktu terhadap viskositas.

Pada Gambar 4 formula 1, 2, 3 diperoleh sifat alir
tiksotropi plastis, dan formula blangko diperoleh sifat
alir tiksotropi pseudoplastis dimana kurva menurun
terdapat di sebelah kiri kurva menaik. Hal tersebut
menunjukkan bahwa pada setiap harga kecepatan
geser menurun, formula ini memiliki viskositas
yang lebih rendah dibandingkan kurva menaik. Pada
tiksotropik pseudoplastis yaitu menunjukkan bentuk
kurva menurun terdapat di sebelah kiri kurva menaik
yang menunjukkan bahwa krim memiliki konsistensi
yang lebih rendah pada setiap harga kecepatan geser
yang menurun dibandingkan dengan kurva menaik.
Tiksotropi dapat didefinisikan sebagai pemulihan yang
isotherm dan lambat pada pendiaman suatu bahan
yang kehilangan konsistensinya karena shearing. Sifat

alir tiksotropi merupakan sifat alir yang diinginkan
dalam suatu sistem farmasetis, terutama dalam sediaan
krim karena memiliki keuntungan daya penetrasi yang
baik jika diaplikasikan ke kulit, dapat dengan mudah
tersebar, dan mempunyai konsistensi dalam wadah.
Kurva aliran plastis tidak melalui titik (0, 0) tapi
memotong sumbu shearing stress jika bagian lurus
dari kurva diekstrapolasikan ke sumbu pada suatu
titik tertentu (vield value). Pada grafik dapat dilihat
bahwa kurva menurun memiliki tahanan geser (gaya)
yang lebih kecil dari kuva menaik karena pada awal
pengukuran dibutuhkan tahanan geser yang lebih besar
untuk memecah globul-globul yang bersatu selama
pendiaman.

Hasil Uji Stabilitas Kemampuan Sebar
Krim. Pada Gambar 5, disajikan hasil evaluasi
kemampuan sebar krim yang menunjukkan formula
blangko, formula 1, 2, 3 memiliki nilai kemampuan
menyebar berturut-turut sebesar (2693,77; 2733,37;
2963,85; 3086,70)mm? pada penyimpanan suhu
kamar dan (2908,13; 3006,67; 3034,61; 3474,52)
mm? pada penyimpanan suhu 40 °C. Berdasarkan
hasil tersebut, formula yang mengandung ekstrak
memiliki nilai kemampuan menyebar yang lebih
besar dibandingkan dengan formula tanpa ekstrak dan
kemampuan menyebar semakin meningkat seiring
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WAKTLU PENYIMPANAN

Gambar 6. Grafik hubungan ukuran globul terhadap waktu pada penyimpanan suhu 40°C.
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Gambar 7. Grafik hubungan pH terhadap waktu pada penyimpanan suhu 40 °C.

dengan meningkatnya konsentrasi ekstrak. Hal ini
disebabkan karena konsentrasi ekstrak akar manis
yang semakin meningkat dapat menurunkan viskositas
sehingga nilai kemampuan menyebar semakin besar.
Berdasarkan hasil analisa statistik ANOVA 2 arah
dengan asas kepercayaan 5%, diperoleh kesimpulan
bahwa terdapat perbedaan bermakna antara formula
terhadap kemampuan menyebar pada suhu kamar dan
suhu 40 °C dan tidak terdapat perbedaan bermakna
antara waktu terhadap kemampuan menyebar pada
suhu kamar namun terdapat perbedaan bermakna
antara waktu terhadap kemampuan menyebar
pada suhu 40 °C. Pada suhu kamar, waktu tidak
mempengaruhi kemampuan menyebar namun pada
suhu 40 °C, waktu mempengaruhi kemampuan
menyebar.

Hasil Uji Stabilitas Ukuran Globul Krim.
Pada Gambar 6 disajikan hasil evaluasi ukuran globul
yang menunjukkan formula blangko, formula 1, 2, 3
memiliki ukuran globul berturut-turut sebesar (51,28;

58,33;62,11;62,51)um pada penyimpanan suhu kamar
dan (58,2; 61,79; 64,63; 68,46)um pada penyimpanan
suhu 40 °C. Berdasarkan hasil tersebut, formula yang
mengandung ekstrak memiliki nilai ukuran globul
yang lebih besar dibandingkan dengan formula
tanpa ekstrak dan ukuran globul semakin meningkat
seiring dengan meningkatnya konsentrasi ekstrak.
Hal ini disebabkan karena konsentrasi ekstrak akar
manis yang semakin meningkat dapat menurunkan
viskositas sehingga ukuran globul semakin besar.
Berdasarkan hasil analisa statistik ANOVA 2 arah
dengan asas kepercayaan 5%, diperoleh kesimpulan
bahwa terdapat perbedaan bermakna antara formula
terhadap ukuran globul pada suhu kamar dan suhu
40 °C dan tidak terdapat perbedaan bermakna antara
waktu terhadap ukuran globul pada suhu kamar namun
terdapat perbedaan bermakna antara waktu terhadap
ukuran globul pada suhu 40 °C.

Hasil Uji Stabilitas Sentrifugasi Krim. Hasil
evaluasi sentrifugasi menunjukkan bahwa tidak terjadi
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Gambar 8. Hasil uji aktivitas inhibisi tirosinase krim ekstrak akar manis pada minggu ke-0,
minggu ke-2 dan minggu ke-4.

pemisahan pada formula blangko, formula 1, 2 dan 3
setelah disimpan selama satu bulan pada suhu kamar
dan 40 °C. Oleh karena itu dapat dikatakan bahwa
krim stabil.

Hasil Uji Stabilitas pH Krim. Pada Gambar 7
disajikan hasil evaluasi pH yang menunjukkan formula
blangko, formula 1, 2, 3 memiliki pH berturut-turut
sebesar (4,89; 4,93; 4,77; 5,04) pada penyimpanan
suhu kamar dan (4,75; 4,73; 4,75; 4,85) pada
penyimpanan suhu 40 °C. Berdasarkan hasil tersebut,
formula yang mengandung ekstrak memiliki nilai pH
yang lebih besar dibandingkan dengan formula tanpa
ekstrak dan pH semakin meningkat seiring dengan
meningkatnya konsentrasi ekstrak. Hal ini disebabkan
karena konsentrasi ekstrak akar manis memiliki pH
4,63-5,07 sehingga akan meningkatkan pH krim
ketika ekstrak dicampurkan ke dalam basis krim.
Ekstrak akar manis mengandung senyawa polifenol
dan saponin yang mengandung banyak gugus
OH- sehingga menyebabkan pH sediaan cenderung
meningkat. Berdasarkan hasil analisa ANOVA 2 arah
dengan asas kepercayaan 5%, diperoleh kesimpulan
bahwa terdapat perbedaan bermakna antara formula
terhadap pH pada suhu kamar dan suhu 40 °C dan
tidak terdapat perbedaan bermakna antara waktu
terhadap kemampuan menyebar pada suhu 40 °C
namun terdapat perbedaan bermakna antara waktu
terhadap pH pada suhu kamar. Berdasarkan hal
tersebut dapat disimpulkan bahwa pada suhu yang
lebih tinggi tidak mempengaruhi pH krim.

Hasil Uji Aktivitas Inhibisi Tirosinase pada
krim ekstrak akar manis secara in vitro. Berdasarkan
hasil penelitian, ekstrak akar manis terbukti memiliki
aktivitas inhibisi tirosinase dengan dengan konsentrasi
0,01% mempunyai nilai IC_ sebesar 126,7548 ppm,
dengan konsentrasi 0,11% sebesar 1130,9036 ppm dan
dengan konsentrasi 1,01% sebesar 10092,4050 ppm.
Untuk mengetahui apakah krim akar manis memiliki

aktivitas sebagai pemutih kulit, maka dilakukan uji
inhibisi tirosinase terhadap sediaan krim. Uji inhibisi
tirosinase secara in vitro dilakukan berdasarkan
pengukuran senyawa berwarna jingga yaitu dopakrom
yang merupakan hasil oksidase L- DOPA oleh
tirosinase. Pengukuran dilakukan pada setiap formula
pada minggu ke 0, 2 dan 4. Dilakukan pula pengukuran
pada kontrol dan blangko kontrol. Pada kontrol dan
blangko kontrol terdapat larutan krim blangko, hal
ini bertujuan untuk menghindari pengaruh bahan
tambahan yang terdapat dalam formula krim. Bahan
tambahan seperti antioksidan BHT dapat bereaksi
dan menghambat aktivitas tirosinase sehingga akan
mempengaruhi hasil pengujian. Pada preparasi
sampel, larutan krim diekstraksi dengan etanol 96%
lalu disentrifugasi pada kecepatan 3800 rpm selama 15
menit agar supernatan terpisah. Supernatan diambil,
serapannya diukur diukur dengan alat microplate
reader ELX 800 dan diinkubasi pada suhu 37 °C
selama 20 menit pada panjang gelombang 490 nm.
Hasil uji aktivitas inhibisi tirosinase pada krim ekstrak
akar manis secara in vitro disajikan pada Gambar 8.
Pada Gambar 8 disajikan bahwa hasil % inhibisi
formula 1, 2, 3 pada minggu ke 0, ke 2 dan ke 4
berturut-turut sebesar (1,78; -25,4; 22,04)%; (6,74;
6,12; 4,49)%; dan (-28,78; 53,06; 20,32)%.
Berdasarkan hasil penelitian diperoleh hasil inhibisi
krim ekstrak akar manis yang menurun. Hal ini
disebabkan karena ekstrak akar manis mengandung
senyawa glikosida, saponin, tannin dan flavonoid
yang memiliki stabilitas yang berbeda. Adanya
efek sinergis antara total flavonoid dan total
polifenol dapat mempengaruhi aktivitas krim dalam
penghambatan enzim tirosinase. Pada Crude extract
terdapat konstituen lain seperti senyawa flavon yang
dapat menginduksi melanogenesis sehingga dapat
menghambat aktivitas inhibisi tirosinase. Berdasarkan
hasil tersebut, Formula 3 merupakan formula terbaik



Vol. 16, No. 2

karena mempunyai persentase inhibisi tertinggi
(53,06%) yang disimpan selama 2 minggu.

SIMPULAN

Ekstrak akar manis yang mengandung glabridin
memiliki potensi sebagai pemutih melalui uji aktivitas
inhibisi enzim tirosinase in-vitro dengan nilai IC,
sebesar 126,7548 ng/mL. Ekstrak akar manis dengan
variasi konsentrasi 0,01%, 0,11%, dan 1,01% dapat
diformulasikan ke dalam sediaan krim tipe M/A yang
memenuhi parameter mutu fisik. Formula 3 dengan
konsentrasi ekstrak 1,01% merupakan formula
terbaik. Krim yang diperoleh diperoleh homogen,
berwarna putih kekuningan, memiliki aroma bunga
dengan tekstur yang sangat lembut bertipe M/A,
sifat alir tiksotropi plastis dengan viskositas 520000
cPs, kemampuan sebar 3086,70 mm?, ukuran globul
62,51 um dan pH 5,04 serta memiliki aktivitas inhibisi
tirosinase sebesar 20,32% setelah disimpan selama 4

minggu.
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Abstrak: Beberapa senyawa turunan urea masih terus dikembangkan dalam upaya pencarian senyawa
antikanker yang poten dengan efek samping minimal. Berkaitan dengan hal diatas ingin dikembangkan
satu turunan urea yaitu senyawa N-(2-klorobenzoil)-yang merupakan turunan N’fenilurea. Metode
sintesis adalah Schotten-Baumman yang telah di modifikasi, uji kemurnian dengan kromatografi lapis
tipis menggunakan 3 macam pelarut eluasi yang berbeda. Karakterisasi struktur dengan menggunakan
metode spektrofotometri UV dan IR, kemudian spektrometri "H-NMR dan MS. Uji aktivitas antikanker
terhadap sel Hella menggunakan metode MTT assay dan diperoleh nilai IC . Rendemen senyawa
N-(2-klorobenzoil)-N’fenilurea sebesar 80,47 % berupa kristal jarum berwarna putih. Uji kemurnian
secara kromatografi lapis tipis dengan 3 pelarut eluasi berbeda (heksan:etil asetat:metanol = 2:3:1;
heksan:aseton = 4:2; heksan:etilasetat = 4:2) diperoleh satu noda tunggal yang berbeda harga Rf nya
dibanding dengan senyawa asal N-fenilurea. Titik Lebur senyawa adalah 149°C berbeda dengan
senyawa asalnya N-fenilurea. Uji aktivitas antikanker dengan metode MTT assay menggunakan sel
Hella diperoleh hasil IC,; 2100 mg/mL atau 8,52 mM sedang IC, dari senyawa hidroksi urea sebagai
pembanding 7537 mg/mL atau 99,10 mM. Senyawa N-(2-klorobenzoil)-N fenilurea telah berhasil di
sintesis dan dapat dikembangkan lebih lanjut sebagai senyawa anti kanker.

Kata kunci: Sintesis N-(2-klorobenzoil)-N’fenilurea, aktivitas anti kanker, sel HeLa.

Abstract: Several the urea derived compounds are still being developed in an effort to find the potent
anti cancer compounds with the minimal side effects. In connection with the above matter, we want
to develop an urea derivative, namely the compound is N- (2-chlorobenzoyl) —N’-phenylurea which
is a derivative of the N-phenylurea. The synthesis method is the modified Schotten-Baumman, the
purity test using thin layer chromatography using 3 different types of eluent solvents. Structure
characterization using UV and IR spectrophotometry methods, then "H-NMR spectrometry and MS.
Anticancer activity test for the Hella cells using MTT assay method and obtained IC, value. The yield
of N-(2-chlorobenzoyl) —N’-fenilurea compound is 80.47% on the form of white needle crystals. The
purity test by thin layer chromatography with 3 different eluent solvents (hexan:ethyl acetate:methanol
= 2:3:1; hexan:acetone = 4:2; hexan:ethylacetate = 4:2) obtained a single stain which is different from
the Rf value compared with the original N-phenylurea compound. The melting point of the compound is
149 °C which is different from the original compound N-phenylurea. Anticancer activity test with MTT
assay method using the Hella cells obtained IC, 2100 mg/ mL or 8.52 mM and IC, of hydroxy urea as
the standard compound is 7537 mg/mL or 99.10 mM. N- (2-chlorobenzoyl) —N’-fenilurea compound
has been successfully synthesized and can be further developed as an anticancer compound.

Keywords: Synthesis of N- (2-chlorobenzoyl) —N’-fenilurea; anticancer activity, HeLa cells.
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PENDAHULUAN

KANKER adalah salah satu penyakit penyebab
utama kematian di negara berkembang dan juga
di seluruh dunia. Dari 58 juta kematian di seluruh
dunia dalam tahun 2005, tercatat 7,6 juta (13%)
diantaranya disebabkan oleh kanker. Kematian
yang disebabkan oleh penyakit kanker diperkirakan
akan terus meningkat di tahun 2015 dan 11,4 juta
orang di tahun 2030. Di Indonesia, kanker menjadi
penyumbang kematian ketiga terbesar setelah penyakit
jantungV. Hingga kini masih terus dilakukan usaha
untuk menemukan obat antikanker baru karena obat-
obat yang sudah lama digunakan lambat laun menjadi
kurang efektif dan ada kecenderungan resistensi®.
Obat anti kanker klasik yang digunakan dalam
kemoterapi antara lain adalah golongan senyawa
pengalkil, anti metabolit, antibiotika antrasiklin,
alkaloida tanaman, inhibitor topoisomerase. Obat-
obat golongan tersebut menghambat pembelahan
sel atau sintesis dan fungsi DNA dengan beberapa
cara. Obat anti kanker baru tidak mempengaruhi
DNA secara langsung, tetapi mempengaruhi molekul
target spesifik yang diperlukan untuk karsinogenesis
dan pertumbuhan sel kanker; dikenal dengan istilah
molecularly targeted therapy®. Anti kanker yang
termasuk golongan ini adalah inhibitor tirosin kinase
(small molecule tyrosine kinase inhibitor) dan
antibodi monoklonal. Tirosin kinase inhibitor yang
telah menjadi obat antikanker antara lain: imatinib,
gefitinib, dan erlotinib. Ahli onkologi meyakini bahwa
terapi molekul target adalah kemoterapi masa depan® .
Pengembangan obat modern dilakukan melalui
proses yang panjang serta memakan biaya yang
tinggi, karena pada awalnya bersifat coba-coba
(trial and error). Untuk meminimalkan sifat coba-
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coba, dilakukan rancangan obat (drug design),
yaitu mengembangkan obat yang telah diketahui
struktur molekul dan aktivitas biologisnya, atas
dasar penalaran yang sistemik dan rasional® dengan
metode Hubungan Kuantitatif Struktur dan Aktivitas
(HKSA). Dalam era komputer masa kini pendekatan
hubungan struktur dan aktivitas dapat dilakukan secara
lebih cepat dan terarah dengan “pemodelan molekul”
(molecular modeling)®.

Langkah pertama dalam rancangan obat adalah
menentukan senyawa penuntun (lead compound) yang
akan di modifikasi strukturnya untuk memperoleh
aktivitas yang dikehendaki, meningkatkan aktivitas
atau selektivitasnya, atau menurunkan toksisitasnya®.
Urea adalah salah satu dari lead compound yang
menjadi induk dari sekian banyak turunan yang
potensial sebagai anti kanker. Obat anti kanker turunan
urea yang dikenal antara lain adalah karmustin atau
BCNU (bis-chloroethylnitrosourea) dan ENU (N-etil-
N-nitrosourea) yang termasuk senyawa pengalkil,
serta hidroksiurea yang bekerja dengan menghambat
enzim ribonukleotida reduktase (7). ENU dapat
menginduksi mutasi dan juga toksik pada dosis tinggi.
Struktur senyawa-senyawa tersebut ditampilkan pada
Gambear 1.

Siswandono (1999) telah melakukan sintesis senyawa
baru turunan benzoilurea yang mempunyai aktivitas
pada sistem saraf pusat berupa gangguan gerak pada
mencit®. Susilowati dan Diyah (2011) melaporkan
bahwa N-benzoilurea, N-4-metoksibenzoilurea, dan
2-klorobenzoilurea menunjukkan efek sitotoksik
berdasarkan BST (Brine Shrimp Letality Test),
sehingga berpotensi sebagai antikanker®. Aktivitas
sitotoksik senyawa tersebut lebih tinggi daripada
hidroksiurea yang telah dikenal sebagai obat
antikanker.

HO/J\

NH2

(©) (d)

Gambar 1. Struktur Karmustin (a), ENU (b), hidroksiurea (c), dan N-fenilurea (d).

Hidroksiurea dan turunan asam hidroksamatnya
dilaporkan bekerja dengan mempengaruhi target enzim
spesifik yang terlibat dalam perkembangan kanker
seperti histon deasetilase, matriks metaloproteinase

(MMP), dan RNR"?. Hardjono (2011) telah melakukan
modifikasi struktur urea dengan mensintesis 9 turunan
1-(benzoiloksi)urea dan menyimpulkan bahwa ada
hubungan linear antara aktivitas sitotoksik in-vitro
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Gambar 2. Struktur Imatinib (a), N-benzoilurea (b), dan N-fenilurea (d)

terhadap se HeLa dengan prediksi aktivitas secara in
silico melalui pemodelan molekul. Aktivitas sitotoksik
turunan 1-(benzoiloksi)urea lebih tinggi dibanding
hidroksiurea".

Dalam usaha mendapatkan senyawa antikanker
baru dilakukan dilakukan modifikasi struktur urea.
Struktur senyawa anti kanker mengandung gugus
NH-CO-NH yang merupakan gugus farmakoforik.
Pada beberapa senyawa, farmakofor tersebut berada
dalam cincin heterosiklik aromatik atau dalam
heterosiklik nonaromatik, sebagai -NH atau —N— (12,
Dengan mempertahankan farmakofor -NH-CO-NH—
serta menambahkan gugus halogen berupa klorida
dan gugus aromatik, akan dibuat senyawa turunan
fenilurea (Gambar 2).

Untuk optimasi aktivitas anti kanker, dilakukan
modifikasi struktur senyawa fenilurea berdasarkan
perubahan sifat lipofilik, sterik, dan elektronik
senyawa. Modifikasi sifat lipofilik dan elektronik
dilakukan menurut model Topliss'®, yaitu memasukkan
substituen pada cincin benzena yang diprediksi akan
menghasilkan senyawa dengan aktivitas lebih tinggi
daripada senyawa induk. Substituen metil (-CH3)
yang non polar akan meningkatkan sifat lipofilik,
sedangkan substituen yang elektronegatif seperti
metoksi, kloro, dan trifluorometil akan mengubah
sifat elektronik senyawa. Modifikasi sifat sterik
dihasilkan dari perubahan ukuran gugus benzoil yang
telah disubstitusi’®. Senyawa, turunan fenilurea dapat
disintesis melalui reaksi antara senyawa fenilurea
dengan turunan benzoil klorida berdasarkan metode
Schotten-Baumann">.

Untuk menguji aktivitas antikanker dilakukan
penentuan aktivitas hambatan pertumbuhan sel secara
in vitro ', Kultur sel tumor yang digunakan adalah
sel karsinoma serviks (Sel HeLa). Aktivitas hambatan
pertumbuhan sel dinyatakan dalam IC_, yaitu kadar
obat yang dapat mengakibatkan kematian 50 % sel
tumor”.

Dari penelitian ini akan diperoleh senyawa baru
turunan N-fenilurea yang dapat dimanfaatkan sebagai
obat anti kanker.

BAHAN DAN METODE

BAHAN. Fenilurea, 2-klorobenzoil klorida, piridin,
berbagai pelarut organik (aseton, etil asetat, n-heksana,
kloroform, etanol, dan metanol dengan kualitas
pro analisa), Kieselgel 60 F254, DMSO-d6. Bahan
untuk uji aktivitas : Senyawa hasil sintesis, kultur sel
HeLa, Media Kultur DMEM, DMSO, dapar fosfat
salin (PBS), MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolium bromida), SDS 10% dalam 0,1 N
HCL.

Alat. Alat gelas di laboratorium, Spektrofotometer
UV-vis Shimadzu HP, 8452 A, Spektrofotometer Jasco
FT-IR 5300, Spektrometer, NMR Hitachi R-1900,
Electrothermal Mel-Temp, Corning Hot Plate P 351,
Neraca analitik Shimadzu LM-20. Alat untuk uji
sitotoksik : Mikropipet 200, 1000 pL dan tip, tabung
reaksi, microplate, Conical tube, ELISA-Reader.

METODE. Prosedur Sintesis Senyawa /NV-(2-
klorobenzoil)-N’fenilurea. Pada labu alas bulat 200
mL; 0,03 mol fenilurea dicampur dengan 40 mL
tetrahidrofuran dan 4 mL piridin. Pada suhu 5 °C
ditambahkan larutan 2-klorobenzoil klorida 0,01 mol
dalam 20 mL tetrahidrofuran, sedikit-sedikit sambil
diaduk dengan pengaduk magnetik. Setelah larutan

2-klorobenzoil klorida habis, campuran direfluks dan
diaduk selama 3 jam.

Setelah reaksi dihentikan, tetrahidrofuran diuapkan
pada rotavapor. Pada hasil reaksi ditambahkan larutan
natrium bikarbonat jenuh sambil diaduk sampai tidak
terjadi gelembung udara (buih). Hasil disaring dengan
corong Buchner, zat padat dicuci dengan 50 mL air
2 kali, kemudian dicuci dengan 10 mL etanol 2 kali.
Dilakukan rekristalisasi dengan cara melarutkan zat
padat dengan etanol secukupnya sambil diaduk di atas
pemanas (hot plate). Larutan disaring dalam keadaan
panas, filtrat dibiarkan dalam suhu kamar sampai
dingin dan dibiarkan semalam. Kristal yang terbentuk
disaring dengan corong Buchner, dicuci dengan 10
mL etanol 2 kali. Tergantung senyawa hasil sintesis
yang diperoleh, rekristalisasi dapat dilakukan dengan
pelarut lain yang sesuai, seperti aseton-air. Kristal
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yang terbentuk dipidahkan ke cawan petri, kemudian
dikeringkan dalam oven pada suhu 50 °C sampai berat
konstan®.

Uji Kemurnian dan Identifikasi Struktur
Senyawa. Uji kemurnian senyawa-senyawa hasil
sintesis dilakukan dengan kromatografi lapisan tipis,
dengan fase diam lempeng aluminium Silika gel GF,,
E. Merck dan penampak noda lampu UV. Penentuan
titik lebur dilakukan dengan Electrothermal melting
point apparatus. 1dentifikasi struktur senyawa hasil
sintesis dilakukan dengan spektrofotometer ultra-
violet (UV) dan infra merah (IR), spektrometer
resonansi magnet inti ("H-NMR) dan spektrometer
massa (MS)1?,

Uji Aktivitas Anti kanker. Aktivitas anti kanker
atau uji sitotoksik secara in vitro dengan sel kanker
menggunakan metode MTT. Disiapkan larutan induk
dari 10 senyawa uji dengan kadar 5000 pg/mL dalam
pelarut DMSO. Dari masing-masing larutan induk
dibuat satu seri larutan baku kerja konsentrasi 250,
500, 750, 1000, 1500, 2000 pg/mL; dengan cara
pengenceran. Juga dibuat larutan obat antikanker
standar (hidroksiurea) sebagai kontrol positif dan
blanko pelarut sebagai kontrol negatif.

Disiapkan kultur sel kanker (sel HeLa) dan
sel normal berupa suspensi sel dengan kepadatan
10°— 2x10° Kemudian sel dimasukkan ke dalam
sumuran Microplate, masing-masing 100 pL, kecuali
sumuran yang digunakan sebagai kontrol media.
Sebanyak 0,2 mL dari masing-masing baku kerja,
kontrol positif dan kontrol negatif dimasukkan dalam
sumuran microplate. Untuk tiap konsentrasi larutan
baku kerja dibuat replikasi 3. Microplate diinkubasi
dalam inkubator 5% CO, selama 24 jam pada suhu
37 °C dan pH 7,4-7,7. Disiapkan reagen MTT untuk
perlakuan (0,5 mg/mL) dengan mengencerkan 1 mL
stok MTT (50 mg MTT dalam 10 mL PBS) dengan

Senyawa N-(2-Klorobenzoil}-N'-Fenilurea
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Gambar 3. Kurva aktivitas anti kanker senyawa N-(2-

klorobenzoil)-N’fenilurea terhadap sel HeLa.
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media secukupnya.

Setelah inkubasi, media sel dibuang dan sel dicuci
PBS kemudian ditambahkan reagen MTT 100 pL ke
setiap sumuran, termasuk kontrol media (tanpa sel).
Plate diinkubasi 2 — 4 jam dalam inkubator CO,.
Setelah terbentuk formazan ditambahkan 100uL
SDS 10% dalam 0,1 N HCI. Plate dibungkus dengan
kertas alumunium dan inkubasikan di tempat gelap
pada temperatur kamar selama semalam. Selanjutnya
absorbansi masing-masing sumuran diamati dengan
ELISA reader pada 595 nm. Makin banyak sel yang
hidup, absorbansi makin besar. IC, dari senyawa uji
ditentukan dengan analisis regresi probit. Prosedur
yang sama dilakukan pula untuk sel normal@® 2,

HASIL DAN PEMBAHASAN

Sintesis N-(2-klorobenzoil)-N’fenilurea. Hasil
sintesis senyawa N-(2-klorobenzoil)-N’fenilurea
berupa kristal berwarna putih bentuk seperti jarum
dengan rendemen sebesar 80,47%.

Struktur Karakterisasi Senyawa N-(2-
klorobenzoil)-N’fenilurea. N-(2-klorobenzoil)-
N’fenilurea , A max (nm) = 262, 300, 304; IR, 3444
cm-1 (NH sekunder), 1787 cm-1 (-CO karbonil),
1592 cm-1 (C=C arom); I-HNMR (DMSO-d6), 7,00
— 8,40 ,m, (C6HS5); 10,80, s, (NH); 10,97,s, (NH);
MS (EI)(m/e) , 274 (M)+, 112 (CIC6H5)+, 120
(C6HSCONH)+, 139 (CIC6H5COH)+.

Uji Aktivitas Anti Kanker Senyawa N-(2-
klorobenzoil)-N’fenilurea. Setelah dilakukan uji
antikanker terhadapa sel HelLa dari senyawa N-(2-
klorobenzoil)-N’fenilurea dengan menggunakan
metode MTT assay dan hasilnya dapat dilihat pada
Gambar 3 dan 4.

Untuk melakukan sintesis senyawa N-(2-
klorobenzoil)-N’fenilurea dilakukan dengan cara

Senyawa Hidroksi Urea
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Gambar 4 : Kurva aktivitas anti kanker senyawa
pembanding hidroksi urea terhadap sel HeLa.
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mereaksikan antara gugus amina primer dari
N-fenilurea dengan gugus benzoil dari senyawa
2-klorobenzoil klorida. Beberapa peneliti telah
melakukan beberapa metode reaksi antara gugus
amina primer dengan turunan benzoil klorida,
Reksohadiprodjo (1981) dan Tjiptasurasa (1991) telah
melakukan reaksi asilasi antara turunan urea dengan
asil klorida, metode yang digunakan adalah dengan
melakukan pencampuran dan pemanasan pada suhu
60 — 80 °C. Ternyata hasil yang diperoleh memiliki
rendemen yang relatif kecil (9-31%), hal ini dapat
disebabkan kurangnya kontak antar senyawa karena
tidak adanya media pelarut yang digunakan.

Metode diatas digunakan oleh peneliti karena
turunan urea memiliki sifat kelarutan yang berbeda
dengan turunan asil klorida, turunan urea merupakan
senyawa yang mudah larut air sedangkan turunan asil
klorida sebaliknya. Pada pelaksanaan reaksi asilasi
ini dihindari adanya air karena dapat bereaksi dengan
turunan benzoil klorida dan akan membentuk asam
benzoat begitu pula pelarut alkohol sebaiknya tidak
digunakan karena akan membentuk senyawa ester bila
bereaksi dengan turunan benzoil klorida. Pada reaksi
asilasi, turunan benzoil klorida dapat bereaksi dengan
cepat dan sempurna dengan senyawa amina primer,
sekunder ataupun tersier pada penggunaan pelarut
piridin dan memberikan prosentase hasil yang relatif
cukup baik®* 23

Pada reaksi asilasi antara senyawa urea dengan
turunan asil klorida, secara teoritis kedua gugus amina
primer dapat bereaksi dengan turunan asil klorida,
tetapi dari hasil penelitian yang telah dilakukan oleh
Reksohadiprodjo (1987) dan Tjiptasurasa (1991)
menunjukkan bahwa hanya satu gugus amina primer
dari senyawa urea yang bereaksi dengan turunan asil
klorida.

Hal tersebut disebabkan adanya pengaruh halangan
ruang dari inti aromatis sehingga akan mengganggu
reaksi selanjutnya. Pada reaksi asilasi tersebut akan
dilepaskan HCI yang dapat mengganggu jalan nya
reaksi, karena gugus amida yang terbentuk akan
dapat dipecah kembali, oleh karena itu dapat diatasi
dengan penambahan 2 ekivalen senyawa amina. Cara
lain untuk mengatasi masalah diatas adalah dengan
menetralisir HCI yang terbentuk dengan penambahan
basa kuat seperti larutan natrium hidroksida atau
kalium hidroksida. Reaksi antara senyawa amin
dengan asil klorida yang menggunakan pelarut organik
dikenal dengan reaksi Schotten-Baumann® 2.

Siswandono (1999), telah melakukan reaksi asilasi
antara senyawa urea dengan turunan benzoil klorida,
ternyata reaksi ini mengalami kesukaran disebabkan
senyawa urea larut dalam pelarut polar sedang turunan
benzoil klorida larut dalam pelarut non polar, oleh
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karena itu digunakan pelarut tetrahidrofuran yang akan
membentuk suspensi dengan senyawa urea kemudian
direaksikan dengan turunan benzoil klorida yang
dilarutkan dalam tetrahidrofuran pula®.

Pada pembentukan senyawa N-(2-klorobenzoil)-
N’fenilurea, reaksi juga dilakukan dengan cara
mereaksikan antara senyawa N-fenilurea dengan
turunan 2-klorobenzoil klorida menggunakan pelarut
reaksi tetrahidrofuran, dan direfluks selama 8 jam.
Setelah reaksi selesai kemudian ditambahkan larutan
natrium karbonat jenuh untuk menetralisir HCI
dan turunan asam benzoat yang terbentuk. Langkah
selanjutnya adalah melakukan pencucian dengan air
untuk menghilangkan sisa-sisa garam HCI yang ada,
kemudian dilakukan pencucian dengan metanol untuk
menghilangkan sisa senyawa 2-klorobenzoil klorida
atau hasil hidrolisa nya yaitu turunan asam benzoat.
Tahap berikutnya adalah melakukan rekristalisasi
dengan metanol panas, karena senyawa N-(2-
klorobenzoil)-N’fenilurea larut dalam metanol panas
tapi tidak larut dalam kondisi dingin. Pada umumnya
hasil rekristalisasi dari senyawa N-(2-klorobenzoil)-
N’fenilurea berupa kristal jarum kecil mengkilat atau
keping mengkilat.

Senyawa-senyawa hasil sintesis yang sudah
terbentuk kemudian diuji kemurniannya dengan
kromatografi lapis tipis (KLT) menggunakan tiga
fasa gerak yaitu campuran heksan:etil asetat : metanol
(2:3:1), campuran heksan:aseton (4:2) dan heksan
:etil asetat (4:2). Hasil KLT menunjukkan bahwa
pada berbagai fasa gerak yang dipergunakan diatas
noda yang ada hanya satu, hal ini berarti bahwa
kemungkinan senyawa hasil sintesis merupakan
senyawa tunggal.

Tahap selanjutnya adalah melakukan uji kemurnian
dengan penentuan jarak lebur dari senyawa-senyawa
hasil sintesis. Hasil penentuan jarak lebur senyawa
hasil sintesis menunjukkan bahwa jarak lebur nya
relatif kecil yaitu berkisar dua derajat celcius, hal ini
berarti senyawa-senyawa hasil sintesis murni.

Identifikasi Struktur Senyawa N-(2-
klorobenzoil)-N’fenilurea. Pada penentuan panjang
gelombang senyawa N-(2-klorobenzoil)-N’fenilurea
dengan menggunakan spektrofotometer UV dapat
terlihat bahwa senyawa hasil sintesis menunjukkan
2 panjang gelombang maksimum yaitu 204 nm dan
232 nm, diduga senyawa hasil sintesis memiliki gugus
kromofor ikatan rangkap terkonyugasi atau sistem
aromatik dan gugus auksokrom. Dari spektra UV
juga terlihat adanya pergeseran panjang gelombang
maksimum.

Pada bahan reaksi N-fenilurea menunjukkan 2
panjang gelombang yaitu 204 nm dan 238 nm , sedang
senyawa hasil sintesis juga menunjukkan 3 panjang
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gelombang maksimum yaitu 262 nm, 300 nm dan 304
nm, hal ini menunjukkan bahwa terjadi penambahan
gugus kromofor pada struktur benzoil sehingga
bisa dikatakan bahwa reaksi asilasi antara senyawa
N-fenilurea dan senyawa 2-klorobenzoil klorida telah
berlangsung seperti yang diharapkan.

Pada spektrum IR senyawa N-(2-klorobenzoil)-
N’fenilurea terlihat adanya pita didaerah 3444 cm!
yang menunjukkan gugus amina sekunder dari
senyawa amin aromatis, hal ini didukung pula oleh
spectra |H-NMR dengan adanya dua pita tajam
didaerah 10,80 dan 10,97 ppm yang menunjukkan
adanya masing-masing 1 atom H singlet dari gugus
amina sekunder (gugus CONH). Adanya dua gugus
karbonil terlihat pada spektrum IR pada bilangan
gelombang 1787 dan 1676 cm!, sedang untuk gugus
—C=C- terlihat pada bilangan gelombang 1592. Hal
ini diperkuat spektrum "H-NMR yang menunjukkan
multiplisitas yang multiplet dengan 10 atom H dari dua
inti aromatis pada pergeseran kimia 7,00 — 8,40 ppm.

Dari analisis spektrum-spektrum di atas
dapat disimpulkan bahwa senyawa adalah N-(2-
klorobenzoil)-N’fenilurea dengan rumus struktur
kimia sebagai berikut:

\
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c
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N-2-klorobenzoil-N’fenilurea.

Dari data aktivitas anti kanker terhadap sel Hel.a,
senyawa N-(2-klorobenzoil)-N’fenilurea memiliki
aktivitas anti kanker yang lebih tinggi dibandingkan
dengan senyawa hidroksi urea yang dapat dilihat
dari IC,  nya, IC, senyawa N-(2-klorobenzoil)-
N’fenilurea: 2100 mg/mL atau 8,52 mM, sedangkan
senyawa hidroksi urea sebagai senyawa pembanding:
7557 mg/mL atau 99,10 mM. Aktivitas yang lebih
tinggi karena adanya gugus fenil pada senyawa
fenilurea yang akan meningkatkan nilai parameter
lipofiliknya (log P: 3,02) sehingga akan meningkatkan
kemampuan senyawa N-(2-klorobenzoil)-N’fenilurea
dalam penembusan ke dalam membran biologis sel
HeLa, selain itu adanya penambahan gugus benzoil
pada senyawa N-(2-klorobenzoil)-N’fenilurea
diperkirakan akan meningkatkan interaksi senyawa
N-(2-klorobenzoil)-N’fenilurea dengan reseptornya
sehingga aktivitas anti kanker terhadap sel HelLa
semakin tinggi. Adanya gugus klorida pada posisi
orto yang terikat langsung dengan inti benzen juga
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akan meningkatkan sifat lipofilik dari senyawa N-(2-
klorobenzoil)-N’fenilurea sehingga akan memperkuat
penembusan kedalam membran biologis juga, yang
akan berakibat terjadinya peningkatan aktivitas anti
kankernya.

SIMPULAN

Senyawa N-(2-klorobenzoil)-N’fenilurea telah
berhasil di sintesis dan memiliki aktivitas anti kanker
terhadap sel HeLa yang lebih tinggi dibanding
senyawa hidroksi urea, sehingga dapat dikembangkan
sebagai senyawa baru dengan aktivitas anti kanker.
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Abstrak: Buah naga putih (Hylocereus undatus) mengandung flavonoid yang dapat menghambat kerja
enzim xantin oksidase yang dapat mengurangi kadar asam urat. Penelitian bertujuan untuk mengetahui
efektivitas ekstrak etanol buah naga putih dalam menurunkan kadar asam urat darah pada mencit
yang diinduksi kafein secara oral dengan dosis 15,6 mg/kgBB. Sampel buah naga putih diambil saat
berumur 50-55 hari setelah muncul bunga. Pada uji efektivitas, hewan coba mencit dibagi menjadi
lima kelompok perlakuan dan diinduksi dengan kafein yaitu kelompok kontrol negatif yang hanya
diinduksi kafein, kelompok kontrol positif diberikan allopurinol 10,4 mg/kgBB, kelompok dosis 18,2
mg/kgBB, kelompok dosis 36,4 mg/kgBB, kelompok dosis 72,8 mg/kgBB ekstrak etanol buah naga
putih. Pengukuran kadar asam urat darah dilakukan sebelum induksi (hari ke 1), sesudah induksi atau
sebelum pemberian ekstrak (hari ke 6) dan sesudah pemberian ekstrak pada (hari ke 9, 12 dan 15). Hasil
penelitian menunjukkan bahwa ekstrak etanol buah naga putih dosis 72,8 mg/kgBB dapat menurunkan
kadar asam urat darah pada mencit secara bermakna dibandingkan dengan dosis 18,2 mg/kgBB dan dosis
36,4 mg/kgBB, tetapi tidak berbeda bermakna dengan kontrol positif (allopurinol) dengan presentase
penurunan sebesar 92,16%.

Kata kunci: Ekstrak buah naga putih, asam urat darah, kafein, allopurinol.

Abstract: White dragon fruit (Hylocereus undatus) contains flavonoids that can inhibit the action of
xanthine oxidase enzymes that can reduce uric acid levels. The aim of this research is to know the
effectiveness of white dragon ethanol extract in decreasing uric acid level in caffeine-induced mice
with dose 15.6 mg/kgBW (body weight). White dragon fruit samples taken at the age of 50-55 days
after the flower appeared. In the effectiveness test, animals were divided into five groups of treatments
and induced by caffeine i.e. negatively control group induced only by caffeine, positive control group
given allopurinol 10.4 mg/kgBW, group of dose 18.2 mg/kgBW, group of dose 36.4 mg/kgBW, group
of dose 72.8 mg/kgBW ethanol extract of white dragon fruit. Measurements of blood uric acid levels
were performed before induction (day 1), after induction or before administration of the extract (day 6)
and after administration of the extract on (days 9, 12 and 15). The results showed that ethanol extract
of white dragon fruit dose 72.8 mg/kgBW could significantly lower blood uric acid levels in mice
compared to dose 18.2 mg/kgBW and dose 36.4 mg/kgBW, but not significantly different with positive
control (allopurinol) with percentage decrease of 92.16%.

Keywords: White dragon fruit extract, blood uric acid, caffeine, allopurinol.

* Penulis korespondensi, Hp. 082125779916
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PENDAHULUAN

PERKEMBANGAN zaman dan globalisasi telah
membawa banyak perubahan terhadap gaya hidup dan
kebiasaan makan yang tidak sehat di masyarakat" yang
dapat menimbulkan berbagai penyakit degeneratif
diantaranya adalah gangguan asam urat atau gout.
Produksi asam urat yang berlebihan dan berkurangnya
ekskresi asam urat melalui ginjal, serta gabungan
dari dua gejala tersebut dapat menimbulkan penyakit
gout®?,

Peningkatan kadar asam urat dalam darah
diatas batas normal (hiperurisemia) dapat terjadi
pada kondisi patologis, dimana pada wanita di atas
6 mg/dL dan pada pria di atas 7 mg/dL. Nilai asam
urat normal pada wanita adalah 2,4-6,0 mg/dL dan
pria 3,0-7,0 mg/dL“>. Menurut hasil Riskesdas 2012
prevalensi penyakit sendi Indonesia adalah 11,9%©.

Studi epidemiologi menunjukan bahwa pasien
dengan hiperurisemia sering memiliki kelainan
sindrom metabolik diantaranya resistensi insulin,
obesitas dan hiperlipidemia”. Adanya sindrom
metabolik pada pasien dengan hiperurisemia harus
dikontrol komponennya seperti obesitas, tekanan
darah tinggi dan lainnya sehingga mengurangi risiko
penyakit kardiovaskular®. Studi menunjukan bahwa
gout dihubungkan dengan resiko kematian yang tinggi
pada semua kasus dari semua penyebab dan penyakit
kardiovaskular?.

