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ABSTRACT

Numerous studies showed that chiorophyll and its derivatives had antioxidant activity. This research was conducted to obtain

the chiorophyll-rich suji leaf liquid extract (SLE) and then to inves

means of animal study. The use of Tween 80 0.75%

tigate the oral administration this extract on the antioxidant status by
in sodium citrate 12 mM solution as an extraction solution combined with 30 minutes

incubation time at 70-75°C increased significantly the total chlorophylis content, the water-soluble chiorophylis content and the antioxidant

activity of the yielded extract, compared to the suji leaf water-only

extract. Two-months oral administration of SLE to male Sprague

Dawley rats showed that the liver malondialdehide (MDA) level significantly decreased, and the liver catalase and superoxide dismutase

antioxidant enzyme activities significantly increased compared to the control group.

SLE might increase the antioxidant status of animal tested.

This study suggested that the chiorophylf content in
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PENDAHULUAN

Peningkatan konsumsi fitokimia yang memiliki
aktivitas antioksidan dapat menekan timbulnya penyakit-
\penyakit degeneratif seperti aterosklerosis, kanker, dan
diabetes .meflitus. Berbeda dengan senyawa fitokimia
lain, seperti komponen fenolik, klorofil terdapat dalam
jumlah banyak dalam tanaman yaitu rata-rata 1% berat
kering, sehingga sangat berpotensi dikembangkan
sebagai suplemen pangan atau pangan fungsional.
Klorofil alami (seperti klorofil-a dan klorofil-b) bersifat
lipofilik karena keberadaan gugus fitolnya {C20H390H).
Hidrolisis terhadap gugus tersebut akan mengubah
kloroft menjadi turunannya yang larut air, seperti
kiorofilid dan klorofilin. Klorofil dan beberapa turunannya
menunjukkan kemampuan antioksidatif secara in vitro
dan ex vivo. Endo et al., (1985) menyebutkan bahwa jika
klorofil dioksidasi dalam sistem metil linoleat akan
dihasilkan radikal m-kation dari klorofil yang dapat
membentuk kompleks dengan radikal peroksi, kemudian
dihasitkan produk yang stabil.  Kiorofilin - memiliki
kemampuan sebagai radical scavenger terhadap *OH,
ROO*, 102 dan H202 dengan konstanta masing-masing
sebesar 6.1+0.4 x 108, 5.0+1.3 x 107, 1.3 x 108, 2.7 x
106 M5! (Kumar et al., 2001; Kamat et al., 2000).

Sebelum adanya laporan Egner et al.,(2000),
klorofil dianggap tidak diserap oleh tubuh. Mereka adalah
yang pertama kali menemukan adanya turunan kiorofil
dalam serum manusia yang berwarna hijau setelah
pemberian kiorofilin dengan dosis 3x100 mg/hari selama

\
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4 bulan. Pengujian secara in vifro menggunakan sel
Caco-2 (human intestinal cell line), menunjukkan bahwa
penyerapan klorofil yang lipofi sebesar 5-10% (Ferruzzi
et al, 2001), sedangkan Kklorofilin sebesar 45-60%
(Ferruzzi et al., 2007a). Kiorofilid maupun klorofilin
memiliki akfivitas menangkap radikal bebas yang lebih
tinggi dibandingkan klorofil yang masih mengandung
gugus fitol (Ferruzzi et al., 2002b). Oleh karena itu upaya
menghidrolisis gugus fitol klorofil agar diperoleh kiorofil
yang larut air diduga dapat meningkatkan manfaat klorofil
bagi kesehatan tubuh. Hidrolisis dapat ditakukan
menggunakan asam, alkali atau enzim kiorofilase.

Saat ini semakin banyak beredar produk impor
suplemen pangan kaya klorofil, padahal dilihat dari segi
geografis Indonesia memiliki potensi sumber klorofil yang
besar. Salah satunya adalah daun suji {Pleomele
angustifolia N.E. Brown) yang sejak dahulu digunakan
sebagai sumber pewarna hijau alami untuk pangan.
Oleh karena itu perlu dilakukan kajian untuk
meningkatkan manfaat daun suji, khususnya dalam
meningkatkan status antioksidatif tubuh.

