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KATA PENGANTAR

Sektor pertanian selain merupakan tumpuan perekonomian bangsa Indonesia,
juga sangat berpengaruh terhadap ketahanan bangsa. Terjadinya krisis pangan dan
energi merupakan contoh ketidaksiapan sektor pertanian menghadapi tuntutan
zaman. Oleh karena itu, peningkatan produktivitas pertanian secara signifikan baik
kuantitas maupun kualitas merupakan keharusan untuk mengatasi berbagai krisis
terkait pertanian ini.

Penguasaan, pengembangan dan penerapan sains merupakah langkah yang
strategis untuk peningkatan produktivitas pertanian secara  signifikan.
Berkembangnya bioteknologi adalah contoh nyata dari pentingnya sains dalam
menjawab tantangan ini. Kini, nanoteknologi merupakan tantangan dan peluang
bagi peneliti sains untuk mengembangkannya ke arah pertanian (Nanoteknologi
Pertanian). Pemodelan dan teknologi sensor telah dimanfaatkan untuk
mengembangkan precission farming dan meningkatkan efisiensi pertanian
merupakan contoh lain pentingnya sains dalam pertanian. Dukungan sains, juga
sangat diperlukan dalam upaya mengatasi krisis energi dengan berbagai sumber
energi alternatif. Sains akan berperan dalam memahami dan mengembangkan
proses biologis, kimiawi maupun fisik sehingga energi alternatif menjadi
menguntungkan secara ekonomi dan ramah lingkungan.

Seminar Nasional Sains yang dilaksanakan pada tanggal 1 Nopember 2008
mengambil tema “Peran sains dalam kebangkitan pertanian” dengan tujuan
untuk mengidentifikasi potensi hasil-hasil penelitian sains, pengembangan dan
prospeknya untuk mendukung kebangkitan pertanian dalam upaya mengatasi krisis
pangan dan energi. Seminar Nasional Sains ini juga merupakan bagian dari
kegiatan Pesta Sains 2008 tingkat nasional yang diselenggarakan oleh FMIPA-IPB
setiap tahun yang termasuk kegiatan rangkaian Dies Natalis IPB.

Satu makalah utama dari Menteri Pertanian yang diwakili oleh Sekretaris
Jendral Departemen Pertanian, dan tiga makalah undangan dengan tiga topik
utama, yaitu nanoteknologi untuk pertanian, pemodelan untuk pertanian, dan
sumber energi alternatif dipresentasikan dan didiskusikan pada Seminar Nasional
Sains ini. Selain itu 25 makalah hasil penelitian dipresentasikan pada tiga kelas
paralel, yaitu Biosains, Sensor dan Pemodelan, serta Energi Alternatif dan
Nanosains. Makalah-makalah hasil penelitian ini merupakan isi dari prosiding ini.
Seminar dihadiri oleh kalangan dosen dan peneliti dari Perguruan Tinggi, peneliti
dari Litbang-litbang Departemen Teknis, Mahasiswa Pascasarjana, dan guru-guru
SLTA dengan asal institusi yang terbentang dari Nangro Aceh Darussalam sampai
Manado dan Makassar.

Ucapan terima kasih disampaikan kepada FMIPA-IPB yang telah mendukung
penuh kegian Seminar Nasional Sains yang pertama ini. Ucapan terima kasih juga
untuk seluruh Panitia Seminar dan mahasiswa dari tim dari Pesta Sains 2008, serta
semua pihak yang telah mensukseskan acara seminar ini. Kami sangat berterima
kasih juga kepada semua pemakalah atas kerjasamanya, sehingga memungkinkan
prosiding ini terbit. Akhir kata, kami menunggu kritik dan saran dari sidang pembaca
untuk perbaikan ke depan, dan semoga prosiding ini bermanfaat bagi semua pihak.

Bogor, Desember 2008

Panitia Seminar Nasional Sains 2008
FMIPA-IPB Bogor
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Daya Inhibisi Ekstrak air dan Etanol Temu Putih Biosains

Daya Inhibisi Ekstrak air dan Etanol Temu Putih (Curcuma zedoaria)
terhadap Aktivitas Enzim Tirosin Kinase secara In Vitro

Dyah Iswantini'?, Gustini Syabirin’ dan Wiwi Pratiwi'.

