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ABSTRACT

Coronary heart disease is caused among cthers by atherosclerosis, which is the resull of oxidized low densily tipoprolein (LDL)
and cholastero! accumulation on the macrophage. This were reported fo be inhibited by temulawak (Curcuma xanthorizza Roxb), The
objective of this study was lo find out the types and consenlrations of temulawak extract which could inkibit LDL oxidation, and to find out
the effect of temulawak extract on the accumulation of cholesterol on macrophage. Temulawak was extracled by weler, ethanoi, acefon
and dichioromelanse. Inhibition of LDL oxidation was analyzed by measuring the level of malonaldehyde content of the oxidized LDL-
CuS0y which were given water extract, ethanof extract, acaton extract and dichioromelane extract. of terulawsk at concentrations of 43
19, 430 1, and 4300 g per mf of LDL. The percentage of malonaldehyde reduction due to addition of water, ethanol, acelone and
dichloromethane extract were 44.27, 47.68; 51.83 and 61.2 respectively. The inhibition of LDL oxidation by lemulawak exiract depends on
the concenirations. The percentage of malonafdehyde reduction due to addition of femulawak extract of 43 ug, 430 g, and 4300 ug per
miof LDL were 43.63; 56.72; and 53.89 Concentrations of temulawak extract resuffing in fhe highest inhifition of LD oxidation was 430
pg/mi LDL. Temulawak extract tends to inhibit cholesterof accumultation on the magrophage. There is a correfation between the inhibifion
of chofesterol accumulation on the macrophage and the inhibition of LOL oxidation by temufawak extract.

Keywords . Low density fipoprotetn, macrophage, cholesterol, temufawak (Curcuma xanthorriza Roxb)

PENDAHULUAN Salah satu jenis tanaman obat yang berpetensi sebagai
antioksidan  alami  adalah temulawak {Curcuma
Saat ini, penyakit jantung koroner (PJK) xanthorrhiza Roxb) yang termasuk  di dalam famili
merupakan penyebab utama kematian penduduk dunia Zingiheraceae. Rimpang temuiawak mengandung
termasuk penduduk Indonesia berusia di atas 40 tahun. kurkuminoid. Kemponen utama kurkuminoid temulawak
Pada tahun 1995, PJK menyebabkan kematian sekitar yaitu kurkumin dan desmetoksikurkumin (Purseglove et
15 juta jiwa atau sekitar 30 persen dari total penyakit al, 1981). Ekstrak efanolair dari kunyit yang
penyebab kematian, pada tahun 2020 diprakirakan mengandung 10 % kurkumin dapat menghambat
meningkat mencapal 40 persen (WHOQ, 2001). oksidasi LDL atau lipoprotein densitas rendah {Ramirez-
Penyakit Jantung Koroner (PJK) antara ain Tortosa et al., 1998), sehingga diduga temulawak yang
disebabkan oleh  aterosklerosis, yaitu  penyakit mengandung kurkumin dapat menghambat cksidasi LDL
degeneratif pada arteri besar dan menengah yang sebagai tahap awal dari aterosklerosis.
ditandal dengan penimbunan lipid dan fibrosis. Low Kadar dan aktivitas kurkumin dan antioksidan
density fipoprotein (LDL) atau lipoprotein densitas rendah lain yang terekstraksi oleh berbagai pelarut berbaga
yang teroksidasi merupakan faktor penting dalam polaritas, seperti air, etanol, aseton, dan diklorometan
pembentukan aterosklerosis. LDL yang tefah tercksidasi mungkin berbeda sehingga penghambatan oksidasi LDL
dapat dikenali oleh reseptor scavenger makrofag tetapi dan akumulasi kolesterol yang dihasilkan berbeda-beda
tidak dikenali oleh reseptor LDL. Pengambilan LDL yang pula. Sefain ftu, hasil penelitian Septiana (2001)
termodifikasikan oleh makrofag melalui  reseptor menunjukkan bahwa ekstrak air jahe yang sangat polar
scavenger dapat mengakibatkan akumulasi kolesterol lebth mampu menghambat akumulasi kolesterol dari
yang selanjutnya tersimpan di dalam bentuk fitik-titik pada ekstrak dilorometan jahe meskipun aktivitas
lemak, sehingga makrofag berubah menjadi sel-sel antioksidan ekstrak  air lebih kecil dari ekstrak
menyerupai sel busa (Brown dan Goldstein, 1983). diklorometan jahe. Untuk melihat pengaruh aktivitas
Antioksidan ~ memberikan  perlindungan ekstrak temulawak terhadap penghambatan akumulasi
kepada LDL dari proses oksidasi (Septiana, 2001). kolesterol pada makrofag maka berbagai ekstrak
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temulawak disuplementasikan pada LDl karena secara
in vivo di dalam tubuh, temulawak yang dikonsumsi
dapat tersuplementasi di dalam LDL.