Tujuan penelitian ini adalah mendapatkan
ekstrak cair daun suji kaya klorofil dan menguiji aktivitas
antioksidannya secara in vivo.

METODOLOGI

Bahan
Daun suji (Pleomele angustifolia N.E. Brown)

yang digunakan berasal dari satu lokal di daerah
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perumahan dosen IPB Darmaga Bogor. Daun yang
digunakan adalah daun tua, yaitu 7-10 helai di bawah
pucuk daun. Untuk pembuatan ekstrak digunakan Tween
80 (Sigma Co.), ftrinatrium sitrat dihidrat, NaHCOs.
Sebagai pembanding ekstrak daun suji digunakan
Klorofilin (Sodium Copper Chiorophyllin/SCC, Sigma
Co.). Untuk studi in vivo, digunakan tikus jenis Sprague
Dawley jantan umur 2 bulan dari Badan Pengawasan
Obat dan Makanan (BPOM) Jakarta. Untuk simulasi
pencernaan in vitro digunakan pepsin (P-7000),
pankreatin (P-1750) dan ekstrak bile (B-8631) dari Sigma
Co., lipase (NOVO), dan kantung dialisis 6000-8000
MWCO (Spectrapor). Untuk analisis digunakan antara
lain  1,1-diphenyl-2-pycryl hydrazyl (DPPH), xantin
oksidase (Grade IV, dari susu sapi), xantin, nifroblue
tetrazolium (NBT),  phosphat buffer saline (PBS),
tetraetoksipropana (TEP), asam tiobarbiturat (TBA),
asam trikioroasetat (TCA), H202, aseton, petroleum eter.

Metode penelitian

Penentuan prosedur ekstraksi daun suji

Penentuan prosedur ekstraksi daun suji yang
digunakan difokuskan pada jenis larutan pengekstrak
yang digunakan dan lama inkubasi yang diterapkan
untuk menghasilkan ekstrak dengan aktivitas antioksidan
dan kadar klorofil yang terbak. Ada 6 jenis larutan
pengekstrak yang digunakan yaitu NaHCO3 0.5%, Na-
sitrat 12 mM dan akuades, masing-masing dengan
maupun tanpa penambahan Tween 80 1% (b/v).
Pembuatan ekstrak daun suji mengikuti prosedur umum
berikut ini. Daun suji yang telah dicuci dan dipotong-
potong, dihancurkan dengan larutan pengekstrak (1:10,
biv). Setelah diinkubasi pada 70-75°C selama 60 menit,
dilakukan penyaringan dengan kain batis 2 lapis dan
disentrifugasi 600xg selama 10 menit untuk membuang
padatan. Supernatan (ekstrak) yang diperoleh kemudian
diblansir dalam air mendidih selama 1 menit. Untuk
meminimalkan kerusakan klorofil, ekstraksi dilakukan
dalam cahaya redup.

Tahap  selanjutnya  adalah  penentuan
konsentrasi Tween 80 yang ditambahkan ke dalam
larutan pengekstrak terpilih (0.25, 0.5, 0.75, dan 1.0%;
blv) serta proses inkubasi yang diberikan (tanpa
diinkubasi, diinkubasi selama 0, 30, dan 60 menit pada
70-75°C). Inkubasi 0 menit adalah saat pertama kali
ekstrak mencapai suhu 70°C. Inkubasi ditujukan untuk
memberi kesempatan klorofilase suji bekerja.

Pengukuran aktivitas antioksidan ekstrak

Analisis dilakukan berdasarkan metode Kubo
et al.,, (2002) dengan sedikit modifikasi. Sebanyak 1 ml
buffer asetat 100 mM (pH 5.5), 1.87 ml metanol, dan 0.1
mi DPPH 3 mM dalam metanol dimasukkan dalam
tabung reaksi. Larutan DPPH dibuat segar setiap akan
digunakan. Selanjutnya, sebanyak 0.03 mi larutan
sampel ditambahkan ke dalam tabung tersebut dan
diinkubasi 25°C selama 20 menit. Absorbansi yang
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-halus  dimulai

dihasitkan dibaca pada 517 nm. Sebagai larutan blanko,
digunakan 0.03 mi akuades sebagai pengganti larutan
sampel. Semakin banyak radikal DPPH yang dinetralisir
ditunjukkan oleh semakin pudarnya warna campuran
reaksi atau semakin besarnya selisih absorbansi
terhadap larutan blanko. Aktivitas antioksidan (%) = (1-
Absorbansi sampel/Absorbansi blanko) x 100%.

