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ABSTRAK

Bangle adalah salah satu impang yang biasanya digunakan sebagai campuran obat tradisional
sebagal pelangsing dan penwun kolesterol. Khasiat ganda sebagai pelangsing dan penurun
kolesterp! {ekstrak kasar steroid) telah dipervieh pada daun jai belanda (Guazuma uimifola
Lamk). Kajian bangle yang berhubungan dengan kolesterol belum pernah ditakukan. Kolestenof
oksidase yang berfungsi mengoksidasi kolesterol sudah banyak dikenal sebagai enzim yang
digunakan dalam biosensor kolesterol dalam darah. Sebagal kajian yang dapat dijadikan dasa
biosensor kolesterol, mdtathialmkanpenehanmgenapomm:mmweddan
meningkatkan aktivitas enzim kolesterof oksidass.

Dalam peneliian int dilakukan eksiraksi untuk mendapatkan senyawa steroid, fraksinasi dan
karakterisasi steroid rimpang bangle, dan pengufian potensi fraksi akiif steroid rimpang bangle
terhadap ak¥ivitas enzim kolesterol oksidase dengan menggunakan kit kolesterni Randox.

Hasil penefiian menunjukkan bahwa rendemen ekstrak etanol sebesar 11,36% dan randemen
ekstrak idoroform (eksirak diduga steroid) sebesar 6,42%. Elven terbaik yang digunakan untik
pemisahan steroid rimpang bangle adalah kloroform-heksana (9:1). Fraksinasi sterold rimpang
bangle menghasilkan 14 fraksi, Lima fraksi diantaranya positif terhadap steroid, yaity fraksi 3, 4, 5,
6, dan 8. Uji ‘erhadap akbivitas enzim kolesterol oksidase menunjukkan fraksi 8 menyebabkan
peningkatan aktivitas enzim (30,37%), sedangkan empat fraksi lainhya dan ekstrak kasar kiorofom
menyebabkan penurunan aklivitas enzim. Penwunan akfivitas enzim terbesar ditunjukkan oleh
fraksi 4 (-24,15%). Fraksi 4 dan 8 diidentifikasi menggunakan spekiroskopi ultraviclet dan
inframerah. Fraksi 4 menunjuldan A maksimum 272 nm, sedangkan fraksi 8 menunjukkan A
maksimum 268 nm. Fraksi 4 dan 8 diduga mengandung gugus fungsi O-H, C-O, C=C, dan C-H.

Kata kunci: Bangle, Zingdber cassumunar Roxb., kolesterof oksidase, aktivator
dan steroid,

PENDAHULUAN

Tanaman bangle merupakan salah satu jenis fanaman obat yang tumbub di daersh Asia
tropika, dari India sampai Indonesia (Wiayalusuma of &l 1977). Bangle (Zingiber cassumunar
Roxb) menurut Wiayakusuma (2002} dapat digunakan sebagal pelangsing. Peneliian terhadap
rimpang bangle juga telah dilakukan oleh Darusman of &, pada tabun 2001, yang melakukan
pengkafian terhiadap senyawa golongan flavonoid asal tanaman bangle sebagai senyawa peluruh
temak melalui akiivitas lipase. Penelitian tersebut menunjukkan bahwa akiivitas enzim hidrolitk
metanol 80%, etanol 30%, dan air bebas ion), yaitu sebesar 43,43 umol/gimenit. Febriany {2004)
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melakukan panelitian potensi bangle sebagai pelangsing dan menyatakan bahwa ekstrak tanin
Mpﬁakonsemaai%ﬂwmwun&m&%yangnmﬁﬂdw&nﬁpﬁmmdm
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Konsenyasi ekstrak dan jenis ekstak, sehingga ada yang bersifat akdivalor juga nhibitor,
mmmwmmmwmmummmm
Iswantini, et.al, 2005). Kadarisman (2000) berhasd mengisolasi dan mengidentifikasi senyawa
kima biookif dari rimpang bangle. Sawmhtsebmwugasebaga'(EH-(?Ah
dimetoksiferf)But-3-en-1-l-asetat  dan (E}-4-(3' 4'-dimeioksieni)But-3-en-1-0l.  Kadarisman
mmmwuwﬁadﬁmmm.mm1mmam
mmﬁsdasimyawaanﬁoksidaﬁdmmmmddaimmgw. Senyawa tersebut
mammakmmkmmmmmmmﬁnh
kasumunin B, dan kasumunin C.