" Departemen Kimia FMIPA IPB, Bogor.
? pusat Studi Biofarmaka LPPM IPB, Bogor

Abstrak

Enzim tirosin kinase merupakan enzim yang berperan penting dalam mengatur
perkembangan sel kanker. Suatu zat yang dapat menginhibisi aktivitas enzim
tirosin kinase akan mampu menghambat perkembangan sel kanker. Temu putih
merupakan tanaman yang memiliki potensi sebagai antikanker. Tujuan penelitian
ini untuk menguji potensi ekstrak air demineralisasi (akuadem), ekstrak air
panas, dan ekstrak etanol 70% dari rimpang temu putih sebagai antikanker
dengan menentukan daya inhibisinya terhadap enzim tirosin kinase secara in
vitro. Penentuan daya inhibisi tersebut dilakukan dengan menggunakan metode
ELISA (enzyme linked immunosorbent assay) dengan genistein sebagai kontrol
positif. Simplisia rimpang temu putih yang berkadar air 10,42% mempunyai
rendemen ekstrak dalam pelarut etanol 70%, air demineralisasi (akuadem), dan
air panas diperoleh berturut-turut sebesar 24,51%; 9,65%; dan 12,22%. Ketiga
ekstrak yang mengandung alkaloid dan flavonoid tersebut mampu menghambat
aktivitas enzim tirosin kinase lebih besar daripada genistein pada konsentrasi
ekstrak 700 ppm. Penghambatan terbesar dihasilkan oleh ekstrak etanol dengan
daya hambat sebesar 27,77%, diikuti oleh ekstrak akuadem dan ekstrak air
panas berturut-turut sebesar 26,13% dan 24,50%. Adanya daya hambat dan
ekstrak temu putih tehadap aktivitas tirosin kinase menunjukkan potensi tanaman
tersebut untuk digunakan sebagai obat antikanker.

Kata kunci: daya inhibisi, temu putih (curcuma zeodaria), enzim tirosin kinase,
kanker

1. PENDAHULUAN

Kanker atau tumor merupakan penyakit paling mematikan di dunia setelah jantung
koroner. Kanker menyebabkan 6 juta kematian setiap tahunnya atau 12% dari populasi dunia
{(WHO 2004). Pengobatan kanker secara medis yang biasa dilakukan selama ini adalah
radioterapi, kemoterapi, immunoterapi, gen terapi, dan pembedahan. Meskipun saat ini
pengobatan tersebut merupakan pengobatan utama dalam kanker tetapi masih banyak
masyarakat yang tidak mau melaksanakannya karena alasan-alasan tertentu seperti alasan
osikologis, ekonomi, dan adanya efek samping. Efek samping yang biasa timbul antara lain
ousing, diare, gangguan pencernaan (Simadibrata 2004), pengurangan sel darah putih,
anemia (Hukom 2004), terjadinya malnutrisi, kulit kering dan berubah warna (Hariani 2004),

=rosiding Serninar Nasional Sains; Bogor, 1 November 2008 1



Daya Inhibisi Ekstrak air dan Etanol Temu Putih Biosains

pendarahan, infeksi, dan kebotakan. Hal ini menyebabkan banyak penderita kanker
cenderung mencari alternatif pengobatan lain.

Penemuan tanaman-tanaman obat yang menunjukkan efek farmakologis terhadap
penyakit kanker terutama yang telah mengalami uji secara ilmiah telah memberikan alternatif
dalam mengatasi dan mengobati penyakit kanker. Penggunaan tanaman obat untuk kanker
selain diketahui ampuh, juga tidak menimbulkan efek samping serta murah.

Salah satu dari tanaman obat di Indonesia yang berpotensi sebagai obat kanker adalah
temu putih (Curcuma zedoaria) disamping tanaman obat lain seperti sambiloto (Andrographis
paniculata Ness), keladi tikus (Typonium flagefiiforme), dan mahkota dewa (Phaleria
macrocarpa Scheff). Chan Minyi (2001), menyebutkan bahwa tanaman temu putih
mempunyai efektivitas tinggi untuk mengatasi kanker dan tumor. American Institut Cancer
Report (New York Time) melaporkan bahwa temu putih mengandung protein penginaktif
ribosom (RIP) yang mampu membasmi sel kanker, sebagai senyawa antioksidan dan
antiradang. Senyawa monoterpen yang terkandung dalam minyak atsiri temu putih berkhasiat
sebagai antineoplastik (antikanker) dan telah terbukti dapat menonaktifkan pertumbuhan sel
kanker payudara. Iswantini et al. (2003) melaporkan bahwa temu putih yang mengandung
terpenoid, alkaloid, dan flavonoid berpotensi tinggi sebagai antikanker. Ekstrak kasar
flavonoid temu putih pada berbagai konsentrasi di bawah nilai LCso-nya mempunyai daya
hambat terhadap aktivitas tirosin kinase melebihi inhibitor sintetis genistein. Daya hambat
tertinggi diperoleh dari fraksi teraktif ekstrak kasar flavonoid temu putih, yaitu sebesar 93,4%.