Analisis kadar klorofil ekstrak

Pengukuran kadar total klorofil dan klorofil larut
air dalam ekstrak dilakukan dengan mengikuti prinsip
Gross (1991). Sejumiah ekstrak (1,5 mi) dicampur
dengan 8,5 ml aseton 99.5%, kemudian dibiarkan
selama 1 malam dalam refrigerator.  Selanjutnya
campuran disentrifus 600xg selama 10 menit. Untuk
menganalisis kadar total klorofil, supernatan yang
diperoleh diukur absorbansinya pada 645 dan 663 nm
atau pada 652 nm. Untuk mengukur kadar klorofil larut
air, sebagian supernatan (3 ml) dicampur dengan 6 ml
petroleum- eter dan 0.2 ml air deionisasi, kemudian
divorteks dan disentrifus. Klorofil larut air atau yang
bersifat hidrofiik akan berada pada lapisan aseton
(bawah), untuk selanjutnya diukur absorbansinya.
Perhitungan  kadar  klorofil  dilakukan  dengan
menggunakan rumus berikut :

Kadar klorofil (mg/L) = 20.2 A e45.0nm + 8.02 A ssaom
atau
Kadar klorofil (mg/L) = 1000 A 652 om
345

Estimasi tingkat penyerapan klorofil menggunakan
sistem pencernaan in vitro

Larutan yang divjikan yaitu ekstrak daun suji
terpilih dan larutan klorofilin (SCC) sebagai pembanding.
Sebelum pengujian dilakukan penyetaraan kadar klorofi
larutap uji.

Sistem pencernaan in vitro mengadopsi
prosedur Ferruzzi et al., (2001). Fase lambung (gastric)
dilakukan dengan menginkubasi larutan uji dengan
pepsin (1.6 mg/ml) selama 1 jam dalam penangas air
bergoyang 37°C. Larutan uji sebelumnya telah diatur
menjadi pH 2 menggunakan HCI 4 N. Selanjutnya, ke
dalam larutan uji dimasukkan kantung dialisis berisi
NaHCO3 0,5M. Setelah tercapai pH 7, inkubasi fase usus
dengan menambahkan campuran
pankreatin (0.2 mg/ml), ekstrak empedu (1.25 mg/mi)
dan lipase (0.1 mg/mi). Setelah 2 jam inkubasi, kantung
dialisis diangkat dan dibilas, kemudian isi kantung
(dialisat) diukur volumenya. Pengukuran kadar Klorofil
terlarut dilakukan pada fraksi awal, fraksi lambung
(gastric), fraksi digesta (luar kantung) dan fraksi dialisat
(isi kantung). Tingkat penyerapan klorofi (%) diestimasi
dari kadar Klorofil fraksi dialisat per-kadar klorofil fraksi
awal, lalu dikalikan 100. Data ini selanjutnya digunakan
dalam perhitungan dosis pengujian secara in vivo.
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Pengujian aktivitas antioksidan menggunakan tikus
percobaan

Tikus yang digunakan terlebih dahulu
diadaptasikan selama 1 minggu. Setelah itu, tikus (berat
rata-rata 220 g) dibagi dalam 3 kelompok yaitu kelompok
yang diberi: (1) ekstrak daun suji, (2) larutan Klorofilin,
dan (3) akuades (sebagai kontrol). Dosis per-hari yang
diberikan setara dengan 20 mg klorofilkg BB untuk
kelompok suji, dan 6.6 mg SCClkg BB untuk kelompok
SCC. Ransum yang diberikan adalah ransum basal
dengan sumber protein kasein 10% mengikuti AOAC
(1984) diberikan ad fibitum. Setelah 2 bulan masa
perlakuan, tikus masing-masing kelompok  (N=7)
dietanasi untuk dianalisis kadar MDA (malondialdehida)
hati, aktivitas katalase hati, dan aktivitas superoksida
dismutase (SOD) hati.