KhaiQOdasebagdpdangsingdmpenwunkomwwahﬁpembhpadadamﬁ
belanda (Guazuma uimifolia Lami} (Darusman ef al. 2003). Peneiian tersebut menunjukkan
bahwa ekstrak teraktif daun jati Delanda sebagat penurun kolesterol adaiah skstrak etanol.

Kajian bangle yang berhubungan dengan kolesterol belum pemah dilakukan. Kolesierol
okﬂdaseymgbaNngsimngoksidasiMdswahWMWenmm
digmdmddanﬁosammkoleshrdddsndaah.%ebagqu’imymmmm
ﬁosawkdeshrd,nﬂcadil&ukanpe@iﬁanmngenﬁao&ensiskddhmgh dari okstrak
atanol dalam meningkatkan akiivitas enzim kolesterot oksidase.

Pemmmmmmasmastasewaanammmumm
juga menggunakan kit komersia, salah satunya adalah kit Randox. Selain enzim kolesterol
oksidase, kit ini mengandung 4-aminoantipirin, kolesterol esteras, fenol, peroksidase, dan bulfer
pH6.8.

i Koje-4-48- 10w

Gambar 1. Reaksi kolesterol yang dikatalisis kolesterol oksidase.
METODE PENELITIAN

Persinpan Contoh

Persiapan contoh melipull beberapa kegiatan, yeit pengumpulen bahan baky, sortasi basah,
perajangan, dan penperingan. Bahan baku diambil dari Unit Pelaksana Teknis Fungsional,
Sindang Barang, Darmaga, Bogor.
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Ekstraksi Rimpang Bangle

Rimpang Bangle dibersinkan dari koforan yang melekat lalu dipofong kecit-kecil, kemudia
dikering-udarakan. Setelah kering, bahan di-defally dengan heksana. Rimpang Bangle kemudia
diekstraksi dengan cara maserasi dengan etanol hingga farutan menjadi jemih, lalu disaring, da
diuapkan pelarutnya dengan rotary svaporaior hingga diperoleh resicu kering ekstrak etanct.

Ekstrak etanol yang telah didapatkan kemudian dipartisi dengan kloroform menggunaka
corong pisah. Fase kioroform kemudian dipisahkan, falu divapkan pelarutnya dengan rofar
evaporator hingga diperoieh residu kering ekstrak kloroform.

Fraksinasi dan Karektorisasi Steroid Rimpang Bangle

Sebelum melakukan pemisahan terhadap fs rimpang bangle, dilakukan pencarian pelan
terbaik terebih dahuiy dengan menggunakan Kromatografi tapis Tipis {KLT). Fs bang
dipisahkan dengan menggunakan kromatografi kolom. Hasil fraksi kromatografi kolom yan
memberikan hasil positif terhadap uji Liebermann-Burchard kemudian divjikan terhadap akliviia
enzim kolesterol oksidase. Fraksi yang paling aktif kemudian dianalisis dengan menggunaka
spekirofotometer UV-VIS dan IR.

Uji in Vitro Fraksi Aktif Steroid Terhadap Aktivitas Kolesterol Oksidase

Metode pengukuran dilakukan dengan menggunakan kit kolesterol Randox. Sebanyak § |
substrat kolesterol dan 5 pi fraksi aktif steroid dimasukkan ke dalam vial ependorf, kemudia
ditambahkan 1 mi kit kolesterol, dan didiamkan selama 10 menit pada suhu kamar hingg
terbentuk warna merah muda. Setelah Hu larufan divkur pada A 546 nm. Pengukuran yang sam
juga dilakikan pada ekstrak kloroform rimpang bangle. Blanko dibuat dengan konsentrasi substr:
kolesterot 0,00% dengan periakuan sama. Kontrol negatif dibuat dengan substrat 2500mgA, tanp
eksirak, dan dengan periakuan yang sama.