Berbagai usaha dapat dilakukan untuk mengobati
penyakit asam urat, diantaranya dengan mengonsumsi
obat-obatan. Kelompok obat yang dapat digunakan
untuk terapi penyakit gout yaitu obat yang
mempengaruhi kadar asam urat (urikostatik) atau obat
yang menghentikan proses inflamasi (urikosurik) akut.
Obat golongan urikostatik diantaranya allopurinol
yang bekerja menghambat kerja enzim xantin
oksidase yang mengubah hipoxantin menjadi xantin,
dan berikutnya mengubah xantin menjadi asam urat®.

Allopurinol didalam tubuh mengalami metabolis-
me menjadi oksipurinol (alozantin) yang juga bekerja
sebagai penghambat enzim xantin oksidase dan
mengurangi produksi asam urat tanpa mengganggu
biosintesa purin®. Manajemen obat untuk menurunkan
kadar asam urat harus diperhitungkan dengan
tepat, karena dengan pemberian allopurinol dapat
menimbulkan efek samping berupa hipersensitivitas
allopurinol sindrom (AHS), diantaranya reaksi nyeri
kepala, alergi kulit dan lainnya?.

Obat tradisional sebagai obat alternatif banyak
dikembangkan untuk pengobatan berbagai penyakit,
sebagai upaya menghindari efek samping yang
ditimbulkan oleh obat kimia. Banyak obat alam yang
secara empiris telah terbukti aman digunakan dalam
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jangka panjang, sehingga perlu banyak studi agar
dapat dikembangkan menjadi obat nutrasetikal.

Tanaman jenis kaktus merupakan salah satu tana-
man yang dapat digunakan sebagai obat. Buah naga
(Dragon fruits) adalah salah satu jenis kaktus yang
dikenal di Indonesia®. Buah naga merah mempunyai
aktifitas antioksidan lebih tinggi dibandingkan dengan
buah naga putih'?, mengandung vitamin C dan
likopen yang dapat menurunkan resiko kanker dan
penyakit jantung®.

Buah naga sudah banyak yang dibudidayakan
diantaranya buah naga berdaging buah bewarna putih
(Hylocereus undatus), bewarna merah (Hylocereus
polyhisus), bewarna super merah (Hylocereus
costaricensis) dan buah naga berkulit kuning
dengan warna daging buah putih (Selenycerens
megulanthus'. Tumbuhan buah naga daging
putih (Hylocereus undatus (Haw.) Britton & Rose)
mengandung senyawa kimia yaitu flavonoid dan
mineral. Penurunan kadar asam urat dilaporkan oleh
Devina dari hasil penelitiannya secara in-vitro dengan
penambahan ekstrak buah naga 3,5 g/dL atau pada
dosis 35 mg/kgBB(>.

Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengetahui
efektivitas ekstrak etanol buah naga putih secara
in-vivo dalam menurunkan kadar asam urat darah pada
mencit yang diinduksi kafein secara oral dengan dosis
15,6 mg/kgBB.

BAHAN DAN METODE

BAHAN. Bahan uji yang digunakan dalam penelitian
ini adalah daging buah naga putih segar (Hylocereus
undatus (Haw.) Britton & Rose) suku Cactaceae,yang
diambil dari Taman Buah Mekar Sari Cileungsi
Jonggol, Bogor. Buah naga putih diambil saat berumur
50-55 hari setelah muncul bunga dengan warna kulit
buah hijau kemerahan. Bahan uji dibuat 3 variasi
dosis ekstrak buah naga putih dengan dosis 18,2 mg/

Tabel 1. Perlakuan terhadap kelompok hewan uji (mencit)
yang diinduksi dengan kafein 15,6 mg/kgBB dalam larutan
Na-CMC 0,5%.

Kelompok Jumlah mencit Perlakuan
I 5 Kontrol negatif
Kontrol positif,
I 5 Allopurinol 10,4 mg/kgBB
I 5 Ekstrak uji 18,2 mg/kgBB
v 5 Ekstrak uji 36,4 mg/kgBB
v 5 Ekstrak uji 72,8 mg/kgBB
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kgBB; 36,4 mg/kgBB; dan 72,8 mg/kgBB mencit.
Data pembagian kelompok dan perlakuan dapat dilihat
pada Tabel 1.

Kontrol positif allopurinol diberikan 10,4 mg/kgBB
mencit. Dosis ini didapatkan berdasarkan dosis efektif
oral pada manusia yang dikonversikan ke dosis
mencit. Pemberian bahan uji dilakukan satu kali sehari
peroral dengan menggunakan jarum gavage lambung.

Hewan Uji. Hewan uji yang digunakan dalam
penelitian ini adalah 25 ekor mencit jantan (Mus
musculus) galur Wistar umur 4 minggu dengan berat
rata-rata 25 gram diperoleh dari Institut Pertanian
Bogor.

METODE. Pembuatan Ekstrak. Ekstrak buah
naga dibuat dengan cara maserasi. Daging buah naga
putih segar sebanyak 500 g diblender, kemudian
dikeringkan dengan freeze dryer (Millrock) selama 6
hari. Serbuk kering buah naga ditambahkan pelarut
etanol 70%, dimasukan ke dalam wadah, ditutup dan
dibiarkan selama dua hari terlindung dari cahaya
sambil diaduk, dan setelah itu disaring. Ampasnya
dimaserasi lagi dengan etanol 70% hingga diperoleh
maserat yang jernih. Semua maserat etanol diuapkan
dengan menggunakan alat penguap rotary evaporator
(Buchi) pada temperatur +40 °C sampai diperoleh
ekstrak etanol kental®,

Penapisan Fitokimia. Penapisan fitokimia
dilakukan terhadap golongan alkaloid, flavonoid,
tannin, kuinon, steroid/triterpenoid berdasarkan
Materia Medika Indonesia (1995)"9 dan Harborne
(1998)17.

Pemeriksaan Bebas Etanol dalam Ekstrak Buah
Naga Putih. Untuk pemeriksaan bebas etanol dalam
ekstrak buah naga putih dilakukan dengan cara ekstrak
sebanyak 1 gram ditambahkan NaOH 1 N sebanyak
1 mL perlahan-lahan setelah itu didiamkan selama 3
menit, kemudian tambahkan secara perlahan iodium
0,1 N sebanyak 2 mL"®.

Kadar Air. Ekstrak etanol 70% buah naga putih
sejumlah lebih kurang 5 g ditimbang seksama dalam
botol timbang bertutup dan dikeringkan selama 30
menit pada suhu 105 °C. Ekstrak dimasukkan kedalam
botol timbang tersebut, kemudian ekstrak diratakan
dalam botol timbang dengan menggoyangkan botol
sehingga ekstrak menjadi rata, kemudian dimasukkan
kedalam oven dengan keadaan dibuka tutupnya.
Ekstrak etanol buah naga putih dipanaskan pada
suhu 105°C selama 5 jam. Pada saat oven dibuka,
botol segera ditutup dan dibiarkan dalam desikator
sampai suhunya mencapai suhu ruangan sebelum
ditimbang?.

Uji Efektivitas. Uji efektivitas ekstrak etanol 70%
buah naga putih (Hylocereus undatus (Haw.) Britton
& Rose) dilakukan secara in-vivo terhadap penurunan
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kadar asam urat pada darah mencit (Mus musculus)
dimana kadar asam urat mencit dinaikkan dengan
menggunakan kafein yang merupakan komponen
alkaloid derivat xantin yang mengandung gugus metil
yang akan dioksidasi membentuk asam urat sehingga
dapat meningkatkan kadar asam urat dalam darah®”,
Sebagai kontrol negatif digunakan Na-CMC karena
tidak mempunyai pengaruh terhadap hewan uji dan
tidak memiliki efek terhadap asam urat. Selanjutnya
pemeriksaan kadar asam urat pada darah mencit
dilakukan menggunakan metode tes strip asam urat.

Hewan uji sebanyak 25 ekor mencit jantan galur
Wistar diaklimatisasi dalam ruang percobaan selama
+2 minggu diberi pakan pellet dan air minum sesuai
kebutuhan. Hewan uji dibagi menjadi 5 kelompok
secara acak, masing-masing 5 ekor mencit yang
terdiri dari kontrol positif, kontrol negatif dan tiga
variasi dosis ekstrak buah naga, dapat dilihat pada
Tabel 1. Kelompok kontrol positif dan negatif
digunakan untuk membandingkan nilai signifikansi
dari setiap kelompok hewan uji. Kontrol positif
diberikan allopurinol yang telah terbukti khasiatnya
dapat menurunkan kadar asam urat darah.

Pada uji efektivitas, sebelum perlakuan mencit
diukur kadar asam urat darahnya untuk meyakinkan
mencit yang digunakan dalam keadaan normal dan
tidak hiperurisemia. Selanjutnya, pada hari pertama,
mencit diinduksi dengan kafein 15,6 mg/kgBB
selama enam hari berturut-turut sebelum perlakuan.
Kadar asam urat darah mencit dikontrol dan diukur
pada hari ke-6 untuk meyakinkan bahwa kafein
dengan dosis tersebut menyebabkan kondisi mencit
hiperurisemia, kemudian semua mencit diistirahatkan
di dalam kandang masing-masing dan diberi makan
dan minum. Pada hari ke-7 dilakukan pemberian
perlakuan berdasarkan kelompoknya masing-masing
setiap hari selama 9 hari percobaan. Pengukuran
kadar asam urat darah dilakukan pada hari ke 0, ke
6 (sebelum perlakuan), hari ke-9, ke-12 dan ke-15
(setelah pemberian sampel uji). Pemberian sampel
uji dilakukan satu kali per hari secara oral dengan
menggunakan jarum gavage lambung.

Prosedur Pengambilan Darah. Sebelum
pengambilan darah, mencit dimasukkan kedalam
kandang kecil sedemikian rupa hingga tidak dapat
bergerak. Kemudian ekor mencit dibersihkan dengan
alkohol 70%. Selanjutnya ujung ekor mencit digunting
kurang lebih 0,2 cm dari ujung ekor, dilakukan
pemijatan perlahan terhadap ekor agar darah keluar.

Pengukuran Kadar Asam Urat Darah.
Pengukuran kadar asam urat darah dilakukan dengan
menggunakan alat tes strip asam urat. Alat tes strip
Multicheck Unesco dirancang untuk pengukuran
kuantitatif dari tingkat asam urat dalam darah.
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Pengukuran ini berdasarkan penentuan perubahan arus
yang disebabkan oleh reaksi asam urat dengan reagen
pada elektroda dari strip tersebut. Ketika sampel darah
menyentuh area target sampel strip, darah secara
otomatis ditarik ke dalam zona reaksi dari strip. Hasil
tes akan tampil pada layar setelah 20 detik.
Perhitungan presentase penurunan kadar asam urat
darah:

P _ Kadar pada saat Hiperurisemia — Kadar sampel (Hari) 100%
enurunan = Kadar pada saat Hiperurisemia — Kadar Normal * °

Uji Statistik Kadar Asam Urat Darah. Metode
statistika yang digunakan adalah uji ANOVA satu arah
terhadap kadar asam urat darah. Sebelum dilakukan
uji ANOVA terlebih dahulu dilakukan uji normalitas
(One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test) dan uji
Homogenitas. Pengujian tersebut merupakan hal yang
lazim dilakukan sebelum sebuah metode statistika
diterapkan. Berdasarkan uji normalitas (One-Sample
Kolmogorov-Smirnov Test) menunjukkan kadar
asam urat darah sebelum dan sesudah percobaan
terdistribusi normal (p>0,05) dan pada uji homogenitas
menunjukkan bervariasi homogen (p>0,05) sehingga
dapat dilanjutkan dengan analisis uji ANOVA. Pada uji
ANOVA satu arah bila (p<0,05) maka harus dilakukan
uji Beda Nyata Terkecil (BNT) dengan metode LSD.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil maserasi. Hasil maserasi serbuk kering
buah naga diperoleh ekstrak sebanyak 21,3 g
sehingga diperoleh rendemen ekstrak sebesar
14,2%. Kadar air ekstrak etanol didapatkan 1,83%.
Penapisan fitokimia mendapatkan bahwa ekstrak
buah naga putih mengandung flavonoid tetapi tidak
mengandung alkaloid, saponin, tannin dan steroid/
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triterpenoid. Ekstrak etanol buah naga putih telah
memenuhi persyaratan organoleptik Monografi
Ekstrak Tumbuhan Obat Indonesia®"

Hasil pemeriksaan bebas etanol dalam ekstrak
buah naga putih ditunjukkan dengan tidak adanya
bau iodium dan tidak adanya endapan kuning di dasar
tabung sehingga menunjukkan tidak adanya lagi etanol
dalam ekstrak®". Hasil menunjukan bahwa ekstrak
sudah tidak mengandung etanol lagi.

Hasil Uji Efektivitas. Hasil uji pada hari pertama
percobaan, sebelum diinduksi dengan kafein,
kadar asam urat darah mencit seluruh kelompok
menunjukkan hasil yang normal antara 2,26 mg/dL
— 2,4mg/dL. Pada hari ke 6 setelah diinduksi kafein
kadar asam urat meningkat pada kondisi hiperurisemia
yaitu antara 6,24 — 6,98 mg/dL (Tabel 2).

Mulai pada hari ke-7 dilakukan pemberian ekstrak
buah naga berdasarkan kelompoknya masing-masing
setiap hari, selanjutnya pengukuran kadar asam urat
darah dilakukan pada hari ke-9, ke-12 dan ke-15.
Pada hari ke-9 sudah mulai terjadi penurunan kadar
asam urat darah pada semua kelompok kecuali kontrol
negatif dan setelah dilakukan uji BNT hari ke-9 kadar
asam urat seluruh kelompok hewan uji ekstrak dan
kontrol positif menunjukkan berbeda secara bermakna
(p=0,05) dengan kontrol negatif.

Pada hari ke-12 kadar asam urat darah kelompok
hewan uji ekstrak dan kontrol positif menunjukkan
berbeda secara bermakna (p<0,05) dengan kontrol
negatif. Seluruh kelompok hewan uji yang diberi
ekstrak buah naga menunjukkan perbedaannya tidak
bermakna (p=>0,05) dengan kontrol positif yang diberi
allopurinol sehingga dapat dinyatakan walaupun
seluruh kelompok hewan uji ekstrak dan kontrol
pembanding kadar asam urat darahnya belum normal
tetapi telah menunjukkan adanya penurunan kadar

Tabel 2. Rata-rata kadar asam urat darah mencit (mg/dL) yang diberi perlakuan kontrol negatif,
kontrol positif dan ekstrak buah naga.

Kadar asam urat darah mencit (mg/dL)

Perlakuan Waktu (Hari) ke Kontrol positif, Ekstrak buah Ekstrak buah Ekstrak buah
Kontrol negatif (allopurinol naga, dosis 18,2  naga, dosis 36,4  naga, dosis 72,8
10,4 mg/kgBB) mg/kgBB mg/kgBB mg/kgBB

Awal 1 226+0,13 2,36+ 0,30 2,34+0,20 240+021 234+0,18
Induksi Kafein 6 6,24 £0,36 6,98 + 0,86 6,76 £ 0,95 6,80 £ 0,40 6,68 £0,98

9 6,28 +0,32 6,08 £0,52% 5,68 +£0,56* 6,40 £0,97* 6,20 £ 0,94*
Diberi 12 6,38+ 0,41 4,80+0,61% 506+ 0,45% 5,3640,76* 5,124+ 0,99*
perlakuan

15 6,48 £0,36 2,42 £0,08* 4,94 +£0,42%* 3,94 £0,56* 2,68 £0,19%

Keterangan: * = hari ke 9, ke 12 dan ke 15, kontrol negatif berbeda nyata dengan semua dosis perlakuan (p<0,05).



Vol 16, 2018

Kadar Asam Urat Darah
(mg/dL)
R

Jurnal llmu Kefarmasian Indonesia 170

e onitro] Negatif
== onitrol Positif
Ekstrak Dosis 4
==wie=Elrstrak Dosis B
=i Elcaral Dosiz C

Waktu (Hari)

Gambar 1. Kurva kadar asam urat darah (mg/dL) rata-rata hewan uji mencit selama percobaan, yang diinduksi

dengan kafein 15,6 mg/kgBB pada hari pertama, dan pada hari ke 7 sampai hari ke 15 diberi perlakuan dengan

dosis A 18,2 mg/kgBB, dosis B36,4 mg/kgBB, dosis C 72,8 mg/kgBB pada sampel uji, kontrol positif diberi allopu-
rinol 10,4 mg/kgBB, dan kontrol negatif tanpa penambahan apapun.

asam urat dibandingkan dengan kontrol negatif dan
kerja semua ekstrak uji sebanding dengan kontrol
positif (Gambar 1).

Data efektivitas penurunan kadar asam urat rata
-rata pada hari ke-15 yang diperoleh dari setiap
kelompok terlihat bahwa allopurinol (kontrol positif)
memiliki kemampuan menurunkan kadar asam urat
darah yang paling besar yaitu 98,72%. Efektivitas
kedua yang dimiliki oleh kelompok ekstrak uji dosis
72,8 mg/kgBB yaitu 92,16%, dosis 36,4 mg/kgBB
yaitu 65,0% dan kelompok dosis 18,2 mg/kgBB yaitu
sebesar 41,17% (Tabel 3, Gambar 1).

Tabel 3. Presentase penurunan kadar asam urat darah rata-
rata kelompok kontrol pembanding dan ekstrak uji pada
hari ke 9, ke 12 dan ke 15 setelah perlakuan.

Penurunan kadar asam urat (%)

pada hari ke:
Kelompok perlakuan
9 12 15
Kontrol Positif 19.48 46.98 98,72
Dosis 18,2 mg/keBB 9,04 2443 4L17
Dosis 36,4 mg/kgBB 9,09 32,72 65,00
Dosis 72,8 mg/kgBB 11,05 35,94 92,16

Pada hari ke-15 kadar asam urat seluruh kelompok
ekstrak uji dan kontrol positif menunjukkan berbeda
secara bermakna (p<0,05) dengan kontrol negatif;
ekstrak uji dosis 72,8 mg/kgBB menunjukkan tidak
berbeda nyata (p>0,05) dengan kontrol positif yang
berarti efek yang dihasilkan oleh ekstrak uji adalah

sama dengan kontrol positif yang diberi allopurinol.

Hasil analisa statistik yang membandingkan antara
masing-masing dosis ekstrak etanol buah naga putih
menunjukkan perbedaan yang nyata. Itu artinya
masing-masing dosis mempunyai kemampuan
menurunkan kadar asam urat darah yang berbeda
dimana semakin tinggi dosisnya, daya penurunannya
juga semakin meningkat.

Ekstrak etanol buah naga putih dapat menurunkan
kadar asam urat darah sesuai dengan penelitian
karena adanya kandungan flavonoid dalam buah naga
putih tersebut. Hasil penelitian ini memperkuat hasil
yang telah pernah dilakukan oleh Devina, dengan
penambahan ekstrak buah naga pada sejumlah tertentu
asam urat secara in-vitro dapat menurunkan kadar
asam urat. Flavonoid merupakan antioksidan yang
berkerja dengan menghambat kerja enzim xanthin
oksidase sehingga produksi asam uratpun dapat
berkurang®.

Belum banyak publikasi penelitian tentang efek dari
buah naga terhadap kondisi hiperurisemia. Hasil yang
sudah banyak diteliti dan dilakukan uji metaanalisis
adalah efek dari buah naga terhadap kecenderungan
penurunan kadar glukosa darah pada prediabetes,
sebagai upaya prefentif'”. Kandungan kimia dari
buah naga yang kaya antioksidan alam, termasuk
betacyanin, flavonoid, asam fenolik, vitamin C.
dengan uji klinik terbukti memiliki efek anti-diabetes
dengan regenerasi sel pankreas-p dan melemahkan
fibroblast growth factor-21 (FGF-21) resistensi®*?,

SIMPULAN

Dari hasil penelitian menunjukan bahwa ekstrak
etanol 70% buah naga putih dosis 72,8 mg/kgBB
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dapat menurunkan kadar asam urat darah pada mencit
di hari ke 15 dengan presentase penurunan sebesar
92,16%. Angka tersebut berbeda nyata dibandingkan
dosis 36,4 mg/kgBB dan 18,2 mg/kgBB, tetapi tidak
berbeda dengan kontrol positif (allopurinol). Jadi
ekstrak dosis 72,8 mg/kgBB sama efeknya terhadap
mencit dengan pemberian allopurinol 10,4 mg/kgBB.
Hasil penelitian ini memperlihatkan adanya potensi
dari ekstrak etanol 70% buah naga putih (Hylocereus
undatus) untuk menurunkan kadar asam urat darah
pada kondisi hiperuresemia. Penelitian lebih lanjut
dapat disarankan untuk isolasi, identifikasi komponen
bioaktif buah naga putih yang berperan dalam
menurunkan kadar asam urat didalam darah serta uji
klinik terhadap pasien hiperurisemia.
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Abstract: Imperfect market characteristics was occurred on medicines and affects to the medicine price.
Itis important to regulate medicine prices. The objective of this review was to describe various medicine
pricing policy interventions. Published articles regarding medicine price policies were collected and
reviewed. The review results showed that medicine prices can be regulated in the medicine supply
chain by the industry, importers, distributors and health facilities such as pharmacies, hospitals and
medicine sellers. Developed and high income countries generally regulate the prices of medicines and
are part of a health insurance system. Medicine pricing regulation in developing countries and Lower
Middle Income Countries (LIMIC) is not well established. The regulation of mark-ups in distribution
channels is the most common strategy used by LMIC. Small country with only a few pharmaceutical
facilities has a weak bargaining position. The application of cost-plus pricing is quite effective in a small
country. In developing countries with a large market segment and adequate pharmaceutical industry
facilities the price competition method is an effective strategy option to get lower prices. In conclusion,
the application of medicine pricing policy is dynamic. The medicine pricing system can be changed or
combined with other methods, depending on the evaluation of the policy implementation.

Key words: Medicine, price, policy.

Abstrak: Obat adalah produk farmasi yang memiliki karakteristik pasar yang tidak sempurna. Hal ini
mempengaruhi keterjangkauan masyarakat, dan oleh karena itu perlu bagi pemerintah untuk mengatur
harga obat. Harga obat dapat diatur dalam rantai pasokan obat oleh industri, importir, distributor dan
fasilitas keschatan seperti apotek, rumah sakit dan penjual obat-obatan. Negara-negara maju dan
berpenghasilan tinggi umumnya mengatur harga obat dan merupakan bagian dari sistem asuransi
keschatan. Berbeda dengan situasi di negara maju, regulasi harga obat di negara berkembang dan Lower
Midle Income Countries (LMIC) belum berkembang baik. Peraturan mark-up di rantai distribusi adalah
strategi yang paling umum digunakan oleh LMIC. Negara kecil dengan hanya beberapa fasilitas farmasi
memiliki posisi tawar yang lemah, umumnya pemerintah tidak dapat menetapkan harga. Penerapan
harga biaya-plus cukup efektif jika diterapkan di negara kecil. Di negara berkembang dengan segmen
pasar yang besar dan fasilitas industri farmasi yang memadai, metode kompetisi harga merupakan
pilihan strategi yang efektif untuk mendapatkan harga yang lebih rendah. Dalam praktiknya, penerapan
kebijakan harga obat bersifat dinamis. Sistem penetapan harga obat di suatu negara dapat diubah
atau dikombinasikan dengan metode lain jika evaluasi tidak memberikan hasil yang optimal atau
menghasilkan dampak yang tidak diinginkan.

Kata kunci: Obat, harga, kebijakan.
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INTRODUCTION

MEDICINE is a pharmaceutical product that has
imperfect market characteristics. Consumers or
patients cannot directly determine their treatment
options, since treatment was determined by the
physician. In addition, the patient often does not
obtain complete information regarding their treatment
options and price. Because of these characteristics,
medicine prices could be more expensive than they
should be. This affects affordability to the community,
and therefore it is necessary for the government to
regulate medicine prices'”). Medicine prices have
become an important topic in health care, because
price affects the accessibility to medicine. Not only in
developing countries, but also in developed countries
such as the US, medicine price has become a critical
discussion in parliament®. Therefore, many studies
focus on medicine price as a research topic with an
overview of various perspectives.

The main objective of the paper is to describes of
medicine pricing policy intervention on the price,
order to improve access to affordable medicines.

MATERIAL AND METHOD

Published articles regarding medicine price policies
were collected and reviewed to describe the type of
policy that implemented in other countries.

RESULTS AND DISCUSSION

Medicine Pricing Policy. Medicine pricing policy
is a regulation to control medicine price to be better
access to medicines®. Determining a “fair” price
could be achieved by regulating medicine prices, but
this is the most difficult part of the development of
a medicine pricing policy. Medicine prices can be
regulated in the medicine supply chain by the industry,
importers, distributors and health facilities such as
pharmacies, hospitals and medicine sellers. In practice,
the government may use a combination of regulations
in each chain. For example, the government sets the
price at the pharmaceutical industry level and the
maximum mark-up that can be taken by wholesalers
or health care facilities™ .

Price Regulation in the Production Stage. Price
setting in this stage is conducted in the pharmaceutical
industry or at the importer level. According to Rietveld
and Haaijer-Ruskamp (2002), at this level there are
five methods for setting medicine prices®, as follows:
a. Cost-plus

Pricing is set by calculating the cost of production,
cost of raw materials, R&D and margin for
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each product. Policymakers negotiate with the
pharmaceutical industry to establish the margin for
each product. This method complicates obtaining
production cost information. The pharmaceutical
industry is often not transparent and can manipulate
the information provided. India has implemented
a cost-plus pricing method for essential medicines
whereby it cannot exceed twice the cost of their
production®.
b. Profit ceilings/Profit-based pricing

Here, the government sets a maximum return
on capital (ROC) and return on sales (ROS) to the
pharmaceutical industry that sells their products to
the government. The system implemented in the UK
is termed the Pharmaceutical Price Regulation Scheme
(PPRS)®. ROC or ROS are set individually by the
pharmaceutical industry and reviewed every year.
In 2009, the ROC was set at 21% and ROS at 6%,

According to Mossialos (2006), the PPRS is an
unique in its implementation, as the buyer’s power is
very large. In this case, there is a unique relationship
between the government and pharmaceutical
industry, since the disclosure of information by
the pharmaceutical industry might not be applied
universally. Similar to the cost-plus pricing method,
there is also the disadvantage of the manipulation of
information by the pharmaceutical industry®.
c. Price comparison

Pricing is set by comparing medicine prices within
a country or with other countries". Internal/national
reference pricing sets the price of one medicine
for a group of medicines with the same therapeutic
classes or that have the same function in a single
country. Reference prices can be based on the average
price or lowest price in the group. This method is
commonly used to establish the reimbursement price
of a medicine®!?. The pharmaceutical industry can
set the price according to what they want, while
the government or insurance provider only pays
the reference price and the consumer must pay
the difference’). The implementation of national
reference pricing in Norway, Germany, Sweden,
South Africa and Canada has reduced the price of
medicines!'*!'¥, New Zealand has also implemented
internal reference pricing® 19,

Price setting by comparing the prices of the same
medicine in other countries is called international/
external reference pricing. In 2010, external reference
pricing was widely used in 23 countries in Europe,
except Denmark, Germany, Sweden and the UK.
Reference baskets (other countries used for comparison)
were used by the state in fewer than 10 countries from
the same economic level. In general, EU countries
use the average price of the reference country. Most
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countries in Europe make external reference pricing
the primary criteria for price setting, except in Belgium
and Italy where it is used as supporting information”-
1 In 2012, the UK additionally performed an
international price comparison in setting the ceiling
profit of the PPRS™. Many studies show the reference
price to be an effective method of reducing the price of
generic medicines, but the reference pricing system is
ineffective for medicines that are still under patent .
d. Price negotiation

Pricing is set by negotiating medicine prices
between the buyer (e.g., hospitals, health insurance
or government) and the industry. It is usually
implemented on the purchase of large volume or value.
Therefore, buyers have a great bargaining position.
Negotiations can be carried out centrally or at a local
level®. This strategy has been used in Austria, France,
Spain and Sweden®?.
e. Pharmacoeconomic evaluation

Price setting is carried out by evaluating the
cost-effectiveness of a medicine. In general,
pharmacoeconomic evaluation is used to determine
the price of medicines in the insurance system that
requires more consideration of the value for money. In
principle, phamacoeconomic evaluation can calculate
the value of the benefits gained by the new medicine
compared with established medicine®". The value then
would be appraised for cost-effectiveness, usually by
the use of a threshold (public willingness to pay for a
gained in health benefit)??. The value would increase
with lower price or improved benefit. As such, the
evaluation is commonly used to bargain for lower
price in order to justify its value for reimbursement.

This method is applied in Australia and the Ontario
province in Canada®. EU countries such as Finland,
the Netherlands®, Sweden® and the UK (National
Institute for Health and Clinical Excellence/NICE)
had conducted economic evaluations to determine
the medicines that provide “value of money”. In
addition to the UK and Canada, this system has also
been implemented in France, Germany, Italy, Spain
and Switzerland. There is a variation in the application
of EU economic evaluation; this system is generally
used for setting medicine prices for reimbursement.
Furthermore, Finland, France, Norway and Sweden
use economic evaluation guidelines for negotiations®®.
In Asia, South Korea is the first Asian Countries which
is implemented the economic evaluation to determine
the price for reimbursement®”.

Regulation of Medicine Prices at the Distribution
Level. Rietveld and Haaijer-Ruskamp (2002) classify
price settings at the distribution level®:

1. Setting the price at the wholesaler or distributor
level. Regulation is implemented by limiting the
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distribution margin distributor or wholesaler. In
addition to applying the external or internal price
comparison system, 21 of the 27 countries in Europe
also regulate wholesaler mark-ups®®. Other countries
that regulate wholesaler mark-ups are Ecuador,
Honduras, Panama and Paraguay®.
2. Price setting at the pharmacy level

Price setting in pharmacies can be carried out from
two perspectives: medicine/product-oriented and
patient/services-oriented. There are three methods
for setting prices based on the orientation of the
product. First, in the Fixed Margin (Cost + fixed
percentage) method, the amount of mark-up is fixed,
e.g., the maximum mark-up that could be taken is 25%.
Second, in the Mark-up Negotiation, the mark-up is
set by negotiation between the distributor and buyer
(e.g., health insurance, government or hospital). Third,
the mark-up may be Digressive/Cost + declining
percentage, where the mark-up is determined based
on the proportion of the price. If the medicine price
were high, then the mark-up allowed would be low,
and vice versa.

Medicine prices based on services (patient-oriented)
are set by co-payment and fixed fees per prescription.
Co-payment methods are applicable in South Korea
and are used to reduce medicine expenditure per
patient and the per-unit price of medicines®?. The
application of co-payment in Medicare Beneficiaries
lowers the expenditure of medicines to 14% due to
the increased use of generic medicines®V. In addition
to conducting pharmacoeconomic evaluations when
pharmaceutical companies propose their medicines,
the Pharmaceutical Benefits Scheme in Australia also
regulates the price of medicines to patients using a co-
payment system. The patient must pay the difference
in price if he or she wants a medicine that exceeds the
cost of the co-payment©?).

In Ireland, the pharmacist receives a fixed fee
per prescription for patient services to members of
general medical services and drug payment schemes.
There are differences in determining the price of the
medicine under both schemes. Under general medical
services, medicine prices are in accordance with the
prices set by the government and pharmacists cannot
apply a profit mark-up. Under drug payment schemes,
pharmacies can add a 50% mark-up from the medicine
prices set by the government. For patients not under
any schemes, medicine pricing is fully depends to the
pharmacy®?.

Impact of the Implementation of Medicine
Pricing Policies in the Pharmaceutical Industry.
Medicine prices can be reduced by implementing
a medicine pricing policy. However, such a policy
may also provide unintended impacts. Along with
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a decrease in medicine prices, the profit of the
pharmaceutical industry will reduce®, which can
decrease a company’s spending on innovation
research®>39),

The impact of medicine pricing policy is influenced
by the size of the regulated market and the length of
the policy applied. If the medicine pricing policy was
applied to the previously non-regulated countries, then
it would generate a big impact of revenue reduction
on the pharmaceutical industry. In addition, the longer
the policy is applied, the more the pharmaceutical
industry’s revenues will decrease. The decline in
revenue to 16.8% occurred with the application of
medicine pricing policies with direct price control
methods, while the method of budget control and
economic evaluation made about 6% lower revenue.

The impact of reduction in revenues was not
significant on the application of medicine pricing
policies using profit controls and reference pricing®.
For example, over a 19-year period (1986-2004) there
was a decline in R&D spending in both countries that
regulated medicine prices as in the EU and in countries
that applied the free pricing system, such as the United
States. However, the decline in R&D spending was
greater in countries that implemented the regulation
of medicine prices. In 1986, R&D spending in the EU
was more than in the United States by 24%, while in
2004, R&D spending in the United States was 15%
higher than in the EU countries®®. In New Zealand, the
application of reference pricing can affect the patient’s
clinical outcomes. The determination of simvastatin
as a medicine reference has failed to achieve success
the outcome therapy. In patients previously using
fluvastatin who then switched to simvastatin, an
increase in total cholesterol, LDL cholesterol and
triglyceride levels occurred®”.

Research on the Price of Medicines. Before
1990, studies of medicine prices were very limited
and the methods used were diverse, making it difficult
to compare the results of studies®®. In 1999, Health
Action International (HAI) began conducting research
on medicine prices in developing countries and in
OECD nations and showed that the prices of LPG
medicines in developing countries are more expensive
than those in OECD countries®”. After researching
the price of medicines in 1999, in 2001 the WHO
and HAI started developing a standard method for
measuring the price, availability and affordability of
medicines. A pilot test was conducted in nine countries
in 2001-2002. The first edition of the manual was
launched in 200340,

Currently, the manual used is the second edition
launched by WHO and HAI in 2008. The second
edition manual contains methods for determining
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price components and additional guidelines for
making policy choices. Guidelines for the survey
include facility, sector and medicine type. In addition,
standardised data collection forms and worksheets are
available for data analysis. All aspects are described
in detail®D. Until 2011, these methods were used
for 53 surveys in 43 countries“?. Systematic and
standardised methods allow us to determine the
position of medicine prices in one country compared
with others. The price of medicines is influenced by
many factors, such as delivery of medicines, types
of facilities that establish the medicine, route of
distribution and patent status“®. Medicine prices are
grouped into two categories: patient retail price and
procurement price.

a. Patient Retail Prices

Patient retail price is the price that must be paid
by the patient to receive the medicine. The findings
consistently show that the patient retail price in the
private sector is higher than that in the public sector*>
440 However, some countries show the opposite
result; in Vietnam, the patient retail price (either LPG
or IB) in the public sector is more expensive than that
in the private sector®®. Further, in Tajikistan and three
provinces in China (Hubey, Shandong and Shanghai),
the prices of LPG medicine in the public sector are
more expensive than those in the private sector®-32,

Variations in prices are also influenced by the types
the medicines. Generally, the price of IB medicine
is more expensive than that of LPG. A survey in
Malaysia showed that in the private sector and other
sectors, IB medicine prices are more expensive than
LPG medicines. In addition, IB and LPG medicine
prices are higher than the IRP “9. In the private sector
in Thailand, IB medicine prices in the private sector
are almost three times more expensive than LPG
prices. All maximum retail prices (MRPs) of LPG
and IB medicines are higher than the IRP. Consistent
with other survey findings, the prices of median
price ratio (MPR) medicines in the private sector
are higher than those in the public sector. However,
an interesting finding in Thailand is that the price
difference of patients with procurement prices in the
public sector is greater than the private sector, 32%
and 19.96% respectively. Meanings that the public
sector benefits more than the private sector®”. A
comparison of medicine prices in ASIAN countries
is shown in Table 1.

Among high income countries, medicine prices in
the US are expensive compared with Japan, Europe
(Sweden, Germany, Denmark, Italy, Switzerland,
France and Spain), Canada, New Zealand and
Singapore. Among European countries, Switzerland
has the most expensive medicine prices. Medicine
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Table 1. Comparison of MPRs in ASIAN countries.

Public Private
Country LPG B LPG B

Indonesia (53) 2.54 21.8 2.78 22.78
Malaysia (46) 1.09 2.41 6.77 16.35
Thailand (47) 2.55 4.36 33 11.6
Philippines (54) 6.4 15.31 5.64 17.28
Vietnam (48) 11.41 46.58 8.3. 44.61
Shandong, China (51) 1.68 0.77

Hubei, China (49) 1.04 11.25 0.68 19.94
Shanghai, China (50) 2.03 5.64 1.77 8.76
Shaanxi (55) 0.97 1.53 8.36
Tajikistan (52) 2.28 2.08

prices in Japan are higher than those in European
countries®®.

In 2009, HAI performed a snapshot survey on the
price of ciprofloxacin in 66 countries. The cheapest
ciprofloxacin LPG prices were found in Myanmar,
Sri Lanka, Laos, Zimbabwe and Vietnam. The most
expensive LPG medicine was in Switzerland, Austria
and Australia. The price of IB ciprofloxacin medicine
in Indonesia was ranked 44™ of the 66 countries. The
price of IB ciprofloxacin in Indonesia are the most
expensive in Southeast Asia, while the LPG price
of ciprofloxacin was ranked sixth cheapest of the
91 countries surveyed®”. In 2010, HAI conducted
a second snapshot survey to measure insulin prices.
The most expensive prices were found in Austria, the
US, Costa Rica, Congo, Palestine and Indonesia®?.
However, this snapshot did not provide an overview
of the overall medicine price within a country.

b. Public Sector Procurement Prices

In addition to patient retail price, the WHO and HAI
methodology determines public sector procurement
prices. The efficiency of public sector medicine
procurement was reached when the value of the
MPRs < 149, India and China have a public sector
procurement price that was lower than the IRP“%®),
The results of a recent study in India showed the
same results, namely Delhi Assembly Government
procurement prices (0.61) and the Central government
(0.53)%. In Indonesia, the medicine procurement price
in the public sector is 1.74 times higher than the IRP®?.
Efficient public procurement is also carried out by
UNRWA to Palestinians. Here, the MPR procurement
prices are equal to or less than the procurement prices
of international NGOs such as MSH, JPD and IDA©?.
Inefficient public sector procurement prices were
shown in Indonesia, Tajikistan, Philippines Vietnam,
and Thailand®’- 45259

c. Previous Medicine Pricing Studies In Indonesia

There are few studies of medicine prices and
availability in Indonesia. In 2003, Firni and Suryawati
conducted research on generic medicine prices in

Bengkulu. The study was performed in one province
and the facilities studied were pharmacies. The
findings of this study showed that the selling price
of LPG medicine to the patient was 2.12 times more
expensive than that for the IRP. Branded generic
medicine prices were more expensive than LPG prices
by 1.45—7.97 times®Y.

In 2004, the availability and affordability of
medicines have been examined by WHO and HAI in
many countries including Indonesia, which carried
out the survey in collaboration with the National
Institute of Health Research and Development®®. The
survey was conducted in six provinces representing
four regions in Indonesia: South Sumatra, Jakarta,
East Java, South Sulawesi, South Kalimantan and
Papua. Similar to the findings in other countries, the
availability of LPG medicines in the public sector is
lower than that in the private sector (47% vs. 62%,
respectively). The private sector often provides 1B
medicines (26%) compared with the government
sector (6.7%). There are no differences in the
availability of LPG medicines between provinces.

LPG medicine prices in both the public and private
sectors are higher than the IRP. The median MPR of
LPG medicines in the public sector is 2.54 times the
IRP and 2.78 in the private sector. IB medicine prices
are very expensive, 22—23 times higher than the IRP.
Some medicines are almost 100 times higher than
the IRP. The MPR public sector procurement price
is 1.74. This shows that public sector procurement is
inefficient®?.

The weakness of this study is that the medicines
surveyed do not fully represent those used in
Indonesia. This survey also used the first edition of
the WHO and HAI methods. Forty medicines should
have been surveyed: 26 medicines from the HAI and
WHO core list and 16 supplementary medicines.
Incompatibility in the medicine of choice is likely to
occur in the core list of medicines that are not widely
used in Indonesia. Medicine selection methods for
the survey were revised for the second edition of the
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survey manual®“?.

In 2006, NIHRD conducted a medicine price
survey in four provinces in Indonesia. However, this
study did not use the WHO and HAI methodology®?.
Because medicine prices are not compared with the
IRP, the patient retail price and public procurement
price were compared with maximum retail price of
MoH (MRP of MoH) in 2005. Surveyed facilities
include health centres, hospitals, pharmacies, medical
offices and distributors. The study showed that the
majority of patient retail prices exceed the price
set by the government. In general, the public sector
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procurement price in all provinces concurred with
the MoH procurement price. However, this research
did not compare the price position in Indonesia with
international prices.

Another finding of this study was the great variation
in prices between LPG and branded generic medicines.
There were no differences in price and availability
between provinces. Interestingly, the region with
low government finance did not have low medicine
availability. Further, there was no price difference
between regions®.

Another study was conducted in Kendari in 2007

Table 2. Comparison of the findings of medicine price studies in Indonesia.

Firni et al,®)

Siahaan et al, ¥

Siahaan et al, 2

Suryawati et
al, (63

Anggriani et al,
(64)

Number of provinces
surveyed

Province name

Sector surveyed

Facilities surveyed

Indicator
. MPR of LPGs
vs. IRP

. MPR of most
sales vs. IRP

. MPR of IBs vs.
IRP

*  Affordability to
hypertension
treatment
(generic)

*  Affordability to
hypertension
treatment (IB)

. Variation in the

price of branded

generic
compared with
LPG

. Ratio MRP of
MoH with IRP

+  Ratio patient
retail price with
MRP of MoH

One Province

Bengkulu

Private

Pharmacies

2.12

1.45-7.97

Six provinces

Sumatera Selatan,
Jakarta, Jawa
Timur, Sulawesi
Selatan,
Kalimantan
Selatan, Papua

Public, Private

Pharmacy, public
hospital health
center, District
Health Offices

2.53 (private
sector)

6.74 (private
sector)

22.78 (private
sector)

2.2 days’ wages
(atenolol LPG)

9 days wages
(atenolol IB)

Four Provinces

Jakarta, Pekan
Baru,
Banjarmasin,
Papua

Public, Private

Pharmacy, public
hospital, health
center, District
Health Offices

e Most of patient
retailed price
exceed than
MoH-MRP

e In health
centers,
Procurement
price of 40-
50% exceed
than MoH
procurement
price.

e In district
health offices,
Procurement
price of 30-
30% medicines
exceed than
MoH
procurement
price

One province

Kendari

Private

Pharmacies

14.53 (private

sector)

1.04

54

Four Provinces

Sumatera
Selatan, DKI
Jakarta,
Jogjakarta,
Sulawesi
Selatan
Public, Private
Pharmacy,
public hospital
health center,
District Health
Offices

2.0 (private
sector)

32.15 (private
sector)

2.2 days’ wages
(atenolol LPG)
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that evaluated the MoH-MRP and IRP. In addition,
it also compared the patient retail price with the
MoH-MRP. It found that the MPR of LPG medicine
is similar to the IRP. However, the patient retail price
in pharmacies was much more expensive than the
MoH-MRP (5.4 times higher for LPGs)®©.