Sefain pelarut, kensentrasi antioksidan diduga
juga berpengaruh terhadap akfivitas anfioksidan dari
ekstrak temulawak tersebut. Esterbauer et al,, {1991}
mefaporkan bahwa suplementasi c-tokoferol sebesar
1000 nmolfml plasma {BM 430,7) (setara 430 pgiplasma)
terbukti pahng mampu menghambat terjadinya oksidasi
dibandingkan dengan konsentrasi 125, 250, maupun 500
nmoliml plasma.

Tujuan  peneliian  ini  adalah  unfuk
membandingkan penghambatan oksidasi 1DL dengan
periakuan suplementasi LDL menggunakan berbagai
ekstrak temulawak hasil ekstraksi pelarut air, etanol,
aseton, dan diklorometan pada konsentrasi yang
berbeda. Penelitian juga bertujuan untuk mengetahui
pengaruh  polaritas  eksirak temulawak terhadap
akumulasi kolesterol makrofag.

METODOLOG!

Bahan dan alat

Bahan baku yang digunakan untuk peneltian
adalah rmpang temutawak (Curcuma xanthorrhiza),
yang berumur 10 bulan dari Perkebunan BALITRO
Cimanggu, Bogor. Pelarut yang digunakan untuk
ekstraksi adalah etanol, diklorometan dan aseton {Merck)
dan air.

Isolasi LDL manusia membutuhkan darah lelaki
yang sehat, EDTA, NaCl, KBr dan NaHCOs.  Analisis
LDL membutuhkan NaCl, NaHCOs, EDTA, TCA, CuSQs
masing-masing dari Merck, thiobarbituric acid/TBA dan
tetra etoksi propana (Sigma) serta air bebas ion {UGM).
Isolasi makrofag peritoneal menggunakan mencit Balb-C
jantan, tioglikolat, tripan blue, RPMI-1640, serum janin
sapiffetal  bovine  serum  (FBS) N-2-hidroksimetil-
piperazine-N-2-etan-sulfonic acid (HEPES), L-glutamin,
penisillin-streptomisin, fungizon, dan fosfat bufer salin
(PBS). Analisis kadar kolesterol makrofag membutuhkan
tetrameti amonium  hidroksida-isopropanol  (TMH-D),
tetrakloroetilen, dan metilbutirat serta bahan-bahan lain
untuk analisis protein sel dan kadar malonaldehida
(MDA) dari LDL.

Peralatan yang digunakan adaiah: blender, parut,
pengering beku/freeze dryer, timbangan analitik, shaker,
evaporator vakum berputar (rofary vacuum evaporator}
dengan penangas air dan pompa vakum, pendingin dan
pembeku, vortex, spekirofotometer UV-vis, mikropipet,
penangas air, ultrasentrifus, HPLC (high performance
liquid chromatography), senfrifus, inkubator CO2 dan
peralatan gelas.

Ekstraksi rimpang temulawak

Mula-mula  rimpang temulawak  diparut,
sebagian diekstraksi menggunakan air.  Ekstraksi
menggunakan air dilakukan dengan cara menambahkan
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1 bagian rimpang yang sudah hancur dengan 5 bagian
air, diperas, disaring berturut-turut menggunakan kain
saring, kertas saring, dan whatman nomor 42,
Temulawak parut dan ekstrak air basah dikeringkan
menggunakan pengering beku sehingga diperoleh
hancuran femulawak kering dan ekstrak air. Hancuran
temulawak kering disaring menggunakan pengayak 40
mesh sehingga dihasilkan bubuk temulawak. Bubuk
temulawak diekstraksi menggunakan pelarut etanol,
asefon, dan dikiorometana menggunakan metode
Septiana et al, (2002). Sebanyak 100 gram bubuk
temulawak di ekstraksi 3 kali menggunakan pelarut
tersebut (masing masing 500 ml) pada suhu kamar.
Bubuk temulawak serta ekstrak air, etanol, aseton, dan
ekstrak diklorometan diujt kadar antioksidannya dengan
menganalisis kadar total fenol (Andarwulan dan Shetty,
1999)