Preparasi sampel hati

Preparasi sampel dari organ hali dilakukan
mengikuti metode Singh et al., (2002). Sebanyak 1.25 g
hati dicacah dalam kondisi dingin dalam 5 ml larutan
PBS (phosphat buffer saline) yang mengandung 11,5 g/t
KCt. Homogenat yang dihasilkan kemudian disentrifus
1074xg hingga diperoleh supernatan jernih. Supernatan
selanjutnya digunakan untuk pengukuran kadar MDA,
aktivitas SOD dan katalase.

Pengukuran kadar MDA

Pengukuran kadar MDA dilakukan mengikuti
prosedur Singh et al. (2002). Sebanyak 0.5 ml
supernatan hati ditambah 2.0 ml HCI dingin (0.25 N)
yang mengandung 15% TCA, 0.38% TBA dan 0.5%
BHT. Campuran dipanaskan 80°C selama 1 jam.
Setelah dingin, campuran disentrifus 822xg selama 10
menit. Absorbansi supernatan diukur pada 532 nm.
Sebagai larutan standar digunakan TEP.

Pengukuran aktivitas SOD

Pengukuran  dilakukan  dengan mengikuti
prosedur Kubo ef al. (2002) dan Wijeratne et al. (2005)
dengan sedikit modifikasi. Metode ini digunakan untuk
mengukur  aktivitas  menangkap radikal  anion
superoksida. Anion  superoksida dihasikan secara
enzimatis oleh sistem xantin-xantin oksidase. Sebanyak
0.06 m! supernatan hati direaksikan dengan campuran
yang terdiri dari 2.70 ml bufer Natrium-karbonat yang

mengandung 0.1 mM EDTA (pH 10), 0.06 ml xantin 10
mM, 0.03 ml bovine serum albumin (BSA) 0.5%, 0.03 mi
NBT 2.5 mM. Selanjutnya dilakukan penambahan xantin
oksidase (0.04 units). Absorbansi yang dihasitkan
setelah 30 menit diukur pada panjang gelombang 560
nm. Sebagai kontrol digunakan larutan yang dipakai
dalam preparasi sampel hati (yaitu PBS yang
mengandung 11.5 g/L KCI). Aktivitas SQD (%) dihitung
dengan menggunakan persamaan berikut: [1- (A/B)] x
100, dimana A= absorbansi farutan sampel, B=
absorbansi larutan kontrol.

Pengukuran aktivitas katalase

Pengukuran  dilakukan  dengan mengikuti
prosedur Iwai et al. (2002). Aktivitas katalase diukur
berdasarkan besarnya reduksi hidrogen peroksida.
Dalam kuvet kuarsa, sebanyak 0.5 ml supernatan hati
ditambahkan ke dalam 2.0 mi bufer kalium fosfat (pH 7.0)
yang mengandung 10 mM hidrogen peroksida.
Perubahan absorbansi pada 240 nm dicatat setiap 15
detik selama 1 menit. Aktivitas katalase dihitung dengan
menggunakan data kemiringan (slope) kurva absorbansi
farutan sampel (SL) maupun larutan blanko (SLb)
mengikuti rumus berikut ini:

Aktivitas katalase (Uiml) = (SL- SLb) x 2,

0.0436 0.5

HASIL DAN PEMBAHASAN

Penentuan prosedur ekstraksi daun suji

Ekstrak daun suji yang diinginkan adalah
ekstrak cair yang memiliki aktivitas antioksidan, kadar
total kiorofil dan kadar klorofii larut air yang tinggi.
Skrining  terdahulu terhadap beberapa larutan
pengekstrak, yaitu NazCOs (0.1-0.5%), NaHCOs (0.1-
0.5%), Na-sitrat 12 mM menunjukkan  bahwa
penggunaan larutan pengekstrak NaHCOs3 0.5% dan Na-
sitrat 12 mM menghasilkan ekstrak dengan aktivitas
antioksidan, kadar total klorofil, dan kadar klorofil larut air
yang baik (Prangdimurti et al., 2005). Oleh karena itu
untuk selanjutnya dicobakan 6 jenis larutan yaitu
NaHCO3 0.5%, Na-sitrat 12 mM dan akuades, masing-
masing dengan maupun tanpa penambahan Tween 80
1% (blv). Hasil yang diperoleh dapat dilihat pada Tabel
1.