Unfortunately, both studies in Bengkulu and Kendari
did not represent national conditions, as the survey
was carried out in one province and with one type
of facility. Moreover, these studies did not look into
the availability. The study of Siahaan (2006) did not
use the WHO and HAI survey. The study of Siahaan
(2004) was considered comprehensive research and
provides an overview of the availability, price and
affordability of medicines in Indonesia. A summary
of research into medicine prices in Indonesia is shown
in Table 2.

Developed and high income countries generally
regulate the prices of medicines and are part of a health
insurance system. Most high income countries have
implemented a combination of regulation systems
for regulating medicine prices'®. The United State
is a rare example of a developed country that has
implemented a free pricing system; medicine prices
in the United State are expensive under this system®©®
). A medicine prices policy is generally applied in
the developed countries and the methods used are
varied®®.

Direct price control was the most commonly
used method in the years 1992-2004. In general, the
developed countries use this system, such as Denmark,
which applied medicine prices in a cut/freeze system
for six years (1994-2000), but since 2001 it has
switched to international price comparisons. The
Netherlands has used EPR since 1996. In addition
to the United Kingdom, the use of budget control
systems to regulate medicine prices is also applied
in Spain, Hungary, France and Italy. Profit control is
rarely used by OECD countries to regulate medicine
prices. Spain applied this system in 1995 before using
a budget control system and IRP.

The success of a profit control system as
implemented in the UK is unknown. In fact, medicine
prices in the UK are higher than in most other EU
countries. The application of profit control systems
in other countries is questionable because it is a
monopsony purchaser and inefficient. The application
of rate-of-return provision requires investment in
the big pharmaceutical industry so as to affect the
government’s budget and ultimately the public
welfare™.

The application of a reference pricing system is
only effective when there is a competitive market.
However, if the mechanisms are not transparent or
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there is collusion, the reference pricing will not work'"
19), External reference pricing is an established method
and the most widely used by countries in the EU. This
method has proven to be effective in getting rational
medicine prices!”. Reference pricing succeeded in
lowering the price of medicines but had no significant
impact on medicine spending. Furthermore, in
Spain, the implementation of reference pricing did
not increase the market share of generic medicines.
Another weakness of the reference pricing system is
the possible increase in medicine prices which were
previously cheaper than the reference price”.

A tender system can lower medicine prices in
the short term, but in the long term could affect
the government income. The decline margin of
pharmaceutical company can lead to reduse the
pharmaceutical investment. Futhermore, income tax
will be redused. In addition, the impact of the tender
system for ambulatory care is not yet clear™. A free
pricing system causes the price of originator medicines
whose patent has expired to remain high compared
with the generic medicines®.

There was a lot of evidence showing that the
application of pharmacoeconomic evaluations
played an important role in directing health insurers
to negotiate prices and choose medicines which is
giving more benefit to the patient. However, to apply
pharmacoeconomic evaluation in the health-care
system, the issue of willingness to pay needs to be
considered to get a reasonable price®®.

In contrast with the situation in developed
countries, medicine pricing regulation in developing
countries and LMIC is not well established. The
regulation of mark-ups in distribution channels is
the most common strategy used by LMIC. However,
evidence on the regulation of medicine prices in
LMIC is limited® %, In a small country with only
a few pharmaceutical facilities, the country has a
weak bargaining position, therefore generally the
government cannot set prices. The application of cost-
plus pricing is quite effective if it is implemented in a
country that has few pharmaceutical industry facilities.
In developing countries with a large market segment
and adequate pharmaceutical industry facilities the
price competition method is an effective strategy
option to get lower prices!”.

CONCLUSION

In practice, the application of a medicine pricing
policy is dynamic. The medicine pricing system in
a country can be changed or combined with other
methods if the evaluation does not provide optimal
results or generates unintended impacts.
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Abstrak: Eurycoma longifolia telah dikenal sebagai salah satu tanaman obat tradisional di Indoensia.
Penelitian ini dilakukan untuk mengetahui aktivitas analgesik dan anti-inflamasi sediaan infusa dan
dekokta akar Eurycoma longifolia pada mencit. Efek analgesik diuji dengan menggunakan rangsang
kimia (uji geliat) yang menginduksi nyeri perifer pada mencit. Mencit dibagi dalam 8 kelompok.
Kelompok I merupakan kontrol negatif, sedangkan kelompok II merupakan kontrol positif yang
diberikan asetosal. Kelompok I1I-V diberikan infusa akar Eurycoma longifolia dosis 0,83; 1,67; 3,33 g/
kgBB. Kelompok VI-VIII diberikan dekokta akar Eurycoma longifolia dengan dosis yang sama. Lima
menit kemudian, semua hewan uji diberikan asam asetat. Jumlah geliat dihitung selama 1 jam. Aktivitas
antiinflamasi ditentukan dengan menginduksi edema pada mencit menggunakan karagenin. Pembagian
kelompok perlakuan sama seperti uji analgesik, namun diklofenak digunakan sebagai kontrol positif.
Tebal udema diukur selama 6 jam setelah injeksi karagenin. Pada uji analgesik, baik infusa dan dekokta
akar Eurycoma longifolia mampu memberikan penurunan jumlah geliat secara signifikan pada mencit
yang diinduksi asam asetat (p < 0,05). Penurunan tebal udema secara signifikan (p <0,05) juga terlihat
pada semua peringkat dosis baik infusa dan dekokta akar Eurycoma longifolia. Hasil penelitian
menunjukkan akar Eurycoma longifolia mempunyai aktivitas analgesik dan antiinflamasi pada mencit.

Kata kunci: Eurycoma longifolia, dekokta, infusa, analgesik, anti-inflamasi.

Abstract: Eurycoma longifolia is one of the most well-known herbal medicine in Indonesia. This study
was conducted to evaluate the analgesic and anti-inflammatory acitvities of infusion and decoction of
Eurycoma longifolia root in mice. The analgesic effect was assessed using chemical stimuli (wrihting
test) to induce peripheral pain in mice. Mice were devided into 8 groups. Group I as a negative control,
while group II as positive control that was given acetosal. Groups I1I-V were given infusion of Eurycoma
longifolia root with the following doses 0.83; 1.67; 3.33 g/kgBW respectively. Groups VI-VIII were
given decoction of Eurycoma longifolia root with the same doses as the previous groups. After 5 min
of treatment, all animals were administered with acetic acid. The total number of writhes was recorded
for 1 h. The anti-inflammatory activity was determined using carrageenan-induced paw edema in mice.
The procedure mentioned above was applied to a similar set of animals. However, diclofenac was
administered in place of acetosal. The paw edema were measured using a digital caliper for 6 hours
afterwards after carrageenan injection. In analgesic test, infusion and decoction of Eurycoma longifolia
root significantly decreased the number of writhing in acetic acid-induced mice (p < 0.05). There were
a significant (p < 0.05) reduction in paw edema at all doses of infusion and decoction of Eurycoma
longifolia root. This study exhibits that infusion and decoction of Eurycoma longifolia root possesses
analgesic and anti-inflammatory activities in mice.

Keywords: Eurycoma longifolia, decoction, infusion, analgesic, anti-inflammatory.
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PENDAHULUAN

NYERI merupakan perasaan sensoris dan emosional
yang tidak nyaman dan berkaitan dengan adanya
kerusakan jaringan), sedangkan inflamasi merupakan
respon protektif terhadap kerusakan jaringan yang
disebabkan oleh trauma fisik, agen kimia berbahaya,
atau agen mikrobiologi®. Saat inflamasi berlangsung,
terjadi proses penghancuran jaringan yang melibatkan
produk-produk darah seperti protein plasma, cairan,
dan leukosit ke dalam jaringan yang terganggu®.

Pemanfaatan obat tradisional sebagai pengobatan
merupakan salah satu upaya pemanfaatan dan
optimalisasi dari keanekaragaman hayati yang dimiliki
Indonesia®. Dalam menunjang situasi tersebut peran
obat bahan alam Indonesia berpeluang untuk dipakai
dalam pencegahan maupun pengobatan berbagai
penyakit. Salah satu tanaman yang memiliki potensi
untuk digunakan sebagai pilihan pengobatan nyeri
dan inflamasi, yaitu Eurycoma longifolia Jack. (E.
longifolia) yang dikenal dengan nama pasak bumi di
Indonesia. Varghese dkk. melaporkan bahwa ekstrak
hidroalkohol akar E. longifolia mempunyai aktivitas
antioksidan dan anti-inflamasi secara in vitro®.
Pada uji in vivo ekstrak metanol akar E. longifolia
dilaporkan mempunyai aktivitas analgesik dan
antiinflamasi‘®.

Kandungan bioaktif yang paling banyak
terkandung di dalam akar E. longifolia, yaitu
quassinoid”. Adanya kandungan kuasinoid yang terdiri
dari eurycomalactone, 14, 15p-dihydroklaieanone, dan
13,21-dehydroeurycomanone pada akar E. longifolia
dapat digunakan sebagai penghambat dalam jalur
aktivasi NF-kB®. Eurycomanone sebagai salah
satu komponen quassinoid yang dominan dari akar
E. longifolia® terlibat sebagai regulator jalur sinyal
dalam proliferasi, kematian sel, dan inflamasi dengan
mencegah induksi dari NF-kB dan MAPK oleh
TNFa®. Aktivitas NF-kB dan sinyal dari TNF-a juga
berperan penting dalam regulasi faktor-faktor lain
yang berkontribusi dalam respon imun, nyeri, dan
inflamasi'?, sehingga kerap kali obat anti-inflamasi
didesain dengan mekanisme penghambatan aktivitas
NF-kB!",

Pada penelitian digunakan metode penyarian
infusa dan dekokta dari akar E. longifolia. Pemilihan
metode penyarian infusa dan dekokta karena kedua
metode merupakan salah satu cara sederhana yang
mirip dengan pembuatan sediaan herbal berupa
perebusan oleh masyarakat. Selain itu, diharapkan
senyawa quassinoid yang merupakan glikosida yang
larut air dapat tersari secara optimal baik dalam bentuk
sedian infusa maupun dekokta?. Oleh karena itu
penelitian ini bertujuan untuk mengetahui aktivitas
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analgesik dan anti-inflamasi baik dari infusa maupun
dekokta akar E. longifolia pada mencit.

BAHAN DAN METODE

BAHAN. Akar E. longifolia yang diperoleh dari CV
Merapi Farma Yogyakarta, mencit jantan dan betina
galur Swiss umur 2-3 bulan dengan berat badan
20-30 g yang diperoleh dari Laboratorium Imono
Universitas Sanata Dharma, diklofenak (Norvatis Ind),
karagenin (Sigma Chemical Co), asetosal (Merck),
asam asetat glasial (Merck), CMC-Na (Dai-Ichi
Seiyaku Co.,Ltd), akuades.

Alat. Ayakan nomor mesh 40 dan 50, alat-alat
gelas (gelas ukur, beaker glass, labu ukur, batang
pengaduk, dan pipet tetes), timbangan analitik (Mettler
Toledo®), panci enamel, penangas air, kain flanel,
termometer, stopwatch, spuit, needle, kotak kaca
tempat pengamatan geliat dan jangka sorong Digital
Caliper (Wipro®).

METODE. Pembuatan Infusan dan Dekokta
E. longifolia. Akar E. longifolia yang telah diserbuk,
selanjutnya diayak dengan menggunakan ayakan
nomor 40 dan 50. Serbuk kering akar E. longifolia
ditimbang 5 gram dan dimasukkan ke dalam
akuades 50 mL, selanjutnya dipanasi pada suhu 90
°C selama 15 menit (untuk infusa) dan 30 menit
(untuk dekokta). Perhitungan waktu 15 dan 30 menit
dimulai ketika suhu campuran mencapai suhu 90 °C.
Campuran diperas menggunakan kain flanel kemudian
ditambahkan air panas secukupnya melalui ampas
hingga diperoleh volume sebanyak 50 mL!%.

Pengujian Efek Analgesik. Percobaan untuk
menentukan aktivitas analgesik akar E. longifolia
dilakukan dengan metode rangsang kimia yang
diinduksi dengan asam asetat!'*!'>, Empat puluh ekor
mencit betina dibagi secara acak menjadi 8 kelompok.
Kelompok I merupakan kontrol negatif akuades 25
g/kgBB; Kelompok II merupakan kontrol positif
asetosal 91 mg/kgBB; Kelompok III-V merupakan
kelompok perlakuan infusa akar E. longifolia dengan 3
peringkat dosis berturut-turut 0,83; 1,67; 3,33 g/kgBB;
Kelompok VI-VIII merupakan kelompok perlakuan
dekokta akar E. longifolia dengan 3 peringkat dosis
berturut-turut 0,83; 1,67; 3,33 g/kgBB.

Pemberian asam asetat 1% secara intra peritonal
dilakukan setelah 5 menit pemberian larutan peroral
pada semua kelompok perlakuan. Respon jumlah
geliat akibat induksi asam asetat diamati setiap 5 menit
selama 1 jam{'>19),

Pengujian Efek Anti-inflamasi. Mencit jantan
dibagi acak menjadi 8 kelompok dengan masing-
masing kelompok terdiri 5 mencit. Induksi udema
dilakukan dengan pemberian karagenin 1% secara
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subplantar.

Kelompok I merupakan kontrol negatif akuades
25 g/kgBB; Kelompok II merupakan kontrol positif
diklofenak 4,48 mg/kgBB. Kelompok III-V merupakan
kelompok perlakuan infusa akar E. longifolia dengan 3
peringkat dosis berturut-turut 0,83; 1,67; 3,33 g/kgBB;
Kelompok VI-VIII merupakan kelompok perlakuan
dekokta akar E. longifolia dengan 3 peringkat dosis
berturut-turut 0,83; 1,67; 3,33 g/kgBB.

Pada semua kelompok perlakuan diberikan
karagenin 1% secara subplantar pada telapak kaki kiri
mencit setelah 15 menit pemberian larutan peroral.
Pengukuran tebal udema telapak kaki belakang mencit
dimulai dari menit ke-0, 15, 30, 45, 60, 90, 120,
150, 180, 210, 240, 270, 300, 330, dan 360 setelah
terinduksi karagenin 1% dengan menggunakan jangka
sorong!719),

Semua prosedur eksperimental menggunakan
hewan uji telah disetujui oleh Komisi Etik, Fakultas
Kedokteran Universitas Gadjah Mada, Yogyakarta
dengan nomor referensi KE/FK/841/EC/2016.

Analisis Data. Data yang diperoleh dari masing-
masing pengujian disajikan dalam bentuk rerata dan
standar eror. Pada pengujian analgesik dihitung dan
dihitung persentase proteksi geliat dengan persamaan:
(rerata kontrol negatif- rerata perlakuan)/rerata kontrol
negatif X 100)¥. Pada pengujian anti-inflamasi tebal
udema selama 360 menit dinyatakan dalam luas area
dibawah kurva (AUC-Area Under Curve), selanjutnya
dihitung persentase penghambatan inflamasi!?.
Selanjutnya dilakukan analisa statistik dengan dengan
taraf kepercayaan 95% untuk melihat perbedaan yang
signifikan antar kelompok perlakuan.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Pengujian Aktivitas Analgesik IAEL dan DAEL.
Aktivitas analgesik IAEL dan DAEL pada mencit
terinduksi asam asetat tersaji pada Tabel 1.
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Pada kontrol positif asetosal dan semua kelompok
perlakuan dosis (0,83; 1,67; dan 3,33 g/kg BB) baik
IAEL maupun DAEL memberikan jumlah kumulatif
geliat yang lebih rendah secara signifikan (p<0,05)
dibandingkan dengan kontrol negatif akuades. Ini
berarti bahwa pada kontrol positif asetosal dan
semua kelompok perlakuan dosis dengan bentuk
sediaan infusa maupun dekokta E. longifolia mampu
memberikan proteksi nyeri pada mencit terinduksi
asam asectat.

Perlakuan IAEL 0,83; 1,67; dan 3,33 g/kg BB
memberikan jumlah kumulatif geliat yang lebih
besar secara signifikan (p<0,05) dibandingkan
dengan kontrol positif asetosal. Hal ini menunjukkan
walaupun perlakuan IAEL 0,83; 1,67; dan 3,33 g/kg
BB mampu memberikan proteksi nyeri pada mencit,
namun kemampuan proteksi nyeri masih lebih rendah
(persen proteksi berturut-turut 22,4; 28,0; 37,0%)
dibandingkan kontrol asetosal (persen proteksi
72,2%). Hal yang serupa juga terlihat pada DAEL
0,83 dan 1,67 g/kgBB yang memberikan jumlah
kumulatif geliat yang lebih besar secara signifikan
(p<0,05) dibandingkan dengan kontrol positif asetosal,
namun jumlah kumulatif geliat DAEL 3,33 g/kgBB
lebih rendah secara signifikan (p<0,05) dibandingkan
kontrol positif asetosal. DAEL 0,83 dan 1,67 g/
kgBB mampu memberikan proteksi nyeri, namun
kemampuan proteksi masih rendah (persen proteksi
berturut-turut 46,4; 46,6%) dibandingkan kontrol
asetosal. DAEL 3,33 g/kgBB mampu memberikan
proteksi nyeri dengan kemampuan proteksi nyeri yang
lebih baik (persen proteksi sebesar 86,6%) daripada
kontrol asetosal.

Pada penelitian ini menunjukkan baik sediaan
infusa maupun dekokta E. longifolia memberikan
aktivitas analgesik pada mencit terinduksi asam
asetat. Hasil yang sama juga dilaporkan bahwa ekstrak
metanol akar E. longifolia terbukti memiliki aktivitas
analgesik®. Hal ini mengindikasikan, senyawa yang

Tabel 1. Jumlah geliat dan persen proteksi geliat mencit akibat perlakuan infusa dan
dekokta akar Eurycoma longifolia.

Kelompok Perlakuan Jumlah geliat Persen proteksi geliat

Kontrol negatif ( Akuades 25 g/kg BB) 58,2+1,0 0

Kontrol positif (Asetosal 91 mg/kg BB) 16,2+0,6* 72,2
IAEL 0,83 g/kg BB 22,441,120 61,5
TAEL 1,67 g/lkg BB 28,0+1,4b 51,9
TAEL 3,33 g/kg BB 37,0+0,8 %P 36,4
DAEI10,83 g/kg BB 46,4+£1,32b 20,3
DAEI 1,67 g/kg BB 46,6£2,22b 19,9
DAEI 3,33 g/kg BB 7,840,6 &0 86,6

Keterangan:

IAEL : Infusa akar E. longifolia; DAEL : Dekokta akar E. longifolia

Nilai dinyatakan dalam bentuk rerata + standar eror (n=5)
a: p < 0,05 dibanding kelompok kontrol negatif akuades

b: p < 0,05 dibanding kelompok kontrol positif asetosal
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bertanggungjawab akan efek analgesik dapat tersari
baik di pelarut metanol maupun air (infusa dan
dekokta), yang merupakan senyawa yang polar.

Pada ketiga peringkat dosis IAEL maupun
DAEL memberikan persen proteksi nyeri yang
tidak tergantung dosis. Semakin besar dosis IAEL
yang diberikan, kemampuan proteksi nyeri IAEL
semakin rendah, sedangkan semakin besar dosis
DAEL, kemampuan proteksi nyerinya semakin
besar. Pada peringkat dosis yang sama, aktivitas
analgesik yang diberikan berbeda baik pada sediaan
infusa maupun dekokta. Pada sediaan infusa, dosis
kecil (0,83 g/kgBB) memberikan aktivitas analgesik
yang paling besar dibandingkan dosis lainnya. Pada
sediaan dekokta, aktivitas analgesik yang paling
besar ditunjukkan oleh dosis besar (3,33 g/kgBB).
Pembuatan dekokta membutuhkan waktu pemanasan
30 menit, sedangkan infusa 15 menit.

Hal ini menunjukkan pada pemanasan yang lebih
lama terjadi penurunan kemampuan aktivitas analgesik.
Berdasarkan hal tersebut, maka terlihat bahwa lama
pemanasan sediaan uji dapat mempengaruhi aktivitas
yang muncul. Oleh karena itu perlu dilakukan
penelitian lanjutan kandungan senyawa yang terdapat
dalam sediaan infusa maupun dekokta E. longifolia.

Pengujian Aktivitas Anti-inflamasi IAEL dan
DAEL. Evaluasi aktivitas anti-inflamasi dilihat
menggunakan metode induksi udema dengan
karagenin 1% pada kaki belakang mencit. Karagenin
sebagai zat inflamatogen merupakan senyawa iritan
yang menginduksi inflamasi akut pada hewan uji
tanpa menyebabkan kerusakan pada kaki hewan uji
yang meradang. Mekanisme aksi karagenin sebagai
senyawa penginduksi inflamasi sinergis dengan
beberapa mediator inflamasi seperti bradikinin,
serotonin, histamin, prostaglandin, leukotrien, dan
agen kemotaktik. Karagenin menginduksi terjadinya
udema melalui 2 fase yaitu: fase awal merupakan fase
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pelepasan histamin, serotonin, dan bradikinin. Fase
akhir dihubungkan dengan pelepasan prostaglandin
dan adanya induksi siklooksigenase (COX) yang
meningkatkan permeabilitas vaskular dan infiltrasi
neutrofil yang menghasilkan radikal bebas yang
dapat menimbulkan udema, terjadinya peradangan
lokal atau sistemik dikaitkan dengan peningkatan
sitokin pro-inflamasi tumor necrosis factor (TNF) dan
interleukin (IL)®@?,

Rerata tebal udem perlakuan IAEL dan DAEL
dapat dilihat pada Tabel 2. Kontrol positif diklofenak
dan semua kelompok perlakuan dosis (0,83; 1,67;
dan 3,33 g/kg BB) baik IAEL maupun DAEL
memberikan rerata AUC yang lebih rendah secara
signifikan (p<0,05) dibandingkan dengan kontrol
negatif akuades. Ini berarti bahwa pada kontrol
positif diklofenak dan semua kelompok perlakuan
dosis infusa maupun dekokta E. longifolia mampu
memberikan penghambatan udema/inflamasi pada
mencit terinduksi karagenin.

Semua perlakuan dosis IAEL dan DAEL (0,83; 1,67;
dan 3,33 g/kg BB) memberikan rerata AUC yang lebih
besar secara signifikan (p<0,05) dibandingkan dengan
kontrol positif diklofenak. Ini menunjukkan baik
perlakuan TAEL maupun DAEL pada semua peringkat
dosis memiliki kemampuan penghambatan inflamasi
lebih rendah dibandingkan kontrol diklofenak (persen
penghambatan inflamasi 42,7%).

Pada penelitian ini menunjukkan sediaan infusa
dan dekokta E. longifolia memberikan aktivitas anti-
inflamasi pada mencit terinduksi karagenin. Hasil
yang sama juga dilaporkan bahwa ekstrak metanol
akar E. longifolia terbukti memiliki aktivitas anti-
inflamasi®. TAEL dosis 0,83; 1,67; dan 3,33 g/kg
BB memberikan persentase penghambatan inflamasi
berturut-turut 25,5; 21,9 dan 29,9%, sedangkan
DAEL dosis sama menunjukkan persentase berturut-
turut 25,5; 26,0 dan 26,2%. Berdasarkan persentase

Tabel 2. Nilai AUC dan persen penghambatan inflamasi mencit akibat pemberian infusa dan dekokta akar
Eurycoma longifolia

Kelompok AUC (mm.menit) Persentase penghambatan inflamasi

Kontrol negatif (akuades 25 g/kg BB) 4462 +£2,6 0

Kontrol positif (diklofenak 4,48 mg/kg BB) 2559 +7,5% 42,7
IAEL 0,83 g/kg BB 334,9 £ 5,60 25,0
IAEL 1,67 g/kg BB 348,6 + 6,250 21,9
IAEL 3,33 g/kg BB 312,7+ 4,750 29,9
DAEL 0,83 g/kg BB 332,3+1,6%° 25,5
DAEL 1,67 g/kg BB 330,2 + 4,930 26,0
DAEL 3,33 g/kg BB 329,54 1,980 26,2

Keterangan:

IAEL : Infusa akar E. longifolia; DAEL : Dekokta akar E. longifolia; Nilai dinyatakan dalam bentuk rerata + standar eror (n=5);
a: p < 0,05 dibanding kelompok kontrol negatif akuades; b: p < 0,05 dibanding kelompok kontrol positif diklofenak.
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penghambatan inflamasi tersebut terlihat bahwa
aktivitas anti-inflamasi yang dihasilkan tidak
tergantung dosis. Adanya peningkatan dosis, tidak
meningkatkan aktivitas anti-inflamasi pada mencit
terinduksi karagenin. Ini menunjukkan bahwa
perbedaan waktu pemanasan antara infusa dan dekokta
tidak mempengaruhi aktivitas anti-inflamasi yang
ditimbulkan. Hasil ini berbeda bila dibandingkan
dengan aktivitas analgesik yang menggunakan bentuk
sediaan infusa dan dekokta yang sama.

Keberadaan golongan kuasinoid
(eurycomalactone, 14,15-dihydroklaieanone, dan
13,21-dehydroeurycomanone) dari E. longifolia
merupakan senyawa yang berperan dalam
penghambatan jalur aktivasi NF-xkB®®. Faktor
transkripsi NF-«B terdiri dari homo- dan heterodimer
dari keluarga protein Rel yang berbeda (p65, RelB,
C-Rel, p52, dan p50) dan berperan penting dalam
respon imun, penyakit peradangan, dan kematian sel.
Semua subunit NF-kB berbagi homologi domain rel
yang penting untuk dimerisasi, interaksi dengan protein
inhibitor NF-kB, translokasi nukleus, dan pengikatan
DNA. Adanya aktivasi oleh berbagai rangsangan
seperti sitokin, maka NF-kB akan terfosforilasi oleh
NF-kB kinase, kemudian terdegradasi oleh kompleks
proteasome. Degradasi NF-kB mengarah pada
pelepasan NF-kB dari perangkap yang kompleks dan
kemudian translokasi ke dalam nukleus, yang terikat
pada daerah promotor dari berbagai gen seperti sitokin
diantaranya TNF, IL, COX-2(10). Penghambatan
NF-kB akan berdampak pada terhambatnya transmisi
nosisepsi dan timbulnya rangsang nyeri.

Adanya aktivitas analgesik dan anti-inflamasi
infusa dan dekokta E. longifolia, dapat menjadi
dasar untuk pengembangan obat tradisional untuk
menghilangkan nyeri dan inflamasi. Namun penelitian
lanjutan diperlukan untuk mengetahui kandungan
senyawa yang bertanggung jawab dalam aktivitas
analgesik maupun anti-inflamasi.

SIMPULAN

Berdasarkan hasil penelitian maka dapat disimpulkan
bahwa infusa dan dekokta E. longifolia memiliki efek
analgesik dan anti-inflamasi terhadap mencit.
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Abstract: The objective of the study is to determine the antidepressant activity of some fractions of
the leaves of Ocimum basilicum L. The experimental methods are using Force Swimming Test and
Tail Suspension Test. The experiment was divided into seven groups. Negative control group (CMC
1%), Positive control group (fluoxetine 0.052 mg/20 g BW of mice), test I group (fraction of n-hexane
50 mg/Kg BW), test II group (fraction of ethyl acetate 50 mg/Kg BW), test III group (fraction of
ethanol 50 mg/Kg BW), test IV group (combination of cyproheptadine 0.0208 mg/20 g BW of mice
and Fluoxetine 0,052 mg/20 g BW of mice) and test V group (combination of cyproheptadine 0,0208
mg/20 g BW of mice and fraction of ethyl acetate 50 mg/Kg BW). The ethyl acetate fraction showed
significant difference (p<0.05) than negative control group and it had better time reduction than other
groups. Serotonin receptors role may involve since cyproheptadine administration increase immobility
time of the test V group. Ethyl acetate fraction showed the best antidepressant activity with possibility
of serotonin receptors site action.

Keywords: Antidepressant, basil, leaves, force swimming test, tail suspension test.

Abstrak: Menentukan aktivitas antidepresi beberapa fraksi daun Ocimum basilicum L. Metode
percobaan menggunakan Force Swimming Test dan Tail Suspension Test. Percobaan dibagi kedalam
tujuh kelompok. Kelompok kontrol negatif (CMC 1%), kelompok kontrol positif (fluoxetine 0,052
mg/20 g BB mencit), kelompok uji I (fraksi #-heksana 50 mg/Kg BB), kelompok uji II (fraksi etil
asetat 50 mg/Kg BB), kelompok uji III (fraksi etanol 50 mg/Kg BB), kelompok uji IV (kombinasi
siproheptadin 0,0208 mg/20 g BB mencit dan fluoxetine 0,052 mg/20 g BB mencit) dan kelompok uji
V (kombinasi siproheptadin 0,0208 mg/20 g BB mencit dan fraksi etil asetat 50 mg/Kg BB). Fraksi etil
asetat menunjukkan perbedaan bermakna (p<0,005) dibandingkan dengan kelompok kontrol negatif
dan memiliki waktu penurunan immobilitas yang paling baik dibandingkan kelompok yang lain.
Aktivitas kerja kemungkinan direseptor serotonin karena pemberian siproheptadin meningkatkan waktu
immobilitas pada kelompok uji V. Fraksi etil asetat memberikan aktivitas antidepresi paling baik dengan
kemungkinan lokasi kerja pada reseptor serotonin.

Keywords: Antidepresi, selasih, daun, force swimming test, tail suspension test.
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INTRODUCTION

PEOPLE sometimes experience painful state
physically, mentally or socially. Illness caused by
mental experience increase year to year due to the
clashes in family life, society and economy. At
present, the problems faced more difficult and the
pressure is getting great”. People who can’t deal
with this condition will develop into diseases such as
hypertension, stroke, asthma, sleeplessness, fatigue,
anxiety, depression, amenorrhea, and others®. One of
the mental illness discussed in this study is depression.
Depression is a heterogeneous state accompanied by
some typical and repetitive bodily reaction®. The
prevalence of depression in Indonesia is quite high
around 6%, while in the world about 5-10% per year®.

Selective Serotonin Reuptake Inhibitor
(SSRI), Tricyclic Antidepressant (TCA), Serotonin
Norephiperine Reuptake Inhibitor, Monoamine
Oxidase Inhibitor (MAO-I), and Serotonin Dopamine
Activity Modulator (SDAMs) are effective medications
for depression. However, failure of the medications
arises, caused not by clinical resistance but by
medication noncompliance. This noncompliance
related to tolerability and safety of the medication®®.

Tolerability, fast action and high remission are
ideal drugs for depression. Herbal medicine is known
to have good tolerability and safety, with the general
belief that “Natural is Better"®). Ocimum basilicum
L. is one of medicinal plant known to have an
antidepressant effect®'?. Many researches have been
conducted about this activity, but the activity of some
fractions of this plants is unknown. Therefore, we are
conducting an assay of antidepressant activity of some
fractions of the leaves of basil (Ocimum basilicum L.)
against male swiss webster mice and determine the
antidepressant mechanism possibility

MATERIALS AND METHODS

MATERIALS. Plant Material. Fresh leaves
of Ocimum basilicum L. were collected from
Manoko Bandung, Indonesia. Plant identification
and authentication were done by the Herbarium of
School of Life Sciences, Institut Teknologi Bandung,
Indonesia.

Animals. Swiss webster strain of male mice
weighing between 20-30 g were used and purchased
from The Institute of Health Science Bakti Tunas
Husada Tasikmalaya, West Java, Indonesia. The
mice were housed in wire mesh cages under standard
conditions (temperature, 25-30 °C, 12 h lights and 12
h dark cycles) and allowed to acclimatize for 5 days.
The mice were fed with standard pellets diet and water
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was given ad libitum. The animals treatment have
been in accordance with the guide for the care and
use of laboratory animals. All efforts were conduct
to minimize animal suffering.

METHODS. Preparation of Extract. The leaves
were washed in tap water and shade-dried after which
they were reduced to a fine powder by grinding.
Extraction of the grinded Ocimum basilicum L. leaves
as much as 90 grams is soaked using 96% ethanol
solvent and stored in a place protected from sunlight
while being shaken. The maceration was carried out
in triplicate. The results of maceration are filtered and
concentrated using a rotary evaporator. The extract is
referred to as concentrated ethanolic extract. Then the
process of fractionation use liquid-liquid extractions
from concentrated ethanolic extracts is based on the
difference of polarity of the organic solvent in. Ethanol
concentrated extract was dissolved in a water-ethanol
solvent (6: 4) then fractionated with n-hexane solvent
in a 1:1 (v/v) ratio. The fractionation is done by
separating funnel, so that two fractions of n-hexane
fraction with ethanol-water fraction are obtained. The
fractinations was continued between the ethanol-water
fraction with the ethyl acetate fraction with a ratio of
1:1. Three fractions were obtained which are ethanol-
water fraction, n-hexane fraction and ethyl acetate
fraction. Moreover, each fraction is then concentrated
using a rotary evaporator. Concentrated fraction then
used as an fraction test for antidepressants activity.

Phytochemical Screening. Phytochemical
screening is performed on simplicia and each
fraction of ethanol-water, n-hexane and ethyl acetate
to determine secondary metabolite content such as
alkaloids, flavonoids, tannins, phenols, saponins,
quinones, steroids/triterpenoids and monoterpene/
sesquiterpen.

Forced Swimming Test. The experimental group
was divided into 7 groups they are negative control
group (CMC 1%, positive control group (fluoxetine
0.4 mg/Kg BW), test I group (fraction of n-hexane 50
mg/Kg BW), test II group (fraction of ethyl acetate
50 mg/Kg BW), test III group (fraction of ethanol
50 mg/Kg BW), Test IV group (cyproheptadine
0,0208 mg/20g BW, followed by fluoxetine 0,052
mg/20 g BW, 30 minutes apart) and Test V group
(cyproheptadine 0,0208 mg/20 g BW, followed
by ethyl acetate fraction 50 mg/Kg BW). The test
performed after one hour at the last treatment for 6
minutes and counting after 2 minutes?”.

Tail Suspension Test. The test performed after
one hour at the last treatment for 6 minutes and
counting after 2 minutes. The animals are suspended
by their tails with tape, in such position that it cannot
escape or hold on to neraby surfaces”.
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Statistical Analysis. The results are presented
in the mean + SE. Statistical analysis using ANOVA
and followed with LSD (Least Significant Difference)
using SPSS 16.0.

RESULT AND DISCUSSION

RESULT. Preliminary Phytochemical Screening.
Phytochemical screening is performed on simplicia
and fractions to determine the presence of secondary
metabolites such as alkaloids, flavonoids, tannins,
phenols, quinones, saponins, steroids/triterpenoids,
monoterpenes and sesquiterpenes.

Phytochemical screening of simplicia, n-hexane
fraction and ethyl acetate fraction shown in the Table
1. The simplicia are contained flavonoids, steroids/
triterpenoids and monoterpenes/sesquiterpen. The
ethanol fraction showed the presence of flavonoids
and saponins, while for n-hexane and ethyl acetate
fraction positive for flavonoid, steroid/triterpenoid
and monoterpene/sesquiterpene.

Forced Swimming Test. The ethyl acetate fraction
showed significant difference (p <0.05) than negative
control group . Although the fraction of n-hexane and
ethanol fraction did not give significant difference
(p>0.05), but they are able to decrease of immobility
time at 20.1% and 24.7% respectively. Positive group
(Fluoxetine) able to decrease the immobility time at
35.9%.

Administration add-on of Cyproheptadine
decrease the effect of fluoxetine as indicated by an
increase in immobility time at 42.7% than Fluoxetine
alone. This results showed cyproheptadine able to
block fluoxetine effectivity.

The test group of ethyl acetate fraction that
previously given Cyproheptadine also gave the
same pattern as in the Fluoxetine group. The ethyl
acetate fraction activity was climinated by the
Cyproheptadine.
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Tail Suspension Test. The test results of
antidepressant activity with Tail Suspension Test
method showed similar result with Forced Swimming
Test method that showed that ethyl acetate fraction
gave significant difference (p < 0.05) in decreasing
of immobility time compared with negative control
group and gave decreasing of immobility time better
than the positive group, n-hexane fraction and ethanol
fraction. Hexane fraction group and the positive group
in the Tail Suspension Test method gave significant
differences (p < 0.05) in decreasing immobility time
compared to the negative control group. While in
the ethanol fraction group did not give a significant
difference (p > 0.05) compared to the negative control
group, although when viewed by a numerous group
of ethanol fraction gives time immobility decrease
when compared with the negative control group equal
to 7.9%.

In testing of cyproheptadine activity against
fluoxetine with Tail Suspension Test method gives
the same result as for Forced Swimming Test method
where ethyl acetate fraction group previously given
cyproheptadine gives an increase of immobility time
compared with only giving ethyl acetate fraction alone
of 33.3% Which originally gave significant difference
(p < 0.05) to the negative group to no significant
difference (p > 0.05).

Similarly, testing of the ethyl acetate fraction
group was given cyproheptadine previously using the
Tail Suspension Test method showed similar results as
the Forced Swimming Test method. The ethyl acetate
group previously gave cyproheptadine resulted in an
increase in immobility time compared to the ethyl
acetate group without cyproheptadine.

DISCUSSION. Testing of antidepressant activity
against some fractions of the Ocimum basilicum
plant that is n-hexane fraction, ethyl acetate fraction
and ethanol fractions derived from the fractionation
of the viscous extract from the ethanol extract is an

Table 1. Results of phytochemical screening.

No IS;ethEg;It}e] Simplisia g::ggﬁ Eﬂg;;ic;tlate Ethanol fraction
1 Alkaloids - - - -
2 Flavonoids + + + +
3 Tannins - _ ) i
4 Phenols - . 3 i
5 Saponins - . ) +
6 Quinones - - - -
7 e : : ; -
8 Monoterpene/ sesquiterpenes + + + -
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Table 2. Result of antidepressant activity test by force swimming test method.

No Group Mean of immobility (s)
1 Negative control group (CMC 1%) 131.4+69.4

2 Positive control group (Fluoxetine 0.052/20 g BW mice) 84.2459.4

3 Test I group/ n-hexane fraction (50mg/Kg BW) 105.0£23.6

4 Test IT group/ ethyl acetate fraction (50mg/Kg BW) 37.0+43.2%

5 Test I1I group/ ethanol fraction (50mg/Kg BW) 99.0+60.0

Exp: Tests were performed with 5 replications, * = showing significant differences when compared with negative groups.

Table 3. Results of cyproheptadine and fluoxetine combination against fluoxetine alone by force swimming test method.

No Group Mean of immobility (s)
1 Negative control group (CMC 1%) 131+69.4
2 Positive control group (Fluoxetine 0.052/20 g BW mice) 84.3£59.4

Test IV group (combination of cyproheptadine 0,0208 mg/20 g BW of mice and
fluoxetine 0,052 mg/20 g BW of mice)

Exp: Tests were performed with 5 replications, * = showing significant differences when compared with negative groups.

3 147+29.7

Table 4. Results of cyproheptadine and ethyl acetate fraction combination against ethyl acetate alone by
force swimming test method.

No Group Mean of immobility (s)
1 Negative control group (CMC 1%) 131+69.,4
2 Test IT group/ ethyl acetate fraction (50mg/Kg BW) 37.0+43.2*
3 Test V group (combination of cyproheptadine 0,0208 mg/20 g BW of mice and 81.0439.0

fraction of ethyl acetate 50 mg/Kg BW)

Exp: Tests were performed with 5 replications, * = showing significant differences when compared with negative groups.

Table 5. Results of antidepressant activity testing by tail suspension test method.
Mean of immobility

No Group s)
1 Negative control group (CMC 1%) 216+35.7
2 Positive control group (Fluoxetine 0.052/20 g BW mice) 107.6£57.6*
3 Test I group/ n-hexane fraction (50mg/Kg BW) 138.6+24.4*
4 Test II group/ ethyl acetate fraction (50mg/Kg BW) 120.6+42.4*
5 Test III group/ ethanol fraction (50mg/Kg BW) 198.8+67.9

Exp: Tests were performed with 5 replications, * = showing significant differences when compared with negative groups.

Table 6. Results of cyproheptadine and fluoxetine combination against fluoxetine alone by tail suspension test method.

No Group Mean of immobility (s)
1 Negative control group (CMC 1%) 216.0+£35.7
2 Positive control group (Fluoxetine 0.052/20 g BW mice) 107.6+57.6*

Cyproheptadine group (0.0208mg/20g BW mice) + Positive control group (Fluoxetine
0.052/20 g BW mice)
Exp: Tests were performed with 5 replications, * = showing significant differences when compared with negative groups.

3 161.4+46 .4
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Table 7. Results of cyproheptadine and ethyl acetate
fraction combination against ethyl acetate alone by tail suspension test method.
No Group Mean of immobility (s)

1 Negative control group (CMC 1%)
2 Test II group (50mg/Kg BW)

3 Cyproheptadine group (0,0208mg/20g BW mice) + Test 11 group (50mg/Kg BW)

216,0+£35,7

120,6442,4*
181,7491,7

Exp: Tests were performed with 5 replications, * = showing significant differences when compared with negative groups.

effort to develop and search for new antidepressant
drugs derived from natural materials. The search and
development of this new antidepressant drug use a
simple method of behavioral testing that is Forced
Swimming Test and Tail Suspension Test as a first
step before performing a complex test.