Isolasi LDL

Pada prinsipnya pemisahan LDL dilakukan
setelah B very low density fipoprofein (VLDL) yang
mempunyai densitas (d) lebih kecil dari 1,006 gfml
dipisahkan menggunakan larutan pemisah densitas yaitu
0,9 % NaCl dan 0,01 % EDTA {biv) dan ultrasentrifugasi.
Kemudian frakst yang telah dikurangi 3 VLDLnya diatur
densitasnya sampai 1,080 g/mi, dan memisahkan fraksi
yang densitasnya (d) lebih besar dari 1,083 g/m! dengan

laritan  pemisah  densitas dan  ultrasentrifugasi
(Sulistiyani dan St. Clair, 1997).
Uji penghambatan oksidasi LDL

Suplementasi  anfioksidan  dari  ekstrak

temulawak pada LDL dilakukan dengan melarutkan
antioksidan sebanyak 43, 430, dan 4300 ug/ml LDL
dalam 10 pl pelarut dan kemudian dilakukan inkubasi
anticksidan tersebut dengan LDL selama 3 jam, dan
selanjutnya dilakukan oksidasi. Oksidasi LDL dilakukan
dengan menginkubasi LDL yang telah disuplementasikan
dengan antioksidan menggunakan 5 uM CuSQ: pada
larutan 0,9 % NaCl - 1 mM NaHCOQsz pH 7.4 suhu 37°C
selama 90 menitt Reaksi dihentkan dengan
penambahan EDTA (konsentrasi akhir 0,1 %) seperti
yang dilakukan Suzukawa et al., {1994). Lipid LDL yang
tercksidasi  divkur  dengan  menganalisis  kadar
malonaldehid {Kikuzaki dan Nakatani, 1983). Selain itu
dilakukan analisis kadar protein LDL menggunakan
metode Lowry (Sulistiyani dan St Ciair, 1997).

Rancangan percobaan

Penelitian dilaksanakan secara eksperimental
menggunakan rancangan dasar Rancangan Acak
Lengkap (RAL) pola faktorial 4 x 3 (Sudjana, 1989),
Percobaan diulang 3 kali, Faktor yang dicoba meliputi
jenis ekstrak {ekstrak air, etanol, aseton, dan ekstrak
diklorometan temulawak) dan konsentrasi ekstrak {43,
430, dan 4300 pg/ml LDL}. Analisis yang dilakukan
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adalah  kadar maionaldehid dari  LDL  yang
disuplementasikan berbagai ekstrak temulawak. Sebagai
data pendukung dilakukan analisis kadar feno! di dalam
ekstrak dan kadar protein LDL.

Percobaan  akumulasi  kolesterol  pada
makrofag menggunakan Rancangan Acak Lengkap
(RAL) dengan faktor periakuan jenis ekstrak temulawak
{ekstrak air, etanol, aseton, dan eksirak diklorometan
temulawak), kontrol {+}, konfrol (-} dan a-tokoferol,
Konsentrasi ekstrak temulawak yang disuplementasikan
berdasarkan konsentrasi terbaik pada analisis kadar
mafonaldehid LDL. Percobaan akumulasi kolesterol
diulang sebanyak 3 kali sehingga diperoleh 21 unit
percobaan,

HASIL DAN PEMBAHASAN

Kadar malonaldehida LDL

Malonaldehid {(MDA) merupakan salah satu
produk hasil peroksidasi asam lemak tidak jenuh.
Perbedaan nilai MDA terkait dengan reaksi cksidasi yang
terjadi. Kadar MDA berbanding terbalik dengan aktivitas
antioksidan. Kadar MDA vang finggi menunjukkan
aktivitas anticksidan yang rendah begitu juga sebaliknya.
Rerata nitai MDA LDL yang disuplementasikan dengan
berbagai ekstrak temulawak dapat dilibat pada Tabef 1.