Tabel 1. Pengaruh jenis larutan pengekstrak terhadap nilai rata-rata aktivitas antioksidan, kadar total klorofil, dan kadar

Klorofil tarut air dari ekstrak daun suji yang dihasitkan

Larutan pengekstrak Akktivitas antioksidan Kadar total klorofil Kadar klorofil farut ar |
(%) (mg/10 ml) {mg/10 m)
Akuades 174 2 1.487 2 0.091 @
Akuades + Tween 80 1% 874 ° 25400 0.509
Na-sitrat 12 mM 807 ° 24780 0.129
Na-sitrat 12 mM + Tween 80 1% 1413 ¢ 2.586° 0670 ¢
NaHCO030.5% 1211 2575° 0.258 2
NaHC030.5% + Tween 80 1% 11.94 b 2.606° 0770¢

Ket. : Nilai rata-rata yang diikuti oleh huruf yang berbeda dalam kolom yang sama menunjukkan berbeda nyata (p<0.05).
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Tabel 1 menunjukkan bahwa penambahan
Tween 80 1% ke dalam larutan pengekstrak
meningkatkan aktivitas antioksidan (aktivitas menangkap
radikal DPPH) dari ekstrak akuades dan ekstrak Na-
sitrat, meningkatkan kadar klorofil larut air dari ketiga
ekstrak, serta meningkatkan kadar total klorofil dari
ekstrak akuades. Penggunaan larutan pengekstrak
Tween 80 1% dalam Na-sitrat 12 mM menghasilkan
aktivitas antioksidan ekstrak yang paling tinggi, serta pH
ekstrak yang mendekati netral (sekitar 6.6), sehingga
terpilih untuk digunakan pada tahap berikutnya.

Tween 80 (polioksietilen sorbitan monooleat)
merupakan surfaktan atau deterjen non ionik dan
termasuk dalam bahan tambahan pangan kelas
polisorbat. Penggunaan Tween 80 dalam ekstraksi
kiorofi  dapat menekan  pembentukan  feofitin
dibandingkan deterjen anionik (Vargas dan Lopez, 2003).
Tween 80 dapat membantu klorofit lipofil teremulsi di
dalam air dan mempermudah kontak dengan enzim
klorofilase. Klorofilase bekerja menghidrolisis gugus fitol
kiorofil sehingga mengubahnya menjadi klorofilid yang
larut air.

Nassirat 12 mM  dilaporkan  dapat
meningkatkan aktivitas klorofilase (Lopez et al., 1992).
Larutan pengekstrak Tween 80 1% dalam Na-sitrat 12
mM memilki pH 7.65, yaitu mendekati pH optimum
klorofilase daun suji {pH 7.4} (Sibarani, 1994). Kondisi
tersebut menyebabkan lebih banyak klorofil farut air yang
terbentuk. Penggunaan suhu inkubasi sebesar 70°C
adalah berdasarkan pertimbangan bahwa suhu optimum
Korofilase dalam pelarut air berkisar antara 65-75°C
(Clydesdale dan Francis, 1976). Perlakuan blansir
{erhadap ekstrak dilakukan selama 1 menit, karena
waktu yang lebih lama dapat merangsang terjadinya
reaksi oksidasi non enzimatis (Eskin, 1979).

Tahap selanjutnya ditujukan untuk menentukan
konsentrasi Tween 80 dan lama inkubasi, dengan
menggunakan larutan pengekstrak Tween 80 1% dalam
Na-sitrat 12 mM. Hasil dari tahap ini dapat dilihat pada
Gambar 1. Pengujian sidik ragam menunjukkan bahwa
adanya tahapan - inkubasi meningkatkan aktivitas
antioksidan dan kadar klorofil larut air. Peningkatan
konsentrasi Tween meningkatkan kadar klorofil larut air
dari ekstrak, namun peningkatan konsentrasi Tween dari
0.75% menjadi 1% tidak menghasitkan perbedaan kadar
kiorofl larut air (p>0.05). Dari tahap ini disimpulkan
bahwa prosedur ekstraksi yang terbaik adalah dengan
menggunakan larutan pengekstrak Tween 80 0.75%
dalam Na-sitrat 12 mM dan pemberian inkubasi selama
30 menit pada suhu 70-75°C sebelum tahapan
pemisahan padatan. Menurut Sibarani (1994) waktu
inkubasi optimum untuk klorofilase daun suji adalah 30
menit.
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Estimasi tingkat penyerapan klorofil ekstrak daun
suji

Suatu komponen pangan dapat dengan mudah
diserap oleh usus apabila berada dalam kondisi terlarut
atau tidak terikat oleh komponen lain yang berukuran
besar, oleh karena itu besarnya klorofil yang dapat
diserap berkorelasi positif dengan kadar klorofil terlarut.