Forced Swimming Test and Tail Suspension Test
are a method that has a good prediction validity, fast
and economical to detect a substance that has activity
as an antidepressant. In addition, both methods are
also based on the same principle of determining the
duration of immobility when test animals are exposed
to an inescapable situation!"-'?,

The results of antidepressant activity testing using
the two methods above showed that ethyl acetate
fraction group (50 mg/Kg BW) gave the best and
consistent result in decreasing immobility time when
compared with the negative group, positive group,
n-hexane fraction and ethanol fraction. Based on these
results, the ethyl acetate fraction is continued to further
testing intended to determine the general description
of its mechanism by providing prior cyproheptadine
to the ethyl acetate fraction group. Cyproheptadine
is intended to determine the anti-serotonin effect of
fluoxetine. Cyproheptadine is an anti-serotonin and
antihistamine drug that has been shown to inhibit the
effects of serotonin'*!419),

Cyproheptadine administration using Forced
Swimming Test method can decrease the effect of
fluoxetine as indicated by the increase of immobility
time compared with 42.7% of the fluoxetine alone.
In addition, testing of cyproheptadine activity against
fluoxetine by Tail Suspension Test method gave the
same result as the Forced Swimming Test method
where ethyl acetate fraction group previously gave
cyproheptadine resulted in an increase in immobility
time compared to only the fraction of ethyl acetate
alone for 33.3%. This indicates that the effect of
serotonin through increased serotonin concentrations
produced by fluoxetine through resistance to the
retrieval of serotonin neurotransmitters may be
inhibited by cyproheptadine as an antiserotonergic by
inhibiting serotonin to interact with its receptors!*!6!17),

The ethyl acetate fraction which given
cyproheptadine previously gives the same pattern
as in fluoxetine group. The significant decrease of
immobility time (p < 0.05) can be eliminated in the
presence of cyproheptadine. In addition, ethyl acetate
fraction group testing using Tail Suspension Test
method showed the same result as Forced Swimming
Test method. The ethyl acetate group previously gave
cyproheptadine resulted in an increase of immobility
time compared with ethyl acetate group without
cyproheptadine of 33.62%. This provides a consistent
result and as a confirmation that the ethyl acetate group
in its activity decreases the time of immobility through
the presence of the role of serotonin neurotransmitter,
since cyproheptadine is known to inhibit serotonin
receptors!!&!17,

However, further research is needed on the
compound responsible for the immobility reduction
activity, although flavonoids and terpenoids or
essential oils are considered compounds that
provide antidepressant activity, especially when
involving interference with monoamine®!*2%, The
ethyl acetate fraction proved to have a positive
flavonoid and essential oil content (terpenoid) based
on phytochemical screening results performed
on the ethyl acetate fraction. According to?",
Ocimum basilicum contains flavonoids such as
luteo.6-arabinose.8-glucose, luteo.6-glucose.§8-
arabinose, apig.6-rhaminose.8-galactose, apig.6-
rhaminose.8-glucose, apig.6-glucose.8-rhaminose,
routine, hespiridin, rosmarinic acid, apig.7-o-
neohespiroside, apiginine-7-glucose, quercitin,
naringenin, hespirtin, campferol, apigenin. Naringenin
has antidepressant activity through the serotonergic
and noradrenergic system'®. While linalool and 1.8
cineol are essential oils that are considered to have an
effect as antidepressants and mood improvements'>2.

CONCLUSION

The three fractions of n-hexane, ethyl acetate and
ethanol showed that ethyl acetate fraction give the best
result, consistent and give significant difference (p <
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0.05) in decreasing time immobility with the mechanism
of action may through the role of serotonin. However,
more study are needed to find compound that give
antidepressant activity from the ethyl acetate fraction.
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Abstrak: Bunga Rosella (Hibiscus sabdariffa L.) memiliki kandungan antioksidan yang terbukti
berkhasiat dan aman melalui uji klinis dan praklinik sebagai imunostimulan. Unsur antioksidan di
dalam bunga Rosella yaitu antosianin, kuersetin, L-ascorbic acid dan protocatechuic acid. Penelitian
uji klinik ini bertujuan untuk mengetahui efek pemberian serbuk bunga Rosella merah (Hibiscus
sabdariffa L.). Penelitian ini menggunakan desain pre-post treatment. Subjek penelitian terdiri dari
21 sukarelawan sehat yang telah memenuhi kriteria inklusi, eksklusi dan bersedia mengisi informed
consent. Sukarelawan sehat diberikan perlakuan serbuk bunga Rosella dosis 500 mg sekali sehari selama
30 hari. Pemeriksaan jumlah limfosit dan sel CD4 dilakukan menggunakan hematology analyzer dan
flowcytometer. Persentase sel CD4 adalah 30,85% (hari ke-0) dan 34,15% (hari ke-31). Rata-rata untuk
jumlah absolut sel CD4 adalah 767,04 sel/mm?® (hari 0) dan 696,42 sel/mm? (hari ke-31). Hasil penelitian
menunjukkan bahwa tidak ada pengaruh yang signifikan (p> 0,05) pada jumlah absolut sel CD4 dan ada
pengaruh signifikan persentase CD4 (P<0,05). Kesimpulan dari penelitian ini bahwa pemberian serbuk
bunga Rosella (Hibiscus sabdariffa L.) dosis 500 mg/hari selama 30 hari meningkatkan persentase sel
CD4.

Kata kunci: Rosella (Hibiscus sabdariffa L.), antosianin, CD4, sukarelawan sehat.

Abstract: Roselle flower (Hibiscus sabdariffa L.) have antioxidants which are proven to be beneficial
and safe through clinical and preclinical testing as immunostimulants. Antioxidants in Roselle flower are
hibiscus anthocyanin, quercetin, L-ascorbic acid and protocatechuic acid. The purpose of this clinical
trial was to determine the effect of ethanol extract of Roselle (Hibiscus sabdariffa L.) to CD4 cell count.
This study used pre-post treatment design. A total of 21 healthy volunteer were chosen according to
inclusion and exclusion criteria and filled informed consent. Healthy volunteer were given Rosella
powder in capsules form with 500 mg dose for 30 days. Analyzed CD4 cell count was conducted using
hematology analyzer and flowcytometer. The percentage of CD4 cells was 30.85% (day 0) and 34.15%
(day 31st). The average for the absolute number of CD4 cells was 767.04 cells/mm?® (day 0) and 696.42
cells/mm?® (day 31st). Results showed that there was no significant effect (p>0,05) of CD4 cell absolute
count and there was a significant effect of CD4 percentage (p<0,05). This study concluded that 500 mg
roselle petal ethanol extract powder (Hibiscus sabdariffa L.) given everyday for 30 days showed some
effect on d increasing CD4 cell percentage.

Keywords: Roselle (Hibiscus sabdariffa L.), anthocyanin, CD4, healthy volunteer.

*Penulis korespondensi: Hp :0822422309552/085265480830
Email: dinimardhiyani7@gmail.com
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PENDAHULUAN

BUNGA Rosella (Hibiscus sabdariffa Linn)
bermanfaat sebagai imunostimulan karena kandungan
senyawa antosianin dan memiliki antioksidan yang
tinggiV. Unsur antioksidan di dalam bunga Rosella
yaitu hibiscus anthocyanin, quercetin, L-ascorbic
acid dan protocatechuic acid (PCA)??. Ekstrak
metanol bunga rosella dengan konsentrasi 16,59 mg/
mL memiliki aktivitas antioksidan yang cukup poten
melalui 50% penghambatan radikal 2,2-difenil-1-
pikrilhidrazil (DPPH).

Potensi antioksidan yang dimiliki ekstrak bunga
rosella dapat dimanfaatkan sebagai imunostimulator.
Penggunaan ekstrak bunga Rosella sebagai
imunostimulator dapat dilihat efeknya melalui
parameter sistem imun, salah satunya dengan melihat
jumlah limfosit. Limfosit terdiri dari tiga jenis sel
yaitu limfosit T, limfosit B, dan sel natural killer
(NK). Limfosit T merupakan sistem imun spesifik,
salah satu diantaranya diperankan oleh sel T Cluster
of Differentiation 4 (CD4)®. CD4 adalah sebuah
marker atau penanda yang berada di permukaan sel-
sel darah putih manusia maupun hewan, terutama
sel-sel limfosit.

Hal yang mendukung potensi serbuk bunga Rosella
sebagai imunostimulator dengan adanya beberapa
penelitian praklinik. Penelitian yang dilakukan
sebelumnya menunjukkan bahwa ekstrak etanol bunga
rosella dengan dosis 10, 50, dan 100 mg/kg BB selama
21 hari berpotensi untuk berkembang sebagai agen
imunomodulator dengan efek peningkatan sekresi
interleukin-10 (IL-10) dan interleukin-14 (IL-14)®.

Suatu tanaman yang berpotensi dijadikan
fitofarmaka harus terbukti berkhasiat dan aman
melalui uji praklinik dan uji klinik. Uji toksisitas akut
ekstrak etanol bunga Rosella memiliki nilai lethal
dose 50 (LD, ) sebesar 5000 mg/kgBB. Berdasarkan
nilai LD, yang dimiliki ekstrak etanol bunga Rosella
dikategorikan toksisitas ringan (5-15 g/kg)® dan uji
toksisitas subkronis dengan nilai no observed effect
level (NOEL) 1,25g/kgBB®. Pada uji praklinik di
atas diperlukan untuk melanjutkan ke fase uji klinik®
dengan tujuan melihat keamanan dan pengaruh kapsul
bunga Rosella dosis 500 mg/hari selama 30 hari
terhadap jumlah sel CD4.

Jurnal llmu Kefarmasian Indonesia

BAHAN DAN METODE

BAHAN. Serbuk bunga Rosella dari PT. Natura
(Product code: 5055C, Batch: RH162703), tabung
EDTA, reagen antibodi CD4-FITC dan larutan reagen
FACS (Propidium lodide:50 pg/mL, RNase : 20 ug/
mL, Triton-X 100: 0.1 %), sampel darah sukarelawan
sehat.

METODE. Penelitian ini menggunakan desain

penelitian eksperimental pre-post treatment. Subyek
penelitian sebanyak 21 orang terdiri dari 11 orang
laki-laki dan 10 orang perempuan yang sesuai
dengan kriteria inklusi dan eksklusi. Serbuk bunga
Rosella diproduksi dengan standarisasi pabrik PT.
Natura dikemas dalam bentuk kapsul diberikan pada
sukarelawan dengan dosis 500 mg 1 kali sehari selama
30 hari untuk melihat pengaruh pemberian serbuk
bunga Rosella selama 30 hari. Skema penelitian
ditampilkan pada Gambar 1.
Sampel darah sukarelawan diambil sebelum (hari
ke-0) dan setelah 30 hari mengonsumsi serbuk
bunga Rosella (hari ke-31) untuk melihat pengaruh
pemberian serbuk ekstrak etanol bunga Rosella selama
30 hari.

Keriteria Inklusi dan Eksklusi. Kriteria inklusi:
laki-laki dan perempuan sehat berusia 18-50 tahun,
sehat dinyatakan berdasarkan pemeriksaan klinis
sukarelawan berupa vital sign, meliputi tekanan
darah (TD), suhu tubuh, denyut nadi (heart rate,
HR) dan tingkat pernapasan (respiration rate,
RR) dan dinyatakan dalam surat keterangan sehat
dengan didukung oleh pemeriksaan laboratorium
klinis yang meliputi hematologi rutin, fungsi hati,
fungsi ginjal, riwayat penyakit, dan pemeriksaan
fisik, tidak merokok, indeks massa tubuh (IMT)
berkisar antara 18-30 kg/m? tidak mengkonsumsi
vitamin atau suplemen kesehatan selama penelitian
berlangsung. Kriteria eksklusi: wanita hamil, tidak
minum obat sesuai interval dan petunjuk penggunaan
obat, menggunakan herbal lain selama penelitian
berlangsung.

Variabel. Variabel bebas pada penelitian ini
adalah pemberian serbuk bunga Rosella (Hibiscuss
sabdariffa L..) dengan dosis 500 mg, satu kali sehari
selama 30 hari. Variabel terikat pada penelitian ini
adalah CDA4.
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Calon sukarelawan sehat (n=30)

[Diekslusi (n=8)
o Tidak masuk kriteria inklusi (n=4)  —
e Mundur dari partisipan (n=2)
e Alasan lain (n=2)

Pre treatment
11 Sukrelawan sehat laki-laki

Pre treatment
11 Sukrelawan sehat perempuan

y

Pemeriksaan sel CD4 di Laboratorium Patologi Klinik Universitas Gadjah Mada
(UGM) (Hari ke-0) (n=22)

A

Diberikan intervensi serbuk bunga

rosella dosis 500 mg/hari

A

30 hari

Follow up

drop out karena tidak patuh (n=1 perempuan )

A 4

Post treatment (n=21)
Pemeriksaan sel CD4 di Laboratorium Patologi Klinik Universitas Gadjah Mada (UGM)
(Hari ke-31)

Gambar 1. Skema penelitian.

Pembuatan Pemeriksaan CD4. Darah
sukarelawan sehat diambil pada bagian vena median
cubiti atau cephalica dan dimasukkan kedalam
tabung EDTA dan dikumpulkan untuk dilakukan
pemeriksaan jumlah sel CD4 dengan alat flow
cytometer. Sampel darah dipipet ke dalam tabung
falcon sebanyak 50 uL. Ditambahkan 5 pL reagen
antibodi CD4 FITC ke masing-masing tabung falcon.
Campuran tersebut dicampur sampai homogen dengan
vortex mixer selama 1 menit, kemudian diinkubasi 15
menit dengan suhu 20-25 °C pada ruang gelap. Setelah
masa inkubasi selesai, pada sampel ditambahkan 450
uL larutan reagen FACS (1x) yang sudah diencerkan.
Diinkubasi lagi 15 menit dengan suhu 20-25 °C
pada ruang gelap. Setelah masa inkubasi selesai,
dilakukan analisis dengan menggunakan alat FACS
Sflow cytometer®.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Pemeriksaan jumlah sel CD4 pada sampel darah
sukarelawan sehat untuk melihat pengaruh serbuk
bunga Rosella pada sistem imun spesifik selular
dengan menggunakan metode flowcytometry. Dari
hasil pemeriksaan sel CD4 pada 21 sukarelawan

sehat (Tabel 1) rata-rata hasil pemeriksaan jumlah
persentase sel CD4 adalah 30,85% (hari ke-0), dan
34,15% (hari ke-31). Rata-rata untuk jumlah absolut
sel CD4 (Tabel 1) adalah 767,04 sel/mm? (hari ke-0)
dan 696,42 sel/mm? (hari ke-31).

Dari hasil pemeriksaan jumlah sel CD4, sebanyak
21 sukarelawan sehat yang mengikuti penelitian masih
dalam rentang normal rata-rata jumlah CD4 manusia
sehat populasi orang indonesia, yaitu 482,7-1023,3
sel/mm?® (753,3+£270,3 sel/mm?) untuk absolut CD4
dan 24,9-40,3% (32,6+7,7%) untuk persentase CD419,

Dari analisis statistik data, diketahui bahwa jumlah
absolut sel CD4 dengan uji Wilcoxon (Tabel 1) tidak
memperlihatkan perbedaan signifikan (p>0,05) pada
hari ke-31. Nilai p =0,230. Sementara, hasil analisis
terhadap jumlah persentase sel CD4 dengan uji t
(Tabel 1) memperlihatkan perbedaan yang signifikan
(p<0,05) pada hari ke-31. Hal itu ditunjukkan dengan
nilai p=0,003. Perbedaan signifikan pada jumlah
persentase sel CD4 secara statistik mengindikasikan
adanya peningkatan jumlah rata-rata persentase sel
CD4 pada hari ke-31. Adanya peningkatan jumlah
rata-rata persentase sel CD4 pada hari ke-31 itu
disebabkan oleh adanya senyawa flavonoid yang
terdapat dalam ekstrak yang dianggap bertanggung
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Tabel 1. Hasil analisis rata-rata jumlah absolut dan persentase sel CD4 hari ke-0 dan hari ke-31
pada sukarelawan sehat (n=21).

Rata-rata+Simpangan Baku

Parameter . . Nilai P Nilai Uji
Hari ke-0 Hari ke-31 normal .
statistik
Wilcoxon
Absolut CD4 (sel/mm’) 767,04+304,06 696,42+232,71 0,230  482,7-1023,3
Paired T
Persentase CD4 (%) 30,85+5,90 34,15+5,59 0,003* 24,9-40,3 test

Keterangan : * = terdapat pengaruh signifikan

jawab.

Jadi, sebagaimana dilaporkan bahwa senyawa
glikosida flavonoid dapat meningkatkan jumlah sel
CD4 pada mencit yang tertekan sistem imunnya).
Namun, perubahan jumlah persentase sel CD4 pada
penelitan ini masih dalam rentang normal rata-
rata jumlah sel CD4 manusia sehat populasi orang
Indonesia. Secara klinis tidak terdapat perbedaan yang
signifikan berdasarkan nilai selisih rata-rata jumlah
persentase sel CDA4.

Sel CD4 memiliki peran dalam regulasi
pemeliharaan sistem imun dan mengontrol berbagai
respons imun dengan mencegah atau membatasi
respons imun yang disebut regulatory T cells (TR)
(12 Suatu imunostimulator dapat mengaktivasi sistem
imun dengan berbagai cara, seperti meningkatkan
jumlah aktivitas sel T, NK-cel/, dan makrofag serta
melepaskan interferon dan interleukin®. Sel CD4
yang dirangsang oleh antigen untuk mengeluarkan
faktor supresi antigen spesifik akan merangsang sel
sel T supresor (Ts) untuk menekan sel efektor. Antigen
yang mengadakan bridging antara sel Ts dengan sel
limfosit lain (sel B dan sel Th) akan menekan aktivasi
sel B dan sel Th melalui Ts. Oleh sebab itu, sel CD4
yang terdapat di dalam tubuh dapat memberikan
efek terhadap kontrol sistem imun pada sukarelawan
sehat('.

Pada penelitian sebelumnya dijelaskan bahwa
pemberian ekstrak etanol bunga Rosella dosis 150
pg/mL dapat meningkatkan aktivitas makrofag!™.
Makrofag berperan penting dalam imunitas spesifik
dan nonspesifik. Aktivasi makrofag akan mensekresi
sitokin (IL-1, IL-6, IL-12, dan TNF-o) dan mengaktivasi
sel T untuk mensekresi [IFN-y'%. Sekresi IFN-y dapat
meningkatkan ekspresi MHC kelas II. MHC II yang
mempersentasikan antigen memicu respons subset
sel T CD417,

Peningkatan jumlah persentase sel CD4 diawali
adanya antigen yang memicu sistem kekebalan
tubuh. Pemicuan sistem dimulai dari pertahanan
tubuh nonspesifik dengan cara memusnahkan antigen

serta pertahanan tubuh spesifik dengan membentuk
pertahanan yang lebih kompleks melalui produksi
antibodi ataupun dengan memproduksi berbagai
sitokin'®.

Peningkatan persentase sel CD4 pada penelitian
ini dapat dipicu oleh adanya kandungan senyawa
fenol dan flavonoid pada serbuk bunga Rosella
yang berperan sebagai antigen atau mitogen. Dalam
hubungan itu, makrofag mengubah antigen yang
ditangkap menjadi peptida antigen kemudian diikat
oleh molekul major histocompatibility complek
(MHC) dan dipresentasikan oleh antigen presenting
cell (APC) yang selanjutnya dikenal oleh reseptor sel
B maupun sel T melalui reseptor. Pengikatan peptida
antigen oleh reseptor mengaktivasi G-protein yang
kemudian memproduksi fosfolipase C. Enzim ini
menghidrolisis Phosphatidil Inositol Biphosphat
(PIP2) menjadi produk reaktif Diasylglyserol (DAG)
dan Inositol Triphosphat (IP3). IP3 menstimulasi
pelepasan Ca*" ke dalam sitoplasma sehingga
konsentrasi Ca?" meningkat. Peningkatan Ca*" berperan
untuk menstimulasi kerja enzim protein kinase C
dan 5-lipoxygenase. Protein kinase C menstimulasi
produksi interleukin-2 (IL-2)1%. IL-2 merangsang
sistem kekebalan tubuh dan meningkatkan jumlah
sel CD4%0),

Potensi peningkatan imun melalui jalur Mitogen
Activated Protein Kinase (MAPK) oleh bunga
Rosella®? termasuk salah satu mekanisme bunga
Rosella dalam meningkatkan jumlah sel CD4.
Senyawa flavonoid memiliki kemampuan untuk
memicu aktivitas MAPK yang dapat merangsang
peningkatan IL-2??. MAPK berperan dalam aktivasi
imunokompeten sel dan menginduksi peningkatan
sitokin IL-2. IL-2 menginduksi proliferasi sel T,
khususnya sel T helper®2¥. Terjadinya peningkatan
IL-2 dibuktikan dengan peningkatan ekspresi FOXp3
karena adanya aktivasi interleukin-2 receptor (IL-2R)
yang kemudian meningkatkan jumlah CD4CD25
Treg. Peningkatan itu diperlukan untuk menjaga
homeostasis sistem imun>29),
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Terdapat peningkatan jumlah persentase sel CD4
pada pemberian serbuk bunga rosella pada sukarelawan
sehat selama 30 hari. Oleh karena itu, pemberian dosis
dan lama waktu penggunaannya sebagai suatu obat
herbal untuk imunostimulan menjadi faktor penting®”.
Penggunaan suatu imunostimulan dalam jangka waktu
yang lama tidak memberikan keuntungan tambahan®®,
bahkan dapat mengganggu sistem imunitas alami yang
terjadi pada tubuh.

Sel CD4 yang dirangsang oleh antigen untuk
mengeluarkan faktor supresi antigen spesifik akan
merangsang sel Ts untuk menekan sel efektor. Antigen
yang mengadakan bridging antara sel Ts dengan sel
limfosit lain (sel B dan sel Th) akan menekan aktivasi
sel B dan sel Th melalui Ts('¥. Oleh sebab itu, sel CD4
yang terdapat di dalam tubuh dapat memberikan efek
terhadap kontrol sistem imun pada sukarelawan sehat.

SIMPULAN

Pemberian serbuk bunga Rosella selama 30
hari memiliki efek meningkatkan jumlah
persentase sel CD4 pada sukarelawan sehat.
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Abstract: The administration of cephalosporin group antibiotics in patients with post-surgical
appendicitis is necessary to prevent postoperative wound from infection. This pharmacoeoconomic
study was conducted retrospectively in the period of 1 January to 31 December 2015 in RSUD Subang
for the purpose of determining the effectiveness of drugs and the cost of antibiotic (ceftriaxone,
cefotaxime, and ceftizoxime injection) by Cost Effectiveness Analysis method. The subject consisted of
78 appendicitis patients. Based on Average Cost Effectiveness Ratio (ACER), ceftriaxone is the most
effective (IDR 729,124/day). While the result of cost effectiveness plane was with cefotaxime as standard
drug, ceftriaxone occupies quadrant IV (otomatically the drug is not selected) and ceftizoxime occupies
quadrant I (need to be calculated ICER). It was concluded that the Incremental Cost Effectiveness Ratio
(ICER) of ceftizoxime against cefotaxime is IDR 106,347/day, it indicates that ceftizoxime is cost
effective than cefotaxime but it needs consideration of resources especially funds owned and should be
selected if sufficient resources are available.

Keywords: Cost effectiveness, prophylactic antibiotics, appendicitis.

Abstrak: Pemberian antibiotik golongan cephalosporin pada pasien dengan apendisitis pasca bedah
diperlukan untuk mencegah luka pasca operasi dari infeksi. Penelitian farmakokonomi ini dilakukan
secara retrospektif pada periode 1 Januari hingga 31 Desember 2015 di RSUD Subang untuk tujuan
menentukan efektivitas obat dan biaya antibiotik (ceftriaxone, cefotaxime, dan ceftizoxime injection)
dengan metode Cost Effectiveness Analysis. Subyek terdiri dari 78 pasien apendisitis. Berdasarkan
Rasio Efektivitas Biaya Rata-rata (ACER), ceftriaxone adalah yang paling efektif (IDR 729.124/hari).
Sementara hasil dari diagram efektivitas biaya dengan sefotaksim sebagai obat standar, ceftriaxone
menempati kuadran I'V (secara otomatis obat tersebut tidak dipilih) dan ceftizoxime menempati kuadran
I (perlu dihitung ICER). Disimpulkan bahwa Rasio Efektivitas Biaya Tambahan (ICER) ceftizoxime
terhadap cefotaxime adalah IDR 106.347/hari, ini menunjukkan bahwa ceftizoxime lebih efektif-biaya
daripada sefotaksim tetapi perlu pertimbangan sumber daya terutama dana yang dimiliki dan harus
dipilih jika sumber daya yang cukup tersedia.

Kata kunci: Cost effectiveness, prophylactic antibiotics, appendicitis.
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INTRODUCTION

THE APPENDICITIS is an acute inflammation of the
appendicitis vermiformis. The vermiform appendicitis
has a length that varies from 7 to 15 cm” and is the
most common cause of acute abdominal pain and
requires immediate surgical intervention to prevent
generally dangerous complications®.

Acute appendicitis is inflamation that requires
surgical intervention, usually has a duration of no more
than 48 hours, characterized by lower right quadrant,
lower right abdominal pain with local tenderness
and tenderness over, overlying muscle pain, and skin
hyperesthesia®.

The mortality rate of a caunted appendix is 22,000
inhabitants, where the male population is more than
female. The incidence of appendicitis in Asia in 2004
was 4.8% of the population of the total population®.

In 2006, appendicitis was ranked fourth most of
the disease after dyspepsia, gastritis, and duodenitis
with the number of inpatients as many as 28,040 in
Indonesia. In addition, in 2008 the incidence of the
appendicitis in Indonesia is highest rank among inter-
abdominal cases®.

Surveys in 12 provinces in Indonesia in 2008
showed the number of appendicitis patients treated
in the hospital as many as 3,251 cases. This number
increased dramatically compared to the previous
year, which is 1,236 people. Beginning in 2009, there
were 2,159 people in Jakarta who were hospitalized
as a result of appendicitis®. The Ministry of Health
considers the appendix a health priority issue at the
local and national levels because it has a major impact
on public health®.

Cases of appendicitis that occurred in RSUD
Subang every year has increased. In 2013 there were
45 cases, in 2014 occurred as many as 163 cases, and
in 2015 as many as 209 cases®.

In RSUD Subang various antibiotics are used
as prophylactic for appendix surgery. The most
commonly used antibiotics are ceftriaxone, cefotaxime
and ceftizoxime. From the use of different antibiotics
resulting in the cost of drugs issued by patients is
varied. From the patient’s perspective, the patient
becomes burdened by the high cost of drug while from
the hospital perspective provides its own advantages
over the high cost of drug paid by the patient.

Therefore, it is necessary to conduct a
pharmacoeconomic study considering clinical factors
(effectiveness) as well as economic factors (cost)
deadlock in Indonesia ranks the highest among inter-
abdominal cases®.

In Indonesia the implementation of health
insurance policy continues to change for the for better
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health services which called the National Health
Insurance (JKN) managed by BPJS. Implementation
of the JKN system by BPJS this makes the researcher
interested to conduct pharmacoeconomic studies
as part from the perspective of the hospital and the
need for this pharmacoeconomic program for BPJS
as part of the evaluation by focusing more on what
levers the community. Because from the perspective
of the hospital there is an increase in the effectiveness
of drug costs even at local hospitals at the end will
have a significant impact on the efficiency of national
health care costs.

In a pharmacoeconomic study one of the analytical
methods that will be used by researchers is Cost
Effectiveness Analysis (CEA). CEA is a method
that compares two or more health interventions that
provide different effects.

The purpose of the study is to determine the
effectiveness of drugs and the cost of antibiotic
(ceftriaxone, cefotaxime, and ceftizoxime injection)
in RSUD Subang is pharmacoeconomic.

METHODS

METODE. Drug Criteria. The dosage of ceftriaxone
is maximally administered intravenous dose of 1g/
day in a single dose, while the dose of cefotaxime
administered 1 g injection of 1 g per 12 h, may be
increased to 12 g per day in 3-4 administrations.
ceftizoxime dose used intra-vena 0.5-2 grams per day
divided into 2-4 doses.

Patient Criteria. The inclusion criteria in this
study are: medical record data used is the data of
inpatient class I1I patients with diagnosis appendicitis
accompanied by surgery, the medical record data used
are readable and identifiable data or unreadable but
identifiable data and the medical record data used
were patient data using prophylactic antibiotics for
the diagnosis of appendicitis.

Exclusion criteria in this research are: medical
record data outside the specified period, medical record
data of patients with initial diagnosis of appendix, but
final diagnosis is not written and unreadable medical
record data.

Research Outcome. The outcome to be selected is
the Length of Stay (LOS) of appendicitis patients who
undergo surgery, due to missing data on laboratory
results.

Assessment Perspective. The assessment
perspective is important in the pharmacoeconomic
review, since the selected perspective determines the
cost components that should be included for analysis.
Perspectives to be selected by the researchers is the
perspective of BPJS for the hospital (claim hospital
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to BPJS).

Cost Component. The cost components to
be analyzed by researchers as follows: drug cost,
room cost, general practitioner general visited cost,
specialist doctor visited cost, action cost.

Pharmacoeconomic Analysis. This research
used CEA method. On this method is calcualted
Average Cost Efectiveness Ratio (ACER), statistical
analysis, application of treatment alternative in Cost
Effectivenee Plane, and ICER calculation. With ICER
it is known that the additional cost for each one unit
cost effectiveness change.

Sources of data in this study is patient data
information derived from medical records (medical
record) and financial records in surgical patients
appendectomy who underwent hospitalization in third
class RSUD Subang period January - December 2015.

Statistical hypothesis for outcome in this study is
as follows: HO: there were no significant differences in
medication using antibiotic injection against length of
hospitalization; H1: there were significant differences
in medication using antibiotic injection against length
of hospitalization.

Decision making is determined if sig > 0.05
then HO is accepted whereas if sig < 0.05 then HO
is rejected. From parametric statistic anova obtained
sig < 0.05 then HO rejected by conclusion that there
is significant difference of medication use antibiotic
injection to LOS.

Statistical hypothesis for cost in this study is as
follows: HO: There were no significant differences
in medication using antibiotic injection against cost;
H1: There is a significant difference in medication
using antibiotic injection against the length of the cost.

RESULT AND DISCUSSION

Based on the available data, patients diagnosed with
acute appendicitis accompanied by surgery is 108
patients. From 108 patients, the most patients was
BPIS class 3 patients (7.22%), therefore the patients
selected for study were BPJS class 3 patients (Table 1).
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More adult patients (60.26%) because they were
not improper diet and decreased endurance (Table 2).
While the result of patient grouping study based on
the use of drugs obtained data as follows categories
of children use ceftriaxone amounted to 6 frequency
with percentage 85.71% from patient number 7 people,
while the use of cefotaxime amounted to 1 frequency
with percentage 14.29% and ceftizoxim in child
category no (zero).

In the adolescent category the use of ceftriaxone
amounted to 7 frequency with the percentage of
29.16%, the use of cefotaxime amounted to 13
frequency with the percentage 54.17% and the use
of ceftizoxim amounted to 4 with a percentage of
16.67% of the number of patients 24 people. In the
adult category, cefotaxim was more widely used
(44.68%), because cefotaxim was first used in the
hospital (Table 3).

Table 1. Distribution of appendicitis patients based on
inclusion and exclusion criteria using ceftriaxone,
cefotaxime, and seftizoxime injection period
January - December 2015 in RSUD Subang.

. o Patient
Patient criteria  Frequency Percentage
total

Insurance 8 8 7.41

BPJS kelas 1 10 10 9.26

BPJS kelas 2 12 12 11.11

BPJS kelas 3 78 78 7.22

Total 108 100

Table 2. Distribution of appendicitis patients by age of use
injection of Ceftriaxone, Cefotaxime, and Seftizoxim period
January - December 2015 in RSUD Subang.

Age Category Ef::j:) Patient total ~ Percentage
Children 6-—11 7 8.97
Teenager 12-25 24 30.77

Adult 26 —45 47 60.26
Total 78 100

Table 3. Distribution of appendicitis patients by age and use of drugs using injection ceftriaxone, cefotaxime, and seftizoxim
period January - December 2015 in RSUD Subang.

) Ceftriaxone Cefotaxime Seftizoxim Patient
Usia Frequency Percentage Frequency Percentage Frequency Percentage Total
Children 6 85.71 1 14.29 - - 7
Teenager 7 29.16 13 54.17 4 16.67 24
Adult 13 27.66 21 44.68 13 27.66 47
Total 26 33.34 35 44.87 17 21.79 78
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From the results of the study, the average LOS from
the use of antibiotic treatment ceftriaxone injection is
for 6 days, while the LOS use of cefotaxime injection
antibiotics for 4 days and LOS of the use of antibiotic
injection seftizoksim for 3 days. This may bed due to
the longest half life of ceftriaxone in plasma (385-480
minutes) than others (60-70 minutes)® (Table 4).

Table 4. Average length of stay of inpatient patients
using Ceftriaxone injection, Cefotaxime, and Seftizoxime
the period of January-December 2015 in RSUD Subang.

Ceftriaxone Cefotaxime Seftizoxime

Length of Stay
(Days)

Ceftriaxone, cefotaxime and ceftizoxime are third
generation cephalosporin antibiotics. Ceftriaxone
and cefotaxime give an indication of Gram-positive
and Gram-negative bacteria. Ceftriaxone activity is
greater against Gram negative than against Gram
positive. Single doses of maximal dose of intravenous
administration of 1 g/day dose, while dose of
cefotaxime administered injection of 1 g per 12 hours,
may be increased to 2 g per day in 3-4 administrations.

Seftizoxim gives a strong indication of Gram
positive bacteria, and gives an indication of anaerobic
bacteria, the dose used intravena 0.5-2 grams per day
divided into 2-4 doses. Compared with ceftriaxone,
cefotaxime, and ceftizoxime, the new third-generation
cephalosporin class of drugs automatically becomes
the best ceftizoxime to supplement the previous
generation of drug deficiency, ceftriaxone and
cefotaxime.

From the research result, the average cost incurred
for appendix patient is obtained by data as following
appendix patients who use ceftriaxone medicine cost
IDR 41,778, the cost of action is IDR 3,687,300, the
cost of doctor visite is IDR 103,307, visite cost of
specialist doctor IDR 129,134 and class 3 inpatient
costs of IDR 413,230 resulting in an average total
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cost of IDR 4,374,751.

While appendicitis patients who used Cefotaxime
drug cost IDR 77,236, the cost of action IDR 3,687,300,
the cost of medical doctor visite Rp 69,943, specialist
visite IDR 87,428 and the cost of inpatient class 3 of
IDR 279,771 so the average total cost amounting to
IDR 4,201,679. And appendicitis patients who use
ceftizoxime drug cost amounted to IDR 450,046,
the cost of action amounted to IDR 3,687,300, the
cost of medical doctor visite IDR 55,000, visite cost
of specialist doctor 68,750 and the cost of inpatient
class 3 IDR 220,000 so the average total cost of IDR
4,481,096 (Table 5).

Based on Table 6, unit price of the cost component,
seftriaxone injection drug is cheaper than cefotaxime
injectable drug and ceftizoxime injectable drug.
However, the average cost outcome in Table 7, of
the most inexpensive therapeutic costs was obtained
by cefotaxime injectable drugs when compared with
seftriaxone and cftizoxime injectable drugs. This is
due to the difference in outcomes obtained from any
therapeutic drugs that affect other cost components
such as hospitalization and physician visite.

Based on research results obtained from medical
record data, all appendicitis patients using ceftriaxone,
cefotaxime, and ceftizoxime injectable antibiotics may
be discharged if the physician’s physical examination
results are not a complication such as bleeding,
infection of the surgical wound, or a pocketing pus,
and no intestinal paralytic (lazy bowel work), and
the results of lab tests on the leucocyte value of the
patient. The Kolmogorov-Smirnof Normality test
was performed on the patient’s long hospitalization
data and the patient’s average cost and the following
results were obtained.

From the test results, the data normality was
used Kolmogorov-Smirnof test (data count > 50)
with the significance level of 0.05, indicating that the
significance value of patient data using ceftriaxone,
cefotaxime, ceftizoxime for ceftriaxone injection,
p=0.117 (p > 0.05), p value of cefotaxime p=0.070 (p

Table 5. Unit cost components.

Unit cost
Drug
Drug Physician visite cost Specialist physician visite cost Action cost Room cost
Ceftriaxone 6.875 17.000 21.250 3.687.300 68.000
Cefotaxime 12.513 17.000 21.250 3.687.300 68.000
Ceftizoxime 99.361 17.000 21.250 3.687.300 68.000
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value > 0.05) and p value of ceftizoxime p=0.061 (p
> 0,05) indicate that data is normally distributed. As
shown in the table below. The Kolmogorov-Smirnof
test (data count > 50) with a 0.05 significance level
indicates that the significance value of patient data
using ceftriaxone, cefotaxime, ceftizoxime, antibiotics
for the patient’s average cost of p-ceftriaxone p=0.121
(p > 0.05), p value of cefotaxime p=0.077 (p value >
0.05) and p value of Ceftizoxime p=0.117 (p > 0,05)
indicates that the data is normally distributed. The
data obtained is normally distributed and therefore
ANOVA Parametric Statistic Test is used to test three
or more samples.

Decision making is determined if Sig > 0.05
then HO is accepted whereas if Sig < 0,05 then
HO is rejected. From ANOVA Parametric Statistic
Result obtained Sig < 005 then HO is rejected with
the conclusion that there is significant difference of
medication using antibiotic injection to cost. From
the results of ACER research, it can be seen that the
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treatment of appendicitis patients using antibiotic
injection ceftriaxone effectiveness cost of IDR
729,124, while the use of antibiotics cefotaxime
injection cost effectiveness of IDR 1,050,419 and who
use antibiotic injection seftizoksim cost effectiveness
that is equal to IDR 1,493,698.

The effectiveness of the use of injection
antibiotics was determined based on the duration of
hospitalization. The total cost of ceftriaxone is higher
(IDR 4,374,749) but less effective than cefotaxime, as
standard drug (6 days), it causes ceftriazone to occupy
in quadrant IV on cost effectiveness plane. While the
total cost of ceftizoxime is higher (IDR 4,481,096)
but more effective than cefotaxime, as standard drug
(3 days), it causes ceftizoxime to occupy in quadrant I
on cost effectiveness plane. Because it is in quadrant
1, this intervention needs to be calculated ICER. If an
intervention is in quadrant I then it can be chosen but
requires consideration of resources (Figure 1).

Table 6. Table average cost of appendicitis patients using Ceftriaxone, Cefotaxime, and Ceftizoxime injection
January - December 2015 in RSUD Subang.

Cost
components Ceftriaxone Cefotaxime Ceftizoxime
Drugs

Drug cost 41.778 77.236 450.046
(Rupiah)
Action cost 3.687.300 3.687.300 3.687.300
(Rupiah)
Physical visite costs 103.307 69.943 55.000
(Rupiah)
Spec1'a11st physical visite Cost 129.134 %7 428 68.750
(Rupiah)
Room cost class 3

. 413.230 279.771 220.000
(Rupiah)
Average total
cost 4.374.751 4.201.678 4.481.096
(Rupiah)

Table 7. Average cost effectiveness ratio with appendicitis
using Ceftriaxone, Cefotaxime and Seftizoxime in
January - December 2015 in RSUD Subang.

Injection Average total costs  Length of stay ACER
(Rp) (days) (Rp/day)

Ceftriaxone 4,374,749 6 729,124
Cefotaxime 4,201,678 4 1,050,419
Ceftizoxime 4,481,096 3 1,493,698

CEFTRIAXONE

CEFTIZOXIME

CEFOTAXIME

Figure 1. Cost effectiveness plane.
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ICER  =(Cost of Ceftizoxime - Cost of Cefotaxime)/
(Effectiveness of Seftizoxime-Effectiveness of
Cefotaxime) = (4,481,096 —4,374,749)/(3 - 4)
=IDR 106,347/day

Thus the cost to be added to switch from cefotaxime to
ceftizoxime antibiotics is IDR 106,347/day. This cost
is lower than the WHO Willingness to Pay ($ 12,000
or IDR 165,624,000, assuming the rupiah exchange
rate against the dollar is IDR 13,802).

CONCLUSION

Ceftriaxone is less effective than cefotaxime.
Ceftizoxime is more effective than cefotaxime
but need to increase cost of IDR 106,347/day. It
requires consideration of resources and should
be selected if sufficient resources are available.
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Abstrak: Kanker serviks menduduki urutan kedua dari penyakit kanker yang menyerang perempuan
di dunia dan urutan pertama untuk wanita di negara berkembang. Tumbuhan Salung (Psychotria
viridiflora Reinw. Ex. Blume) telah dimanfaatkan secara turun temurun untuk mengobati berbagai
macam penyakit. Tujuan penelitian untuk mengetahui aktivitas ekstrak dan fraksi daun salung sebagai
agen sitotoksik, antiproliferasi dan penginduksi apoptosis pada sel kanker serviks HeLa. Konsentrasi
ekstrak dan fraksi yang diujikan adalah 640; 320; 160; 80; 40 ng/mL, sedangkan cisplatin 200; 100; 50;
25 pug/mL. Hasil penelitian didapatkan nilai IC, ekstrak 380,7 pg/mL, fraksi n-heksan sebesar 229,3
pg/mL, fraksi etil asetat sebesar 116,8 ug/mL, dan fraksi metanol air sebesar 562,8 pg/mL, berdasarkan
nilai IC, | fraksi etil asetat mempunyai aktivitas sitotoksik kategori cukup aktif. Hasil doubling time
fraksi etil asetat menggandakan diri pada jam ke 58 lebih kecil dari cisplatin yang menggandakan diri
pada jam ke 64,5 dan kontrol sel pada jam ke 41. Hasil flowcytometry menunjukkan fraksi etil asetat
menginduksi apoptosis sebesar 72,82% sedangkan cisplatin sebesar 87,96%. Fraksi etil asetat dari
ekstrak daun salung berpotensi untuk dikembangkan sebagai obat antikanker.

Kata kunci: Daun Salung (Psychotria viridiflora Reinw. Ex. Blume), antiproliferasi, apoptosis.

Abstract: Cervical cancer ranks second of cancer that affects women in the world and the first order
for women in developing countries. Plant Salung (Psychotria viridiflora Reinw. Ex. Blume) have been
used for generations to treat various diseases. The purpose of the study to determine the effects of leaf
extracts and fractions Salung as cytotoxic, antiproliferation and inducer of apoptosis in HeLa cervical
cancer cells. The concentration of extracts and fractions of 640; 320; 160; 80; 40 ug/mL, while cisplatin
using a concentration of 200; 100; 50; 25 pg/mL. The results showed IC_ extract value 380.7 ug/mL.
n-hexane fraction amounted to 229.3 pg/mL. ethyl acetate fraction of 116.8 pug/mL, and methanol-
water fraction amounted to 562.8 ug/mL, so that the ethyl acetate fraction had enough categories active
cytotoxic activity based on the IC, . The ethyl acetate fraction has doubling time on the hour to 58 while
the cisplatin on the hour to 64.5 and the control cell on the hour to 41. The flow cytometry showed that
ethyl acetate fraction induced apoptosis by 72.82% while cisplatin of 87.96%. The fraction of ethyl
acetate from leaf extract has the potential to be developed as an anticancer drug.