{Kolesterof] (umoliL) = M Cotoh x C Standar
AA Standar

Aktivitas (unit) = Kokesterod
Waktu inkubasi
Aktivitas kontrol
HASIL DAN PEMBAHASAN
Eksatraksi

Rimpang Bangle yang felah dihaluskan diekstraksi dengan etanol 30%. Pemithan etan
sebagai pelarut dikarenakan etanol 30% merupakan pelarut yang umum digunakan dals
pembuatan jamu dan obat-obatan Mofarmaka (Darusman of &/ 2001). Rendemen yang diperols
dari ekstrak etano! rmpang bangle adaiah sebesa 11,36%. Karena senyawa target yan
diinginkan merupakan golongan steroid maka ekstrak etanol ini kemudian dipariisi la
mngounﬂ;;nﬁkimofomﬁarbomwﬁn Rendeman yang diperoleh dari ekstrak kioroform adala
sebesar 6,42%.

Metode ekstraksi yang dilakukan adalah maserasi (ekstraks! tanpa pemanasan). Metode i
sama gangan metode eksiraksi yang dilakukan pada kajian bangle sebagai palangsing {Febriar
2004}, Sebelum rmpang bangle diekstraksi dengan etanol dilakukan proses defatling ferleb
dahuiu dengan heksana, yang bestujuan menghilangkan senyawa-senyawa iemak yang dap:
mengganggu tahapan anatisis setanjutnya.
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Kromatografl Lapis Tipis dan Kromatogafi Kolom

Ekstak kioroform vang telah diperoleh kemudian dianalisis dengan KLT menggunakan
berbagai pearut, baik pelarut polar maupun pelarut nonpolar, vaitu aseton, asam asetat, etanof,
etil asetat, dietii eter, heksana, metanol, kloroform, dan 2-butanol. Pelat KLT yang digunakan
adaiah pelat KL.T silika gel 60 GF2s4. Setelah dianalisis dengan berbagai pelarut tunggal, analisis
KLT kemudian dilanjutkan dengan menggunakan campuran pelarut sampai dipercleh pemisahan
komponen senyawa yang lerbaik.

Analisis KLT dari fs dengan pemilihan pelarut terbaik diperoleh pada campuran kloroform dan
heksana dengan perbandingan 9:1. Pengamatan di bawah sinar UV menunjukkan 11 noda seperti
yang terlihat pada Gambar 2.,

R

Gambar 2 Kromategram fs dengan pelarut terbaik.

Hasil KLT ini kemudian dijadikan dasar untuk pemisahan fraksi-fraksinya menggunakan
kromatografi kolom. Kromatografi kolom ditakukan menggunakan silika gel sebagai fase diam dan
eluen kioroform dan heksana sebagai fase gerak. Sampel dielusi dengan heksana, kemudian
secara bertahap ditingkatkan kepofarannya dengan penambahkan kloroform.

Tabel 1 Hasil fraksinasi steroid rimpang bangle

Fraksi  Boboti(g) Rendemen (%) Warna Fraksi Steroid"
Awal Lji LB
1 0,0002 0,90 Tak Berwarna Tak Berwama -
2 0,0034 0,33 Tak Berwama Tak Berwarna -
3 0,0359 3,51 Kuning Hijau +
4 0,0513 5,02 Kuning Hijau +H+
5 0,0269 2,63 Jingga Hijau ++4
6 0,0257 2,52 Jingga Hijau ++
7 0,0645 8,31 Jingga Jingga -
8 0,0619 6,06 Jingga Hijau +
9 0.1048 10,26 Jingga Jingga -
10 0,0033 0.32 Coklat Coklat -
1 0,0586 5,74 Coklat Coklat .
12 0,0620 6,07 Coklat Coklat -
13 0,0524 513 Coklat Coklat -
14 0,0714 6,99 Coklat Coklat -

*: +: terdeteksi, - tidak terdeteksi

Prosiding Simposium Nasional Kimia Bahan Alam XV 85




Elusi kromatografi kolom dapat memisahkan 14 fraksi. Hasi fraksl tersebut dapat dilihat pada
Tabel 1. Secara umum ke-14 fraksi ini setelah dikeringkan menghasikan pasta dengan wama
yang berbeda-beda, yaitu tak berwama, kuning, jingga, dan coklat

Seluruh fraksi yang didapatkan kemudian diufi fitokimia steroid dengan uji Liebermant
Burchard (LB) yang merupakan campuran H:SO« pekat, anhidrida asetat, dan CHCls dengan
perbandingan 1:20:50 m! dan dipanaskan pada suhu 85-95°C selama 15 menit. Fraksi yang post#
mengandung steroid akan menghasilkan warna hijau pada sampel yang diuj. Dan ke-14 fraks
yang diuji, 5 fraksi diantaranya, yait fraksi 3, 4, 5, 6, dan 8 positif mengandung steroid (Tabel
Fraksi-fraksi ini kemudian divjikan terhadap aktivitas enzim kolesterol oksidase secara in vitro.

