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ABSTRACT 

Oxidative modifcation of DL is believed to play an importad rde in athemgenesis. DthlonnneH,ane exfmt of ginger hhomas 
exhibited a stmng antioxid& edivrty using lindeic acid as substrafe. We investgated the in vRro effect of these extract enkhment on the 
prwention of oxidative DL by CuSO* Plasma was supplemented with 43, 430, or 4300 ,ugh/ dichhethane extract in dmethykulMie 
(DMSO) (10 pl DMSO per ml plasma), incubated, and the UIL was $dated. Lag m e  and maloneldehide conteni was anaiized a& the 
isdded LDL was oxidhed using CuSOc 

The muif showed that dth/omn?ethane extract of ginger rhizomes supkmentation prdonged lag phase tand reduced mdonddehide 
Ibrmdhn depended on hk c m .  C m r m  of 43 iMd 4300 ,ugh/ plasma of these exfract reduced msdonaldehide iunnetihn by 
35,29 % and 69,72 % respectively, M not signiikenf in prdonged lag phase. Concentration of these extract with largest prolonged lag phase 
(82,16 %) mireduced maion&We iimnahn ( 7 4 ,  % was 430 ,ug!mIplasrna This research has shown that gngw extract is ctqWe of 
pl?decfhgDL from Oxi'dation. 
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PENDAHULUAN 

Beberapa bukti menunjukkan bahwa LDL 
(lipoprotein densitas rendah) yang teroksidasi betperan 
pada terjadinya aterosklerosis (Langseth, 1995). LDL 
dapat dioksidasi deh logam atau sel utama dinding ateri. 
LDL teroksidasi diarnbil deh reseptor scavenger pa& 
makmfag, menyebabkan akumulasi kdesterol pada 
makrofag yang menipakan tahap awal dari aterosklerosis 
(steintwig; 1991). 

LDL &pat teroksidasi apabila terjad 
ketidakseimbangan antara prooksidan dan antioksidan. 

plasma manusia (Thomas et al., 1995) dan dapat 
menahambat akumulasi kdesterol mda makrofaa secara in 
vitro&zukawa et al., 1994). 

- 
Penditian ini bertujuan untuk mengetahui aktivitas 

antioksidan ekstrak diklorometan jahe pada berbagai 
konsentrasi dalam menghambat oksidasi LDL. Aktivitas 
antioksidan ekstrak diklorometan jahe diukur dengan 
menganalisis fase lag dan kadar malonaldehid dari LDL 
yang dioksidasi CuS04. 

METODOLOGI 

Antioksidan adalah senyawa bebrat rnolekul kecil yang 
bereaksi dengan oksidan sehingga reaksi yang 

Bahan dan Alat 

membahayakan tidak tejad (Langseth, 1995). 
Bahan-bahan yang digunakan adalah rimpang jahe 

Rimpang jahe yang secara tradisional digunakan putih besar atau biasa disebut jahe gajah yang bewmur 10 

untuk pengobatan berbagai penyakit seperti alergi dan bulan, diklorometan, darah dari responden laki-laki yang 

rnasuk angin temyata secara ilmiah terbukti mempunyai sehat, serta reagen-regen untuk isolasi LDL dan 

aktivitas sebagai antioksidan yang cukup tinggi. Ekstrak analisisnya. 

diklorometan mempunyai aktivitas lebih besar dibandingkan 
Alat-alat yang dgunakan adalah penggiling jahe 

dengan ekstrak jahe hasil ekstraksi menggunakan pelamt 
kering, pengering beku (freeze dryer), evaporator vakum 

yang lain seperh ekstrak etand dan ekstrak air jahe, serta berputar (rotary vacum evaporator), spektrofluorometer, 
spektrofotometer W-VIS dan ultrasentrifus. 

fraksi iahe rnauwn a-tokoferol (Septiana, 2001). a- 
tokofekl, bentuk'paling akdf dari Jtamin E, rne&kan 
antioksidan larut lemak utama untuk LDL teroksidasi pada 
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Ekstraksi jahe 
Ekstraksi jahe menggunakan diklorometan 

dilakukan temadap bubuk jahe yang dkering bekukan. 
Sebanyak 100 gram bubuk jahe diekstrak 3 kali masing- 
masing menggunakan 300 ml dklorometan Fraksi terlarut 
diklorametan dipekatkan pada evaporator vakum berputar 
sehingga diperdeh ekstrak dklorometan jab. 