Tirosin kinase memainkan peranan penting dalam pengaturan pertumbuban sel dan
diferensiasi. Aktivitas tirosin kinase sebagai reseptor faktor pertumbuhan dan produk protein
onkogen sangat penting bagi perbanyakan sel. Inhibitor spesifik yang ditargetkan terhadap
domain aktivitas tirosin kinase mungkin merupakan obat antiperkembangbiakan yang
potensial. Salah satu inhibitor tirosin kinase yang telah diketahui adalah isoflavon alami
genistein dan deidzein (Challem et al. 2002).

Setiawan (2004) menyimpulkan bahwa ekstrak flavonoid dari rimpang temu putih
oerpotensi menghambat aktivitas enzim tirosin kinase. Berdasarkan penelitian tersebut, maka
cerlu dilakukan penelitian lebih lanjut, salah satunya adalah menentukan daya inhibisi ekstrak
air dan ekstrak etanol dari rimpang temu putih terhadap tirosin kinase.

Penelitian ini bertujuan menguji dan membandingkan khasiat dari ekstrak akuadem,
skstrak air panas, dan ekstrak etanol 70% dari rimpang temu putih sebagai antikanker

cerdasarkan daya inhibisinya terhadap aktivitas tirosin kinase. Hipotesis yang diajukan ialah

=-osiding Seminar Nasional Sains; Bogor, 1 November 2008 2




Daya Inhibisi Ekstrak air dan Etanol Temu Putif Biosains

terdapat perbedaan daya inhibisi dari ketiga ekstrak yang diuji terhadap aktivitas tirosin

kinase.

2. METODE PENELITIAN
Penelitian ini terdiri atas tiga bagian, yaitu (1) analisis bahan, ekstraksi, penentuan
rendemen, dan uji fitokimia ekstrak; (2) uji toksisitas |.Cs, ekstrak; (3) penentuan daya inhibisi

ekstrak terhadap aktivitas tirosin kinase. Bagan alir penelitian terdapat pada Lampiran 3.

2.1. Pengeringan dan Penentuan Kadar Air

Proses pengeringan dilakukan untuk memperoleh sampel rimpang temu putih kering
yang selanjutnya akan digunakan untuk proses ekstraksi. Rimpang temu putih yang sudah
dicuci, diiris tipis, dan dikeringkan dalam oven suhu 40 °C sampai diperoleh kadar air + 10%,
kemudian digiling sampai menjadi serbuk berukuran 40 mesh.

Penentuan kadar air sampel sebelum diekstraksi, dilakukan untuk mengetahui
kandungan air dalam sampel yang berhubungan dengan tingkat kestabilannya terhadap
aktivitas mikrob. Cawan porselin dikeringkan pada suhu 105 °C selama 30 menit kemudian
didinginkan dalam eksikator dan ditimbang. Serbuk rimpang temu putih kering sebanyak 1
gram dimasukkan ke dalam cawan porselin dan dikeringkan dalam oven pada suhu 105 °C
selama 3 jam kemudian didinginkan dalam eksikator dan ditimbang. Serbuk temu putih kering
dalam cawan dikeringkan lagi selama 3 jam pada suhu 105 °C, didinginkan dan ditimbang

kembali. Prosedur ditakukan berulang-ulang sampai diperoleh bobot yang tetap.

2.2. Ekstraksi dengan Pelarut Etanol 70%

Sebanyak 150,01 g serbuk rimpang temu putih kering dicuci dengan 600 mL pelarut n-
heksana selama 3 jam. Sampel kemudian diekstraksi dengan 600 mL etanol 70% selama 2
hari lalu disaring. Ekstraksi dilakukan 3 kali. Filtrat yang diperoleh dipekatkan dengan labu
penguap putar pada suhu di bawah 50 °C sampai diperoleh residu kering. Hasil ekstrak ini
selanjutnya digunakan untuk penentuan nifai LCsq dan diuji daya inhibisinya terhadap

aktivitas tirosin kinase.