Ujt in vitro Fraksi Steroid terhadap Aktivitas Kolesterol Oksidase

Untuk mengetahui kemampuan ekstrak bangle dalam menurunkan kolesterol, dilakukan
ferhadap aktivitas kolesterol oksidase secara in vitro. Uji yang ditakukan menpgunakan metode ki
Randox. Metode ini menggunakan prinsip yang telah dikembangkan oleh allain st al. (1974).

Substrat kolesterol dioksidasi oleh enzim kolesterol oksidase menghasilkan kolestenon dar
peroksida. Peroksida yang terbentuk, fenol, dan amino antipiin kemudian akan bereaksi denga
enzim peroksidase menghasitkan 4-p-benzokuinon aminoantipirin. Senyawa yang terbentuk i
akan menghasitkan wama merah muda sehingga dapat divkur secara spektrofotometi. Semaki
tinggi akiivitas enzim kolesterol oksidase maka jumiah kolesterol yang dioksidasi menjad
kolestenon akan semakin banyak, sehingga warna merah muda yang tarbentuk intensitasny
semakin pekat (Gambar 3).

Seluruh fraksi yang positif mengandung steroid divjikan terhadap aktivitas kolesterol oksidase
Perubahan akfivitas yany disebabkan oleh fraksiiraksi tersebut ditunjukkan oleh Gambar 4 Semu
frakst tersebut diufikan pada konsentrasi 200 ppm, karena menurut Rudita {2005) ekstrak didug
steroid rimpang bangle yang rmengakibatkan perubahan akfivitas kolesterol oksidase terbes:
didapatkan pada konsentrasi 200 ppm. Rudita melakukan penefiian secara in wiro unty
mendapatkan aktivitas kolesterol oksidase optimum dengan cara memvaniaskan nilak konsentras
Untuk eksirak steroid pescobaan difakukan pada figa konsentrasi, yaifu 100, 200, dan 300 ppm
Dan nilat optimum didapatkan pada konsentrasi 200ppm, yaitu sebesar -17,89%.
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Gambar 3. Reaksi penentuan kolesterol

Berdasarkan vji aktvitas enzim kolesterol oksidase, bila dibandingkan dengan kontrol, han
penambahan fraksi 8 yang menunjukkan peningkatan aklivitas {sabesar 30,37%). Sedangk:
penambahan 4 fraksi lainnya dan penambahan ekstrak kioroform menunjuikan penurun
aktivitas. Penurunan aktivitas terbesar diperoleh pada penambahan fraksi 4, yaitu sebesa
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24,15%. Ekstrak CHCl, fraksi 3, fraksi 5, dan fraksi 6 menghasilkan perubahan aktivitas kolesterol
oksidase berturut-turut sebasar -19,09; -11,03%; -18,04%; dan -19,14%.

Peningkatan dan penurunan akfivitas kolesterol oksidase ini gikarenakan penambahan frakst
steroid ekstrak Bangle bersama dengan substrat kolesterol dapat bersifat sebagai katalis realesi
(aktivator} atau inhibitor enzim.

Hasi uji aktivitas menunjukkan fraksi 8 mampu menjadi katalisator enzim kolesterol oksidase,
karena marnpu meningkatkan aktivitas enzim sebesar 30,37%. Kemampuannya sebagai aktivator
berati fraksi ini memiliki potensi sebagal penurun kolesterol karena mampu mempercepat reaksi
oksidasi kolesterol.

Gambar 4 Perubahan akiivitas kolestero! oksidase terhadap penambahan fraksi steroid ekstrak
bangie

Uji aktivitas juga menunjukkan bahwa fraksi 3, 4, 5, 6, dan eksirak kioroform bangle dapat
menjadi inhibitor kolesterol oksidase karena mampu menurunkan akfivitas enzim. Penurunan
terbesar diakibatkan oleh fraksi 3, yaitu sebesar 27,14%.