Keywords: Leaf Salung (Psychotria viridiflora Reinw. Ex. Blume), antiproliferation, apoptosis.
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PENDAHULUAN

KANKER Serviks menduduki urutan kedua dari
penyakit kanker yang menyerang perempuan di
dunia dan urutan pertama untuk wanita di negara
berkembang. Dari data badan kesehatan dunia
diketahui terdapat 493.243 jiwa per tahun penderita
kanker serviks baru di dunia dengan angka kematian
karena kanker ini sebanyak 273.505 jiwa per tahun.
Di Indonesia, terdapat 90-100 kasus kanker serviks
per 100.000 penduduk. Kasus baru kanker serviks
ditemukan 40-45 kasus per hari®".

Pengobatan kanker serviks sering dilakukan
dengan berbagai cara, antara lain, operasi atau
pembedahan, penyinaran atau radiasi, kemoterapi
serta yang sekarang berkembang adalah imunoterapi.
Namun, terapi pembedahan tidak dapat dilakukan
khususnya pada sel kanker yang telah menyebar,
sedangkan kemoterapi dan radiasi juga memiliki
beberapa keterbatasan. Kemampuan sinar yang
biasa digunakan untuk radiasi mengalami penurunan
efektivitas seiring peningkatan ukuran tumor,
karena penambahan dosis yang diberikan melebihi
batas toksisitasnya pada jaringan dan organ normal
manusia. Penggunaan obat kimia seperti kemoterapi
mengalami kegagalan untuk menginduksi kematian
sel kanker secara terprogram’. Berdasarkan fakta-
fakta tersebut pengembangan obat antineoplastik
baru menjadi isu kunci dan pilihan strategis untuk
menggantikan pengobatan kanker lama atau sebagai
usaha meningkatkan sensitivitas modalitas terapi yang
telah ada sebelumnya. Salah satu alternatif pengobatan
antikanker yang sudah dikembangkan adalah obat
herbal®.

Penelitian antikanker telah dilakukan terhadap
bebetapa jenis familia Rubiaceae antara lain tanaman
Sarang Semut (Myrmecodia pendans), tanaman
Mengkudu (Morinda citrifolia), Gambir (Uncaria
gambir), biji Kopi (Coffea sp.). Kandungan senyawa
antikanker pada familia Rubiaceae bermacam macam
antara lain pada tanaman Sarang Semut (Myrmecodia
pendans) mengandung senyawa flavonoid, tanin dan
tokoferol®. Tanaman Mengkudu (Morinda citrifolia)
mengandung flavonoid, skopoletin, antrakuinon,
dan alkaloid®. Tanaman Gambir (Uncaria gambir)
mengandung senyawa flavonoid, dan sejumlah
alkaloid (tanin, turunan dihidro dan oksonya),
katekin serta zat penyamak®. Biji Kopi (Coffea
sp.) mengandung senyawa fenolik, flavonoid dan
alkaloid®.

Penapisan aktivitas senyawa aktif antikanker
dapat dilakukan dengan cara kemotaksonomi, yaitu
didasarkan pada kemiripan kandungan kimia pada
familia atau genus tumbuhan yang sama. Tumbuhan
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Salung telah dimanfaatkan secara turun temurun untuk
mengobati berbagai macam penyakit”. Tumbuhan
Salung juga termasuk familia rubiaceae diduga
mengandung unsur senyawa yang sama sehingga perlu
dilakukan penelitian untuk mengetahui efek ekstrak
dan fraksi daun Salung (Psychotria viridiflora Reinw.
Ex. Blume) sebagai sitotoksik, antiproliferasi dan
penginduksi apoptosis pada sel kanker serviks HeLa.

BAHAN DAN METODE

BAHAN. Simplisia daun Salung (Psychotria
viridiflora Reinw. Ex. Blume) diambil di desa
Tebedak kecamatan Payaraman, Kabupaten Ogan
Ilir, Sumatera Selatan, pelarut n-heksan, etil asetat
dan metanol, cisplatin, sel HeLa dari laboratorium
parasitologi UGM, FBS (Fetal Bouvin Serum) 10%,
penisilin-streptomisin 1%, fungizone 0,5%, tripsin-
EDTA (Ethylenediaminetetraacetic acid) 0,25%,
3-(4,5-dimetilthiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium
bromida (MTT), SDS (Sodium Dodecy! Sulphate)
10% dalam 0,01 N HCI, stok sampel (10 mg) dalam
eppendorf, pelarut DMSO, Media Kultur (MK),
Phosphat Buffer Saline (PBS), tripsin-EDTA 0,25%,
RNase, Propidium iodide.

Alat. Blender, rotary evaporator, gelas ukur, labu
pisah 1000 mL, penangas air, cawan petri, timbangan
analitik, plat silica, mikropipet 10, 20, 200 dan 1000
pL, botol duran 100 mL, conical tube, pipet pasteur
steril atau mikropipet 1000 pL, tabung reaksi kecil, rak
tabung kecil, 96-well plate, 6-well plate, conical tube,
dan ELISA reader dengan panjang gelombang 595
nm dan 550 nm, votex, tabung sentrifus 1,5 mL, rak
tabung kecil, sentrifugator, inkubator CO,, penangas
air (37 °C) dan FACS-Calibur, Triton-X, buangan
untuk media bekas dan PBS.

METODE. Penelitian menggunakan beberapa
metode, ekstraksi dengan metode maserasi, simplisia
daun Salung direndam dengan pelarut methanol
selama 2 x 24 jam kemudian disaring, diulangi sampai
3 kali, ekstrak cair yang diperoleh diuapkan dengan
rotapavor sampai didapatkan ekstrak kental. Fraksinasi
dengan metode Fraksinasi Cair-Cair (FCC), Fraksinasi
dilakukan dengan cara: ekstrak kental di larutkan
dalam metanol air dengan perbandingan 3:7 (450 mL
ekstrak: 1050 mL etanol air) sehingga didapatkan
sebanyak 1500 mL fraksi metanol air, selanjutnya
dimasukkan dalam labu pisah, ditambahkan 4 x 250
mL n-heksan, di kocok secara perlahan-lahan setelah
itu didiamkan kemudian terjadi pemisahan antara
n-heksan dan metanol air dengan menggunakan
corong pisah, kemudian diulangi beberapa kali
sampai larutan berwarna bening. Setelah didapatkan
fraksi n-heksan, dilanjutkan dengan fraksinasi etil
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asetat dengan proses yang sama seperti fraksinasi
n-heksana untuk mendapatkan fraksi etil asetat cair
sisanya merupakan fraksi methanol air. Selanjutnya
fraksi n-heksan cair, fraksi etil asetat cair, dan fraksi
metanol air diuapkan dengan alat rotary evaporatory
sampai berbentuk pasta.

Preparasi dan Panen Sel. Sel diambil dari tangki
nitrogen cair, kemudian dicairkan dalam penangas
air 37 °C. Setelah itu disemprotkan dengan etanol
70%, sel dalam cryotube dimasukkan ke dalam LAF
dan dipindahkan dengan menggunakan mikropipet
ke dalam tabung conikel yang berisi suspensi sel,
disentrifuge pada 600 rpm selama 5 menit, lalu
supernatan dibuang. Selanjutnya ditambahkan
media yang baru kedalam konikel yang berisi pelet
dan disuspensikan hingga homogen. Suspensi
sel ditumbuhkan dalam tissue culture dish yang
diinkubasi dalam inkubator CO, 5% dengan suhu
37 °C. Kondisi sel selanjutnya diamati dibawah
mikroskop kemudian diinkubasi pada inkubator
CO, 5%. Setelah 24 jam dilakukan penggantian
media kultur. Sel ditumbuhkan sampai konfulen dan
jumlahnya cukup untuk perlakuan. Setelah konfulen
dilakukan panen sel dengan cara membuang media
kultur lalu dicuci dengan PBS 2x untuk melepas sel
dari dasar culture dish ditambahkan tripsin-EDTA
0,25% kemudian diinkubasi selama 3 menit dalam
inkubator CO,, Tripsin-EDTA diinaktivasi dengan
menambahkan media kultur kemudian suspensi sel
diresuspensi lalu suspensi dipindahkan pada conical
tube. Jumlah sel dihitung dengan menggunakan
hemocytometer dan cell counter.

Pembuatan Larutan Stok Uji Ekstrak dan
Fraksi. Sebelum dilakukan uji sitotoksik, terlebih
dahulu dibuat larutan stok sampel dengan cara
mencampur ekstrak etanol, fraksi etil asetat, fraksi
n-heksan dan fraksi etanol air dari daun Salung
(Psychotria viridiflora Reinw. Ex. Blume) dengan
media DMEM (Dulbecco s Modification of Eagle
Medium). Larutan stok dibuat dengan cara menimbang
ekstrak etanol, fraksi etil asetat, fraksi n-heksan
dan fraksi metanol air dari daun Salung kemudian
ditambah DMSO sebanyak 30 pL dan ditambahkan
dengan media DMEM hingga 1000 pL, sehingga
diperoleh konsentrasi tertentu. Dari konsentrasi
larutan stok tersebut kemudian dibuat seri konsentrasi
larutan uji, preparasi dilakukan dalam Laminar Air
Flow Cabinet secara aseptis®.

Uji Sitotoksisitas. Dari larutan stok sampel
dibuat larutan uji dengan konsentrasi 320; 160; 80;
40 pL/mL untuk ekstrak etanol dan fraksi etil asetat,
etanol air, serta n-heksan. Cisplatin diencerkan
dengan DMEM dengan konsentrasi 200, 100, 50,
25 pL/mL. Selanjutnya sel diberi perlakuan ekstrak
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dan fraksi, setelah itu diinkubasi dalam inkubator
CO, selama 24 jam, kemudian tiap sumuran diberi
larutan MTT sejumlah 10 pL, empat jam kemudian
dilanjutkan dengan pemberian reagen penghenti reaksi
(SDS 10% dalam HCL 0,01 N). Kemudian plate
dibungkus dengan kertas atau alumunium foil dan
inkubasikan ditempat gelap pada temperatur kamar
selama semalam. Setelah 24 jam plate dimasukkan
ke dalam ELISA reader. Dibaca absorbansi masing-
masing sumuran dengan panjang gelombang 550
nm. Pengukuran dilakukan pada panjang gelombang
550 nm, yaitu panjang gelombang optimum agar
diperoleh pengukuran yang peka dan spesifik®. Data
dari uji sitotoksisitas digunakan untuk menghitung
kadar yang menyebabkan hambatan proliferasi sel
50% (IC, ) dengan analisa probit. Persentase sel hidup
setelah perlakuan pada masing-masing kadar dihitung
dengan rumus:

I hidup pada kontrol - Y. sel hidup pad: |
(Ysel hidup pada kontrol - Y sel hidup pa 133111[36))(100%

0 [ =
Yo kematian sel Ysel hidup pada kontrol

Setelah didapatkan persen kematian sel pada
masing-masing konsentrasi bahan uji, maka
langkah selanjutnya adalah menentukan nilai IC,
dengan menggunakan metode regresi linear untuk
mendapatkan linearitas antara kadar konsentrasi
dengan persen kematian sel. IC, adalah konsentrasi
yang menyebabkan kematian 50% populasi sel,
sehingga dapat diketahui potensi sitotoksisitasnya.
Uji sitotoksik ini digunakan untuk menentukan nilai
IC, . Nilai IC,; menunjukkan nilai kadar konsentrasi
yang menghasilkan hambatan proliferasi sel 50%
dan menunjukkan potensi ketoksikan suatu senyawa
terhadap sel. Nilai ini merupakan patokan untuk
melakukan uji pengamatan kinetika sel. Nilai IC,
menunjukkan potensi suatu senyawa sebagai bahan
toksik, semakin besar harga IC, maka senyawa
tersebut semakin tidak toksik'?.

Uji Antiproliferasi. Dilakukan dengan
menentukan doubling time sel pada waktu inkubasi.
Perhitungan dilakukan dengan cara: Konsentrasi
Fraksi etilasetat yang diujikan }2 IC, yaitu sebesar
58,4 pug/mL dan cisplatin sebesar 23,6 pg/mL. Sel
yang digunakan sejumlah 5 x 103 sel/sumuran didalam
96 plate well. Setelah diberikan perlakuan maka sel di
inkubasi dalam inkubator CO, 5% dengan suhu 37 °C
pada 0 jam, 24 jam, 48 jam, dan 72 jam. Selanjutnya
diukur absorbansinya dengan alat ELISA reader pada
panjang gelombang 595 nm. Dari hasil yang didapat
maka dibuat grafik antara log jumlah sel hidup dan
lama waktu inkubasi kemudian ditentukan perbedaan
waktu untuk mencapai jumlah 2 kali sel awal
(mengetahui doubling time). Dari persamaan yang
diperoleh maka dapat ditentukan nilai doubling time.
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Uji Apoptosis. Sel HeLa dipanen sel sebanyak 5 x
10° sel/sumuran di tanam dalam 6 plate well masing-
masing sebanyak 2000 uL Media Kultur (MK),
kemudian di inkubasi hingga sel HeLa siap untuk diberi
perlakuan. Sel diberi dosis perlakuan fraksi etil asetat
116,8 pg/mL, dan cisplatin 47,2 pg/mL. Kemudian
sel di inkubasi selama 24 jam pada inkubator CO,
5% dengan suhu 37 °C. Setelah di inkubasi, media sel
dimasukkan kedalam conical dan selanjutnya dipanen
dengan penambahan tripsin-EDTA 0,25% sebanyak
150 pg/sumuran. Media kultur ditambahkan sebanyak
2000 pg/mL kemudian diresuspensi agar menjadi sel
tunggal. Sel disentrifuge dengan kecepatan 200 rpm
selama 5 menit dan supernatant dibuang, ditambahkan
PBS sebanyak 100 pg dan dipindahkan ke dalam
cyrotube lalu di sentrifuge kembali dengan kecepatan
600 rpm selama 3 menit. Kemudian supernatant
dibuang dan ditambahkan dengan reagen annexin
V dan Pl (Propidium lodida) lalu dibaca dengan
menggunakan flocytometry. Pengamatan induksi
apotosis dilakukan untuk mengetahui penyebab
kematian sel baik apoptosis maupun nekrosis. Jika
annexin V+ berarti ada apoptosis sedangkan kalau
PI- berarti ada nekrosis. Analisis apoptosis diperoleh
dari hasil pembacaan hasil flowcytometry yang di
analisis menggunakan Microsoft exel. Kuadran
R1 menunjukkan sel yang hidup, R2 menunjukkan
early apoptosis, R3 menunjukkan /ate apoptosis, R4
menunjukkan nekrosis. Selain dari kuadran R1-R4
pembacaan apoptosis juga bisa dilakukan berdasarkan
pewarnaan. Pada hasil flowcytometry didapatkan
empat macam warna yang berbeda yaitu hijau (Anexin
V- atau PI-) menunjukkan sel hidup, kuning (annexin
V+ atau PI-) menunjukkan sel yang mengalami
apoptosis awal, merah muda (annexin V+ atau PI+)
menunjukkan sel yang mengalami apoptosis akhir,
dan merah (annexin V- atau PI+) menunjukkan sel
yang nekrosis"®, hasil pembacaan flowcytometry dapat
dilihat pada Gambar 1.
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Gambar 1. Hasil analisis dengan flowcytometry.
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Keterangan:

(1) kontrol sel; (2) fraksi etil asetat; dan (3) cisplatin.
Hijau (LL): Sel hidup; Merah muda (UR): Apoptosis
akhir; Kuning (LR) : Apoptosis awal; dan Merah (UL):
Nekrosis.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Ekstraksi dan Fraksinasi. Hasil ekstraksi diperoleh
ekstrak 45,7 g (18,28%) dari 250 g simplisia daun
Salung. Ekstrak daun Salung sebanyak 31,8 g
difraksinasi dengan metode FCC (Fraksi Cair-Cair)
dengan pelarut n-heksan, etil asetat dan metanol air
secara kesinambungan dengan sifat kepolaran pelarut
yang berbeda-beda. Berat fraksi yang diperoleh dapat
dilihat pada Tabel 1.

Tabel 1. Hasil Fraksinasi daun salung
(Psychotria viridiflora Reinw. Ex. Blume)

Persentase
Pelarut Berat (gram) (%)
Fraksi n-heksan 4,7 14,8
Fraksi etil asetat 8,4 26,4
Fraksi metanol air 18,7 58,8
Total 31,8 100

Pada Tabel 1, dapat dilihat hasil fraksinasi ekstrak
daun salung yang memiliki berat paling besar adalah
fraksi metanol air 58,8% dibandingkan dengan fraksi
n-heksan dan etil asetat. Tingginya kadar fraksi
metanol air menunjukkan banyaknya senyawa non
polar dalam ekstrak daun salung. Berat fraksi yang
didapatkan berbeda-beda tergantung dari pelarut
yang digunakan, namun besar kecilnya kemampuan
sitotoksik suatu fraksi tidak dipengaruhi oleh berat
fraksi, kemudian ekstrak dan ketiga macam fraksi
yang diperoleh di uji aktivitas antikankernya terhadap
sel HeLa dengan metode MTT assay.

Uji Sitotoksik. Uji sitotoksik digunakan untuk
memprediksi keberadaan obat sitotoksik dari bahan
alam yang berpotensi sebagai antikanker. Hasil
pembacaan ELISA reader menghasilkan nilai
absorbansi dari enam ulangan pada masing-masing
konsentrasi dan nilai rata-rata persentase kematian
sel HeLa setelah diberi perlakuan. Hasil uji sitotoksik
dari ekstrak dan fraksi daun salung dapat dilihat pada
Tabel 2.

Dari Tabel 2, diketahui bahwa ekstrak dan fraksi
daun salung mempunyai aktivitas antikanker terhadap
sel HeLa. Nilai IC, terbesar diberikan oleh fraksi
metanol-air yaitu 562,8 pg/mL, hal ini menunjukkan
bahwa fraksi metanol air mempunyai aktifitas
sitotoksik yang paling lemah, sedangkan nilai IC,
terendah terdapat pada fraksi etil asetat dengan nilai
IC,; 116,8 ng/mL sehingga dapat disimpulkan bahwa
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fraksi etil asetat paling aktif dibandingkan dengan
fraksi n-heksan dan fraksi metanol air. Fraksi etil asetat
tergolong kedalam bahan antikanker cukup aktif.
Berdasarkan klasifikasi aktivitas sitotoksik ekstrak
terhadap sel kanker dapat digolongkan kategori sangat
aktif jika nilai IC, < 10 pg/mL, kategori aktifjika nilai
IC,, 10-100 pg/mL, dan kategori cukup aktif jika nilai
IC,, 100-500 pg/mL"Y.

Pada kelompok kontrol positif (cisplatin) nilai
IC,, yang dihasilkan sangat rendah yaitu 47,2 ug/
mL sehingga jauh lebih toksik dari ekstrak dan fraksi
daun Salung, cisplatin merupakan obat sitotoksik
dengan efektifitas tinggi dan digunakan secara luas
namun efek samping penggunaannya juga tinggi.
Efek samping cisplatin adalah nefrotoksisitas dimana
persentase kejadian sebesar 20-30%?. Berbagai efek
samping yang mungkin terjadi pada penggunaan
cisplatin adalah ototoksisitas, gastrotoksisitas, supresi
sumsum tulang reaksi alergi dan nefrotoksisitas'?.
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Fraksi etilasetat dari daun salung dengan nilai IC,
116,8 ng/mL lebih aktif dibandingkan dengan ekstrak
etanol buah Mengkudu yang memiliki potensi sebagai
agent kemopreventif melalui mekanisme sitotoksik
terhadap sel kanker serviks HelLa dengan nilai IC,
yaitu 4.094 ug/mL"%, dan fraksi etil asetat dari
tanaman Sarang Semut memiliki nilai LC, sebesar
938,003 pg/mL". Berdasarkan nilai IC, yang di
dapat pada penelitian ini diketahui bahwa pada fraksi
etil asetat nilai IC sebesar 116,8 pg/mL lebih kecil
dari fraksi yang lain dan ekstrak sehingga fraksi etil
asetat merupakan fraksi aktif yang dilanjutkan pada
uji antiproliferasi dan apoptosis.

Uji Antiproliferasi. Cell cycle progression
merupakan parameter utama dalam mengukur sifat
proliferative suatu sel kanker, penghambatan cel/
cycle progression dilakukan dengan uji doubling
time menggunakan metode MTT. Konsentrasi
larutan uji yang digunakan adalah dibawah nilai IC,

Tabel 2. Hasil rata-rata absorbansi, persen kematian sel HeL.a dan nilai IC, .

Konsentrasi bahan uji (ug/mL)

Rata-rata absorbansi

(%) Kematian sel HeLa Nilai ICso (ug/m

Ekstrak etanol 640 0,316 60,721 380,7
320 0,411 48,912
160 0,436 45,805
80 0,512 36,358
40 0,572 28,899
Fraksi n-heksan 640 0,267 66,812 2293
320 0,321 60,099
160 0,440 45308
80 0,468 41,827
40 0,477 40,709
Fraksi etil asetat 640 0,238 70,416 116,8
320 0,329 59,105
160 0,354 55,997
80 0,421 47,669
40 0,449 44,189
Fraksi methanol air 640 0,386 52,019 562,8
320 0,465 42,200
160 0,534 33,623
80 0,561 30,267
40 0,640 20,447
Cisplatin 200 0,226 71,908 47,2
100 0,319 60,316
50 0,378 53,014
25 0,457 43,132
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yang diperoleh pada uji sitotoksisitas agar sel dapat
diamati pertumbuhan serta morfologinya supaya sel
tidak terlalu banyak yang mati. Apabila digunakan
kosentrasi diatas IC,  dikhawatirkan sel terlalu
banyak yang mati sebelum 72 jam inkubasi sehingga
pengamatan kinetika proliferasi tidak dapat dilakukan.
Pada penelitian ini hanya menguji fraksi aktif etil
asetat dengan konsentrasi 72 I1C, yaitu sebesar 58,4
pg/mL dan cisplatin sebesar 23,6 pg/mL.

Tabel 3 dan 4 menunjukkan fraksi etil asetat
memiliki doubling time 58 jam yang artinya pada jam
ke 58 sel akan membelah diri menjadi dua, sedangkan
pada kontrol sel membelah menjadi duapada 41
jam. Dari nilai doubling time dapat diketahui
penghambatan bahan uji terhadap kecepatan sel untuk
berproliferasi dengan membandingkan nilai doubling
time control dengan nilai doubling time sampel. Ini
berarti fraksi etil asetat mengandung senyawa yang
dapat menyebabkan terjadinya cell cycle arrest
sehingga menyebabkan kemampuan proliferasi sel
menurun, dimana besarnya kemampuan antiproliferasi
tergantung kadar konsentrasi fraksi aktif yang
diberikan. Berdasarkan hal tersebut dapat disimpulkan
semakin tinggi kadar konsentrasi fraksi aktif etil asetat
semakin tinggi pula terjadinya antiproliferasi pada
pertumbuhan sel HeLLa melalui mekanisme penundaan
waktu penggandaan. Kemampuan ini diduga karena
adanya kandungan alkaloid dan flavonoid dalam daun
salung.

Senyawa alkaloid dapat menghambat proliferasi
melalui inhibisi proses oksidatif yang dapat
menyebabkan inisiasi kanker. Mekanisme ini
diperantarai penurunan enzim Xanthin Oksidase
Siklooksigenase (COX) dan Lipooksigenase (LOX)
yang diperlukan dalam proses prooksidasi sehingga
menunda siklus sel'®. Senyawa alkaloid juga mampu
mengikat tubulin (protein penyusun mikrotubulus)
sehingga dapat menghambat polimerase protein
sehingga mengganggu proliferasi sel!”.

Flavonoid memiliki aktivitas antioksidan yang
lebih kuat melawan perioxyl radical dibandingkan
dengan vitamin C dan E. Zat flavonoid dapat
menurunkan resiko terjadinya kanker paru. Flavonoid
dapat menstimulasi aktivitas enzim sehingga
menginduksi apoptosis, menghambat siklus sel,
mengatur fungsi dari imun tubuh dan menghambat
inflamasi, antiproliferasi dan angiogenesis sel
kanker'"®. Mekanisme kerja flavonoid dalam mencegah
bahkan mengobati kanker yang telah terungkap adalah
inaktivasi karsinogen, antiproliferasi, penghambatan
siklus sel, induksi apoptosis, diferensiasi, dan inhibisi
angiogenesis!"?.

Uji Aktivitas Apoptosis. Hasil uji apoptosis
dengan flowcytometry dapat dilihat pada Gambar
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1. Empat warna yang terbentuk disebabkan oleh sel
yang memancarkan epi-fluoresensi oleh ikatan anexin
V atau PI lalu ditangkap oleh sinar UV. Data hasil
pengukuran flowcytometry dapat dilihat pada Tabel
5 dan Gambar 1. Pada Tabel 5 tersebut menunjukkan
bahwa fraksi daun salung memiliki aktivitas apoptosis
yang cukup baik, hal ini terlihat bahwa persentase
apotosis pada fraksi etil asetat sebesar 72,82%
sedangkan pada cisplatin menunjukkan persentase
apoptosis sebesar 87,96%. Ini berarti fraksi etil asetat
daun salung memiliki efektivitas untuk meningkatkan
apoptosis terhadap sel HeLa. Potensi fraksi etil asetat
daun salung dalam memacu apotosis kemungkinan
disebabkan oleh senyawa aktif yang terkandung dalam
fraksi yaitu senyawa alkaloid dan flavonoid.

Pengendalian siklus sel dilakukan agar siklus
sel berjalan normal. Cyclin dependent kinase (Cdk)
bersama dengan siklin adalah pengendali utama
siklus sel, yang menyebabkan pergerakan dari fase
G1 ke fase S atau dari fase G2 ke fase M. Maturation
Promotion Factor (MPF) bersama Cdk dan siklin
menjadi pencetus progresivitas siklus sel. Protein
p53 berfungsi menghambat siklus sel bila terjadi
kerusakan DNA, dan bila kerusakan cukup berat dapat
menyebabkan apoptosis®”. Sedangkan protein p27
adalah protein yang mengikat siklin dan Cdk, sehingga
terjadi hambatan menuju fase S21. Selanjutnya
fraksinasi daun mengkudu menunjukkan adanya
kenaikkan persen kematian sel alami (apoptosis)
seiring dengan kenaikkan kadar protein terhadap sel
kanker serviks HeLa dengan nilai IC,, yang rendah
yaitu 6,9 ng/mL@Y.

Beberapa penelitian antikanker pada familia
rubiaceae yang telah dilaporkan seperti tanaman
Sarang Semut (Myrmecodia pendans Merr &
Perry) mengandung flavonoid dan tanin yang
memiliki aktivitas antiproliferasi dan antikanker®.
Tanaman Mengkudu (Morinda citrifolia) mengandung
flavonoid, skopoletin, antrakuinon, dan alkaloid
memiliki efek terapi yang luas termasuk aktivitas
antikanker, dalam praktik klinis dan percobaan pada
hewan model di laboratorium®. Gambir (Uncaria
gambir) mengandung senyawa flavonoid dan sejumlah
alkaloid (tanin, turunan dihidro-dan oksonya), katekin
serta zat penyamak yang bersifat antiproliferasi dan
menginduksi apoptosis®. Senyawa fenolik, flavanoid,
dan alkanoid dari biji Kopi (Coffea sp.) bersifat
antiproliferasi dan menginduksi apoptosis®.

Belum ada publikasi yang melaporkan mengenai
aktivitas antikanker dari ekstrak dan fraksi daun
Salung (Psychotria viridiflora) namun berdasarkan
penelitian sebelumnya pada tumbuhan sefamilia
rubiaccae yaitu daun Mengkudu menunjukkan adanya
kenaikkan persen kematian sel alami (apoptosis)
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seiring dengan kenaikkan kadar protein terhadap sel
kanker serviks HeLa dengan nilai IC, yang rendah
yaitu 6,9 pg/mL®? dan ekstrak etanol buah mengkudu
memiliki potensi sebagai agen kemopreventif melalui
mekanisme sitotoksik terhadap sel kanker serviks
HeLa dengan nilai IC, yaitu 4.094 pg/mL"?, fraksi
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etil asetat dari tanaman sarang semut memiliki nilai
LC,, sebesar 938,003 pg/mL menunjukkan bahwa
fraksi ini mempunyai aktivitas sitotoksik terhadap
sel kanker.

Tabel 3. Hasil rata-rata absorbansi, hasil viabilitas sel dan log jumlah sel hidup.

Konsentrasi bahan uji (ug/mL) Waktu inkubasi ~ Rata-rata absorbansi Viabé}yizz)is sel JumLabh sel Log sel
0jam 0,222 95,58 4779 3,679
Fraksi Etil Asetat 24 jam 0,543 88,96 8788 3,943
58,4 pg/mL 48 jam 0,607 78,04 9822 3,992
72 jam 0,665 65,99 10484 4,020
0jam 0,318 93,98 4699 3,672
Cisplatin 24 jam 0,473 75,55 7463 3,872
23,6pg/mL 48 jam 0,566 71,85 9042 3,956
72 jam 0,639 62,99 10009 4,001
0jam 0,273 100 5000 3,698
24 jam 0,302 100 9878 3,994
Kontrol Sel 48 jam 0,341 100 12585 4,099
72 jam 0,426 100 15888 4,201
Tabel 4. Hasil doubling time dari persamaan regresi linear.
Bahan uji Konsentrasi (pg/mL) Iﬁfﬁgi‘i}; zgzrrrlizvl?k st::ll Y Doul()jl;nmg) time
Kontrol sel y=0,006X + 3,756 4 41
Fraksi etil asetat 58,4 y=0,004X + 3,748 3,98 58
Cisplatin 23,6 y=10,004X + 3,715 3,973 64,5
Tabel 5. Hasil flowcytometry fraksi aktif daun salung.

Bahan uji Sel hidup Sel apoptosis Sel apoptosis Total apoptosis Sel nekrosis

(%) awal (%) akhir (%) (%) (%)

Kontrol sel 96,38 1,09 0,68 1,77 1,85

Fraksi etil asetat 0,98 0,06 72,76 72,82 26,20

Cisplatin 0,90 0,07 87,89 87,96 11,14

SIMPULAN sebesar 562,8 pg/mL, fraksi etil asetat mempunyai

Dari penelitian efek ekstrak dan fraksi daun
Salung (Psychotria viridiflora Reinw. Ex.
Blume) sebagai sitotoksik, antiproliferasi dan
penginduksi apoptosis pada sel kanker serviks
HeLa dapat diambil kesimpulan sebagai berikut:

Ekstrak daun Salung memiliki nilai IC, 380,7 ug/
mL, faksi n-heksan sebesar 229.3 ng/mL, fraksi etil
asetat sebesar 116,8 pg/mL, dan fraksi metanol air

aktivitas sitotoksik dengan kategori cukup aktif.

Fraksi aktif etil asetat dari ekstrak daun Salung
memiliki aktivitas antiproliferasi pada jam ke
58 lebih kecil dari cisplatin pada jam ke 64,5.

Fraksi aktif etil asetat daun Salung memiliki
kemampuan menginduksi apoptosis sebesar
72,82% sedangkan cisplatin sebesar 87,96%.
4.Fraksi etil asetat dari ekstrak daun salung
berpotensi untuk dikembang sebagai obat antikanker.
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Abstrak: Protein dan peptida tertentu bahan pangan dapat mencegah penyakit hipertensi melalui
penghambatan aktivitas Angiotensin Converting Enzyme (ACE) atau sebagai ACE inhibitor. Susu kerbau
fermentasi atau dadih berpotensi dikembangkan menjadi pangan fungsional sebagai antihipertensi.
Penelitian ini bertujuan menentukan waktu fermentasi yang optimum berdasarkan karakteristik fisik
dan kualitas kimia yaitu keasaman, kadar protein, derajat hidrolisis dan aktivitas ACE inhibitor. Susu
kerbau difermentasi secara spontan selama 0, 1, 2, 3, dan 4 hari, nol hari sebagai kontrol. Protein
dadih diekstrak dengan etanol dan difraksinasi menggunakan membran ultrafiltrasi dengan bantuan
sentrifugasi dan hasil fraksinasi diuji sebagai ACE inhibitor. Fraksi protein dengan aktivitas inhibitor
ACE tertinggi dianalisa komposisi asam amino dengan menggunakan ultra performance liquid
chromatography. Hasil yang didapatkan adalah waktu fermentasi terbaik adalah 1 hari dengan kadar
protein terlarut adalah 912,73 ppm dan aktivitas inhibitor ACE sebesar 87,52% dan derajat hidrolisis
23,38%. Hasil fraksinasi berdasarkan bobot molekul didapatkan nilai ACE inhibitor tertinggi pada
fraksi dibawah 3 kDa dengan kemampuan ACE inhibitor sebesar 99,3%. Komposisi asam amino yang
didapatkan adalah treonin 0,0249%, prolin 0,039%, alanin 0,045%, fenil alanin kecil dari 0,012% dan
asam glutamat 0,158%. Secara umum disimpulkan bahwa dadih mampu menghambat aktivitas ACE
dan berpotensi dikembangkan menjadi pangan fungsional.

Kata kunci: Dadih, fermentasi, ACE inhibitor, ultrafiltrasi.

Abstract: Specific food protein and peptides could prevent hypertension pass through mechanism of
inhibition of enzyme activity of angiotensin converting enzyme (ACE) or ACE inhibition. Fermented
buffalo milk or dadih has the potential to be developed into antihypertensive food. The purpose of
this study was to investigate optimum fermentation time based on characteristics, measure the acidity
of dadih, protein extraction, degree of hydrolysis, dissolved protein level and the activity of ACE
inhibition. Protein extract was fractionated using ultrafiltration membrane assisted with centrifuge and
then do the activity of ACE inhibition as ACE inhibitor. Buffalo milk was fermented for 0, 1, 2, 3 and 4
days, zero day as a control. Protein of dadih was extracted using alcohol solution then was fractionated.
The fraction that has the highest the activity was analyzed their amino acid composition using ultra
performance liquid chromatograph. The result are the best fermentation time during one day, dissolved
protein levels was 912.73 ppm, and the highest ACE inhibitor activity was 87.52% and the degree
of hydrolysis was 23.38%. Fractionation results based on molecular weight was below 3 kDa, this
molecule have the highest ACE inhibitor activity was 99.3%.The amino acid composition that we got
was threonine (0.0249%,) proline (0.039%), alanine (0.045%), phenyl alanine smaller than 0.012%
and glutamic acid 0.158% respectively. We conclude that dadih can inhibit ACE activity and it has the
potential to be developed into functional food.

Keywords: Dadih, fermentation, ACE inhibitor, ultrafiltration.

*Penulis korespondensi: Hp :081380142169
Email: sri.yadial@uinjkt.ac.id
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PENDAHULUAN

HIPERTENSI atau tekanan darah tinggi, termasuk
penyakit kardiovaskuler yang banyak menelan
korban yaitu sekitar 12,8% dari kematian seluruh
dunia®V. Prevalensi hipertensi Nasional berdasarkan
Riskesdas 2013 didapatkan sebesar 25,8%, dimana
penderita tertinggi ditemukan pada Kepulauan Bangka
Belitung (30,9%), sedangkan terendah di Papua
sebesar (16,8%)?. Obesitas, jenis kelamin, riwayat
merokok merupakan faktor yang meningkatkan kasus
hipertensi®.

Penatalaksanaan hipertensi dapat dilakukan
dengan menggunakan obat-obatan ataupun dengan
cara modifikasi gaya hidup®. Pengobatan hipertensi
dengan obat sintetik seperti hidroklorotiazid, kaptoril
dan amlodipin merupakan langkah yang efektif,
namun obat tersebut mempunyai efek samping seperti
sakit kepala, edema pada pergelangan kaki, mual dan
peningkatan air seni®. Pangan fungsional merupakan
salah satu alternatif yang aman untuk menjaga tekanan
darah tidak naik. Pangan fungsuional antihipertensi
banyak dikembangkan dari bahan pangan berbasis
susu fermentasi® dan kacang-kacangan®®.

Penduduk Jepang memiliki usia terpanjang di
dunia karena mereka menjaga diet seimbang. Sebagian
besar penduduk Bulgaria berumur panjang karena
kebiasaan mereka konsumsi yogurt sebagai pangan
fungsional”. Klaim suatu pangan mempunyai sifat
fungsional harus dibuktikan secara ilmiah baik
secara in vitro dan in vivo®. Dadih atau susu kerbau
fermentasi dapat dikembangkan menjadi pangan
fungsional antihipertensi, namun harus dibuktikan
dengan penelitian secara in vitro dan in vivo. Dadih
merupakan kearifan lokal khas dari Sumatra Barat
dan Riau.

Penelitian terdahulu menyebutkan bahwa
dadih bebas lemak secara in-vitro terbukti bersifat
sebagai antioksidan yaitu dapat menangkal radikal
1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) dengan
konsentrasi 44,86 ppm. Bakteri yang terlibat pada
fermentasi susu kerbau adalah bakteri asam laktat
(BAL) indigenus, dari strain Lactobacillus plantarum
IS-10506 yang berasal dari tabung bambu dan daun
pisang sebagai penutup dadih. L. plantarum dapat
mengasimilasi kolesterol dan mendekonyugasi garam
empedu, yaitu lebih besar dibandingkan BAL dari
yoghurt. L plantarum 1S-10506 juga menunjukkan
kemampuan menekan pertumbuhan bakteri patogen
dengan signifikan sehingga BAL dadih berpotensi
dimanfatkan sebagai probiotik. Sebanyak 36 strain
BAL ditemukan pada dadih berasal dari genus
Lactobacillus, Streptococcus, Leuconostoc, dan
Lactococcus"112),
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Sepuluh strain BAL dadih bersifat asam dan
toleran terhadap asam empedu secara in-vitro sehingga
strain ini berpotensi sebagai antimutagenik dan
hipokolesteroemik'¥, Penelitian terkait protein dan
peptida bioaktif dari bahan pangan fermentasi seperti
susu telah banyak dilakukan, dimana sifat fungsional
susu ditemukan pada protein kasein dan whey!'+19,
Penelitian yang terkait dengan karakter protein
atau peptida serta potensi dadih sebagai minuman
fungsional antihipertensi belum ada yang melaporkan.

Sifat bioaktif peptida dari susu sebagai
antihipertensi diperankan oleh protein kasein yang
mempunyai aktivitas penghambatan Angiotensin
Converting Enzyme (ACE). Sekuen asam amino
sebagai agent antihipertensi adalah Phe-Pro-Glu-Val-,
Phe-Glu-Lys-, Asn-Leu-His-Leu-Pro-, Leu-Pro-Leu-
Leu, Leu-Asn-Val-Pro-Gly dan glu- Ile-Val-glu'®.
Peptida antihipertensi bertindak sebagai inhibitor
ACE, yaitu enzim sistem renin-angiotensin. ACE
mengubah angiotensin I menjadi angiotensin II,
penghambatan ACE mempunyai efek antihipertensi
melalui penurunan angiotensin Il dan peningkatan
bradikinin?.

Inhibitor ACE sintetik seperti Captopril® dan
Lisinopril® dapat meningkatkan bradikinin dan
mereduksi angiotensin II, namun penggunaan obat
antihipertensi sintetik yang dikonsumsi secara rutin
dalam jangka waktu lama memberikan efek samping
seperti buang air kecil terlalu sering, tubuh terasa
lemas dan ingin pingsan, serta denyut jantung yang
abnormal®. Sebanyak 36% pasien mengeluhkan
efek samping katopril dan sebanyak 45% untuk obat
amlodipin?.

Bakteri asam laktat memiliki sistem proteolitik
yang menghidrolisis protein susu menghasilkan
peptida aktif sebagai ACE inhibitor®”. Peptida ACE
inhibitor atau antihipertensi yang berasal dari susu
biasanya mengandung 10 asam amino dan mayoritas
bersifat sebagai ACE inhibitor sedang (moderat)
dengan rentang IC sebesar 100-500 pmol/L®", dan
berasal dari strain spesifik®®. Penelitian ini untuk
menggangkat dadih mejadi pangan atau minuman
fungsioanal antihipertensi. Dadih merupakan kearifan
lokal dari Sumatra Barat, klaim dadih sebagai
minuman fungsional antihipertensi perlu didukung
oleh data ilmiah secara in vitro dan in vivo.

Susu kerbau difermentasi secara spontan dalam
tabung bambu dengan variasi waktu fermentasi 0,
1, 2, 3 dan 4 hari. Pemilihan waktu fermentasi pada
penelitian ini didasarkan pada tradisi konsumsi
dadih di daerah Bukittinggi dan bentuk fisik dadih
(warna, rasa dan kekentalan). Umumnya masyarakat
Sumatra Barat menyukai dadih yang difermentasi 1
sampai 6 hari. Warna dadih yang disukai adalah dadih
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dengan warna putih-butek sampai kuning-butek.
Warna dan kekentalan dadih untuk masing-masing
waktu fermentasi berbeda-beda, begitu juga tingkat
keasaman serta citarasa.

Tujuan penelitian ini adalah menentukan waktu
fermentasi terbaik berdasarkan bentuk fisik meliputi
warna dan bau, rasa dan kekentalan dilanjutkan
mengukur tingkat keasaman, derajat hidrolisis,
ekstraksi protein, penentuan kadar protein terlarut
dan kemampuan ekstrak protein untuk menghambat
ACE. Dadih dengan nilai ACE maksimal dilakukan
uji proksimat yang meliputi analisa kadar air, abu,
lemak dan protein, kemudian dilakukan fraksinasi
protein dengan membran ultrafiltrasi untuk dadih
dengan kadar protein dan derajat hidrolisis tertinggi.

BAHAN DAN METODE

BAHAN. Bahan utama yang digunakan dalam
penelitian ini adalah susu dari satu ekor kerbau betina
yang berusia +4 tahun, kerbau berasal dari peternak
kerbau di desa Gaduik, Bukittinggi, Sumatra Barat.
Susu kerbau difermentasi secara spontan di dalam
tabung bambu selama 1, 2, 3, 4 hari, dan nol hari
sebagai kontrol. Bahan kimia yang digunakan adalah
enzim Angiotension Converting Enzyme (ACE) dari
paru-paru kelinci dari Sigma-Aldrich (EC 3.4.15.1,
1U/mg-1), hippuryl-histidyl-leucine (Hip-His-Leu)
dari Sigma-Aldrich, hidrogen klorida (HCI), natrium
hidroksida (NaOH) dari Merck, alkohol absolut dari
Merck, bovine serum albumin (BSA) dari Sigma-
Aldrich, Trichloro Asetat Acid (TCA), coomasie
brilliant blue G-250 dari Merck, a Aminobutyric
Acid (AABA) dari Sigma-Aldrich. Bakteri asam
laktat (BAL) yang terdapat pada dadih adalah bakteri
indigenus dari strain Lactobacillus plantarum 1S-
10506 dan dari genus Lactobacillus, Streptococcus,
Leuconostoc, dan Lactococcus.