2.3. Ekstraksi dengan Pelarut Air Demineralisasi (Akuadem)
Sebanyak 150,02 g serbuk rimpang temu putih kering dicuci dengan 600 mL pelarut n-
neksana selama 3 jam. Kemudian sampe! diekstrak secara maserasi dengan 600 mL

akuadem selama 2 hari. Ekstraksi dilakukan 3 kali. Filtrat yang dihasilkan dikeringkan

=rosiding Seminar Nasional Sains, Bogor, 1 November 2008 3
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menggunakan metode pengering beku (freeze-dried). Ekstrak kering yang diperoleh
selanjutnya digunakan untuk penentuan nilai LCsq dan pengujian daya inhibisi terhadap
aktivitas firosin kinase.

2.4. Ekstraksi dengan Pelarut Air Panas (Air Seduhan)

Sebanyak 150,10 g serbuk rimpang temu putih diseduh dengan 900 mL air mendidih
kemudian diaduk terus sampai menjadi dingin lalu disaring. Penyeduhan dilakukan 2 kali.
Filtrat yang diperoleh dikeringkan menggunakan metode pengering beku (freeze-dried).
Ekstrak kering yang diperoleh selanjutnya digunakan untuk penentuan nilai LCs; dan

oengujian daya inhibisi terhadap aktivitas tirosin kinase.

2.5. Uji Fitokimia (Metode Harborne 1996).

Uji fitokimia yang akan dilakukan meliputi uji flavonoid, uji alkaloid, uji terpenoid dan
steroid, uji saponin, uji kuinon serta uji tanin.

Uji Alkaloid. Sebanyak 1 gram ekstrak dilarutkan dengan kloroform dan beberapa tetes
NH,OH kemudian disaring dalam tabung reaksi tertutup. Ekstrak kloroform dalam tabung
-zaksi dikocok dengan 10 tetes H,SO, 2 M lalu lapisan asamnya dipisahkan dalam tabung
-zaksi yang lain. Lapisan asam ini diteteskan pada lempeng tetes dan ditambahkan pereaksi
Dragendorf, Mayer dan Wagner yang akan menimbulkan endapan dengan warna berturut-
-.rut merah jingga, putih, dan cokelat.

Uji Flavonoid. Sebanyak 5 mL filtrat ditambahkan serbuk magnesium (0,5 gram), 1 mL
z xohol kiorhidrat (campuran HCI 37% dan etanol 95% dengan volume sama), dan amil
= xohol, kemudian dikocok kuat-kuat. Terbentuknya warna merah, kuning, dan jingga pada
zoisan amil alkohol menunjukkan adanya golongan flavonoid. Sebanyak 1 mbL ekstrak
- :ambah dengan 1 mL metanol 95%, 0.5 g Zn, dan 2 tetes HCI 2N, didiamkan selama 2
—2nit falu ditambah 1 mL HCI pekat. Uji akan positif untuk glikosida flavonoid bila dalam 2-5
~anit terbentuk warna merah intensif.

Uji Terpenoid dan Steroid. Sebanyak 2 gram ekstrak tanaman dilarutkan dengan 25
- _ etanol panas (50 °C) kemudian disaring kedalam pinggan porselin dan diuapkan sampai
-zng. Residu ditambahkan eter dan ekstrak eter dipindahkan ke dalam lempeng tetes lalu
- -ambahkan 3 tetes anhidrida asetat dan 1 tetes H,SO, pekat (Uji Lieberman-Buchard).
".a2rna merah atau ungu menunjukkan kandungan terpenoid sedangkan warna hijau atau biru

—znunjukkan kandungan steroid.

- = ding Seminar Nasional Sains; Bogor, 1 November 2008 4
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Uji Saponin. Sebanyak 1 gram ekstrak tanaman dimasukkan ke dalam gelas piala dan
ditambahkan 100 mL air panas dan dididihkan selama 5 menit kemudian disaring dan filtrat
digunakan untuk pengujian. Uji saponin dilakukan dengan pengocokan 10 mL filtrat ke dalam
tabung tertutup selama 10 menit. Timbulnya busa hingga selang waktu 10 menit (buih stabil)
menunjukkan adanya saponin.

Uji Kuinon. Sebanyak 1 gram ekstrak tanaman ditambah 100 mL air panas, dididihkan
selama 5 menit dan disaring. Ke dalam 10 mL filtrat ditambahkan beberapa tetes NH,OH 1N.
Warna merah yang terbentuk menunjukkan adanya kuinon.