Suplementasi ekstrak jahe pada LDL, serta isolasi 
dan oksidasi LDL 

Suplementasi ekstrak diklorometan jahe pada LDL 
dilakukan dengan menaMkannya pada plasma sebelum 
isdasi LDL. Pemmbahan ekstrak d i k l m t a n  jahe pada 
plasma dilakukan seperti yang telah digambarkan oleh 
Suzukawa et al (1994) menggunakan a- tokofd, yang 
pada penelitian ini digunakan sebaga~ kontrol. Plasma 
disuplementasi dengan 1000 nmoVml a-tokoferol, atau 
ekstrak diklorometan jahe 43,430, dan 4300 pghl piasma 
yang dlanitkan pada drnetilsuIfoksiddDMS0 10 pl per ml 
plasma, dan dinkubasi pada 370C selama 3 jam. Dasar 
penentuan konsentrasi ekstrak jahe yang digunakan adalah 
dari penelitian Esterbauer et al., (1991) menggunakan a- 
tokoferd (1000 n mol a-tokoferd I ml plasma (BM 430, 7) 
yang setara dengan 430 pg a-tokoferd Iml plasma). 
Penentuan konsentrasi ekstrak jahe 43 dan 4300 pg Iml 
plasma adalah dari penelifan Sutanto (1996). Kemudan, 
LDL, disohsi. 

Pada prinsipnya pemisahan LDL dilakukan 
setelah p-VLDL yang rnempunyai densitas (d) lebih kecil 
dari 1,005 glml dipisahkan menggunakan lamtan pemisah 
densitas, yaitu 0,9 % NaCl dan 0,01 % EDTA (wlv) dan 
ultfasentnfugasi. Kemudian fraksi yang telah dikwangi P- 
MDLnya datw densitasnya dengan KBr sarnpd 1,080 
glml, dan memisahkan fraksi yang densitasnya (d) lebih 
besar dari 1,063 glml dengan larutan pemisah densitas 
dan ultrasenMugasi (Sulistiyani dan St Clair, 1991). 

Oksidasi LDL dlakukan dengan rnenginkubasi LDL 
yang telah d s w t a s i  ekstrak diklorometan jahe 
rnenggunakan 5 pM CuS04 pada larutan 0,Q % NaCI-1 
mM NaHC03 pH 7,4 suhu 37% selama 90 rnenit Reaksi 
dihentikan dengan penambattan EDTA (konsentrasi akhir 
0'1 %) sepertf yang dilakukan deh Smkawa et al., (1994). 
Lipid LDL yang teroksidasi dukw dengan menganalisis 
kadar malonaldehid dan fase lag. 

Analisis fase lag dari LDL 
LDL (50 pg proteinlml) dioksidasi dengan 5 pM 

CuS04 (konsentrasi akhir) pada 370C. Kinetika oksidasi 
untuk menghitung fase lag dilakukan dengan rnengukur 
absorbansi pada 234 nm setiap 8 menit. Fase lag yang 

menrpakan fase sebelum atau mulai tejadinya oksidasi 
diukur dari mulai m h a n  CuS04 dengan titik 
perpotongan tangen fase pqmgasi yang diekstrapolasikan 
ke waktu (absis). Fase lag dnyatakan dalam menit 
(Suzukawa et al., 1994). 