Alat. Peralatan yang digunakan adalah
spektrofotometer UV-VIS (Parkin Elmer, tipe Lamda
25) freeze dryer alpha 1-2 Ldplus dari Martin Christ,
freezer-Hard-20 °C tipe upright dari Lloyd, pH
meter dari Sigma, timbangan analitik Ohaus model
PA214, vortex-mixer 110 V MX-F, termometer air
raksa, blender Philips HR 2116, membran filtrasi
(Amicon Centricon Ultra 15 cut-off 100, 50, 30, 10
dan 5 kDa), alat gelas laboratorium, mikropipet 5 pL.
hingga 1000 pL dari Socorex, kertas saring Whatman
No.1, kertas saring biasa, shaking water bath tipe
SWBR17, evaporator, UPLC (Ultra Performance
Liquid Chromatography dari Waters dengan kondisi:
kolom ACCQ-TagUltra C18, suhu 49 °C, fase gerak;
sistem komposisi gradient dengan laju alir 0,7 mL/
menit, detektor PDA panjang gelombang 260 nm dan
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volume injeksi 1 pL.

METODE. Penelitian ini terbagi menjadi empat
tahap. Tahap pertama adalah fermentasi susu kerbau.
Pemilihan waktu fermentasi terbaik berdasarkan
karakter dadih dilakukan oleh 10 orang panelis tidak
terlatih. Tahap kedua adalah pengukuran tingkat
keasamaan dadih, ekstraksi protein. Tahap ketiga
adalah uji derajat hidrolisis, uji proksimat untuk dadih
dengan kadar protein tertinggi. Tahap keempat adalah
uji ACE inhibitor, fraksinasi dengan ultramembran
filtrasi dan analisis komposisi asam amino.

Fermentasi Susu Kerbau. Susu kerbau diperah
dari satu ekor kerbau betina yang sedang laktasi. Susu
kerbau dituangkan ke dalam tabung bambu sebagai
wadah dan difermentasi secara spontan (tanpa starter
bakteri) masing-masing selama 0, 1, 2, 3, 4 hari (n=3).
Sebanyak 180-200 mL susu kerbau (Tabel 1). Tabung
bambu terlebih dahulu dibersihkan dengan kain bersih
sebelum dimasukkan susu kerbau.

Tabel 1. Lama fermentasi dan volume susu kerbau dalam
tabung bamboo.

Lama fermentasi Volume susu Kode
(hari) kerbau (mL) sampel
Kontrol
0 180+0,707

X)

1 180+1,414 S1

2 197+0,707 S2

3 200+0,707 S3

4 180+1,414 S4

Ket: K = kontrol, S= dadih

Pemerahan susu kerbau dilakukan setiap hari pada
pukul 07.00-08.00 selama 5 hari berturut-turut.
Ambing susu kerbau dibersihkan dengan kain bersih
yang sudah dibasahi dengan air hangat. Pakan kerbau
selama proses pemerahan adalah rumput dan daun
jagung muda. Waktu fermentasi susu kerbau selama
0, 1, 2, 3 dan 4 hari. Hari ke-0 merupakan kontrol,
yaitu tanpa fermentasi dimana susu kerbau perahan
langsung disimpan ke dalam freezer. Susu kerbau yang
difermentasi 1 hari dihentikan fermentasi tepat pada
jam 08.00 keesokan harinya dengan cara menyimpan
dadih ke dalam freezer. Sampel dengan variasi
fermentasi 2 hari dan selanjutnya dilakukan dengan
hal yang sama yaitu fermentasi dihentikan pada dua,
tiga dan empat hari setelah susu dimasukkan ke dalam
bambu. Masing-masing sampel diberi kode S dan K
untuk kontrol.

Keasaman Dadih (AOAC 2005). pH sampel
diukur menggunakan pH meter yang telah dikalibrasi
terlebih dahulu menggunakan buffer pH 4,0 dan pH
7,0 sesuai kisaran yogurt. Ditimbang sebanyak 10
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gram dadih dimasukkan ke dalam beker gelas dan
tambahkan akudes mencapai volume 10 mL sambil
dihancurkan. Elektroda pH meter dicelupkan ke dalam
media dadih dan ditunggu hingga skala pH meter stabil
untuk mendapatkan nilai keasaman yang akurat.

Analisis Komposisi Kimia Dadih (Uji
Proksimat). Meliputi kadar air, abu, lemak dan
protein®,

Ekstraksi Protein Terdiri Dari Tahapan.
Deffacting (Pembebasan Lemak). Penghilangan
lipid dilakukan dengan cara merendam dadih dengan
larutan n-heksan dengan perbandingan 1:5 (sampel:n-
heksan) selama 1 jam pada suhu kamar sambil diaduk.
Sampel disentrifugasi pada kecepatan 8000xg, selama
15 menit, suhu 4 °C. Supernatan dibuang dan endapan
diulangi proses penambahan heksan sambil diaduk
dan disentrifuse (8000xg, 15 menit, 4 °C). Tepung
bebas lemak dikumpulkan dan dikering anginkan
untuk membebaskan sisa heksan sehingga didapatkan
tepung dadih®®.

Ekstraksi Protein. Ekstraksi protein dadih
dilakukan dengan menggunakan larutan etanol secara
bertingkat. Tepung dadih bebas lemak sebanyak
5 g disuspensikan ke dalam 100 mL etil alkohol
absolut dimana protein tidak larut dalam etanol
absolut. Presipitat dikumpulkan melalui sentrifugasi
pada 6000 g, selama 15 menit dan 4 °C. Presipitat
disuspensikan kembali ke dalam 100 mL etil alkohol
70%, lalu divortek sampai larut dan dilanjutkan
dengan sentrifugasi pada 6000 g, selama 15 menit
dan suhu 4 °C. Supernatan (fraksi larut etil alkohol
70%) dikumpulkan dan divapkan dengan evaporator
berputar, dikering bekukan sehingga didapatkan
ekstrak atau hidrolisat protein dadih®.

Penentuan Derajat Hidrolisis (DH). Derajat
hidrolisis dihitung dengan metode SN-TCA®%.
Sebanyak 20 mg hidrolisat dadih ditambahkan 20 mL
TCA 10% (b/v) dan divortek. Campuran kemudian
didiamkan selama 30 menit agar terjadi pengendapan,
kemudian disentrifugasi dengan kecepatan 7.800 rpm,
selama 15 menit. Supernatan dianalisis kadar nitrogen
menggunakan metode Kjeldahl®®. Derajat hidrolisis

Nitrogen terlarut dalam 10% TCA

Derajat Hidrolisis (%) = Nitrogen total sampel

x100%

dihitung dengan rumus:

Uji Kadar Protein Terlarut. Sampel hidrolisat
dadih 0,5 mg dilarutkan dengan 100 mL dengan
akuades, divortek sampai larut dan disaring dengan
kertas saring dan diambil filtrat. Sebanyak 100 pL
filtrat protein ditambahkan dengan 5 mL reagen
Bradford, diaduk dan biarkan selama 5 menit sampai 1
jam (warna biru stabil dalam range waktu ini). Bovine
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serum albumin (BSA) digunakan sebagai standar®?.

Fraksinasi Protein. Hidrolisat protein dadih
dengan kadar protein optimal difraksinasi dengan
menggunakan membran ultrafiltrasi secara bertahap
yaitu larutan protein dihomogenisasi terlebih dahulu
dan disentrifuse dengan kecepatan 15.000xg selama
5 menit, 4 °C. Supernatan disaring dengan amicon
centricon ultra (cut-off 100 kDa) dengan bantuan
sentrifugasi pada kecepatan13.000xg selama 30
menit dan suhu 4 °C. Supernatan yang melewati
membran kemudian disaring dengan membran
filter 0,45 dan 0,22 um, sedangkan yang tertahan
(permeat) dikumpulkan. Rententat dilanjutkan
fraksinasi dengan membran ultrafiltrasi 50 kDa dengan
bantuan sentrifugasi 13000xg selama 30 menit suhu
4 °C. Fraksi dengan berat molekul kecil dari 50 kDa
dilanjutkan fraksinasi dengan 30, 10 dan 5 kDa dengan
cara yang sama. Semua permeat dan rententat yang
didapatkan dikumpulkan untuk dilakukan uji kadar
protein terlarut dan uji ACE inhibitor®%>-39,

Uji Aktivitas ACE Inhibitor. Uji ini berdasarkan
pembebasan asam hipurat dari substrat Hip-His-
Leu yang dikatalisis oleh ACE. Protein dadih hasil
ekstraksi dan fraksinasi sebanyak 15 pL ditambahkan
dengan 125 pL buffer Na-borat 100 mM (pH 8.3)
yang mengandung 7,6 mM Hip-His-Leu dan 608 mM
NaCl, kemudian dipreinkubasi selama 5 menit pada
suhu 37 °C. Reaksi dimulai dengan penambahan 50 uLL
enzim ACE 50 mU yang dilarutkan dalam air destilat.
Campuran diinkubasi selama 30 menit pada suhu 37 °C
dan sebagai blanko digunakan air destilata sebanyak
50 uL. Reaksi dihentikan dengan penambahan 125
uL HCI IN. Asam hipurat yang dilepaskan oleh ACE,
diekstrak dengan menambahkan 750 pL etil asetat ke
dalam campuran dan segera divorteks, disentrifugasi
pada kecepatan 13760xg selama 10 menit. Sebanyak
500 pL lapisan atas dari supernatan (asam hipurat)
dikumpulkan dan dikeringkan pada suhu 90 °C
selama 30 menit di dalam oven. Asam hipurat yang
didapatkan dilarutkan dengan 1 mL air destilat dan
diukur absorbansi dengan spektrofotometer pada
panjang gelombang 228 nm®*3%, Aktivitas ACE
inhibitor dihitung menurut persamaan:

% Aktivitas penghambatan = [(C-A) / (C-B)] x 100 %
Dimana: A= absorbansi sampel, B=absorbansi blanko,
dan C=absorbansi kontrol.

Analisis Komposisi Asam Amino. Fraksi dengan
nilai ACE inhibitor yang tertinggi dianalisis komposisi
asam amino. Sampel hasil fraksinasi sebanyak 0,1
gram ditimbang dan dilarutkan dengan 5 mL larutan
HCI 6 N. Larutan lalu dihidrolisis selama 22 jam
pada suhu 110 °C. Larutan yang sudah dihirolisis
didinginkan dan dipindahkan ke dalam labu ukur
50 mL kemudian ditera dengan akuabides hingga
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tanda batas. Larutan disaring dengan filter 0,45 pm.
Sebanyak 500 pL larutan dipipet dan ditambah dengan
40 pL o Aminobutyric Acid (AABA) dan 460 pL
akuabides sambil dihomogenisasi. Larutan yang telah
homogen dipipet sebanyak 10 ulL dan ditambahkan
AccQ fluor borate serta 20 pL pereaksi Fluor A dan
dihomogenkan kembali. Larutan didiamkan selama 1
menit dan diinkubasi selama 10 menit pada suhu 55
°C. Sebanyak 10 pLsampel diinjeksikan ke alat UPLC
(Ultra Performance Liquid Chromatography)©V.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Karakteristik Dadih. Uji karakteristik dadih adalah
uji organoleptik berdasarkan Standar Nasional
Indonesia untuk yogurt yaitu SNI 2981:2009 karena
standar untuk dadih belum ada. Karakter fisik yang
diamati adalah warna, aroma, rasa, tekstur dan
kekentalan. Uji organoleptik ini dilakukan oleh 10
orang panelis tidak terlatih namun terbiasa konsumsi
dadih (Tabel 2). Kualitas kimia ditentukan dari uji
kadar protein, lemak, air, tingkat keasaman dan abu
(Tabel 3).

Hasil pengamatan fisik dadih adalah berwarna
putih kekuning-kuningan, kental atau mengumpal

Tabel 2. Hasil pengujian organoleptik dadih variasi waktu

fermentasi.
Krl.ter.la Waktu fermentasi (hari)
penilaian

No

0 1 2 3 4
1 Warna 0 3 4 2 1
2 Aroma 1 2 3 2 2
3 Rasa 0 3 3 2 2
4 Tekstur 1 2 3 3 1
5 Kekentalan 0 2 2 4 2

Ket: Uji berdasarkan SNI 2981:2009

Tabel 3. Hasil uji proksimat susu kerbau fermentasi

1 hari (n=2).
Parameter Kadar (%)
Air 76,05+ 121
Abu 0,83 £ 0,09
Lemak 13.62 +£0,27
Protein 6,04 +0,08

(curd). Warna dadih selama 3 dan 4 hari fermentasi
lebih kuning daripada dadih yang difermentasi selama
1 atau 2 hari. Rasa dadih berbeda-beda untuk tiap
waktu fermentasi. Dadih tanpa fermentasi atau nol
hari memberikan rasa ambar atau rasa asli susu kerbau
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sedangkan fermentasi selama 1 hari mulai terasa
asam. Fermentasi selama 2 dan 3 rasa asam lebih kuat
sedangkan fermentasi selama 4 hari rasa asam paling
kuat (berasa lebih asam). Kami menyimpulkan bahwa
semakin lama waktu fermentasi rasa asam semakin
kuat atau semakin tajam. Panelis lebih menyukai
warna, aroma, rasa, tekstur dan kekentalan susu kerbau
yang difermentasi selama 2 hari.

Pembatasan lama fermentasi pada penelitian
ini adalah hari ke-4 yaitu berdasarkan kebiasaan
konsumsi dadih di daerah Bukittinggi. Konsumen
lebih cendrung menyukai dadih yang difermentasi
antara 2 sampai 4 hari. Panelis lebih banyak memilih
warna dadih hasil fermentasi 2 hari yaitu warna kuning
butek, warna dadih dengan waktu fermentasi 4 hari
terlihat kuning kusam dan bau asam lebih tajam serta
sensasi di mulut juga tidak seenak fermentasi 1, 2,
dan 3 hari. Fermentasi memberikan banyak manfaat,
antara lain untuk mengawetkan makanan, memberi
cita rasa atau flavour yang disukai, menghasilkan
produk dengan tekstur tertentu®?.

Lama fementasi susu kerbau yang paling baik
adalah selama 2 hari dan suhu 45 °C®¥. Umumnya
masyarakat Sumatra Barat terutama daerah kabupaten
Agam, Solok, Tanah Datar dan Lima Puluh Kota
memeram susu kerbau selama 3 atau 4 hari, biasanya
dijadikan bahan lauk-pauk sebagai pelengkap makan
nasi. Dadih disajikan dengan cara memindahkan
dadih ke dalam wadah atau piring yang telah ditaburi
garam dan irisan bawang merah, diaduk sampai rata.
Penyajian dadih dilengkapi dengan sambal cabe merah
rebus yang digliling halus dan diasamkan dengan jeruk
nipis atau dicampur dengan rebusan terong.

Beberapa daerah di Sumatra Barat menikmati
dadih dengan cara mencampurkan dadih dengan beras
emping yang terbuat dari beras pulut (ketan) dan
ditambahkan air gula aren atau gula merah sebagai
pemberi rasa manis. Secara tradisional konsumsi
dadih saat pesta pernikahan dan sambil memberi yang
terhormat pada Datuk atau kepala suku dan dianggap
menambah nafsu makan sehingga sering dihidangkan
untuk orang-orang yang selera makan berkurang atau
baru sembuh dari sakit®¥. Dadih juga merupakan
makanan yang digemari pada waktu tertentu misalnya
pada waktu lebaran atau libur sekolah dimana banyak
para perantau Minang pulang ke kampung.

Pada penelitian ini kadar protein susu kerbau
yang difermentasi 1 hari pada suhu ruang didapatkan
sebesar 6,04%, nilai ini tidak berbeda jauh dengan
penelitian® yang mendapatkan kadar protein susu
kerbau fermentasi selama 1 hari adalah 6,34% namun
fermentasi dilakukan pada suhu 45 °C. Kadar protein
dadih sedikit berbeda bila wadah fermentasi yang
digunakan berbeda yaitu wadah bambu sebesar 6,81%
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sedangkan wadah plastik sebesar 6,34%.

Semakin lama waktu fermentasi maka rasa,
aroma, warna dan kesukaan juga menurun®®. Kadar
protein susu kerbau diperkirakan dipengaruhi oleh
pakan, umur kerbau, periode laktasi, iklim, musim,
dan kondisi kesehatan kerbau. Menurut Surono,
kerbau diberi makan dengan rumput alami, bebas dari
antibiotik sehingga tidak ditemukan residu antibiotik
pada susu kerbau, berkemungkinan memberikan
efek penghambatan pada pertumbuhan starter dan
penyebab kegagalan produk dadih®®. Komposisi
kimia susu kerbau fermentasi 1 hari disajikan pada
Tabel 3.

Tingkat Keasaman (pH). Bakteri asam
laktat (BAL) adalah bakteri indogenus dari strain
Lactobacillus plantarum 1S-10506 yang didapatkan
pada dadih, selain L. plantarum juga didapatkan
36 strain BAL dadih dari genus Lactobacillus,
Streptococcus, Leuconostoc, dan Lactococcus
yang mempunyai aktivitas sebagai pengurai gula
laktosa menjadi asam laktat®¢373% BAL dari genus
Lactobacillus menghasilkan enzim yang dapat
merombak gula susu menjadi asam laktat. Nilai
pH dadih berkisar antara 5,5 sampai 4,4, dapat
disimpulkan bahwa dadih bersifat asam (Tabel 4).

Suasana asam pada dadih ini diperkirakan berasal
dari perombakan gula susu (laktosa) oleh enzim
bakteri asam laktat menjadi asam laktat. Hal ini
dikuatkan oleh pernyataan bahwa rasa asam pada
susu dan produk susu berasal dari gula susu atau
laktosa yang dirombak menjadi asam laktat (lactic
acid) dengan bantuan enzim bakteri homofermentatif.
Bakteri homofermentatif mampu memproduksi asam
laktat dari glukosa sebanyak lebih dari 85-90%.

Hasil pengukuran tingkat keasaman dadih pada
beberapa variasi waktu fermentasi dapat disimpulkan
bahwa semakin lama waktu fermentasi semakin
rendah nilai pH atau semakin tinggi konsentrasi asam
atau konsentrasi ion hidrogen yang dihasilkan pada
dadih.

Disimpulkan bahwa BAL yang terdapat di
dalam dadih diperkirakan punya aktivitas tinggi
mengubah laktosa menjadi asam laktat, ditandai
dengan makin tingginya keasaman dadih. Hal ini
juga berkemungkinan akibat terjadinya peningkatan
kadar asam laktat yang diproduksi oleh BAL, dimana
semakin lama waktu fermentasi maka makin banyak
jumlah bakteri yang hidup dan semakin banyak produk
asam laktat yang dihasilkan. Menurut Sunarlim
perpanjangan waktu inkubasi atau waktu fermentasi
dapat menurunkan nilai pH kefir dan penambahan
konsentrasi gula dapat meningkatkan nilai pH kefir
susu kambing®?,

Sepuluh strain BAL dadih bersifat asam dan
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toleran terhadap asam empedu secara in vitro
sehingga strain ini berpotensi sebagai antimutagenik
dan hipokolesterolemik®?-4%. BAL dadih bersifat
antimutagenik dan hipokolesterol yaitu menurunkan
secara signifikan total kolesterol, LDL serum dan total
asam empedu®®. Tikus yang diberi pakan kolesterol
tinggi dan kemudian diberi pakan mengandung dadih
ternyata mampu menurunkan kolesterol serum tikus
sebesar 39,7%D.

Ekstrak Protein Dadih. Protein hasil ekstraksi
dengan pelarut alkohol, disentrifuse dengan kecepatan
13.000 g selama 15 menit pada suhu 4 °C dan
dihasilkan supernatan. Supernatan dikeringkan
dengan cara freeze drying sehingga didapatkan tepung
dadih atau hidrolisat. Hidrolisat protein dilarutkan
dengan akuades, disentifuse dan ditentukan kadar
protein dengan metode Bradford. Kadar protein yang
didapatkan dari penelitian ini cendung meningkat
sejalan dengan bertambah lamanya waktu fermentasi
namun kadar protein optimal didapatkan pada
fermentasi selama 1 hari (Tabel 4).

Peningkatan kadar protein susu kerbau yang
difermentasi selama 1 hari diperkirakan terjadi akibat
aktivitas enzim protease yang dapat membuka lipatan-

Tabel 4. Hasil pengukuran nilai pH dadih pada
berbagai waktu fermentasi (n=2).

Kode sampel Lama fermentasi (hari)  Nilai pH
K 0 5,5+0,43
S1 1 4,84+ 0,00
S2 2 42+0,56
S3 3 4,5+0,28
S4 4 4,4+0,21

Ket: K = kontrol, S= sampel dadih

lipatan struktur sekunder polipeptida atau memutuskan
ikatan peptida di dalam molekul protein sehingga
asam amino seperti residu asam amino dengan rantai
samping aromatik (tirosin, triptofan, dan fenilalanin)
atau bersifat basa (arginin, histidin, dan leusin)
membentuk kompleks dengan pewarna commasie
brilliant bule G-250. Asam amino ini membentuk
komplek berwarna biru, semakin banyak jumlah asam
amino aromatik yang dihasilkan maka makin pekat
warna biru yang terbentuk sehingga kadar protein
juga meningkat. Hal yang sama juga didapatkan oleh
Daswati, dimana waktu fermentasi selama 12, 24, 36
dan 48 jam menunjukkan peningkatan kadar protein
yaitu 6,34:7,73:8,82 dan 9,96% untuk masing-masing
waktu fermentasi sedangkan kadar air menurun
dengan bertambah lamanya waktu fermentasi®®.
Peningkatan ini juga dapat terjadi karena BAL
berfungsi sebagai sumber protein single cell. BAL
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mampu melakukan biosintesis sumber asam amino
eksogen seperti isoleusin, leusin, valin, histidin
dan metionin atau peptida yang digunakan untuk
pertumbuhan®?. Protein dari BAL dilepaskan ke
dalam media pertumbuhan yaitu dadih, namun kadar
protein menurun pada hari ke-2 sampai hari ke-4,
hal ini diperkirakan karena kematian BAL sehingga
tidak dapat menyumbangkan atau melepaskan protein
lagi ke dalam media fermentasi. Kadar protein pada
hari kedua sampai hari keempat turun, hal ini diduga
karena protein dadih digunakan BAL sebagai sumber
nutrisi.

Peningkatan nilai pH atau keasaman dapat
menginaktifkan enzim protease sehingga jumlah
protein yang dihidrolisis terhenti. pH optimal kerja
enzim renin dan papain dari BAL pada media susu
sapi adalah 5,45 dan 5,05*, sedangkan pH dadih pada
penelitian ini didapatkan 4,8: 4,2: 4,5 dan 4,4 masing-
masing untuk fermentasi hari ke 1, 2, 3, dan 4. Nilai
pH semakin rendah dengan semakin bertambahnya
waktu fermentasi. Asam amino atau protein yang
dihasilkan bakteri dilepaskan ke dalam susu sebagai
media fermentasi sehingga berpotensi mempengaruhi
nilai gizi dan nilai biologis produk fermentasi. Asam
amino tidak secara langsung mempengaruhi rasa dan
aroma susu fermentasi, namun bertindak sebagai
prekursor untuk sejumlah reaksi yang menghasilkan
senyawa karbonil“?.

Lactobacilus acidopillus merupakan kelompok
BAL vyaitu friendly bacteria yang merupakan
kelompok bakteri yang banyak dimanfaatkan dalam
industri fermentasi susu, baik dalam pembuatan yogurt
maupun keju. Bakteri asam laktat mengekskresikan
enzim proteolitik untuk menghidrolisis kasein susu.
Aktivitas kerja enzim ekstraseluler dari Lactobacilus
acidopillus berlangsung optimal pada pH 5,5¢9.
Peran proteinase BAL mendegradasi protein susu
pada ikatan spesifik menghasilkan lebih dari seratus
oligopeptida yang berbeda mulai 4-18 residu asam
amino dengan sebagian besar mengandung 4-8 residu
asam amino™“.

Aktivitas ACE Inhibitor Protein Dadih.
Angiotensin-I converting enzyme (EC 3.4.15.1)
merupakan enzim yang memainkan peran fisiologis
penting dalam pengaturan tekanan darah yaitu
mengubah angiotensin I menjadi angiotensin II, suatu
vasokonstriktor kuat, oleh karena itu penghambatan
aktivitas ACE merupakan target utama dalam
pencegahan hipertensi. Pencarian inhibitor ACE alami
telah dikembangkan sebagai alternatif obat sintetik
yang diketahui mempunyai efek negatif. Senyawa
baru yang berpotensi sebagai ACE inhibitor adalah
protein, peptida, derivatif chitooligosaccharide (COS)
dan phlorotannins dari organisme laut.
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Kemampuan protein dadih menghambat aktivitas
ACE pada variasi waktu fermentasi lain ditampilkan
pada Tabel 5. Hasil pengujian kadar protein dan
aktivitas ACE inhibitor dilakukan untuk semua ekstrak
protein. Hasil uji penghambatan terhadap enzim
ACE atau ACE inhibitor dari ekstrak protein susu
kerbau fermentasi didapatkan nilai tertinggi sebesar
87,52%, nilai ini didapatkan pada susu kerbau yang
difermentasi selama 1 hari. Aktivitas penghambat ACE
dari tepung whey yang dicerna oleh enzim papain
didapatkan sebesar 86,5% dan 95,7% untuk enzim
proteinase-K“”, Pada penelitian ini kadar protein
terlarut tertinggi didapatkan sebesar 781,69 mg/L yaitu
kadar protein pada susu kerbau yang difermentasi
selama 1 hari. Data ini menunjukkan bahwa terdapat
korelasi positif antara aktivitas ACE inhibitor dengan
kada protein terlarut. Menurut Yurliasni penambahan
kultur khamir 1% sebagai kultur sekunder terhadap
nilai nutrisi dadih mampu meningkatkan kadar protein
sebesar 14%“®,

Aktivitas ACE inhibitor protein dadih dipengaruhi
oleh waktu fermentasi dan kandungan protein dadih
(Tabel 5). Susu kerbau tanpa fermentasi (waktu
nol hari) hanya mampu menghambat ACE sebesar
22,22%, ini menunjukkan bahwa susu kerbau non
fermentasi mempunyai aktivitas antihipertensi. Susu
tanpa hidrolisis dengan enzim protease mempunyai
kemampuan menurunkan tekanan darah tikus
Spontaneously Hypertensive Rat (SHR) sebesar 38%
sedangkan penambahan enzim protease menunjukkan
aktivitas penghambatan ACE sebesara 58,2%“7.

Fermentasi selama 1 dan 2 hari menghasilkan
penghambatan ACE sebesar 87,52 dan 72,75%,
namun untuk fermentasi selama 3 hari terjadi
penurunan aktivitas penghambatan ACE, dimana
besar penghambatan sebesar 69,35%, nilai ini
diperkirakan enzim proteolitik bekerja tidak optimal
pada fermentasi selama 3 hari. Besarnya aktivitas
penghambatan ACE dari susu sapi yang difermentasi
dengan BAL selama 24 jam adalah 87,6% dan 87,8%
masing-masing tanpa pengaturan pH dan dengan
pengaturan pH“®. Beberapa dekade terakhir terjadi
peningkatan perhatian dan minat terhadap makanan
olahan susu untuk mencegah penyakit hipertensi. Efek
biologis ini terutama disebabkan oleh peptida bioaktif
hasil pemechan protein susu oleh bakteri asam laktat
dan harus dibuktikan secara in-vitro dan in-vivo™.

Derivatif penghambatan aktivitas ACE atau ACE
inhibitor dapat dikembangkan sebagai nutrasetikal,
obat-obatan dan pangan fungsional®®. Protein dan
peptida makanan merupakan bahan pangan yang
berpotensi sebagai ACE inhibitor, dapat dikemas
menjadi pangan fungsional. Susu kerbau atau susu
kerbau fermentasi merupakan salah satu produk
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pangan yang dapat diaplikasikan sebagai pangan
fungsional antihipertensi. Protein susu fermentasi
terbukti sebagai antihipertensi yang strategis untuk
penderita hipertensi®?. Peptida atau protein dengan
kemampuan penghambatan enzim ACE yang
tinggi diharapkan mampu menjaga tekanan darah
penderita hipertensi. Peptida bioaktif terbukti
dapat menghambat enzim ACE secara in vitro dan
dapat menurunkan tekanan darah pada tikut SHR
(Spontaneously Hypertensive Rat)“". Efek biologis ini
disebabkan oleh peptida bioaktif yang dihasilkan dari
protein susu selama fermentasi oleh BAL atau enzim
saluran pencernaan®?. Peptida secara fungsional aktif
diproduksi dari beberapa protein makanan selama
pencernaan pada gastrointestinal®¥

Konsumsi susu fermentasi terbukti dapat
memenuhi kebutuhan gizi® terutama protein®. Susu
fermentasi mempunyai sifat fungsional probiotik dan
prebiotik, peptida yang dihasilkan bersifat sebagai
ACE inhibitor®®*". Saat ini banyak penelitian yang
dikembangkan pada peptida bioaktif yang dapat
mengurangi tekanan darah pada penderita hipertensi®®.
Degradasi protein susu dengan proteinase dari L.
helveticus menghasilkan peptida dengan aktivitas
ACE inhibitor penting sebagai antihipertensi pada
tikus hipertensi spontan (SHR). Efek yang sama juga
diamati pada susu fermentasi yang mengandung L.
helveticus®®.

Komposisi Asam Amino. Analisa asam amino
dilakukan untuk mengetahui jenis dan kadar asam
amino yang terdapat pada fraksi <3kDa dari protein

Tabel 5. Nilai kadar protein terlarut dan aktivitas ACE
inhibitor protein dadih (n=2).

Waktu Kadar Aktivitas
No fermentasi protein penghambatan
(hari) (mg/L) (%)
560,39 +
1 0 216 22,22 £0,35
781,69 +
2 1 1,48 87,52 +0,16
744,97 £
3 2 1.84 72,75 +£1,78
780,19 +
4 3 122 69,35 +0,69
643,54 +
5 4 1.00 71,53 £0,35

dadih fermentasi 1 hari. Hasil analisa komposisi asam
amino fraksi dadih yang memiliki aktivitas ACE
inhibitor tertinggi disajikan pada Tabel 6.
Berdasarkan hasil analisis dengan UPLC,
didapatkan komposisi asam amino dadih fraksi <3 kDa
yaitu threonin kecil dari 0,239%, prolin 0,387%, alanin
0,445%, fenilalanin kecil dari 0,117%, dan asam
glutamat 1,581%, sebagai pembanding didapatkan
kandungan asam amino tertinggi pada dadih dan
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dangke adalah asam glutamat yaitu sebesar 2,69% dari
protein dadih dan yang terendah adalah glisin sebesar
0,29% dari keseluruhan protein dadih®”. Inhibitor
ACE terbentuk pada susu selama fermentasi adalah
peptida yang bertindak sebagai inhibitor kompetitif
seperti Ile-Pro-Pro dan Val-Pro-Pro®?, Ile-Tyr“Y,
Lys-Val- dan Lys-Val-Leu-Pro-Val-Pro, Leu-Pro-
Val-Pro®".

Beberapa penelitian in vivo telah membuktikan
bahwa susu yang difermentasi dengan strain lactococcal
dapat menurunkan tekanan darah sistolik pada tikus
spontan hipertensi (SHR) setelah pemberian secara
oral dengan cara sonde“”. Pengaruh yang hampir
sama juga ditemukan pada konsumsi susu setiap hari
pada pasien hipertensi selama 21 minggu®. Susu
yang difermentasi dengan 5 strain BAL dan diikuti
dengan hidrolisis dengan enzim protease dari mikroba

Tabel 6. Hasil analisis kadar asam amino susu kerbau fer-
mentasi 1 hari fraksi <3kDa.

Asam Amino Kgdar asam Kadar asam
amino (%w/w)  amino (Y%w/w) “?

Histidin - 0,3
Threonin <0,024 0,56
Prolin 0,039 (tidak dianalisa)
Tirosin - 0,64
Leusin - (tidak dianalisa)
Asam aspartat - 0,96

Lisin HCI1 - 0,95
Glisin - 0,29
Arginin - 0,33
Alanin 0,045 0,4

Valin - 0,74
Isoleusin - 1,12
Fenilalanin <0,012 0,64
Asam glutamat 0,158 2,69

Serin - 0,67
Metionin - 0,3

Sistin - (tidak dianalisa)
Triptofan - (tidak dianalisa)

Ket: pembanding hasil penelitian®?.

menunjukkan peningkatan aktivitas penghambatan
ACE dibandingkan dengan susu fermentasi hanya
dengan BAL saja secara in vitro. Susu fermentasi
yang bersifat antihipertensi ini dikemas dalam bentuk
makanan konvensional, suplemen dan makanan
fungsional .

SIMPULAN

Dadih atau susu kerbau fermentasi secara spontan
berpotensi dikembangkan menjadi pangan fungsional
yaitu minuman fungsional asli Indonesia yaitu
minuman antihipertensi. Besarnya penghambatan
ACE atau ACE inhibitor didapatkan sebesar 87,52%,
kadar protein 781,69 mg/L untuk dadih yang
difermentasi selama 1 hari. Panelis lebih menyukai
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susu kerbau fermentasi dibandingkan susu kerbau
tanpa fermentasi. Dadih mengandung asam amino
essensial dan nonessensial yaitu threonin, prolin,
alanin fenilalanin dan asam glutamat sehingga dadih
berpotensi dikembangkan menjadi pangan fungsional.
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Abstrak: Rimpang temulawak (Curcuma xanthorrhiza Roxb.) dikenal memiliki banyak manfaat untuk
kesehatan sebagai antibakteri, antiinflamasi, antidiabetes dan antikanker. Tujuan dari penelitian ini
untuk membandingkan aktivitas antiinflamasi dari ekstrak rimpang temulawak dengan nanopartikelnya.
Ekstrak rimpang temulawak dibuat dengan maserasi yang menggunakan pelarut etanol 96% (v/v).
Ekstrak dibuat menjadi nanopartikel dengan metode gelasi ionik dimana menggunakan kitosan dan
tripolifosfat. Uji antiinflamasi in vitro dilakukan dengan metode penghambatan denaturasi protein.
Hasil uji aktivitas antiinflamasi dengan menggunakan metode penghambatan denaturasi protein pada
ekstrak dan nanopartikel ektrak rimpang temulawak menunjukkan bahwa ekstrak memiliki aktivitas
antiinflamasi. Hasil menunjukkan nilai rata-rata penghambatan denaturasi protein (IC,)) dari ektrak
521,67+5,80 bpj sedangkan nilai IC, dari nanopartikel ektrak rimpang temulawak yang diuji yaitu
398,02+1,78 bpj. Sehingga hasilnya menunjukkan bahwa aktivitas antiinflamasi nanopartikel ekstrak
rimpang temulawak lebih baik daripada ekstrak rimpang temulawak.

Kata kunci: Temulawak, ekstrak, nanopartikel, antiinflamasi, denaturasi protein.

Abstract: Javanese turmeric rhizome (Curcuma xanthorrhiza Roxb.) has been known to have many health
benefits as antibacterial, anti-inflammatory, antidiabetic and anticancer. The purpose of this study was to
compare the anti-inflammatory activity of temulawak rhizome extract with its nanoparticles. Temulawak
rhizome extract was obatained by maceration using 96% (v/v) ethanol as a solvent. The extracts were
made into nanoparticles by ionic gelation method which used chitosan and tripolyphosphate. The results
of antiinflammatory activity test using a method of inhibiting protein denaturation showed the persentage
of inhibition of protein denaturation (IC, ) of the extract of temulawak rhizome of 521.67+5.80 ppm
while the IC, of the nanoparticles was 398.02+1.78 ppm. Accordingly, the antiinflammatory activity of
the nanoparticles was better than the extract of temulawak rhizome.

Keywords: Temulawak, extract, nanoparticles, antiinflammatory, protein denaturation.
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PENDAHULUAN

TEMULAWAK diketahui memiliki banyak khasiat,
salah satu khasiat temulawak adalah antiinflamasi.
Rimpang temulawak mengandung kurkuminoid, yaitu
suatu zat yang terdiri dari campuran komponen senyawa
yang bernama kurkumin, desmetoksikurkumin,
bidesmetoksikurkumin, dihidrokurkumin, dan
heksahidrokurkumin. Kandungan kurkuminoid pada
temulawak mempunyai khasiat yaitu dapat digunakan
sebagai antioksidan dan hepatoprotektif, antikanker,
gastroprotektif, antihiperglikemik dan antiinflamasi.
Kurkumin yang merupakan komponen utama dalam
kurkuminoid dapat berfungsi dalam aktivitas biologi
sebagai antiinflamasi dengan cara meng—hambat
aktivasi NF-kB yang berperan penting dari ekspresi
COX-20:2,

Rimpang temulawak dapat diekstraksi
menggunakan pelarut etanol 96% (v/v). Ekstrak kental
rimpang temulawak dapat dibuat menjadi nanopartikel
dengan basis kitosan-Na tripolifosfat. Metode yang
digunakan dalam pembuatan nanopartikel ekstrak
temulawak adalah metode “buttop up” dengan teknik
gelasi ionik. Teknik gelasi ionik yang melibatkan
ikatan sambung silang antara kitosan dan sodium
tripolifosfat dapat meningkatkan kestabilan dari
nanopartikel yang terbentuk®.

Pengujian aktivitas antiinflamasi secara in vitro
dari senyawa aktif dapat dilakukan dengan metode
penghambatan denaturasi protein menggunakan Bovin
Serum Albumin. Hal ini karena, denaturasi protein
pada jaringan adalah salah satu penyebab inflamasi.
Panas dapat digunakan untuk mempengaruhi ikatan
hidrogen dan interaksi hidrofobik non polar karena
panas meningkatkan energi kinetik dan menyebabkan
molekul yang menyusun protein bergerak sangat
cepat sehingga mengacaukan ikatan hidrogen. Selain
itu, pemanasan akan membuat protein berubah
kemampuan mengikat airnya. Energi panas akan
mengakibatkan terputusnya interaksi non-kovalen
yang ada pada struktur alami protein tetapi tidak
memutuskan ikatan kovalennya yang berupa ikatan
peptida. Proses ini terjadi pada rentang suhu yang
sempit. Penghambatan denaturasi protein diketahui
dengan pengukuran serapan secara spektrofotometri
UV-Vis. Senyawa yang menghambat denaturasi
protein lebih besar dari 20% dianggap memiliki
aktivitas antiinflamasi dan dapat dijadikan sebagai
nilai acuan untuk pengembangan obat®,

Pada penelitian ini akan dibandingkan aktivitas
antiinflamasi ekstrak rimpang temulawak dengan
bentuk nanopartikelnya sehingga dapat diketahui
bentuk yang efektif dari ekstrak untuk pengembangan
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sediaan farmasinya. Nanopartikel berbasis kitosan
diharapkan dapat mempunyai luas permukaan yang
besar terhadap interaksi dengan lingkungan yang
berguna bagi aktivitas penghambatan denaturasi
protein oleh panas.

BAHAN DAN METODE

BAHAN. Rimpang temulawak (Curcuma xanthorrhiza
Roxb.), etanol, kitosan, asam asetat glasial, propilen
glikol, dimetil sulfoksida, natrium tripolifosfat, bovine
serum albumin (BSA), tris base, NaCl, asam asetat
glasial, natrium diklofenak, aquadest.

METODE. Determinasi Tanaman. Determinasi
Tanaman dilakukan di Balai Penelitian dan
Pengembangan Botani, Herbarium Bogoriense, Pusat
Penelitian Biologi, LIPI, Cibinong, Bogor.

Pembuatan Ekstrak Etanol Rimpang
Temulawak. Bahan yang digunakan adalah rimpang
diperoleh dari Balitro, Bogor dan pelarut yang
digunakan untuk ekstraksi adalah etanol 96% secara
maserasi berulang. Ditimbang sejumlah 500 g serbuk
simplisia kemudian dimaserasi dengan 5 liter etanol
96% (v/v) selama 6 jam lalu didiamkan selama 24
jam. Hasil maserasi disaring dan dilakukan maserasi
kembali sebanyak 10 kali dengan etanol 96%
(v/v). Filtrat dikumpulkan dan dipekatkan dengan
menggunakan rotavapor vakum. Penapisan fitokimia
dilakukan pada ekstrak untuk mengetahui adanya
golongan senyawa alkaloid, flavonoid, saponin,
kuinon, tanin, steroid dan triterpenoid, minyak atsiri,
kumarin®9.

Pembuatan Nanosuspesi dari Ekstrak Etanol
96% Rimpang Temulawak. Kitosan sebanyak 1
g dilarutkan dalam 100 mL asam asetat glasial 1%
menggunakan magnetik stirrer sehingga diperoleh
konsentrasi kitosan 1% (b/v). Sebanyak 500 mg
ekstrak etanol temulawak ditambahkan pelarut campur
(20 mL propilenglikol : 20 mL etanol 70% : 20 mL
DMSO 10%) dan 100 mL air. Kemudian ditambahkan
larutan kitosan 1% (b/v) sebanyak 40 ml sehingga
konsentrasi kitosan menjadi 0,2%. Campuran tersebut
diaduk dengan menggunakan magnetic stirrer selama
10 menit. Selanjutnya ditetesi dengan 20 mL odium-
TPP 0,4% diteteskan dengan kecepatan 1 tetes / 3 detik
dengan buret dan dalam magnetic stirrer 300 rpm
hingga terbentuk nanopartikel yang ditandai dengan
kekeruhan yang homogen. Pengadukan dilanjutkan
selama 15 menit agar didapat suspensi nanopartikel
ekstrak temulawak yang stabil. Pada suspensi
nanopartikel ekstrak etanol temulawak dilakukan
kestabilan selama 5 hari meliputi warna, kekeruhan
dan endapan®.
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Pembuatan Serbuk Nanopartikel Ekstrak
Temulawak dengan Pengering Semprot (Spray
Drying).Suspensi nanopartikel ekstrak temulawak
dikeringkan dengan menggunakan pengering semprot
(spray dryer) pada suhu inlet 160 °C.