Uji Tanin. Sebanyak 1 gram ekstrak tanaman ditambahkan 100 mlL air panas,
dididihkan selama 5 menit dan disaring. Sebagian filtrat ditambahkan FeCl;. Terbentuknya

warna biru tua atau hitam kehijauan menunjukkan terdapatnya tanin.

2.6. Uji Toksisitas Larva Udang (LCsy)

Telur udang ditetaskan dalam gelas piala berisi 200 mL air laut dan dilengkapi dengan
aerator. Setelah dua hari, telur udang akan menetas menjadi naupili atau larva udang.
Ekstrak kasar ditimbang dan dilarutkan dalam air laut sehingga didapatkan konsentrasi 10,
100, 500, dan 1000 ppm (Meyer et al. 1982). Sebanyak 10 ekor larva udang ditempatkan
pada masing-masing sumur yang telah diberi ekstrak. Jumlah larva udang yang mati dihitung
setelah 24 jam. Data yang didapat dianalisis menggunakan program ‘Analisis Probit' dengan
derajat kepercayaan 95 % untuk mendapatkan nilai LCs,. Sebagai kontrol digunakan air laut

tanpa penambahan ekstrak (Meyer ef al. 1982).

2.7. Pelapisan pada Lempeng Mikro

Pelapisan dilakukan dengan cara berikut. Plastik penutup dilepaskan dari tempatnya,
kemudian jumlah sumur yang diperiukan ditempatkan dalam lempeng penyangga. Sampel
larutan stok substrat PTK (PGT, Polimer sintetik acak poli-Glu-Tyr) dicairkan, dan sebanyak
125 ul substrat tersebut ditambahkan ke dalam masing-masing sumur, lalu lempeng mikro
ditutup. Kemudian lempeng diinkubasi sepanjang malam pada suhu 37 °C. Setelah itu,
larutan PTK substrat yang tidak terlapis dibuang dan masing-masing sumur dicuci dengan
200 pL buffer pencuci (PBS-Tween 20), kemudian buffer pencuci dibuang dan sumur

dikeringkan selama 2 jam dengan suhu 37 °C.
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2.8. Pengujian Protein Tirosin Kinase

Pelarut buffer tirosin kinase (BTK) dengan konsentrasi 1x dibuat dengan cara,
sebanyak 1 mL BTK konsentrasi 10x dilarutkan dengan 9 mL air deionisasi. Sebanyak 32,5
uL epidermal growth factor receptor (EGFR) (130 U) dicairkan, kemudian ditambah 292.5 pL
BTK (1x) (setiap 10 uL mengandung 4 U), campuran diaduk dan disimpan dalam es. Larutan
stok ATP sebanyak 128 ulL dilarutkan dengan 3,2 mL BTK (1x), dicampurkan dan disimpan
dalam es. Vial 600 ulL disiapkan sebanyak 3 vial untuk masing-masing ekstrak, 1 vial untuk
kontrol EGFR dan 1 vial untuk genistein. Sebanyak 20 ulL EGFR dimasukkan ke dalam tiap
vial, kemudian ditambahkan 20 pl ekstrak 300 ppm untuk vial khusus sampel, 20 uL
genistein 300 ppm untuk vial kontrol positif dan 20 ulL air bebas ion sebagai kontrol EGFR
(kontrol negatif), masing-masing vial diinkubasi di dalam es selama 10 menit. Sebanyak 90
ul BTK (1x) yang mengéndung ATP dimasukkan ke dalam masing-masing sumur. Ke dalam
tiap sumur ditambahkan masing-masing 20 pL larutan sampel yang berisi EGFR, dilakukan
duplo. Tiap sumur sampel berisi 10 uL sampel 300 ppm dan 10 ulL EGFR 4 U dengan
konsentrasi ATP 0,3 mM. Kemudian sumur-sumur ditutup dan diinkubasi pada suhu kamar
selama 30 menit. Campuran dikeluarkan dari masing-masing sumur, dan sumur dicuci
dengan 200 ul buffer pencuci dengan lima kali pengulangan. Setelah itu, sebanyak 100 ulL
larutan antibodi konjugat horseradish peroxidase (HRP), dengan pelarutan yang tepat
dimasukkan ke datam sumur. Sumur ditutup dan diinkubasi selama 30 menit pada temperatur
ruangan. Sisa larutan konjugat dari tiap sumur dibuang dan sumur dicuci dengan 200 pL
buffer pencuci, pencucian dilakukan lima kali. Larutan substrat peroksidase segar dibuat
dengan cara pelarutan satu tablet 0-Phenylenediamine (OPD) dan satu tablet urea hidrogen
peroksida dalam 20 mL air deionisasi, dicampurkan sampai larut dan dihindarkan dari cahaya
sampai digunakan, larutan ini tidak untuk disimpan. Kemudian, sebanyak 100 uL larutan
substrat OPD segar ditambahkan pada masing-masing sumur dan diinkubasi selama tujuh
menit dalam keadaan gelap dan suhu ruangan. Warna orange-kuning akan muncul dalam
sumur yang positif (Lampiran 4). Reaksi dihentikan dengan penambahan 100 ulL H,S0,4 2,5
N pada masing-masing sumur. Sumur diukur serapannya pada 490 nm. Pengukuran harus
dalam waktu 30 menit dalam mikropelat ELISA yang ditetapkaﬁ pada hari penambahan
larutan penghenti. Persentasi daya inhibisi ekstrak terhadap tirosin kinase diperoleh dengan