Berdasarkan kurva standar SCC, kadar klorofil
ekstrak daun suji (0.1 g/ml) setara dengan larutan SCC
2,3 mM. Selama pencernaan terjadi penurunan kadar
klorofil terlarut, baik klorofil suji maupun SCC (Gambar
2). SCC, suatu klorofilin, umum digunakan sebagai
bahan utama suplemen pangan kaya klorofil atau
minuman klorofil. Sebanyak 45% klorofil suji terdegradasi
di tambung (Gambar 2a), diperkirakan berubah menjadi
feofitin. Ferruzzi et al., (2001) menyebutkan bahwa
sebanyak 75-77% kiorofil pure bayam berubah menjadi
feofitin di lambung. Adanya senyawa antioksidan lain
dalam ekstrak daun suji diduga turut berperan dalam
mencegah degradasi klorofil suji. Analisis yang telah
dilakukan terpisah terhadap ekstrak daun  suji
menunjukkan bahwa ekstrak mengandung total karoten
sebanyak 17.0 ppm dan total fenol sebanyak 230.3 ppm.
Ferruzzi et al., (2002a) mengungkapkan hal yang sama
bahwa keberadaan antioksidan dalam saus apel yang
ditambahkan ke dalam larutan SCC menurunkan laju
degradasi klorofilin. Gambar 2a memperlihatkan adanya
penurunan jumlah klorofil terlarut dari SCC pada kondisi
asam (lambung), yang jika dilihat secara visual tampak
adanya endapan butiran SCC. Namun endapan yang
terbentuk bersifat reversible yaitu dengan adanya
peningkatan pH hingga di atas 7, seperti yang terjadi
pada kondisi usus halus, sebagian SCC dapat melarut
kembali. Ferruzzi et al. (2002a) juga menyatakan adanya
kehilangan sejumlah SCC selama pencernaan in vitro
dan berubah menjadi produk yang belum diketahui. Hal
ini menegaskan kembali bahwa SCC juga mengalami
degradasi di dalam saluran pencernaan, meskipun tidak
sebesar klorofil a maupun klorofit b.

Tingkat penyerapan klorofil ekstrak daun suji
jauh lebih rendah dibandingkan larutan SCC (Gambar
2b). Hal ini sejalan dengan yang dikemukakan oleh
Ferruzi et al., (2001; 2002a), yang menggunakan sel
absorptif Caco-2, dimana tingkat penyerapan klorofil
lipofil sebesar 5-10% sedangkan klorofilin sebesar 45%-
60%. Kilorofil lipofii membentuk misel berukuran besar
sehingga menghambat dialisisnya ke dalam kantung

dialisis 6000-8000 MWCO (Salin et al., 1999).

Pengujian aktivitas antioksidatif menggunakan tikus
percobaan

Tikus selama percobaan dalam keadaan sehat
yang ditunjukkan oleh adanya kenaikan berat badan
sebesar 1,7-1,8 g/hari, dan konsumsi ransum rata-rata
sebanyak 15 g/hari. Hasil pengukuran terhadap berat
organ dan parameter antioksidatif dapat dilihat pada
Tabel 2.
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(b)

Akt antioksidan (%)

kadar kiorofil larut air (mg/g)

tanpa ink o 30 80

o 30 60

tanpa ink

tama inkubasi (menit) {ama Inkubasi (menit)

—o—Tween0,25% —&—Tween °-5ﬂ (o Tween 0.25% —a— Tween 0,5% |
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Gambar 1. Pengaruh tingkat konsentrasi Tween 80 yang ditambahkan ke dalam larutan pengekstrak Na-sitrat 12 mM dan lama
inkubasi terhadap: (a) kadar klorofil larut air, dan (b) aktivitas antioksidan