Tabel 1. Aktivitas antioksidan ekstrak temulawak berdasarkan

pelarutnya
Sampel Rerata kadar Pengurangan
MDA ({nmol | kadar MDA dari
MDAS mg kontrol (+) (%)
prot)
Kontrof {-) 64,17
kentrol (+) 90,46 -
Ekstrak ar 50,41 44 27
Ekstrak etanol 47,33 47 68
Ekstrak aseton 4357 51,83
Ekstrak 35,10 61,20
diklorometan 5165 4290
c-tokoferoi
Keterangan : Kontrol {-} . LDL. tanpa ekstrak temulawak dan
tanpa prooksidan
Kontrol (+) . LDL tanpa ekstrak temulawak, diberi
prooksidan CuSQ4
Semua sampel dioksidasikan pada 37°C selama
90 menit

Nilai MDA keempat ekstrak temulawak temyata
lebih rendah dari  kontrel (+) yaitu LDL yang tidak diberi
ekstrak temulawak tetapi diben prooksidan CuSOs dan
iebih rendah dari pada o-tokoferol. Hal int menunjukkan
keempatnya berpotensi sebagai sumber antioksidan
alami. Ekstrak temulawak yang mengandung senyawa
kurkuminaid yaitu kurkumin dan desmetoksikurkumin
diduga mampu menghambat peroksidasi lipid tak jenuh
ganda yang ada pada LDL. Suroyo {2001) menyatakan
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bahwa kurkumin berpotensi menghambat peroksidasi
lipid.

Hasit penefitian memperlihatkan  bahwa
suplementasi ekstrak temulawak pada LDL mengurangi
konsentrasi MDA dart LDL yang teroksidasi,
Berdasarkan uji terhadap MDA, minuman anggur merah
dan jus anggur merah {Miyagi ef al., 1997). ekstrak jahe
(Septiana, 2001}, serta ekstrak etanol-air (hidroalkeholik}
dari kunyit yang mengandung 10 % kurkumin (Ramirez-
Tortosa et al., 1998) dapat menghambat oksidasi LDL
manusia. Sepert halnya pada kunyit, kurkumin
merupakan komponen fenolik utama pada temulawak
{data tidak ditampilkan).

Penghambatan pembentukan MDA dar LOL
teroksidasi (penghambatan oksidasi LOL) oleh ekstrak
temulawak sejalan dengan kadar total fenol ekstrak
temulawak yang dikandungnya. Hasit penelitian
Septiana et al, (2004) menunjukkan bahwa pada
umumnya ekstrak zingiberaceae yang mempunyai
akfivitas antioksidan tinggi mempunyai kadar total fencl
yang tinggi pula. Menurut Gordon (1990) senyawa
fenclk  berfungsi sebagai  anticksidan  karena
kemampuannya dalam memberikan atom hidrogen
secara cepat kepada radikal lipid, sedangkan radikal
bebas yang berasal dari anticksidan senyawa fenol ini
lebih stabil daripada radikal bebasnya.

Selain total fenol, aktivitas antioksidan diduga
dipengaruhi pula oleh polaritas pelarut yang digunakan
untuk mengekstrak. Aktivitas  antioksidan  ekstrak
dikiorometan yang lebih tinggi, diduga karena ekstrak
diklorometan lebih mudah kontak dengan LDL sehingga
tebih melindungi LDL dari oksidasi dibandingkan dengan
ekstrak temulawak hasil ekstraksi pelarut yang lain.
Substrat LDL yang digunakan bersifat kurang pofar,
sama dengan diklorometan yang bersifat kurang polar
juga sehingga ekstrak dikiorometan febih mampu
melindungi LDL dari oksidas