Analisis kadar malonaldehid dari LDL 
Kedalam 50 pl sampel LDL maupun standar 

(tetraetokd propana) dtambah-kan 1 ml TBA (asam 
tiobahitwat) (10 mmd &lam 75 mmoUl buffer fosfat). 
Semua tabung dinkubasi selama 60 menit pada penangas 
air bersuhu 9!i°C, kemudian didnginkan, ditambahkan 5 mi 
butand, divortex selama 1 rnenit dan disenbifus selama 10 
menit dengan kecepatan 1.000 rpm. Pada tabung yang 
ditemukan endapan, dilakukan pernisahan. Supematan 
yang diperdeh diukur atmbnsinya pada panjang 
gelombang eksitasi 515 m dan panjang gelombang emisi 
553 nm (Conti et al., 1991). 

Analisis yang lain 
Selain analisis fase lag dan kadar rnalonaldehid dari 

LDL, dilakukan analisis kadar protein LDL dan profil lipid 
responden. Protein 'LDL dukur dengan clji L w y  
rnenggunakan bovine setum albumin (BSA) sebagai 
standard. 

Analisis statistik 
Ranwngan percobaan yang digunakan addah 

rancangan acak lengkap dan dilakukan ulangan sebanyak 
3 kali. Untuk menganalisis hasil rancangan tersebut, 
digunakan uji Duncan dengan taraf kepemyaan I % dan 5 
%. 

HASlL DAN PEMBAHASAN 

Pengukuran penghambatan oksidasi LDL deh 
ekstrak dikbometan jahe dilakukan berdasarkan 
pehlbahan selama oksidasinya dengan cara analisis fase 
lag dan analisis kadar malonaldehid. 

Penghambatan fase lag LDL oleh ekstrak 
diklorometan jahe 

Fase lag adalah fase sebelum atau mulai terjadnya 
oksidasi, yang dperoleh dari had pengamatan kinetika 
oksidasi. Pengamatan kinetika oksidasi dilakukan dengan 
mengukur abson>ansi LDL (50 pg proteinlml) yang telah 
dioksidasi menggunakan 5 $4 CuSO4 setiap periode waktu 
tertentu pada 3L 234 nm (Smkawa et al., 1994). Kinetika 
oksidasi LDL tersuplementasi ekstrak dklorometan jahe 
terlihat pada Gambar 1. 



Gambar 1. Kinetika &sic44 dari LDL yang disuplementasi ekstrak diklorometan jahe (43,430 dm 4300 
d m l  plasma) atau a- tokoferol(1000 nmdlml plasma) pada plasma sebelum isolasi LDL 

Pengggambaran kinetika oksidasi tersebut 
berdasarkan pengukuran konsentrasi diena teikonjugasi 
versus lama oksidasi. Konsentrasi dena terkonjugasi 
dihitung dari hasit analisis absorband set@ 8 menit 
selarna 3 jam. dengan nmus : 
A = &  b c 
A=ebsorbansi 
E = koefisien ekstingsi untuk diena terkonjugasi (29 500 

(mdn)-I. mi) 
b = tebal kuvet (cm) 

Kadar diena terlconjugasi yang diperoleh kemudian 
dhitung berdasarkan konsentrasi protein yang cligunakan 
(50 pg p~oteiriml). 

Kinetika oksidasi dapat menggambaikan tiga fase 
pada proses oksidasi, yaitu fase lag, fase propagasi, den 
fase dekomposisi. Fase lag mempakan fase sebelum atau 
mulai tetjadinya aksidasi. Fase lag dperdeh dari tangen 
kurva lerwram yang diekstrapdasikan ke waktu. Interval 
permbhan Cu- dengan titik perpotongan tangen dan 
waktu tersebut ddefinisikan sebaga~ fase lag (Princen et 
al., 1992). 