30,00 26,36 21,02 25,00 4 : 2208
2500 R0 @
20,00 ¢
% 2 15,09 g ‘
2 1500 § 15.00
x H i
2 1000 = @
E 597 % 10
500 049 = -
000 — 500 |
Bxstrak suji 0,1 gint SCC23mM 1
e e e i 0.00 l_ —— .
‘n Awal @ Gastrk § Dgesta Diaﬁsﬂ Ekstrak Suji Lar SCC

Gambar 2. (a) Kadar klorofil terfarut pada masing-masing fraksi selama pencernaan in vitro, (b) estimasi jumiah Klorofil yang terserap

Tabel 2. Pengaruh pemberian ekstrak daun suji dan SCC terhadap berat organ dan parameter antioksidatif tikus percobaan

Parameter Kelompok Kontrol Kelompok Suji Kelompok SCC
Berat organ {(g per 100 g BB):
hati 2983 3.222 3Ne
limpa 0.202 0.182 0.182
ginjal 0.542 0562 0532
Kadar MDA hati (pmol/g) 217970 65.172 116492
Aktivitas katalase hati (U/ml) 16.753 23.49° 19.58 2
Aktivitas SOD hati (%) 19,022 23.77¢ 31.52¢

Ket. : Nilai rata-rata yang diikuti oleh hur

perbedaan nyata (p<0.05)
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Pemberian ekstrak daun suji maupun SCC
tidak mengakibatkan perbedaan berat organ hati, limpa
dan ginjal (p>0.05). Berdasarkan laporan JECFA
{Anonim, 1969), tembaga (Cu) dalam senyawa Cu-
Korofil/klorofiin  terikat kuat dan tidak ada efek
toksikologis yang berarti jika diberikan melalui jalur oral,
bahkan pada pengujian jangka panjang menggunakan
tikus percobaan. Pemberian Cu-klorofilin dalam ransum
sebanyak 1500 mg/kg berat badan per hari tidak
mengakibatkan efek toksikologis.  Perkiraan ADI
(Acceptable Daily Intake) Cu-klorofil/klorofiiin untuk
manusia sebesar 0-15 mg/kg berat badan. Sedangkan
untuk ekstrak daun suji belum dilakukan analisis
histopatologis maupun uji toksisitas.

Pengujian  aktivitas antioksidan dilakukan
dengan mengukur kadar MDA (malondialdehida),
aktivitas SOD dan akfivitas katalase hati. MDA adalah
produk peroksidasi lipid, dan kadamya dapat ditekan
oleh keberadaan senyawa-senyawa  antioksidan.
Dengan kata lain kadar MDA yang rendah menunjukkan
adanya penghambatan terhadap oksidasi fipid oleh suatu
antioksidan. Tabe! 2 di atas menunjukkan bahwa
pemberian ekstrak daun suji maupun SCC menurunkan
kadar MDA sebesar 70% dan 47%, diduga karena sifat
antioksidatif dari klorofil. Endo et al, (1985)
mengemukakan bahwa klorofil merupakan antioksidan
pemutus rantai yang bekerja dengan cara mendonorkan
elektronnya kepada radikal bebas. Dalam menghambat
oksidasi lipid, klorofil bekerja pada tahap inisiasi.
Dikatakannya pula bahwa yang berperan dalam sifat
antioksidatif klorofil adalah struktur porfirinnya.