Pengujian Aktivitas Antiinflamasi In Vitro.
Pembuatan pereaksi:

Pembuatan Tris Buffer Saline (TBS). Sebanyak
4,35 g NaCl dilarutkan dalam 200 ml aquadest,
ditambahkan 605 mg Tris Base dicukupkan dengan
air sampai 400 ml. Selanjutnya pH diatur dengan
penambahan asam asetat glasial hingga pH 6,3,
kemudian dicukupkan dengan air sampai 500 mL.

Pembuatan 0,2% BSA dalam TBS. Sebanyak
0,2 g Bovine Serum Albumin (BSA) dimasukkan ke
dalam labu ukur 100 mL, kemudian ditambahkan
dengan larutan TBS hingga volume 100 mL™.

Pembuatan Larutan Natrium Diklofenak
sebagai Kontrol Positif. Sebanyak 25,0 mg natrium
diklofenak dilarutkan dalam labu tentukur 25 mL
dengan aquadest dicukupkan hingga volume 25 mL,
sehingga didapatkan larutan induk dengan konsentrasi
1000 bpj. Kemudian dilakukan pengenceran menjadi
500, 250, 125, 62,5 dan 31,3 bpj.

Pembuatan Kontrol Negatif. Sebanyak 500ul
aquadest ditambahkan dengan larutan BSA 0,2%
dalam TBS ke dalam labu tentukur hingga volume
SmlL.

Pembuatan Larutan Ekstrak Temulawak.
Sebanyak 200,0 mg ekstrak dilarutkan dalam labu
tentukur 25 ml dengan aquadest dicukupkan hingga
volume 25 ml, sehingga didapatkan larutan induk
dengan konsentrasi 8000 bpj. Kemudian dilakukan
pengenceran menjadi 4000, 2000, 1000, 500 dan 250
bpj.

Pembuatan Larutan Kontrol Blanko. Larutan
kontrol blanko yaitu aquadest.

Pengujian Aktivitas Antiinflamasi. Pembuatan
Larutan Uji. Larutan uji dipipet 500 pL larutan
ekstrak temulawak yang kemudian ditambah larutan
BSA 0,2% hingga volume 5 mL sehingga didapatkan
varian konsentrasi menjadi 800, 400, 200, 100, 50
dan 25 bpj.

Pembuatan Larutan Kontrol Positif. Larutan
kontrol positif 500 pL larutan natrium diklofenak
yang kemudian ditambahkan dengan larutan BSA
0,2% hingga volume 5 ml sehingga didapatkan variasi
konsentrasi menjadi 100, 50, 25, 12,5, 6,25 dan 3,13
bpj.

Setiap larutan diinkubasi selama 30 menit
pada suhu +25 °C lalu dipanaskan selama 5 menit
pada suhu +72 °C dengan water bath, kemudian
didinginkan selama 25 menit pada suhu ruang dan
diukur absorbannya dengan spektrofotometer UV-
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visible pada panjang gelombang 660 nm.
Perhitungan Persentase Penghambatan
Denaturasi Protein.
Persentase penghambatan denaturasi protein
diukur dengan menggunakan rumus sebagai berikut:

% inhibisi= (absorbansi kontrol negatif-absorbansi
larutan uji)/(absorbansi kontrol negatif)x 100%

Nilai IC, dihitung dengan membuat persamaan regresi
linear antara konsentrasi (X) dengan % inhibisi (Y).
Pada uji inhibisi ini, jika dihasilkan % inhibisi > 20%
dianggap memiliki aktivitas antiinflamasi”®.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Penapisan Fitokimia Serbuk dan Ekstrak.
Penapisan fitokimia dilakukan terhadap serbuk
simplisia dan ekstrak etanol 96% rimpang temulawak.
Tujuan dilakukannya penapisan fitokimia ini untuk
mengetahui kandungan metabolit sekunder dalam
tanaman tersebut yang berpotensi memiliki aktivitas
biologi. Berdasarkan hasil penapisan fitokimia
yang dilakukan terhadap serbuk simplisia maupun
ekstrak etanol 96% rimpang temulawak, keduanya
memilki kandungan metabolit yang sama, yaitu
flavonoid, saponin, triterpenoid dan minyak atsiri.
Hasil penapisan fitokimia serbuk simplisia dan
ekstrak rimpang temulawak dapat dilihat pada Tabel
1 dimana kurkumin termasuk ke dalam senyawa
polifenol. Kurkumin berperan dalam aktivitas sebagai
antiinflamasi.

Tabel 1. Hasil penapisan fitokimia rimpang temu lawak.

No. Golongan Serbuk Simplisia  Ekstrak Etanol 96%
1. Alkaloid

2. Flavonoid + +

3. Saponin + +

4. Tanin

5. Kuinon

6. Steroid/triterpenoid -+ -+

7. Minyak atsiri + +

8. Kumarin

Uji Stabilitas Nanopartikel Ekstrak Temulawak.
Hasil uji stabilitas nanosuspensi ekstrak temulawak
dapat dilihat pada Tabel 2.
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Tabel 2. Stabilitas nanosuspensi ekstrak.
Hari ke-
| 2 3 4 5

Parameter

Warna Orange Orange Orange Orange Orange
Kekeruhan ~ Stabil Stabil Stabil Stabil Stabil

Endapan  Tidkada  Tidakada  Tidokada  Tidokada  Tidakada

Nanopartikel ekstrak rimpang temulawak
memiliki ukuran partikel dengan nilai sebesar 157,8
nm, artinya nanopartikel berhasil terbentuk dengan
ukuran yang kecil dan telah memenuhi syarat,
dimana suatu partikel dikatakan berukuran nano bila
berada pada rentang 1-1000 nm sehingga diharapkan
mampu memberikan aktivitas yang baik. Sedangkan
distribusi ukuran partikel dinyatakan dalam indeks
polidispersitas. Nilai polidispersitas yang baik adalah
yang mendekati nilai 0 dimana semakin mendekati
nilai 0 maka semakin homogen. Nanopartikel ekstrak
temulawak pada percobaan ini memiliki nilai indeks
polidispersitas 0,488. Hal ini menunjukkan bahwa
nanopartikelekstrak temulawak terdispersi relatif
homogen®.

Dari hasil pemeriksaan potensial zeta didapatkan
hasil Potensial zeta +51,4 mV. Potensial zeta
merupakan parameter muatan listrik suatu partikel
yang dapat melakukan interaksi elektrostatik sehingga
dapat mempengaruhi kestabilan sistem nanopartikel.
Dengan demikian, adanya gaya tarik menarik antar
partikel memungkinkan terjadinya agregasi dan
pengendapan sehingga suspensi nanopartikel yang
terbentuk menjadi tidak stabil. Pada penelitian kali
ini didapatkan nilai potensial zeta sebesar +51,4
mV maka nanopartikel ekstrak temulawak memiliki
kestabilan yang baik. Dengan demikian, kemungkinan
terjadinya agregasi antar partikel berkurang. Beberapa
faktor yang dapat mempengaruhi nilai potensial zeta
diantaranya karakteristik muatan polimer, pH, dan
karakteristik muatan ekstrak yang digunakan.

Pengeringan Nanosuspensi dengn Spray
Drying. Setelah dikeringkan dengan suhu outlet
80 0C, didapatkan serbuk dengan karakteristik fisik
kering dan tidak lengket dan berwarna kuning muda
dengan kadar air sebesar 9,4697%. Hal ini berarti
menunjukkan bahwa serbuk nanosuspensi ekstrak
rimpang temulawak yang dihasilkan sudah memenuhi
syarat yaitu <10%.

Uji Aktivitas Antiinflamasi. Hasil uji kontrol
positif (natrium diklofenak), ekstrak dan nanopartikel
ekstrak rimpang temulawak dapat dilihat pada Tabel
3, 4 dan 5.
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Tabel 3. Hasil uji aktivitas antiinflamasi kontrol positif
(natrium diklofenak).

Konsentrasi % inhibisi

(bpj)

Serapan

Seril  Seri2 Seri 3 Seril Seri2  Seri3

Kontrol negatif ~ 0,8315  0,8335  0,8250

3,13 0,7824 0,7714  0,7636 5,90 745 7,44
6,25 0,7128 07116 ~ 0,7262 1428 14,63 11,98
12,5 0,6040 0,6023  0,6203 2736 27,74 2481
25 0,5060 0,5092  0,5163 39,15 3891 3742
50 04389 04391 04218 4722 4732 4887
100 0,0668 0,0587  0,0527 91,97 9296 93,61

Tabel 4. Hasil uji aktivitas antiinflamasi ekstrak rimpang
temulawak.

Konsentrasi % inhibisi

(bpj)

Serapan

Seri 1 Seri 2 Seri 3 Seril  Seri2  Seri3

Kontrol 0,8238  0,8353 0,8257

negatif
25 0,7632 07523 0,7663 7,36 9,94 7,19
50 0,6982 0,934  0,6944 1525 1699 1590
100 0,6143  0,6107  0,6141 2543 2689 25,63
200 0,5027 05046  0,5036 3898 39,59 39,01
400 0,3947 0,3967 10,3973 52,09 52,51 51,88
800 03262 03271 0,3271 60,40 60,84 60,39

Tabel 5. Hasil uji nanopartikel ekstrak rimpang temulawak.

Konsentrasi Serapan % inhibisi
(bpj) _ - _ - . -
Seri 1 Seri 2 Seri 3 Seril  Seri2  Seri3
Kontrol 0,8215  0,8238  0,8294
negatif
25 0,7016  0,7078  0,7094 14,60 14,08 1447
50 0,6482  0,6485 0,658 21,10 21,28 2081

100 0,5524  0,5541  0,5563 32,76 32,74 32,93

200 0,4322 04360 04357 4739 4707 4747
400 0,3186 03189 03159 61,22 6129 6191
800 0,2553  0,2574  0,2586 68,92 68,75 68,82

Uji aktivitas antiinflamasi dengan penghambatan
denaturasi protein dilakukan terhadap kontrol negatif,
kontrol positif, ekstrak dan nanopartikel ekstrak.
Pengujian ini dilakukan secara triplo. Metode
yang digunakan pada penelitian ini adalah metode
penghambatan denaturasi protein Bovine Serum
Albumin (BSA) dimana akan mengalami denaturasi
(perubahan struktur peimer dan sekunder) pada saat
dipanaskan. Hal ini yang jadi penanda dimana albumin
mengalami kerusakan pada saat diinduksi panas
sehingga oleh tubuh dianggap sebagai bahan asing
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(antigen) oleh karena itu tubuh melakukan perlawanan
yaitu melalui mekanisme inflamasi Kemudian masing-
masing larutan tersebut diukur serapannya pada A 660
nm. Data serapan yang diperoleh selanjutnya dihitung
persentase inhibisinya. Larutan dapat memiliki
aktivitas antiinflamasi jika persen inhibisinya lebih
dari 20%©-19,

Dari data persen inhibisi larutan kontrol positif
(natrium diklofenak), ekstrak dan nanopartikel
ekstrak rimpang temulawak yang dilakukan triplo
dapat diketahui bahwa larutan kontrol positif pada
konsentrasi 12,5 bpj sudah dapat menghambat
denaturasi protein. Penghambatan denaturasi protein
pada ekstrak mulai ditunjukkan pada konsentrasi 100
bpj, sedangkan penghambatan denaturasi protein pada
nanopartikel ekstrak ditunjukkan pada konsentrasi
50 bpj. Berdasarkan data tersebut, maka potensi
penghambatan denaturasi protein yang dimiliki oleh
ekstrak lebih kecil dibandingkan dengan nanopartikel
ekstrak dan nanopartikel ekstrak memiliki potensi
penghambatan denaturasi protein lebih kecil daripada
larutan kontrol positifnya. Denaturasi protein adalah
proses dimana protein kehilangan struktur tersier
dan struktur sekunder dengan penerapan tekanan
ekternal atau senyawa, seperti asam kuat atau lemah,
garam anorganik terkonsentrasi, pelarut organik atau
panas. Kebanyakan protein biologis kehilangan fungsi
biologisnya ketika terjadi denaturasi®.

Kitosan dipilih sebagai bahan nanopartikel karena
tidak toksisk, bersifat mukoadhesif dan peningkat
penetrasi, dan mudah didapat sedangkan BSA dipilih
karena merupakan indikator denaturasi protein yang
lebih peka dibandingkan dengan indikator albumin
yang lainnya. Pada penelitian ini digunakan natrium
diklofenak sebagai kontrol positif karena merupakan
salah satu obat yang umum digunakan sebagai
antiinflamasi. Uji aktivitas antiinflamasi dengan
penghambatan denaturasi protein pernah dilakukan
penelitiannya terhadap beberapa ekstrak tanaman dan
jus buah. Proses denaturasi protein pada penelitian
ini dipengaruhi oleh panas. Pada saat suhu naik maka
dapat meningkatkan energi kinetik dan menyebabkan
molekul penyusun protein bergerak atau bergetar
sangat cepat sehingga merusak molekul tersebut.
Proses denaturasi protein berlangsung secara tetap
dan tidak berubah, suatu protein yang mengalami
proses denaturasi akan berkurang kelarutan cairannya
sehingga mudah mengendap. Protein dalam tubuh
rentan untuk mengalami denaturasi yang disebabkan
oleh pembentukan radikal bebas yang menyebabkan
mekanisme peradangan dengan merangsang pelepasan
mediator inflamasi. Adapun mekanisme kerja natrium
diklofenak adalah dengan penghambatan sintesa
prostaglandin dimana efek sistemik dari inflamasi
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adalah demam"121%),

Nilai IC,  menunjukkan efektivitas ekstrak dalam
menghambat denaturasi protein. Nilai IC, merupakan
konsentrasi saat persentase penghambatan denaturasi
protein mencapai nilai 50%"%. Hasil perhitungan
IC,  pada larutan kontrol positif (natrium diklofenak)
rata-rata IC, sebesar 47,74+0,33 bpj. Pada ekstrak
hasil rata-rata IC,  sebesar 521,67+5,80 bpj dan pada
nanopartikel rata-rata IC,  sebesar 398,02 bpj+1,78

bpj.
SIMPULAN

Hasil uji aktivitas antiinflamasi dengan menggunakan
metode penghambatan denaturasi protein pada
nanopartikel ektrak rimpang Temulawak menunjukkan
bahwa IC_  yaitu 398,02+1,78 bpj. Sehingga
hasilnya menunjukkan bahwa aktivitas antiinflamasi
nanopartikel ekstrak rimpang temulawak lebih baik
daripada aktivitas ekstrak etanol 96% rimpang
temulawak.
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Abstrak: Putih telur secara tradisional dapat digunakan untuk pengobatan luka bakar. Putih telur
diformulasikan dalam bentuk gel untuk memudahkan pemakaian dan menutupi bau khas putih telur.
Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh pemberian gel putih telur terhadap penyembuhan
luka bakar derajat II tikus putih (Rattus novergicus) galur Wistar melalui pengamatan jumlah sel
makrofag, fibroblast, kepadatan deposit kolagen dan penyembuhan luka. Subyek penelitian berupa tikus
putih jantan usia 3 bulan. Luka bakar derajat II pada punggung tikus dibuat menggunakan aluminium
panas diameter 2 cm suhu 80 °C selama 20 detik. Tikus putih sebanyak 18 ekor yang dibagi menjadi
3 kelompok perlakuan yaitu, kontrol negatif menggunakan NaCl 0,9%, kontrol positif menggunakan
Bioplacenton® dan perlakuan gel putih telur 40%. Berdasarkan hasil percobaan, pemberian topikal
gel putih telur dapat menurunkan jumlah makrofag, meningkatkan jumlah fibroblas, meningkatkan
kepadatan deposit kolagen dan mempercepat penyembuhan luka bakar derajat I1 pada tikus putih jantan.
Pada semua parameter tersebut, gel putih telur memiliki perbedaan signifikan dengan kontrol negatif
NaCl 0,9% dan tidak memiliki perbedaan signifikan dengan kontrol positif Bioplacenton®.

Kata kunci: Gel putih telur, luka bakar, fibroblas, makrofag, kepadatan kolagen, waktu penyembuhan
luka.

Abstract: Egg whites has been traditionally used for the treatment of burns. In this research, egg white
was formulated into gel dosage form for easy to use and covered unpleasant odor. The aim of this study
was to determined effectivity of egg white in gel dosage form against the healing of superficial partial
thickness burns (second degree) on white rats (Rattus novergicus) Wistar strain with parameters were
macrophages, fibroblasts, collagen deposit density and wound healing. Research subject were male
white rats aged 3 months. Second degree burns on the back of rat were made by an aluminium with
diametres 2 cm and temperature 80 °C for 20 seconds. 18 white rats divided into 3 groups of treatment
which is negative control using 0.9% NaCl, positive control using Bioplacenton®, and 40% egg white
gel as treatment. Based on the experimental results, white egg gel given topically decreased the number
of macrophages and increase the number of fibroblasts, increase the density of collagen deposits and
speed up wound healing on second degree burns. White egg gel had significantly difference compared
to negative control of NaCl 0.9% and no significantly difference compared to Bioplacenton® as positive
control.

Keywords: White egg gel, burns, fibroblast, macrophage, collagen density, wound healing time.
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PENDAHULUAN

LUKA bakar derajat II sebagian dangkal disebabkan
oleh cairan atau uap panas yang mengakibatkan
kerusakan pada sebagian dermis, sedangkan folikel
rambut dan kelenjar tetap keringat utuh. Penampakan
luar pada kulit tampak adanya gelembung berisi cairan,
berkeringat, merah, memucat dengan penekanan dan
adanya rasa nyeri bila terpapar udara dan panas.
Waktu penyembuhan luka dangkal sebagian berkisar
antara 7-20 hari dan proses penyembuhan terjadi tanpa
pembentukan jaringan parut®.

Penanganan luka bakar dengan bahan alam
merupakan salah satu cara yang aman untuk mengobati
luka bakar dan sekaligus menekan biaya pengobatan
luka bakar. Salah satunya dengan menggunakan putih
telur ayam kampung. Kandungan putih telur yang
utama adalah protein yang terdiri dari ovotransferin,
lisosim, ovomusin, ovomusid, ovalbumin dan avidin®.
Kandungan ovotransferin, lisosim dan ovomusin
dilaporkan memiliki aktivitas antibakteri dan efek
antivirus®. Kandungan putih telur lainnya yaitu
ovalbumin juga memiliki potensi untuk digunakan
sebagai pembawa obat dan sebagai sumber dari asam
amino yang diperlukan untuk proses pertumbuhan®.
Mekanisme putih telur terhadap penyembuhan
luka yaitu dengan membentuk jaringan sel baru dan
mempercepat pemulihan jaringan sel tubuh yang
rusak®. Akan tetapi, putih telur ayam kampung
memiliki kekurangan yaitu bau tidak enak sehingga
perlu diformulasikan dalam sediaan gel untuk
meningkatkan kenyamanan dalam penggunaan.
Berdasarkan penelitian sebelumnya, putih telur efektif
pada luka bakar derajat I dan luka bakar derajat 11
sebagian dangkal®. Putih telur tidak bisa digunakan
untuk luka derajat II sebagian dalam dan luka derajat
I karena perlu dilakukan eksisi awal dan cangkok
kulit®.

Ada tiga fase dalam penyembuhan luka yaitu fase
inflamasi, fase proliferasi dan fase maturasi”. Fase
inflamasi terjadi beberapa jam setelah cedera dan
efeknya bertahan hingga 2-3 hari. Pada fase inflamasi
diawali dengan vasokonstriksi untuk mencapai
hemostasis sehingga trombus terbentuk dan rangkaian
pembentukan darah diaktifkan, sehingga terjadi
deposisi fibrin. Keping darah melepaskan platelet
derived growth factor (PDGF) dan transforming growth
factor B (TGF- B) yang menarik sel-sel inflamasi,
terutama makrofag. Setelah hemostasis tercapai,
terjadi vasodilatasi dan permeabilitas pembuluh darah
meningkat. Jumlah neutrofil memuncak pada 24 jam
dan membantu debridemen. Monosit memasuki luka,
menjadi makrofag dan jumlahnya memuncak dalam
2-3 hari. Makrofag menghasilkan PDGF dan TGF-p,
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akan menarik fibroblas dan merangsang pembentukan
kolagen. Penyembuhan luka juga ditandai dengan
meningkatnya kepadatan deposit kolagen. Kolagen
tipe III dibentuk pada hari pertama sampai ketiga
setelah trauma yang akan mencapai puncaknya pada
minggu pertama. Kolagen tipe I1I ini akan digantikan
oleh kolagen tipe I yang lebih kuat saat proses
penyembuhan luka memasuki fase maturasi yaitu
sekitar minggu ketiga setelah cedera®.

Sebagian besar orang tidak nyaman pengobatan

dengan putih telur dikarenakan baunya yang kurang
sedap.Formulasi putih telur dalam bentuk gel dapat
memudahkan pemakaian dan menutupi bau khas
putih telur. Sediaan gel memiliki kandungan air yang
tinggi sehingga meningkatkan hidrasi pada stratum
korneum sehingga akan memudahkan penetrasi obat
melalui kulit. Selain itu, karena gel mengandung air,
maka gel mudah bercampur dengan sekret kulit yang
mengalami luka bakar.
Tujuan penelitian ini adalah untuk mengetahui
efektifitas gel putih telur terhadap luka bakar derajat
IT dengan parameter fibroblas, makrofag, kepadatan
kolagen dan waktu penyembuhan luka bakar.

BAHAN DAN METODE

BAHAN. Methocel K4M (Colorcon, USA), gliserin
(Brataco), propilen glikol (Brataco), metil paraben
(Brataco), propil paraben (Brataco). Putih telur
ayam kampung (Kelompok Tani Ternak Giri Marga
Ayu Banjar Pegongan, Desa Taman, Kecamatan
Abiansemal, Kabupaten Badung, Bali), infus NaCl
0,9% (Otsuka), Bioplacenton®.

Alat. Termometer, gunting, kapas, pinset, perban,
mikroskop dan jangka sorong, pH meter, viskometer
Brookfield Rotary.

Hewan Coba. Tikus putih jantan (Rattus
novergicus) galur Wistar (Fakultas Kedokteran
Universitas Airlangga) dengan usia 3 bulan dengan
berat sekitar 250-300 g.

METODE. Formulasi Sediaan Gel. Susunan
formula dari sediaan gel putih telur dapat dilihat pada
Tabel 1.

Pembuatan Gel Putih Telur. Sediaan gel putih
telur yang dibuat sebanyak 300 g. Methocel K4M
ditimbang sebanyak 6 g kemudian dibasahi dengan
gliserin 24 g. Methocel K4M yang sudah dibasahi
kemudian ditambahkan air suling 100 mL dan diaduk
perlahan sampai terbentuk gel. Metil paraben 0,54
g dan propil paraben 0,06 g kemudian dilarutkan
dalam propilen glikol 6 g. Campuran propilen glikol
dimasukkan ke dalam mortir dan diaduk merata
sampai terbentuk masa gel. Gel didiamkan selama
24 jam agar mengembang dengan sempurna. Telur
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dipisahkan putih telur dari kuning telurnya, kemudian
putih telur ditimbang sebanyak 120 g lalu masukkan
ke dalam mortar yang berisi gel dan ditambah air
suling hingga 300 g. Gel diaduk perlahan agar tidak
menimbulkan busa dan tercampur hingga homogen.

Evaluasi Sifat Fisik Sediaan Gel Putih Telur.
Pemeriksaan mutu fisik gel putih telur meliputi
pemeriksaan organoleptis, pengukuran pH, daya
sebardan viskositas.

Penyiapan Bahan Kontrol Positif, Kontrol
Negatif dan Perlakuan Gel Putih Telur. Larutan
NaCl 0,9% sebagai bahan kontrol negatif (K-),
Bioplacenton® digunakan sebagai kontrol positif (K-+)
dan gel putih telur (P) digunakan sebagai bahan uji.

Pembuatan Luka Bakar Tikus. Tikus terlebih
dahulu diadaptasikan selama satu minggu dan
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dari setiap luka bakar pada punggung tikus dengan
cara eksisi pada bekas luka bakar dengan diameter
sekitar 2 cm sampai sedalam otot. Jaringan kulit
yang diambil dimasukkan ke dalam botol yang berisi
formalin 10% untuk fiksasi jaringan. Pemeriksaan
jumlah makrofag dan jumlah fibroblas dilakukan
dengan pewarnaan hematoxylin-eosin.

Penetapan Jumlah Makrofag, Fibroblas dan
Kepadatan Deposit Kolagen. Hasil pengamatan
dilakukan di bawah mikroskop dengan perbesaran
400 kali dengan menghitung jumlah makrofag
dan fibroblas aktif setiap lapangan pandang dengan
mengamati dari sisi paling kiri atas sampai bawah.
Makrofag pada perbesaran 400 kali akan berbentuk
ireguler dan berwarna kebiruan dengan granul hasil
fagositosis berwarna kecoklatan sebagai pigmen

Tabel 1. Susunan formula gel putih telur.

No Nama Bahan Konsentrasi Komposisi Fungsi

1 Putih Telur 40% 120 g Bahan aktif
2 Methocel K4M 2% 6g Pembentuk gel
3 Gliserin 8% 24 g Humektan

4 Propilen Glikol 2% 6g Pelarut

5 Metilparaben 0,18% 0,54 g Pengawet

6 Propilparaben 0,02% 0,06 g Pengawet

7 Air suling hingga 100% 300 g Pelarut

diberikan makanan dan minuman. Masing-masing
tikus dicukur bulunya pada bagian punggung.
Selanjutnya luka bakar menggunakan aluminium
panas suhu 800 °C dengan diameter 2 cm selama 20
detik.

Pengelompokan Perlakuan. Sebanyak 18 ekor
tikus dibagi menjadi tiga kelompok masing-masing
berisi 6 ekor tikus. Kelompok pertama dioles larutan
NaCl 0,9% sebagai kontrol negatif. Kelompok
kedua dioles dengan Bioplacenton® sebagai kontrol
positif. Kelompok ketiga dioles gel putih telur 40%.
Pengolesan gel pada luka bakar sebanyak 350 mg
setiap 2 kali sehari. Setelah pengolesan masing-
masing luka ditutup dengan perban untuk mencegah
kontaminasi ke area luka. Tikus dipelihara pada
kandangnya masing-masing serta diberi makanan dan
minuman dengan jumlah dan jenis yang sama.

Pengambilan Jaringan. Pengambilan jaringan
kulit tikus dilakukan pada hari ke-3 (fase inflamasi)
dan hari ke-7 (fase proliferasi), masing-masing
dikorbankan 3 ekor tikus pada setiap fase. Tikus
dikorbankan dengan cara dibius dengan eter sampai
tikus sudah tidak bisa bergerak lagi. Spesimen diambil

eksogen di dalam sitoplasma makrofag. Fibroblas
umumnya berkelompok membentuk suatu garis
sejajar dengan sitoplasma berwarna kemerahan dan
jumlahnya diukur secara manual. Untuk pengukuran
kepadatan kolagen, preparat diletakkan di bawah
mikroskop cahaya pembesaran 400 kali kemudian
kepadatan deposit kolagen diukur menggunakan
program komputer Adobe Photoshop 6.0.

Penilaian Persen Kesembuhan Luka Bakar.
Penilaian waktu penyembuhan luka bakar dilakukan
setiap hari dengan mengamati warna pada daerah luka,
kekeringan dengan meraba daerah luka dan mengukur
diameter luka menggunakan jangka sorong.
Perhitungan persentase penyembuhan luka bakar
dengan rumus sebagai berikut®:

px =100-(dx/d x 100%)

pX = persentase penyembuhan luka bakar
pada hari ke x

d = diameter luka bakar hari pertama

dx = diameter luka bakar hari ke x
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Analisis Data. Data hasil pengamatan fibroblas,
makrofag, kepadatan kolagen dan persen kesembuhan
dianalisis dengan ANOVA satu arah. Jika terdapat
perbedaan yang nyata dilanjutkan uji jarak berganda
Duncan dengan taraf kepercayaan 95%. Analisis
statistik dengan menggunakan program SPSS for
Windows versi 22.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil Formulasi Sediaan Gel Putih Telur. Bentuk
sediaan gel dipilih karena kemampuan penyebarannya
baik pada kulit, memberi rasa dingin melalui penguapan
lambat dari kulit, kemudahan pencuciannya dengan
air baik dan pelepasan obatnya baik(”. Dalam proses
pembuatan, putih telur yang dikocok mudah sekali
berbusa. Adanya busa atau aerasi pada sediaan gel
akan menghambat proses pelepasan dan absorbsi obat
pada kulit. Oleh karena itu pada proses pembuatan gel
putih telur, proses homogenisasi putih telur dengan gel
dilakukan secara perlahan agar tidak menimbulkan
busa. Evaluasi sediaan gel putih telur bertujuan untuk
menjamin bahwa gel yang digunakan stabil dan
memenuhi syarat sediaan gel. Evaluasi sediaan gel
meliputi uji organoleptis, pH, daya sebar, homogenitas
dan viskositas. Hasil evaluasi pengujian sediaan gel
putih telur dapat dilihat pada Tabel 2.

Viskositas sediaan gel yang diperoleh adalah
16.670 cps sedangkan daya sebar 5,1 cm. Pada
kondisi tersebut, sediaan gel cukup mudah dioleskan
pada daerah luka dan tetap melekat pada daerah luka.
Berdasarkan evaluasi mutu fisik sediaan gel putih telur
meliputi organoleptis, pH, daya sebar dan viskositas
diketahui bahwa gel putih telur secara umum telah
memenuhi persyaratan sediaan gel yang baik("!?.
Dalam penyimpanan, evaluasi sediaan setelah
bulan ke-9 menunjukkan hasil yang sama dengan
sediaan setelah dibuat. Hal ini menunjukkan formula
sediaan memiliki stabilitas fisika kimia yang baik.
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Penambahan kombinasi pengawet metil paraben dan
propil paraben dapat meningkatan stabilitas sediaan.
Persyaratan sediaan tidak mengandung aerasi juga
membantu meningkatkan stabilitas sediaan karena
dapat meminimalkan potensi terjadinya oksidasi.

Penetapan Jumlah Makrofag dan Fibroblas.
Hasil pengamatan makrofag dan fibroblas dapat dilihat
pada Gambar 1.

Makrofag mencapai puncak pada hari ke-3

Gambar 1. Hasil pengamatan makrofag dan fibroblas
dengan perbesaran 400x :

(a) K- (hari ke-3); (b) K+(hari ke-3); (c) P (hari ke-3);

(d) K- ( hari ke-7); (e¢) K+(hari ke-7); (f) P(hari ke-7).

sedangkan fibroblas mencapai puncaknya sekitar
satu minggu setelah trauma dan merupakan sel
dominan pada minggu pertama fase penyembuhan
luka?.

Perhitungan rerata jumlah makrofag pada hari ke-3
yang disajikan pada Tabel 3. menunjukkan bahwa
semua kelompok perlakuan berbeda bermakna. Hasil
yang paling tinggi ada pada kelompok perlakuan putih
telur yaitu 4,07 + 0,12. Pada hari ke-7 menunjukkan
bahwa kelompok perlakuan perlakuan putih telur
berbeda bermakna dengan kelompok kontrol negatif
dan tidak berbeda bermakna dengan kontrol positif.
Perlakuan kontrol positif dan perlakuan putih telur
menyebabkan penurunan jumlah makrofag pada
hari ke-7. Sedangkan perlakuan kontrol negatif tidak
terlihat terjadi penurunan aktivitas makrofag. Hal ini
menunjukkan bahwa putih telur dapat menurunkan
jumlah makrofag. Ovomusin, ovotransferin dan

Tabel 2. Hasil evaluasi sediaan gel putih telur.

Pengujian Hasil Persyaratan
Organoleptis

Bentuk Gel Gel

Bau

Warna ‘Bau Khas . ‘Bau Khas .

Jernih, tanpa aerasi Jernih, tanpa aerasi

pH 7,0 4-7
Homogenitas Homogen Homogen
Daya Sebar 5,1 cm 5-7 cm
Viskositas 16.670 cps 10.000-70.000 cps
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lisosim di dalam kandungan putih telur bekerja
meningkatkan aktivitas monosit dan makrofag
dan sitotoksisitas, menstimulasi killer T-cells dan
meningkatkan aktivitas makrofag secara in vitro®.
Sehingga pada pengamatan, jumlah makrofag
pada kelompok perlakuan putih telur lebih banyak
dibanding kelompok kontrol positif maupun negatif
pada hari ke-3 dan menurun dengan cepat pada hari
ke-7.

Makrofag mempunyai peran penting dalam respon
imun. Fungsi utama makrofag dalam imunitas adalah
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merupakan sel dominan pada minggu pertama fase
penyembuhan luka®. Protein dalam putih telur
yaitu ovalbumin berperan sangat penting sebagai
sumber asam amino untuk growth factor. Growth
factor ini berkonstribusi dalam penyembuhan luka
dengan menstimulasi fibroblas (connectivetissue
cells) untuk memproduksi kolagen lebih banyak
yang akan mengisi daerah luka®. Semakin tinggi
jumlah fibroblas, maka kepadatan kolagen juga besar.
Jumlah fibroblas mempengaruhi jumlah kolagen
padat sebesar 33,9% sedangkan sisanya dipengaruhi

Tabel 3 . Rerata jumlah makrofag dan fibroblas pada semua kelompok perlakuan.

Rerata jumlah makrofag

Rerata jumlah fibroblas

Kelompok
Hari ke- 3 Hari ke-7 Hari ke- 3 Hari ke 7
K (-) 2,47+ 0,12 3,53+ 0,30 1,27 £0,12 2,07* £0,11
K (+) 3,53%+ 0,42 1,80%¢ + 0,20 1,67+ 0,12 4,93%+ 0,80
P 4,07°+0,12 1,67°+ 0,23 1,87°£0,12 5,53°+0,30

a,b,c menunjukkan perbedaan signifikan antar kelompok perlakuan (p<0,05).
Keterangan : K (-) = kontrol negatif (larutan NaCl 0,9%) ; K (+) = kontrol positif (Bioplacenton®) ; P = perlakuan

dengan gel putih telur.

fagositosis partikel asing yang masuk ke dalam tubuh,
makromolekul antigen, sel atau jaringan sendiri yang
mengalami kerusakan atau mati. Makrofag juga
akan mengikuti netrofil menuju luka setelah 48-72
jam dan menjadi sel predominan setelah hari ke-3
setelah cedera. Debris dan bakteri akan difagositosis
oleh makrofag. Makrofag juga berperan utama
memproduksi berbagai growth factor yang dibutuhkan
dalam produksi matriks ekstra seluler oleh fibroblas
dan pembentukan neovaskularisasi. Keberadaan
makrofag oleh karenanya sangat penting dalam fase
penyembuhan ini®.

Berdasarkan perhitungan data rerata jumlah
fibroblas pada hari ke-3 tampak bahwa kelompok
perlakuan putih telur berbeda bermakna dengan
kelompok kontrol negatif, dan tidak beda bermakna
dengan kontrol positif. Hasil yang sama juga
ditunjukkan pada perlakuan hari ke-7. Pada semua
kelompok perlakuan terjadi peningkatan jumlah
fibroblas dari hari ke-3 sampai hari ke-7. Peningkatan
yang paling tinggi ditunjukkan oleh perlakuan gel
putih telur. Berdasar hasil tersebut putih telur terbukti
dapat meningkatkan aktivitas sel fibroblas.

Fibroblas adalah sel yang mensintesis matriks
ekstraseluler dan kolagen yang berperan penting
dalam penyembuhan luka. Fibroblas berfungsi
mempertahankan integritas struktur jaringan ikat
dengan memproduksi matriks ekstraseluler. Fibroblas
terakumulasi di daerah luka melalui angiogenesis
antara dua sampai lima hari setelah cedera dan

oleh faktor lain. Faktor lain adalah ketersediaan asam
amino, suplai oksigen, antioksidan dan ketersediaan
zat besi dalam tubuh. Asam amino adalah bahan
pembentuk kolagen, sedangkan oksigen dan zat besi
akan meningkatkan produksi kolagen dalam tubuh®.

Kepadatan Deposit Kolagen. Hasil pengamatan
makrofag dan fibroblas dapat dilihat pada Gambar 2.

@ @ ®
Gambar 2. Kepadatan deposit kolagen: (a) K - (hari ke-3),
(b) K +(hari ke-3), (¢) P (hari ke-3),(d) K - ( hari ke-7),
(e) K+(hari ke-7), (f) P (hari ke-7)

Berdasarkan data pada Tabel 4. dapat disimpulkan
pada hari ke-3 kelompok kontrol positif, kelompok
gel putih telur menunjukkan perbedaan bermakna
dengan kelompok kontrol negatif. Sedangkan pada
hari ke-7, ketiga kelompok perlakuan menunjukkan
hasil yang berbeda bermakna. Rerata kepadatan
deposit kolagen tertinggi berturut-turut ditunjukkan
oleh pemberian kontrol positif, gel putih telur dan
kontrol negatif. Kolagen termasuk protein fibrin, yang
berada di daerah dermis berperan dalam pembentukan
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struktur sel terbesar pada matriks ekstraseluler yang
mempertahankan bentuk jaringan. Secara umum,
kandungan kolagen dapat berjumlah sekitar 25-35%
dari total protein pada tubuh. Kolagen tipe III dibentuk
pada hari pertama sampai ketiga setelah trauma yang
akan mencapai puncaknya pada minggu pertama.
Kolagen tipe III ini akan digantikan oleh kolagen
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Data hasil pengukuran diameter luka bakar pada
tikus putih jantan yang diamati dari hari ke-3 hingga
hari ke-7 dapat dilihat pada Tabel 5.

Berdasarkan perhitungan statistik, kelompok
kontrol positif dan kelompok gel putih telur
memberikan perbedaan bermakna dengan kelompok
kontrol negatif. Kelompok perlakuan kontrol positif

Tabel 4. Hasil Kepadatan deposit kolagen hari ke-3 dan ke-7.

Perlakuan Kepadatan Deposit Kolagen
Hari ke-3 Hari ke-7
K(-) 207,4167" + 14,33946 219,3833%+ 11,76501
K#) 236,4600° £ 2,44514 239,5368° + 4,23257
P 229,5867° + 3,83914 223,8000° = 4,16360

a,b,c menunjukkan perbedaan signifikan antar kelompok perlakuan (p<0,05).

Keterangan : K (-) = kontrol negatif (larutan NaCl 0,9%) ; K (+) =

perlakuan dengan gel putih telur.

tipe I yang lebih kuat saat proses penyembuhan luka
memasuki fase maturasi yaitu sekitar minggu ketiga
setelah cedera®.

Perbedaan kepadatan deposit kolagen antara
kontol positif dengan perlakuan gel putih telur diduga
disebabkan kandungan yang terdapat pada kontrol
positif yaitu ekstrak plasenta 10%. Ekstrak plasenta
mengandung fibronectin tipe 1l sebagai biogenik
stimulator yang dapat meningkatkan atau mempercepat
dan reproduksi sel kulit dan meregenerasi sel yang
rusak. Selain itu diduga disebabkan berat molekul
dari kandungan senyawa kontrol positif lebih kecil dari
berat molekul kandungan putih telur sehingga absorbsi
topikal kontrol positif lebih baik dibandingkan dengan
gel putih telur. Kepadatan deposit kolagen dengan
pemberian gel putih telur akan meningkat hingga
mencapai akhir fase proliferasi. Fase proliferasi ini
akan berlangsung hingga hari ke-2119,

Persen Kesembuhan Luka Bakar. Pengamatan
makroskopis luka bakar pada punggung tikus dapat
dilihat pada Gambar 3. Pada kontrol negatif, hari
ke-4 dan ke-5 tampak luka bakar berwarna merah
menandakan luka memasuki fase proliferasi. Pada hari
ke-6 dan 7 jaringan kulit kontrol negatif mengalami
nekrosis, sedangkan pada kontrol positif dan perlakuan
gel putih telur tidak terdapat nekrosis dan luka
tampak berwarna merah. Perbedaan ini disebabkan
karena larutan NaCl 0,9% sebagai kontrol negatif
tidak memiliki kandungan antimikroba sehingga
terjadi infeksi lebih besar dan mengganggu regulasi
proliferasi fibroblas. Secara visual, luka pada kontrol
negatif tampak berwarna kehitaman yang disebabkan
karena nekrosis, sedangkan pada kontrol positif dan
kelompok perlakuan luka tetap berwarna merah.

kontrol positif (Bioplacenton®) ; P =

Hari ke-0 Hari ke-3 Hari ke-7
- - - i
Kontrol + ‘ ‘
[ =
Perlakuan ' g
=%
P

Gambar 3. Pengamatan makroskopis luka bakar hari ke-0,
ke-3, dan ke-7.

tidak berbeda bermakna dengan kelompok kelompok
gel putih telur. Hal tersebut menunjukkan bahwa
kelompok kontrol positif dan kelompok gel putih
telur dapat mempercepat penyembuhan luka bakar.
Data diameter luka dibuat dalam bentuk persen (%)
untuk mengetahui peningkatan kesembuhan luka
bakar pada tikus putih dapat dilihat pada Gambar 4.
Persentase tertinggi penyembuhan luka berturut-turut
adalah pemberian gel putih telur, kontrol positif dan
kontrol negatif.

% kesembuhan

T T T T T 1
4] 1 2z 3 4 5 6 7

—#—K (-) —l—K (+) ——Perlakuan

Gambar 4. Grafik rerata persen kesembuhan hari ke-3
dan hari ke-7.
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Tabel 5. Hasil perhitungan diameter luka hari ke-3 sampai hari ke-7.

Diameter Luka (cm)

Perlakuan
Hari ke -3 Hari ke -4 Hari ke -5 Hari ke -6 Hari ke -7
K (-) 1,95+ 0,050 1,93%+ 0,029 1,93+ 0,03 1,92% + 0,03 1,88%+ 0,03
K (+) 1,87°+ 0,03 1,82°+0,03 1,78° + 0,03 1,73°+ 0,08 1,72° 0,08
p 1,85°+ 0,00 1,80°+ 0,05 1,77°+0,03 1,72°+ 0,03 1,70° + 0,050

a,b,c menunjukkan perbedaan signifikan antar kelompok perlakuan (p<0,05).
Keterangan : K (-) = kontrol negatif (larutan NaCl 0,9%) ; K (+) = kontrol positif (Bioplacenton®) ; P = perlakuan dengan

gel putih telur.