Gambar 1. memperlihatkan bahwa suplementasi 
ekstrak d i k l m t a n  jahe pada plasma yang akan disdasi 
LDLnya bepngaruh temadap perpanjangan fase lag. 
Untuk membuktikan peran ekstrak d i k l m t a n  jahe 

tethadap perpanjangan fase lag dari LDL Wsidaei, p d u  
adanya pethitungan matematis lamanya fase lag (menit) 
dari data kinetika oksidasi. Fase lag dari LDL yang 
dsllplementasi berbagai konsentrasi ekstrak diklomtan 
jahe dan a tokofeml (antioksidan kontrol) pada plasma 
sebdum isdasi LDL terlihat pada Tabel 1. 

Fase lag dari LDL kontrd (tanpa suplementasi 
antioksidan) teroksidasi adalah 49,43 * 0,54 menit. Fsse 
lag yang diperoleh ini hampir sama dengan penelitian yang 
dilakukan Suzukawa et al., (1994), Fuhrman et al., (1995), 
Kondo et a1.,(1994), dan Abbey et al., (1993), telapi 
bebda dengan penelitian yang dlakukan Estefbauer e! al 
(1991) maupun Rjke et al., (1996). Adanya perbedaan 
waktu lag ini kemungkinan d i m  pebdaan 
konsentrasi EDTA dalm LDL dan metode yang digunakan 
untuk menghilangkmya sebelum oksidasi (Cacceta et al., 
2000), serta pebdaan donor (Esterbauer et al., 1991). 
Tanpa pengtulangan EDTA, Rjke et al., (1996) 
memperoleh fase lag 61,8 menit Sedangkan Estebauer et 
at., (1991) memfapatkan fase lag untuk donor A dan donor 
B masingmasing adalah 60 menit dan 80 menit LDL 
kedua orang donor ini telah didialisis untuk menghilangkan 
EDTA-nya. 



Tabel 1. Fase lag dari LDL yang disuplementasi ekstrak diklorometan jahe (43, 430, dan 4300 d m l  
plasma) dibandngkan a - t o k M  pada plasma sebelun isolasi LDL 

Konsentrasi antioksidan Fase lag Peningkatan fase lag 
(dm1 plasma) (menit) - dibandingkan kontrd (%) 
Kontrd DMSO + Cu 49,43 * 0,54*1) 
E, dklonrmetan, 43 2) 56,36 * 4,72b 14,02 
E. dklorometan, 430 90,04 * 3,34c 82,16 
E. diklorometan. 4300 59,68 * 1,Zb 20,74 - 

a-tokofd, 430 78;26 * 0j85d 5832 
1) N i  pada masingmasing fase lag diikuti notasi hwuf yang berbeda menunjukkan p e h d m  sangat nyata (P c 0.01) 

Hasil penelitian pada Tabel 1 memperlihatkan 
adanya peningkatan fase lag dari LDL teroksidasi sdelah 
suplementasi ekstrak dklorometan jahe. Meskipun 
suplementasi 43 pg ekstrak jahe/ml plasma hanya 
meningkatkan 14,02 % dibandngkan kontd tanpa 
antioksidan, peningkatan fase lag ini secara statistik 
sangat nyata (P < 0,01%). Fuhrman et al., (1995) juga 
menernukan peningkatan yang nyata dari fase lag LDL 
teroksidasi dari orang yang mengkonswnsi 400 m M  
minuman anggur merah selama 1 minggu (dad 45 merrjadi 
62 menit). S a r a  in vitro, sqdsuplementasi 125 nmd a 
tokoferd per ml plasma meningkatkan fase lag dari 80 
menjadi 99 menit (Estefbausr et al., 1991). 