Kerentanan suatu jaringan terhadap kerusakan
oksidatif tergantung terutama pada mekanisme
pertahanan oksidatifnya, antara lain enzim-enzim
antioksidannya. Enzim katalase dan SOD termasuk
enzim-enzim utama yang berperan dalam melindungi
oksidasi jaringan. Katalase dan SOD adalah enzim-
enzim yang bekerjasama  menetralisir  radikal
superoksida.  Radikal superoksida pertama-tama
didismutasi oleh SOD menjadi H202 yang masih bersifat
toksik, dan selanjutnya H20: didegradasi oleh katalase
menjadi produk yang tidak toksik. Dalam analisis yang
dilakukan, katalase ditambahkan ke dalam campuran
reaksi dalam jumlah yang sama, kemudian dihitung
kecepatan penguraian dari Hz02 yang ditambahkan.
Hasil pengujian terhadap ekstrak hati kelompok suji
menunjukkan adanya peningkatan akfivitas katalase
sebesar 40% lebih tinggi dibandingkan kelompok kontrol
(p<0.05). Kecepatan penguraian H20: ini diduga
disebabkan oleh: (1) peningkatan aktivitas katalase hati
dan/atau (2) kemampuan klorofil menangkap (scavenge)
H20,. Efek klorofil terhadap katalase telah dibuktikan
secara in vitro antara lain oleh Hsu et al., {2005) yang
menyatakan bahwa klorofil larut air, dalam hai ini
feoforbid a dan feoforbid b, memperkuat ketahanan
limfosit manusia terhadap kerusakan oksidatif yang
diinduksi oleh H202. Kemampuan kiorofii menangkap
H202 telah diteliti oleh Kumar et al, (2001) yang
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menyebutkan bahwa konstanta kecepatan reaksi antara
klorofilin dengan H202 adalah sebesar 2.7 x 108 M1.s™.
Katalase maupun kiorofil memiliki kerangka porfirin
dalam strukturnya, sehingga diduga klorofil berkontribusi
dalam sintesis katalase. Selain itu keberadaan
antioksidan lain dalam ekstrak daun suji, seperti
karotenoid dan komponen fenolik berkonstribusi dalam
peningkatan status antioksidatif kelompok suiji.

SOD merupakan enzim antioksidan yang
berperan dalam dismutasi radikal superoksida. Datam
analisis yang dilakukan, radikal superoksida dihasilkan
terlebih dahulu dari reaksi antara xantin dan xantin
oksidase.  Radikal superoksida akan mengoksidasi
garam tetrazolium (berwarna kuning) menjadi formazan
yang berwarna biru. Semakin tinggi aktivitas SOD berarti
semakin banyak radikal superoksida yang dinetralisir,
dan hal ini ditunjukkan oleh semakin rendahnya jumiah
formazan yang terbentuk. Kelompok suji dan SCC
memiliki aktivitas menangkap radikal superoksida yang
lebih besar, yaitu masing-masing 25% dan 66% lebih
besar dibandingkan kelompok kontrol. Boloor ef al.
(2000) menyatakan bahwa klorofilin pada konsentrasi 10
pM melindungi membran mitokondria hati tikus terhadap
radiasi dan fotosensitasi, yang ditandai dengan
penurunan peroksida, protein oksidasi, serta restorasi
GSH (glutation) dan SOD.

KESIMPULAN

Ekstraksi daun suji dilakukan dengan
menggunakan larutan pengekstrak Tween 80 0.75%
dalam Na-sitrat 12 mM diikuti dengan inkubasi selama 30
menit pada 70-75°C. Metode ini mampu menghasilkan
ekstrak daun suji yang lebih baik, yaitu memiliki kadar
total klorofil, kadar klorofil larut air dan aktivitas
antioksidan yang signifikan lebih tinggi, dibandingkan
dengan ekstrak yang dihasilkkan dengan hanya
menggunakan air (akuades) seperti yang biasa dilakukan
di tingkat rumah tangga. Pengujian  dengan
menggunakan kantung dialisis menunjukkan bahwa
klorofilin  (SCC) diserap lebih banyak dibandingkan
Klorofil ekstrak daun suji, yaitu berturut-turut sekitar 22%
dan 7%. .
Pemberian ekstrak daun suji maupun SCC
secara oral selama 2 bulan tidak mengakibatkan
perbedaan berat organ hati, limpa dan ginjal tikus
Sprague Dawley jantan. Pemberian ekstrak daun suji
dapat meningkatkan status antioksidatif tubuh, yang
antara fain ditunjukkan oleh adanya penurunan kadar
MDA hati sebesar 70% dan peningkatan aktivitas
katalase hati sebesar 40% dibandingkan kelompok
kontrol, bahkan kondisi ini lebih baik dibandingkan
kelompok SCC. Pemberian ekstrak daun suji maupun
SCC meningkatkan aktivitas SOD hati, yaitu masing-
masing 25% dan 66% lebih besar dibandingkan
keiompok kontrol. Peningkatan status antioksidatif tikus
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percobaan diduga disebabkan oleh aktivitas antioksidan
klorofil yang terkandung dalarh ekstrak daun suji maupun
SCC.
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