Rerata kadar MDA perlakuan konsentrasi
ekstrak temulawak 43, 430 dan 4300 ug/mi LOL
berturut-turut adalah 50,99; 39,61 dan 41,71 nmolimg
prot {Tabel 2). Pada konsentrasi yang sama {4300 ug/ml
LDL), eksirak temulawak lebih mampu menghambat
pembentukan malonaldehid daripada a-tokoferol (41,71
vs 51,65 nmoliml LDL}. Hasil penelitian menunjukkan
bahwa komponen fenolik pada minuman anggur merah
lebih mampu menghambat LDL teroksidasi CuSOa
dibandingkan dengan o-tokofercl (Frankel et al., 19393).
Penghambatan terhadap malonaldehid dari ekstrak
temutawak (Septiana et al.. 2004) maupun dari ekstrak
kunyit {Jitoe et al., 1992) yang mengandung senyawa
kurkuminoid pada asam Iinoleat, lebih tinggi dari pada a:-
tokoferol.
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Tabel 2 Aktivitas antioksidan ekstrak temulawak berdasarkan konsentrasinya

Sampel Rerata kadar MDA (nmol MDA! mg prot) | Pengurangan kadar MDA dari kontrol [%}
Kentrol (-) 64,17 -
Kontrof (+) 90.46 -
43 pgimi LDL 50.89 4383
430 pgfml LOL 3881 55 21
4300 pg/mi 41.71 5380
LOL

Keterangan : Konirot {-) . LDL tanpa ekstrak lemulawak dan fanpa prooksidan
Konlral {+) : LDL tanpa ekstrak temutawak, diben prooksidan CuSOs
Semua sampel dioksidasi pada 37°C sefama S0 menit

Penggunaan tingkat konsentrasi ekstrak
temulawak berpengaruh nyata terhadap pembentukan
malonaldehid. Konsentrasi sebesar 430 ug/ml LDL
paling efektif dalam menghambat pembentukan
malonaldehid dari pada konsentrasi 43 pgiml LDL dan
4300 pg/mi LDL. Gordon (1991) mengemukakan bahwa
keefektifan fenol sebagai antioksidan memiliki rentang
tertentu sehingga dapat terjadi pada konsenfrasi yang
rendah fenol menjadi kurang efektif berperan sebagal
antioksidan dan pada konsentrasi yang tinggi fenol dapat
bersifat sebagai procksidan Berdasarkan hasil
penelitian ini, konsentrasi ekstrak temulawak vyang
terbaik dipilih untuk uji penghambatan akumulasi
kolestero! dalam makrofag yaitu konsentrasi 430 pg/mi
LDL.

Akumulasi kolesterol pada makrofag

Dalam uji ini, sel makrofag dinkubasi dengan
LDL yang telah disuplementasikan dengan ekstrak
temulawak selama 24 jam. Selama inkubasi sel, LDL
ditelan oleh sel makrofag dengan mekanisme endesitosis
melalui reseptor scavenger sehingga terjadi akumulas|
kolesterol di dalam sel.

Pada uji penghambatan kolesterol di dalam
makrofag digunakan kontrol {+} dan kontrol (-) sebagai
pembanding dan sebagai antioksidan standar digunakan
a-tokoferol. Kontro! (+) adalah sel makrofag yang
diinkubasikan dengan LDL yang telah diberi 5 uM CuSCa
sebagai oksidator tanpa adanya suplementasi ekstrak
temulawak. Sedangkan kontrol ({-) terdiri dari sel
makrofag saja. Kedua kontrol tersebut digunakan untuk
melihat ada fidaknya akbwitas antioksidan ekstrak
temulawak pada LDL dibandingkan dengan sampel dan

kontrolnya.  Nifai rerata akumulasi kolesterol {kolesterol
ester) dapat dilihat pada Tabel 3.

Data persentase  penghambatan  yang
dipercleh menunjukkan bahwa suplementasi ekstrak
temulawak  pada LDL  menurunkan  persen

penghambatan akumulasi kolesterol ester dibandingkan
dengan kontrol (+). Hal ini diduga karena aktivitas
antioksidan pada LDL cenderung berpengaruh terhadap
akumulasi kolesterol ester pada makrofag. Semakin
berkurangnya LDL yang tercksidasikan, pengambilan
LDL tersebut oleh reseptor pemangsa makrofag akan
semakin berkurang sehingga cenderung menghambat
akumulasi kolesterol pada makrofag dan pembentukan
sel busa seperti yang terjadi pada ekstrak aseton, etanol
dak eksirak air temulawak maupun ¢ tokofero!. Menurut
Brown dan Goldstein {1983), sel busa berasal dari
makrofag yang mengambil LDL yang telah
tercksidasikan melaiui reseptor pemangsa makrofag
tanpa adanya pengaturan arus balik sehingga kolesterol
ester akan terakumulasi.