Untuk mengetahui golongan senyawa yang terdapat pada fraksifraksi akfif im ditakukan
identifikasi senyawa dengan spekoskepi UV-Vis dan Inframerah.

Spektroskopi UV
Fraksi yang dianalisis dengan spekirofotometer UV dan IR dipilih fraksi yang menyebabkan
perubahan nilal akivitas kolesteroi oksidase tertinggi dan terendah, yaitu fraksi 4 dan fraksi 8.
Spektrofotometer UV-Vis yang digunakan adalah spekirofolometsr Genesys 10 uv double
beam. Hasil spekiroskopi UV fraksi 4 dan 8, serta hasi spekiroskopt UV petanit kloroform dapat
difihat pada lampiran 7 dan 8. Inferpretasi spektrumnya disajikan pada Tabel 2.

Tabel 2 Panjang gelombang maksimum fraksi akif steroid

Fraksi A Maksimum
4 272
240
] 268
238
202

Hasil analisis spektum UV menunjukkan bahwa fraksi 4 memiliki panjang gelombang yang
memberikan serapan tertinggi (A maksimum} 272 dan 240 nm. Sedangkan fraksi 8 memiiki A
maksimum 268, 238, dan 202 nm. Hasii analisis spekirum UV pelarut Kloroform memiliid A
maksimum 240 nm. Serapan maksimum ini menunjukkan adanya transisi elektron dari fingkst
orbitaf n — g dann —» T
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Spektroskopi Inframersh

Speldrofolometer IR yang digunakan adalah spekirofolometer Excalibur series BIO-RAD,
Pengulran sampe! dilakukan dalam pelet KBr. Hasil spekirum inframerah dan beberapa gugus
fungsi yang dikandung oleh fraksi 4 dan 8 disajkan oleh Tabel 6.

Tabel 3. Absorpsi spekirum IR fraksi 4 dan 8
Fraksi  Bilangan Gelombang Gugus
{ermt) Fungsi*
Hasil Pustaka

4 33900  3400-3300 O-H

1265,9  1300-1000 c-0

1680.6 1650 C=C

29164 3000 C-H

8 33983  3400-3300 O-H

12576 13001000 c-0

16139 1650 c=C

29388 3noo C-H

* Sumber: Pavia et al. {1996}

Dani hasit analisis spekirum Inframerah, kedua fraksi diduga mengandung senyawa bergigus
fungsi O-H, karena adanya serapan pada panjang geiombang disekitar 3400-3300 cm-, yang
dikonfirmasi dengan kehadian C-O disekitar 1300-1000 cnv'. Selain itu juga diduga terdapat gugus
C=C yang ditandai dengan adanya serapan disekitar 1650 cmvi. Ikatan C=C ini dikonfirmasi
dengan adanya rantat C-H alifatik di sekitarflebih kecil 3000 cmr?,

KESIMPULAN

Hasil ekstraksi rimpang bangle dengan efanol menghasitkan rendemen sebesar 11,36%,
sedangkan ekstrak kloroform menghasikan rendemen §42%. Fraksinasi terhadap steroid
rimpang bangle menghasikan 14 fraksi. Fraksi 3, 4, 5, 6, dan 8 merupakan fraksi yang positf
terhadap uji stercid.

Hasit ujii ekfivitas enzim kolesterol oksidase menunjukkan fraksi yang menghasikan
peningkatan aktivitas kolesterol oksidase terbesar adalah fraksi 8, yaitu sebesar 30,37%,
sedangkan fraksi yang menghasilkan penurunan akiivitas kolesterol oksidase terbesar adalah
fraksi 4, yaitu sebesar 24,15%. Dapat dikatakan bahwa ekstrak diduga sterold memiliki
kecenderungan sebagal akfivator atau inhibitor enzim kolesterol oksidase,

Hasil spektroskopi UV menunjukkan bahwa A maksimum fraksi 4 dan 8 seria pelarut kloroform
masing-masing sebesar 272, 264, dan 240 nm. Hasil analisis spektrum iR menunjulkkan bahwa
kedua fraksi tersebut memiliki gugus fungsi C=C, C-H, C-0, dan O-H.
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