Peningkatan fase lag yang paling nyata (P C 0,Ol) 
tejadi dengan suplementasi ekstrak dikkmmetan jahe 
sebanyak 430 d m l  plasma. Seperbi suplementasi ekstrak 
diklorometan jahe, hasil penelitian Esterbauer dkk (1991) 
menunjukkan bahwa peningkatan konsentrasi suplernentasi 
a-tokoferd dari 125 mnol menjadi 1000 nmdlml plasma 
memperpanjang fase lag dari 99 menjadi 191 menit 
(Estefbauer et al., 1991). Penelitian Fuhrman et al., (1995) 
juga menunjukkan bahwa peningkatan konsumsi 400 ml 
minuman anggur merah dari 1 minggu menjadi 2 minggu 
meningkatkan fase lag dari 62 menit wadi 175 menit 

Dibandingkan dengan a-tokoferd, pada konsentrasi 
yang sama (430 CLglml plasma) ekstrak d i k l m t a n  jahe 
lebih mampu memperpanjang fase lag dibandingkan a- 
tokoferd. Ekstrak diklorometan mengandung kornponen 
fenolik seperti gingerol, shogad, dan gingerclid (Kikuzaki 
dan Nakatani, 1993). Fendik dapat didefinisikan sebagai 
substansi yang mempunyai cincin aromatik dan memuat 
satu atau beberapa gugus hidroksi (Shahid dan Naczk, 
1995). Frankel et al., (1993) juga telah memperiihatkan 
bahwa secara in vitro komponen fendik pada minuman 
anggur rnerah lebih mampu menghambat oksidasi LDL 
yang dikatalisa CuSO4 dibandingkan a-tokoferd, rneskipun 
secara in vivo yang tetjadi adalah sebaliknya (Nigdikar et 
al., 1998). 

Hasil penelifan rnemperlihatkan bahwa ekstrak 
d i k l m t a n  jahe dapat berperan sebagai antioksidan 
tergantung konsentrasinya. Peningkatan konmtrasi dari 
430 menjadi 4300 pg eksbrtk diklorometan j a M l  plasma 
menpmpat tejadinya fase lag atau menpmpat 
pembentukan hidmpuksida tefkonjugasi. Tejasari dan 
Zakaria (2000) juga memperlihatkan bahwa peningkatan 
konsentrasi (lebih besar 200 pg fenol jahdml) 
meningkatkan kadar radikal bebas dan malonaldehid 
lirnfosit, serta mengganggu proliferasi sel B dan sel T yang 
berperan dalam sistem imun. 

seperti yang tetjadi pada antioksidan jahe, pada 
konsentrasi tinggi a-tokoferol mernpromosikan 
pembentukan hidmpmksida (Frankel et al., 1994). 
Peningkatan konsentrasi a-tokofd dari 3 menjadi 6 Wd 
LDL memperpendek fase lag dari 237,7 menit menjadi 
148,l menit (Hiram et al., 1997). Ketika tetjadi 
auboksidasi LDL, radikal tokofd pada konsentrasi Cnggi 
beraksi sebagai ptuoksidan. Menurut Hudson (1990), 
kadang-kadang aktivitas fenolik berkurang dan benrbah 
menjadi prodtsidan karena ketedibatannya pada reaksi 
inisiasi, sepefti reaksi berikut : 

AH + 0 2  3 j A' + HOO' 
AH + ROOH * A ' +  H20 + RO' 
A' = raclikal fenolik 

Sifat prodtsidan dari tokoferol pada konsentrasi 
tinggi memungkinkan toksisitas senyawa tersebut. 
Meskipun berdasarkan stud toksisitas, reproduksi dan 
teratogenesis telah dinyatakan bahwa a-tokofed aman 
sebagai food additive (Tomass dan Silang, 1980), secara in 
vivo pembefian d a-tdcoferd asetat pada konsentrasi tinggi 
(200 rnglkg) bersifat toksik pada tikus percobaan (AWo et 
al., 1986). 

Penghambatan pembentukan malonaldehid oleh 
ekstrak diklorometan jahe 

Selain bedasarkan pengukuran fase lag, 
pengukuran penghambatan oksidasi juga dilakukan 
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