SIMPULAN

Berdasarkan analisis data maka dapat disimpulkan
bahwa pemberian topikal gel putih telur dapat
menurunkan jumlah makrofag dan meningkatkan
jumlah fibroblas. Gel putih telur juga dapat
meningkatkan kepadatan deposit kolagen dan
mempercepat waktu penyembuhan luka pada luka
bakar derajat II pada tikus putih jantan.
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Abstrak: Berdasarkan riset kesehatan dasar di Yogyakarta insiden diabetes mellitus berdasarkan diagnosis dokter ada-
lah 2,6% dan akan meningkat dengan usia, tetapi akan menurun dari usia > 65 tahun. Dalam beberapa pengobatannya
dengan obat sintetis dan bahan-bahan alami seperti Spirulina platensis. Spirulina platensis adalah salah satu Mikroal-
gae yang berisi spektrum alami karoten dan xantophyll pigmen campuran, dan dengan phycocyanin memiliki aktivitas
antioksidan, dan Spirulina platensis dapat menunjukkan penurunan gula darah. Jenis penelitian adalah eksperimental.
Spirulina platensis dibuat dengan beberapa dosis 36 mg, 72 mg, dan 144 mg. Tikus dibagi dalam 6 kelompok, tikus di
ukur kadar gula hari ke 0-28. Setelah itu dianalisa kadar efek Spirulina platensis. Hasilnya dianalisis menggunakan
metode SPSS ANOVA dan Post Hoc tes dengan tingkat keyakinan 95%. Hasil analisis kadar menunjukkan bahwa Spi-
rulina plantesis yang induksi streptozotocin dengan berbagai dosis terdapat peningkatan dan juga pada kelompok dosis
STZ + SP 36 dalam analisis dapat meningkatkan kadar analisis. Sementara pada histopatologi hasil dan insulin ekspresi
di pankreas dan histologi dan ekspresi glukosa transporter 4 dan histopatologi pada ginjal dan hati menunjukkan baik
berubah berbagai kelompok dosis pengobatan terutama di STZ + SP 36 kelompok dosis. Jadi STZ + SP 36 kelompok
dosis menampilkan perubahan kedua dalam studi ini.

Kata Kunci: Anti diabetes, histopatologi, spirulina plantesis, streptozotocin.

Abstract: Basic health research based in Yogyakarta of the incident based on the physician’s diagnosis of diabetes mel-
litus is 2.6% and will increase with age, but will decrease from the age of > 65 years. In some treatment with synthetic
drugs and natural ingredients such as Spirulina platensis. Spirulina platensis is one of the Mikroalgae that contains a
spectrum of natural carotene and xantophyll pigments mixed with phycocyanin, and has antioxidant activity, and Spir-
ulina platensis may indicate a decrease in blood sugar. This type of research is experimental. Spirulina platensis made
with some dose of 36 mg, 72, and 144 mg mg. Of mice were divided into 6 groups, measuring sugar levels in rats a day
to 0-28. After it analyzed the levels of the effect of Spirulina platensis. The results were analyzed using SPSS methods
of ANOVA and Post Hoc test with a 95% confidence level. The results of the analysis indicate that the levels of spirulina
plantesis that streptozotocin induced with different dose there was an increase in the dose group and also on STZ + SP
36 in analysis can increase levels of analysis. While at Histopathology results and insulin in the pancreas and Histology
expression and expression of glucose transporter 4 and Histopathology in the liver and kidneys showed good change
treatment doses of various groups especially in STZ + SP 36 dose groups. So STZ + SP 36 dose groups showing the
second amendment in this study.

Key words: Anti diabetic, histopathology, Spirulina plantesis, streptozotocin.
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PENDAHULUAN

DIABETES MELLITUS (DM) merupakan salah satu
penyakit yang terus mengalami peningkatan di dunia.
Organisasi Kesehatan Dunia (WHO) memperkirakan
bahwa pada tahun 2014 sekitar 422 juta orang menderita
diabetes, sedangkan pada tahun 1980 berjumlah 108
juta. Dari hasil ini, prevalensi global hampir dua kali
lipat sejak tahun 1980, yaitu dari 4,7% naik menjadi
8,5%.

Diabetes merupakan suatu penyakit tidak mampu
mengendalikan jumlah glukosa dalam aliran darah
sehingga menyebabkan penyakit hiperglikemia,
hiperglikemia ialah suatu keadaan glukosa dalam aliran
darah yang tingginya sudah membahayakan®.

Diabetes Mellitus merupakan faktor terjadinya
penyakit kardiovaskular, seperti arteri koroner®,
penyakit jantung koroner. Beberapa hal penyebabnya
adalah hiperlipidemia8. Hiperlipidemia merupakan
keadaan dimana tingginya kadar lipid dalam
darah (kolesterol total, trigliserida, dan low density
lipoprotein (LDL) melebihi batas normalnya, dimana
kadar kolesterol total normal < 200 mg/dL sedangkan
trigliserida normal <150 mg/dL. Pada tahun 2013,
jumlah persentase penduduk Indonesia dengan faktor
risiko kolesterol total sebesar 35,9% dan trigliserida
11,9%9.

Peningkatan kadar malondialdehid (MDA) menjadi
indikator dari produksi radikal bebas berlebih dan
dapat menurunkan enzim antioksidan intrasel®. Pada
kondisi stres oksidatif, produksi reactive oxygen species
(ROS) yang tinggi akan meningkatkan aktivitas enzim
antioksidan untuk menetralisir ROS sehingga jumlahnya
dalam tubuh menjadi berkurang. Stres oksidatif dapat
memicu peroksidasi lipid sehingga menimbulkan
kerusakan sel serta dapat mengakibatkan adanya
kerusakan pada fungsi hati dengan meningkatnya
beberapa penanda biokimia seperti Serum Glutamic
Oxaloacetic Transminase (SGOT), Serum Glutamic
Piruvic Transminase (SGPT), bilirubin alkalin fosfatase
serta peningkatan jaringan peroksidasi lipid®.

Diabetes mellitus tipe 2 yaitu tubuh tetap
menghasilkan insulin dalam jumlah yang normal,
namun insulin yang dihasilkan tidak bekerja dengan
baik atau terjadi resistensi insulin karena reseptor
insulin pada membran sel berkurang sehingga tidak
tanggap terhadap insulin®.

Pada keadaan normal atau gula darah puasa
(GDP) tidak mengalami diabetes maka semakin
tinggi ekspresi Glucose Transporter 4 (GLUT 4).
Penginduksian  streptozotosin dapat mengakibat
resistensi insulin sehingga kadar glukosa dalam darah
tinggi, streptozotosin dapat pula menyebabkan Glucose
Transporter 4 (GLUT 4) yang memfasilitasi glukosa
masuk ke dalam sel menurun, sehingga mengakibatkan
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penurunan pemasukkan glukosa ke dalam otot dan
jaringan adiposa.

Salah satu sumber daya hayati biota laut Indonesia
yang mampu memutuskan reaksi rantai radikal
sehingga dapat menghambat ROS dan stres oksidatif
pada penderita DM yaitu Spirulina platensis, mikroalga
hijau biru yang kaya akan kandungan protein, vitamin,
mineral, pigmen fikosianin dan karotenoid yang
berfungsi sebagai antioksidan eksogen. Spirulina
platensis memiliki berbagai kandungan kimia seperti
klorofil-a, xanthophyll, fikosianin dan karetonoid®.
Fikosianin dan fikosianobilin dari Spirulina plantesis
menghambat nefropati diabetes terhadap stress
oksidatif”. Spirulina platensis mengandung spektrum
alami campuran karoten dan pigmen xantofil (pigmen
yang menyebabkan warna kuning pada tumbuhan),
yang dengan fikosianin memiliki aktivitas antioksidan,
serta Spirulina platensis menunjukan penurunan gula
darah®.

Spirulina platensis merupakan salah satu mikroalga
yang memiliki kandungan lemak dan protein yang
cukup tinggi'?. Senyawa aktif yang berfungsi sebagai
hepatoprotektor adalah antioksidan. Kandungan kimia
yang terkandung dalam Spirulina platensis juga dapat
mengikat radikal bebas sehingga dapat berfungsi
sebagai hepatoprotektor.

Berdasarkan uraian diatas, peneliti ingin aktivitas
Spirulina platensis sebagai antidiabetes terhadap ureum,
kreatinin, Trigliserida (TG), Cholesterol Total (TC),
Malondialdehida (MDA), Serum Glutamic Piruvic
Transminase (SGPT), Serum Glutamic Oxaloacetic
Transminase (SGOT), gambaran histopatologi hati dan
ginjal serta mengetahui ekspresi insulin dan GLUT4
pada tikus Wistar putih yang diinduksi Streptozotocin.

BAHAN DAN METODE
BAHAN. Untuk hewan percobaan ialah tikus jantan
galur wistar usia 2-3 bulan dengan bobot 150-200 gram
sejumlah 54 tikus Wistar putih yang didapatkan dari
LPPT Universitas Gajah Mada. Penelitian ini terdapat
Kemudian hewan uji dilakukan pembagian menjadi
6 kelompok perlakuan. bubuk mikroalga Spirulina
platensis diambil dari kolam pembudidayaan di PT.
Neoalgae Industri Makmur, Sukoharjo. Makanan
tikus dalam bentuk pelet dan pemberian aquadest.
Bahan kimia yang digunakan ialah streptozotocin
(Nacalai tesque®), ketamin injeksi (Generik®), Larutan
PBS, reagen glucose GOD FS (Diasys®), Larutan
Formalin 10%, cat Hematoxylin & Eosin (HE), GLUT-
4 Polyclonal Antibody 1 pg/uL. (Bioss) (Host: Rabbit;
Souce: KLH conjugated synthetic peptide derived from
human GLUT-4), antibody primer mouse anti-insulin
(1:300; Abcam, USA), PGA, CMC-NA, gliserin. Alat
yang digunakan untuk perlakuan terhadap hewan uji
adalah kandang tikus, timbangan analitik, peralatan
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pakan dan minum tikus, sonde tikus oral, spuit injeksi
3cc dan spuit injeksi 5cc, glucometer (clever check®),
masker dan sarung tangan.pipa kapiler darah dengan
antikoagulan, effendorf volume 1,5 mL alat-alat gelas,
vortex (heidolph®), mikropipet (socorex®), waterbath
(memer th®), sentrifuge (sorvall®), spektrofotometer
(shimadzu®), blue tips dan yellow tip.

METODE. Perlakuan hewan uji yang telah
mendapat persetujuan dari Komite Etik Penelitian
Fakultas Kedokteran dan Ilmu Kesehatan Universitas
Muhammadiyah Yogyakarta nomor : 405/EP-FKIK-
UMY/VI1/2017. Penelitian ini dilakukan pada bulan
Juni-Agustus 2017.

Tikus perlakuan dibagi menjadi 6 kelompok
perlakuan, yaitu kelompok normal, SP, STZ, STZ+SP
36, STZ+SP 72 dan STZ+SP 144. Pada kelompok
normal tikus diberi 180 mg/kgBB, kelompok STZ tikus
diinduksi STZ dosis 45 mg/kgBB dan tidak diberi SP.
Pada kelompok perlakuan STZ+SP 36, 72 dan 144 tikus
diinduksi STZ 45 mg/kgBB dan diberi SP dosis 180,
360 dan 720 mg/kgBB. Tikus dipuasakan selam 12 jam
diamati kadar gula darah kemudian diberikan STZ 45
mg/kg BB secara intra peritonial, perlakuan dilakukan
selama 28 hari.

Pembuatan Streptozotosin (STZ). Larutan stok
yang dibuat yaitu ditimbang STZ sebanyak 450 mg
dilarutkan dalam 50 ml buffer sitrat 0,02 M sehingga
I mL larutan mengandung 9 mg STZ. Dosis STZ yang
digunakan mengacu pada penelitian yang telah ada
yaitu, menggunakan dosis 45 mg/kgBB. Apabila bobot
tikus rata-rata adalah 200 gram, maka dibutuhkan
9 mg STZ untuk setiap ekor tikus. Jika 1 ml larutan
mengandung 10 mg STZ, maka induksi i.p memerlukan
0,9 mL larutan STZ20.

Pembuatan Suspensi. Bahan suspensi Spirulina
plantesis yang digunakan dalam penelitian ini PGA
dan CMC-Na digerus sampai homogen, kemudian
dilarutkan dengan air sampai terbentuk mucilage
(pada mortir I). Serbuk spirulina plantesis yang akan
dibuat suspensi dihaluskan, selanjutnya ditambahkan
gliserin dan digerus hingga homogen (pada mortir
D). Campuran bahan (pada mortir II) dituang sedikit
demi sedikit ke dalam campuran bahan (pada mortir
I) diaduk hingga homogen. Setelah itu, dimasukkan ke
dalam gelas ukur beserta dengan air bilasan dari mortir.
Terakhir ditambahkan Aqua destillata hingga 100 mL.

Tabel 1. Formulasi suspensi kombinasi suspending agent

PGA dan CMC-Na.
CMC-

Bahan NA Spirulina Fungsi
Spirulina - 4 gram Zat Aktif
PGA 1,25 1,25 gram Suspending
gram agent
CMC-Na 1 gram 1 gram Suspending
agent
Gliserin 10 mL 10 M1 Wetting agent
Aqua ad 100 Cairan
Destillata ml ad 100 ml pembawa
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Pengamatan parameter DM yaitu pemeriksaan kadar
gula darah puasa diukur dari sebelum perlakuan hari
ke 0, dan 28, sedangkan pengamatan kadar ureum,
kreatinin, TG, TC, MDA, SGPT, SGOT dilakukan pada
hari ke-28 di LPT UGM. Tikus dipuasakan selama 12
jam sebelum pengambilan darah. Darah diambil dari
mata tikus dan ditampung menggunakan ependorf.
Disentrifuge dengan kecepatan 4000 rpm selama 4
menit, diambil serum (bagian atas) untuk ditetapkan
kadar.

Pengamatan Gambaran Histopatologi Organ
Ginjal, Pankreas, Hati, Otot dan Adiposa. Tikus
dianastesi terlebih dahulu menggunakan kethamine HCI
yang diberikan secara intramuscular, anastesi terjadi
selama 20-40 menit setelah penyuntikan. Kemudian
tikus dibedah pada bagian abdomen untuk diambil
ginjal, pankreas, hati, otot dan adiposa dan diisolasi,
dibersihkan dengan larutan PBS dan direndam di
dalam larutan fiksatif Bouin selama 24 jam. Dilanjutkan
dengan proses dehidrasi, infiltrasi dan diakhiri dengan
penanaman di dalam parafin. Setelah itu, disayat
dengan ketebalan 7 um menggunakan mikrotom. Pita
sayatan yang terbentuk disimpan di atas baki preparat,
selanjutnya diambil beberapa sayatan untuk ditempel di
atas kaca preparat dengan menggunakan poly-L-lysine
10%, sayatan diwarnai dengan Hematoksilin-Eosin.
Kemudian diamati dibawah mikroskop pada perbesaran
400 kali. Diamati perubahan sel-sel hati (degenerasi
dan nekrosis) dan pada pankreas jika ditemukan pulau
Langerhans dengan jelas, maka sayatan pada daerah
tersebut baru bisa dianalisis secara imunohistokimia®

Pengamatan Immunohistokimia.

Immunohistokimia insulin menggunakan antibodi
primer mouse anti-insulin, dan Immunohistokimia
GLUT4 menggunakan Anti-Glucose Transporter
GLUT4 antibody. Pengamatan ekspresi insulin dan
GLUT4 diukur dengan mikroskop cahaya dengan
perbesaran 40x dan dengan menggunakan software
ImagelJ dengan plug-in IHC-Profiler.

Data Analisis. Dari data absorbansi dianalisis
secara statistik dengan taraf kepercayaan 95%. Data
kadar dilakukan uji normalitas dengan menggunakan
uji Kolmogrov-Smirnov dan uji homogenitas dengan uji
Levene. Jika data yang diperoleh terdistribusi normal
dan homogen (p>0,05) maka dilakukan uji One Way
ANOVA, kemudian dilanjutkan dengan uji LSD untuk
membandingkan antar kelompok atau data homogen.
Apabila data tersebut tidak memenuhi salah satu
persyaratan analisis parametrik maka dapat dilakukan
uji statistik non parametric dengan menggunakan uji
Kruskal-Wallis, kemudian dilanjutkan dengan uji Mann-
Whittney dengan taraf kepercayaan 95% untuk melihat
perbedaan antar kelompok perlakuan.
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HASIL DAN PEMBAHASAN

Kadar Gula Darah. Hasil kadar gula darah pada
penelitian ini dengan variasi dosis dibuat untuk
mengetahui efektivitas dosis Spirulina platensis pada
tikus diabetes yang diinduksi Streptozotosin, hasil
pengamatan parameter diabetes di dapat hasil sebagai
berikut:
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Gambar 1. Grafik Rata-rata KGD
Keterangan : Kelompok Normal (N), Kelompok STZ,
Kelompok SP 36, STZ+SP 36, STZ+SP 72 STZ+SP 144.

Berdasarkan hasil Gambar 1. bahwa nilai kadar
gula darah untuk berbagai kelompok dan waktu hari
ke-0 dan ke-28 mayoritas mengalami penurunan,
pada kelompok dosis STZ+SP 72 mengalami

Jurnal Ilmu Kefarmasian Indonesia

penurunan paling besar dibandingkan ke dua dosis
yang lain. Hasil ini sesuai jurnal yang didapat
bahwa Spirulina platensis mengandung spektrum
alami campuran karoten dan pigmen xantofil, dan
fikosianin memiliki aktivitas antioksidan, serta
menunjukan penurunan gula darah®.

Kemudian hasil analisis statistika menggunakan
SPSS yang bertujuan untuk dapat mengetahui
perbedaan yang lebih signifikan antara kelompok
normal setelah pemberian Spirulina platensis
dengan kelompok streptozotocin serta kelompok
dengan dosis selama 28 hari. Analisis distribusi
normal yaitu dengan menggunakan uji Shapiro-
Wilk yang bertujuan untuk menguji sebaran data
yang ada terdistribusi normal atau tidak, hasil
data kadar gula darah tidak terdistribusi normal
(p>0,05). Kemudian dilanjutkan uji Kruskal-
Wallis ini bertujuan untuk mengetahui perbedaan
perlakuan antar kelompok, yang hasilnya
dapat dilihat pada tabel test statistic. Hasil uji
menunjukkan nilai signifikan yaitu untuk kadar
gula darah H-0 dan untuk H-28 hasil <0,05,
sehingga memiliki perbedaan yang bermakna pada
kadar glukosa darah H-0 dan H-28, kemudian pada
kelompok perlakuan yang memiliki perbedaan
bermakna maka dilakukan analisis Post Hoc. Post
Hoc untuk uji Kruskal-Wallis adalah dengan uji
Mann-Whitney™.

Berdasarkan padapenelitian terjadi peningkatan
yang signifikan pada kadar glukosa darah setelah

Tabel 2. Rata-rata kadar analisis ureum, kreatinin, TG, TC, MDA, SGPT, SGOT (n=3).

Ureum

Kelompok (mg/dl Kreatinin TG TC MDA SGPT SGOT
1SD) (mg/dl=SD)  (mg/dI+SD)  (mg/dl=SD)  (mmol/L+SD)  (U/LSD) (U/L£SD)
49,53 £ * * 46.47 + 106.17 +
Normal 514" 032£0.05 g1 474630" 50.63+7.517 229%0.52 4.90* 11.66*
68,97+ 136.57+32.9 222.4+64. 393.97+5
STZ 0,47+0,11 9 759042357 5.05£1.27 <05
1,29 43 .
38,37+
STZ+SP 90,67+ 03140.02%  7943£30.08  39.57£10.02 3540 70" 62.76+37. 133.23+5
36 3,31 oS * * S 52% 9.92%
STZ+SP 61,67+ *  108.93£32.9 " 160.37+3 280.20+9
72 833 0.3120,02 9 4837+3.28" 2:03%0.14 334 6.77
STZ+SP 55,83+ *  68.53417.80 * 94.43+48. 235.4743
144 2,04 0,23+0,03 * 59.73+£12.33 3,82+0,45 93 091

*Nilai p < 0,05 yang berarti berbeda signifikan dibanding kelompok STZ
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diinduksi streptozotocin. Streptozotocin dapat
menaikkan kadar glukosa darah dengan mekanisme
dengan merusak sel f pankreas. Peningkatan
kadar glukosa darah disebabkan senyawa radikal
bebas yang merusak sel-sel pada pankreas
sehingga tidak dapat berfungsi. Diabetes militus
adalah sekumpulan gejala yang ditandai dengan
meningkatnya kadar glukosa darah sebagai akibat
defisiensi insulin baik relative maupun absolut?.

Penurunan yang terdapat pada kadar glukosa
darah pada penelitian ini menggunakan Spirulina
platensis, Spirulina platensis mampu menurunkan
kadar glukosa darah, karena mengandung
spektrum alami dari campuran karoten, xantofil,
dan fikosianin yang memiliki aktivitas sebagai
antioksidan®, penelitian di atas menjukkan
penurunan kadar glukosa darah sebelum dan
setelah pemberian Spirulina platensis mengalami
penurunan terutama pada kelompok STZ+SP 144
mengalami penurunan paling besar dibanding
perlakuan yang lain. Kandungan antioksidaan
dalam Spirulina platensis dapat menurunkan kadar
glukosa darah dengan mekanisme menghambat
reaksi oksidasi dan dapat menetralkan atau
menangkap radikal bebas!?.

Analisis Kadar. Hasil pada penelitian ini
dengan variasi dosis dibuat untuk mengetahui
efektivitas dosis Spirulina platensis pada tikus
diabetes yang diinduksi Streptozotosin, hasil
pengamatan parameter diabetes di dapat hasil
seperti pada Tabel 2. Nilai SGOT tikus normal
adalah 20 — 100 IU/L. Namun pada penelitian ini
ketiga kelompok perlakuan tikus Wistar diabetes
masih memiliki nilai aktivitas SGOT diatas normal.
Enzim SGOT tidak hanya terdapat pada hati
melainkan juga dihasilkan dalam otot dan jantung.
Sehingga berkemungkinan tingginya aktivitas
SGOT karena juga diproduksinya enzim SGOT di
organ selain hati yang menyebabkan nilai SGOT
meningkat melebihi normal.

Nilai SGPT tikus normal adalah 5-224 TU/IL
Enzim SGPT lebih spesifik dalam menentukan
kerusakan pada hati karena paling banyak berada
pada organ hati dibandingkan organ tubuh lainnya
28. Terjadinya penurunan aktivitas enzim SGPT
merupakan salah satu indikasi kesembuhan sel-
sel hati yang mengalami kerusakan atau terjadinya
perlindungan hati dari kerusakan yang diakibatkan
oleh streptozotosin setelah pemberian Spirulina
platensis.

Kadar ureum dan kreatinin pada kelompok
perlakuan STZ+SP 144 dapat menurunkan kadar
kreatinin secara signifikan (p <0,05) di bandingkan
kelompok perlakuan STZ+SP 36 dan streptozotosin
+ spirulina 0,36. Kadar ureum pada kelompok

Jurnal llmu Kefarmasian Indonesia 242

perlakuan STZ+SP 144 dapat menurunkan kadar
ureum secara signifikan dibandingkan dua kelompok
yang lain.

Pemberian streptozotocin dapat meningkatkan
kadar kolesterol total dan trigliserida serum yang
signifikan (p<0,05). Pemberian suspensi Spirulina
platensis dapat menurunkan kadar kolesterol total
dan trigliseida serum pada semua varian dosis.
Penurunan kadar kolesterol dan trigliserida serum
yang signifikan terdapat pada kelompok STZ + SP
36 (p<0,050).

Hasil data analisis kadar pada Tabel 2. kelompok
dosis STZ + SP 36 dapat memperbaiki kadar analisis.
Pada Diabetes Melitus Terjadinya hiperglikemia
menyebabkan peningkatan produksi radikal bebas
ataupun Reactive Oxygen Species (ROS) yang
tidak stabil dan sangat reaktif ”. Serta peningkatan
produksi ROS yang melebihi kapasitas pertahanan
enzim antioksidan sel menyebabkan terjadinya
stres oksidatif'¥, sehingga pada Spirulina plantesis
terdapat Fikosianin dan fikosianobilin menghambat
nefropati diabetes terhadap stress oksidatif**.
Kelompok STZ menunjukan ketidaknormalan pada
tiap analisis, sehingga bahwa induksi streptozotosin
dengan dosis 45 mg/kgBB mampu merusak ginjal
sehingga terjadi penurunan fungsi ginjal yang
ditandai dengan penurunan kadar ureum dan
peningkatan kadar kreatinin dalam serum. Pada
serum MDA disebabkan terjadi peningkatan ROS
dalam sirkulasi.

Penurunan kadar disebabkan karena adanya
peran aktif Spirulina platensis sebagai antioksidan
dalam mencegah terjadinya peroksidasi lipid
pada membran sel. Diketahui Spirulina platensis
mengandung beberapa senyawa aktif, yaitu
fikosianin, beta karoten serta vitamin yang berfungsi
sebagai antioksidan dan antiinflamasi. Kandungan
fikosianin dan beta karoten pada Spirulina platensis
berperan sebagai antioksidan yang kuat dalam
menghambat lipid peroksidasi®.

Gambar 2. Histopatologi pankreas dengan pewarnaan
hematoksilin eosin (perbesaran 400x)

Keterangan : (A) = kelompok Normal, (B) = kelompok STZ,
(C) = kelompok SP 36, (D) = kelompok STZ+SP 36, (E) =
kelompok STZ+SP 72, (F) = kelompok STZ+SP 144.
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Histopatologi pada Pankreas. Tujuan dari
pengamatan histopatologi pankreas adalah untuk
mengetahui  pengaruh  pemberian  Spirulina
platensis terhadap pemulihan fungsi ginjal dan hati
akibat induksi Streptozotocin (STZ).

Hasil  histopatologi ~ pankreas  normal
menunjukkan bahwa tidak adanya terjadi perubahan
patologi pankreas dapat dilihat pada Gambar 2. (A).
Sedangkan pada Gambar 2. (B) terjadinya nekrosis
pada tikus kelompok STZ. Terjadinya nekrosis
pada pulau langerhans ditandai dengan adanya
ruang-ruang kosong yang ada dibagian tengah
pulau langerhans. Ruang-ruang kosong tersebut
disebabkan karena adanya nekrosis sel beta.
Penurunan jumlah sel beta pankreas menunjukkan
adanya gangguan metabolisme insulin pada
pankreas yang menyebabkan menurunnya sel beta
dalam pulau Langerhans®.

Hal ini membuktikan bahwa pemberian STZ
dapat mengganggu sekresi insulin. Pemberian STZ
menyebabkan adanya radikal bebas yang mampu
meningkatkan oksigen reaktif yang mempunyai
peran penting terhadap kerusakan sel f pankreas”.
Kerusakan sel f pankreas yang diakibatkan oleh
gangguan sekresi hormon insulin menyebabkan
penurunan  produksi insulin yang akan
mengakibatkan gangguan metabolisme lemak yang
mengakibatkan terjadinya peningkatan trigliserida
(TG) serta kolesterol. Sehingga pada perlakuan
Spirulina platensis mampu memberikan perbaikan
pada jaringan yang telah diinduksi streptozotocin.
Hasil penelitian Surbakti (2013) mengatakan
bahwa Spirulina platensis mengandung senyawa
antioksidan. Antioksidan merupakan substansi
yang diperlukan tubuh untuk menetralisir radikal
bebas.

Kemudian dilanjutkan dengan pengamatan
terhadap sayatan jaringan pankreas diwarnai
dengan imunohistokimia, setelah itu dilakukan
penghitungan ekspresi sel-sel B pankreas yang
imunoreaktif terhadap insulin. Hasil analisis Mann-
whitney menunjukkan bahwa ekspresi sel  pankreas
antara kelompok STZ dengan kelompok normal,
spirulina, sedang dan tinggi memiliki perbedaan
yang bermakna (p < 0,05). Uji statistik ANOVA
menunjukkan data ekspresi insulin terdistribusi
normal dengan nilai p > 0,05 namun tidak homogen
dengan nilai p > 0,05, maka dilanjutkan dengan uji
Kruskal Wallis dan Mann-Whitney.

Hasil statistik menunjukkan bahwa kelompok
STZ dengan kelompok normal memiliki perbedaan
yang signifikan p < 0,05. Hal ini membuktikan
bahwa Streptozotocin memberikan efek diabetes
terhadap tikus. Strepfozotocin bekerja dengan
cara mempengaruhi terhadap sensitifitas reseptor
terhadap insulin atau mempengaruhi terhadap

Jurnal llmu Kefarmasian Indonesia

sekresi insulin sehingga menyebabkan ketidak
optimalan insulin dalam pengangkutan kadar
glukosa darah.

Tabel 3. Rata-rata % ekspresi insulin.

% Ekspresi Insulin

Kelompok Mean + SD (RIBU)
Normal 187,45 = 1,39"
STZ 0,35 + 0,38
SP 36 14,80 = 1,53"
STZ+SP 36 1.03 = 0.89
STZ+SP 72 22,55+ 1,16"
STZ+SP 144 13,68 + 7,60

*Nilai p < 0.05 yang berarti berbeda signifikan dibanding
kelompok STZ.

Hasil statistik menunjukkan bahwa kelompok
STZ dengan kelompok normal memiliki perbedaan
yang signifikan p < 0,05. Hal ini membuktikan
bahwa Streptozotocin memberikan efek diabetes
terhadap tikus. Strepfozotocin bekerja dengan
cara mempengaruhi terhadap sensitifitas reseptor
terhadap insulin atau mempengaruhi terhadap
sekresi insulin sehingga menyebabkan ketidak
optimalan insulin dalam pengangkutan kadar
glukosa darah.

Hasil uji statistik menunjukkan bahwa kelompok
STZ dengankelompok spirulinamemilikiperbedaan
yang signifikan. Hal ini menunjukkan bahwa
spirulina tidak mempengaruhi ekspresi insulin
pada tikus normal. Hasil uji statistik manunjukkan
bahwa kelompok STZ dengan kelompok rendah
tidak memiliki perbedaan yang signifikan. Hal ini
menunjukkan bahwa pemberian spirulina dosis low
pada tikus diabetes belum mempengaruhi ekspresi
insulin di pankreas.

Hasil uji statistik menunjukkan bahwa kelompok
STZ dengan kelompok dosis STZ+SP 72 dan STZ+SP
144 memiliki perbedaan yang signifikan. Hal ini
menunjukkan bahwa spirulina mempengaruhi
ekspresi insulin. Spirulina memberikan hasil
penurunan kadar glukosa darah. Penurunan kadar
glukosa darah terjadi dengan adanya perbaikan
sel B pankreas®, sehingga meningkatkan jumlah
sel B pankreas. Spirulina platensis mengandung
antioksidan dan antiinflamasi yang kuat yaitu
bahan aktif fikosianin dan B karoten6. Fikosianin
memiliki kemampuan untuk mengikat radikal
bebas termasuk radikal alkoxyl, hidroksil dan
peroksil. Sehingga mengurangi produksi nitrit,
menekan inducible Nitric Oxide Synthase (iNOS)
dan menghambat lipid peroksida®.
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Gambar 3. Mikrofotografi Ekspresi Insulin dengan
pewarnaan imunohistokimia (perbesaran 400x),
Keterangan : (A) = kelompok Normal, (B) = kelompok STZ,
(C) = kelompok SP 36, (D) = kelompok STZ+SP 36, (E) =

kelompok STZ+SP 72, (F) = kelompok STZ+SP 144.

Berdasarkan pengamatan preparat pada Gambar
3. menggunakan pewarnaan imunohistokimia yang
menunjukkan bahwa kelompok STZ (Gambar 3
(B)) terdeteksi sel B pankreas sedikit. Kim et al.
(2007) mengatakan bahwa sel lain yang baerwarna
biru didapatkan dari Counterstain menggunkan
pewarnaan hematosilin yang mewarnai sel-sel
pankreas selain dari sel B pankreas yang berwarna
coklat yang terwarnai dengan imunohistokimia.
Hal ini juga menunjukkan bahwa sel  pada
pankreas mengalami kerusakan akibat induksi
STZ. Berkurangnya sintesis insulin ditandai dengan
penurunan ekspresi insulin dari sel B Langerhans
pankreas yang imunoreaktif terhadap antibodi
insulin, sehingga pemberian antibodi insulin
(pewarnaan imunohistokimia) hanya bereaksi
dengan sel-sel yang menghasilkan insulin.

Histopatologi pada Otot dan Adiposa. Hasil
pada histopatologi dapat dilihat pada Table 4.
Tujuan dari pengamatan histopatologi otot dan
adiposa adalah untuk mengetahui pengaruh
pemberian Spirulina  platensis terhadap
pemulihan fungsi otot dan adiposa akibat induksi
Streptozotocin (STZ).

Kemudian dilanjutkan dengan pengamatan
Imunohistokimiasetelahitudilakukanpenghitungan
ekspresi sel-sel otot yang imunoreaktif terhadap
glucose transporter 4 pada jaringan otot, maka
kita dapat melihat perbedaannya, berikut analisis
ekspresi GLUT 4 pada jaringan otot pada tikus
setelah diberikan Spirulina plantesis.

Menunjukan tidak adanya perubahan patolo-
gi pada gambaran hitolopatologi pada pewarnaan
hematoksilin eosin. Pada penelitian Khotib (2010)
hasil histopatologi pada minggu ke-4 tidak adanya
nekrosis pada jaringan otot dan adipose. Gambaran
normal ekspresi GLUT 4 pada Gambar 4 (A),
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Tabel 4. Hasil Pengamatan Histopatologi HE pada

Otot dan Adiposa.
Kode Plteparat ) Skorin Rasio )
Histopatologi g Nekrosis
Adi
Otot dipos
a
Kel Kk
e ompo TAP TAP o 0/4 = 0%
Normal
TAP TAP o
TAP TAP o
TAP TAP o
Kelompok — 0o
ST2 TAP TAP o 0/4 = 0%
TAP TAP o
TAP TAP o
TAP TAP [0}
I?’(glompc’k SP AP TAP o) 0/4 = 0%
TAP TAP o
TAP TAP [0}
TAP TAP [0}
Kelompok TAP TAP 0o 0/4 = 0%
STZ + SP
36 TAP TAP 0o
TAP TAP [0}
TAP TAP [0}
Kelompok TAP TAP [0} 0/4 = 0%
STZ + SP
72 TAP TAP [0}
TAP TAP [0}
TAP TAP [0}
Kelompok TAP TAP 0o 0/4 = 0%
STZ + SP
144 TAP TAP [0}
TAP TAP 0o
TAP TAP [0}

Keterangan: TAP (Tidak ada perubahan patologi)

Gambar 4. Microfotografi Ekspresi GLUT 4 Otot dengan pe-
warnaan imunohistokimia (perbesaran 400x),
Keterangan : Keterangan : (A) = kelompok N, (B) = kelompok
STZ, (C) = kelompok SP 36, (D) = kelompok STZ+SP 36, (E) =

kelompok STZ+SP 72, (F) = kelompok STZ+SP 144.

sedangkan pada kelompok STZ gambar 4 (B)
tidak terdapat ekspresi GLUT 4 dikarenakan terdapat
banyak glukosa. Streptozotocin memiliki mekanisme
dapat menyebabkan kerusakan DNA dan kromosom
akibat dari radikal bebas selama metabolisme strep-
tozotocin®.
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Tabel S. Rata-rata % ekspresi GLUT 4 pada jaringan
otot.

% Ekspresi Insulin

Kelompok Mean £ SD (RIBU)
Normal 51,15 + 8,54*
STZ 0,37+0,14
SP 36 13,13 +19,53 *

STZ+SP 36 mg/kgBB

STZ+SP 72 mg/kgBB
STZ+SP 144
mg/kgBB

18,72 £ 29,54 *

36,69 £ 46,30 *

13,68 + 7,60 *

*Nilai p < 0.05 yang berarti berbeda signifikan dibanding
kelompok STZ.

Hasil Uji statistik menunjukkan data jumlah
ekspresi GLUT 4 tidak terdistribusi normal (p >0,05)
dan juga data tidak homogen (p <0,05) sehingga
dilanjutkan dengan vji Kruskal Wallis dan Mann-
Withney. Hasil uji Kruskal Wallis antara semua
kelompok memiliki perbedaan yang signifikan (p
<0,05) kemudian dilakukan uji Manh Withney untuk
mengetahui ada tidaknya perbedaan antara kelompok
1 dan lainnya. Perbandingan kelompok normal,
kelompok SP 36 dengan kelompok STZ perbedaan
yang signifikan dengan kontrol negatif (p <0,05),
data menunjukkan bahwa ekspresi GLUT 4 pada
kelompok normal dan kelompok SP 36 adalah yang
paling besar. Hasil uji statistik kelompok STZ dengan
kelompok SP menunjukan adanya perbedaan yang
signifikan. Hasil ekspresi GLUT-4 yang semakin
banyak dapat dikatakan bahwa penggunaan glukosa
oleh jaringan semakin baik, sehingga jumlah glukosa
dalam darah menjadi berkurang karena diangkut ke
jaringan. Di dalam jaringan glukosa akan diubah
menjadi ATP (energi) yang bermanfaat bagi tubuh.

Kadar glukosa darah turun akibat dari insulin
dengan meningkatkan glukosa ke dalam jaringan
adiposa dan otot dengan membawa pengangkutan
glukosa,ikataninsulindanreseptornyamembutuhkan
GLUT-4 masuk kedalam sel otot dan jaringan adiposa
serta uptake glukosa sehingga dapat menurunkan
kadar glukosa darah4. Kondisi hiperglikemia pada
penderita diabetes melitus menyebabkan terjadi
reactive oxygen species (ROS) dan Reactive Nitrogen
Species  (RNS) meningkat sehingga oksidasi
NADPH pada jaringan endotel. Reactive oxygen
species (ROS) dan reactive nitrogen species (RNS)
merupakan molekul yang sangat reaktif yang dapat
mengoksidasi dan merusak DNA, protein, dan lipid
yang menyebabkan stres oksidatif. Sebab terjadinya
stres oksidatif akibat dari ketidakseimbangan
antara jumlah molekul yang sangat reaktif
(ROS dan RNS) dengan antioksidan yang ada.

Histopatologi Ginjal dan Hati. Tujuan dari
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pengamatan histopatologi ginjal dan hati adalah
untuk mengetahui pengaruh pemberian Spirulina
platensis terhadap pemulihan fungsi ginjal dan hati
akibat induksi Streptozotocin (STZ).

Secara makroskopis jaringan yang mengalami
nekrosis terlihat lebih pucat dan transparan bila
dibandingkan dengan jaringan normal disekitarnya.
Secara mikroskopik nukleus akan mengalami
piknosis yaitu nukleus terlihat lebih bundar, ukuran
lebih kecil dan tercat lebih gelap!®.

Gambar 5. Histopatologi Ginjal dengan pewarnaan
Hematoksilin Eosin (HE) (perbesaran 400x),
Keterangan: Hasil histopatologi ginjal yang mengalami
nekrosis dengan pewarnaan hematoksilin eosin (perbesaran
400x), Keterangan : (A) = kelompok Normal, (B) = kelompok
STZ, (C) = kelompok SP 36, (D) = kelompok STZ + SP 36, (E)
= kelompok STZ + SP 72, (F) = kelompok STZ + SP 144; Hasil

— menunjukan nekrosis pada ginjal.

Hasil gambaran pengamatan histopatologi
ginjal kelompok STZ nilainya menunjukan bahwa
pemberian streptozotocin menimbulkan kerusakan
nekrosis pada. Sehingga menunjukan bahwa
perlakuan pada hewan uji mengalami diabetes
dengan adanya nekrosis yang terjadi di kelompok
STZ.

Hasil histopatologi hati pada kelompok spirulina
mayoritasnya tidak mengalami perubahan patologi
pada hati dapat dilihat pada Gambar 6. Hati yang
normal jika diamati secara mikroskopik akan
terlihat seperti Gambar 6 (A). Berdasarkan hasil
analisis histopatologi hati pada kelompok normal
tidak adanya nekrosis dan terlihat inti sel padat serta
tidak terdapat sel-sel yang mengalami degenerasi,
sehingga mengidentifikasikan bahwa tidak terjadi
kerusakan pada hati tikus normal. Hasil histopatologi
hati pada kelompok STZ mengalami kerusakan pada
sel hati dapat dilihat pada Gambar 6 (B), ditandai
dengan terjadinya multifokal radang dan degenerasi
hidropik pada hati.

Multifokal radang ditandai dengan adanya
infiltrasi limfosit di dalam parenkim hepar,
sedangkan degenerasi hidropik ditandai dengan
adanya vakuola berbatas tidak jelas di dalam
sitoplasma hepatosit dan sel tampak hipertrofi.
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Hal ini menunjukkan bahwa penginduksian
streptozotocin pada tikus merusak organ hati.
Hasil histopatologi hati kelompok STZ+SP 72
menunjukkan bahwa pada hati tikus terdapat
infiltrasi sejumlah sedikit sel radang limfosit
dan sel plasma terlihat pada multifokal area
parenkim dapat di lihat pada Gambar 6 (E). Hasil
tersebut menunjukkan bahwa hati tikus kelompok
medium hanya menimbulkan sedikit peradangan
ringan. Hasil histopatologi kelompok high
menunjukkan bahwa pada hati tikus tidak terjadi
perubahan patologi hati tikus dapat dilihat pada
Gambar 6 (F).

Terjadinya nekrosis pada organ ginjal dan
hati dapat ditekan kerusakannya oleh pemberian
Spirulina plantesis yang ditunjukan dari perbedaan
nekrosis, walaupun dari kedua dosis lainnya juga
mengalami nekrosis sel tetapi tidak sebanyak
pada kelompok STZ+SP dan juga tidak sebanyak
pada kelompok STZ yang mengalami keseluruhan
nekrosis.  Spirulina  platensis  mengandung
antioksidan dan antiinflamasi yang kuat yaitu bahan
aktif fikosianin dan  karoten®®.

SIMPULAN

Hasil dari analisis Spirulina plantesis mampu
mengurangi kadar gula darah, mengurangi
kerusakan sel pada pankreas, hati, ginjal serta
mampu meningkatkan insulin dan GLUT-4.
Spirulina  plantesis juga mampu menurunkan
kadar kolesterol, TG, ureum, kreatinin, MDA dan
mengurangi aktivitas SGPT, SGOT.

(D) ® : ®

Gambar 6. Histopatologi hati dengan pewarnaan
hematoksilin Eosin (HE) (perbesaran 400x),
Keterangan : Keterangan : (A) = kelompok Normal,
(B) = kelompok STZ, (C) = kelompok SP 36, (D) =
kelompok STZ+SP 36, (E) = kelompok STZ+SP 72,

(F) = kelompok STZ+SP 144.
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