Ekstrak diklorometan mempunyai persentase
penghambatan akumulasi kolesterol ester terendah
dibandingkan dengan ekstrak temulawak lainnya. Hasil
ini mungkin dipengaruhi oleh hidrofobisitas  reseptor
permukaan makrofag Kemungkinan reseptor makrofag
bersifat hidrofobik. pengurangan hidrofcbisitas reseptor
makrofag mungkin lebih menghambat pengikatan partikel
ke reseptor makrofag (Weinberg, 1999) Ekstrak
diklorometana  kemungkinan  tidak  mengurangi
hidrofobisitas  reseptor  maksofag, sehingga kurang
menghambat pengambilan LDU teroksidasi ke reseptor
makrofag

Tabel 3. Persentase penghambalan akumulasi kolesterol ester

Sampel Rerata akumulasi kolesterol ester | Pengurangan akumulasi kolesterol ester dari
{ng ! ug prot) kontrol {+) (%)
K{+) 45,03 -
K 25,56 B
Ekstrak air 37,08 17 85
Ekstrak etanol 24,27 461
Ekstrak aseton 20,28 55
Ekstrak diklorometan 41,33 §,22
a-tokoferol 38,70 14,08
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Berdasarkan hasil penelitian yang telah
dipaparkan diatas, dapat diketahui bahwa suplementasi
ekstrak temulawak pada LDL mampu mefindungi LOL
dari proses oksidasi dan cendering menurunkan persen
penghambatan  akumulasi  kolestero! ester pada
makrofag. Dengan demikian, ekstrak temulawak
kemungkinan dapat dijadikan sumber antioksidan alami
penghambat aterosklerosis.

Banyak peneliian telah dilakukan yang
menunjukkan bahwa antioksidan alami memberikan
perlindungan terhadap LDL dari proses oksidasi dan
menghambat akumulasi kolesterol pada makrofag. Hasil
penelitian De Whalley et al, (1990) menunjukkan
flavonoid menghambat cksidasi LDL dan menghambat
sitotoksisitas LDL  teroksidasi  oieh  makrofag.
Suplementast vitamin E {a-tokofercl} pada LDL {Hirano
et al, 1997} dan plasma sebelum isolasi LDL
(Esterbauer et al., 1981) mampu menghambat oksidasi
LDL. Hasil penelian Suzukawa et al, (1994}
menunjukkan bahwa suplementasi vitamin E pada
plasma sebelum isolasi LDL, mampu menghambat
akumulasi kolesterol ester dan mencegah stimulasi
pembentukan kolestero! ester pada makrofag.

KESIMPULAN

Suplementasi berbagai jenis dan konsentrasi
ekstrak  temulawak pada LDL  mempengaruhi
penghambatan oksidasi LDL.

Ekstrak diklorometan temulawak paling mampu
menghambat oksidasi pada LDL (61,20 %) dibandingkan
dengan ekstrak aseton, ekstrak etanol dan ekstrak air
yang menghambat oksidasi LDL berturut-turut sebesar
51,83 %, 47,68 % dan 44,27 %.

Pengguraan konsentrasi 430 pg/m! LDL paling
efekfif dalam menghambat oksidasi LDL (5621 %)
dibandingkan konsentrasi 43 dan 4300 pg/iml LOL yang
menghambat oksidasi LDL berturut-turut sebesar 43,63
% dan 53 89 %,

Ekstrak  temulawak  cenderung
menurunkan akumulasi kelesterol pada makrofag.

Terdapat hubungan di antara penghambatan
akumulasi  kolesterol pada  makrofag  dengan
penghambatan oksidasi LDL oleh ekstrak femulawak

dapat

SARAN

Perlu  pensliian  lebih  lanjut  tentang
penghambatan cksidasi LDL dan penghambatan
akumulasi kolesterot oleh ekstrak temulawak secara in
vivo,
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