Absorbans ekstrak
Absorbans EGFR

perhitungan: [1 - } x 100%
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3. HASIL DAN PEMBAHASAN

3.1. Kadar Air

Penentuan kadar air dilakukan untuk mengetahui kandungan air yang terdapat dalam
sampel tanaman (Lampiran 5). Dengan mengetahui kadar air suatu sampel, dapat juga
diperkirakan cara penanganan terbaik bagi sampel untuk menghindari pengaruh aktivitas
mikrob. Kadar air rimpang temu putih segar diperoleh sebesar 82,81% (Tabel 1). Hal ini
berarti air yang terkandung dalam rimpang temu putih segar masih sangat besar. Sementara
itu, kadar air rimpang temu putih hasil pengeringan dengan oven bersuhu 40 °C selama 4
hari diperoleh sebesar 10,42% (Tabel 1). Proses pengeringan menyebabkan kandungan air
pada sampel berkurang cukup besar. Hal ini dilakukan untuk mencegah terjadinya perubahan

kimia yang tidak diinginkan pada sampel.

Tabel 1. Data kadar air rimpang temu putih

Rimpang Temu putih  Kadar air (%)
Sampel segar 82,81
Sampel kering 10,42

Kandungan air dalam suatu bahan mempengaruhi daya tahan bahan terhadap
serangan mikrob. Semakin besar kandungan air dalam suatu bahan, maka semakin rendah
daya tahannya terhadap serangan mikrob. Bagian tanaman yang sudah benar-benar kering

masih dapat dianalisis walaupun telah disimpan dalam jangka waktu lama.

3.2. Ekstraksi

Pada awal proses maserasi, seluruh serbuk rimpang temu putih yang akan digunakan,
diekstraksi terlebih dahulu menggunakan n-heksana. Hal ini dilakukan untuk menghilangkan
komponen lemak yang mungkin akan mengganggu proses penanganan ekstrak selanjutnya.
Ampas yang tersisa lalu diekstraksi masing-masing menggunakan pelarut etanol 70% dan
akuadem. Ekstrak etanol 70% dipekatkan menggunakan labu penguap putar pada suhu 40
‘C untuk mencegah kemungkinan terjadinya kerusakan komponen yang terkandung dalam
skstrak.

Penggunaan beberapa pelarut yang berbeda dimaksudkan untuk melihat pengaruh
perbedaan kepolaran pelarut terhadap kandungan senyawa kimia dalam ekstrak. Etanol
memiliki gugus hidroksil yang bersifat polar dan rantai alkil yang bersifat nonpolar. Adanya
kedua gugus tersebut menyebabkan senyawa-senyawa dengan tingkat kepolaran berbeda

diharapkan terekstrak ke dalam etanol. Sementara itu, penggunaan pelarut akuadem, selfain
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karena air lebih bersifat polar dibandingkan dengan etanol sehingga dapat menarik senyawa
yang memiliki tingkat kepolaran lebih tinggi, penggunaan pelarut akuadem juga dimaksudkan
untuk melihat pengaruh keberadaan mineral dalam air.

Penyeduhan serbuk rimpang temu putih kering dengan air mendidih didasari oleh
pemakaian tradisional rimpang sebagai obat, yaitu dengan cara diseduh. Ekstrak yang
diperoleh kemudian dikeringkan dengan pengering beku untuk menghindari kerusakan
komponen dalam ekstrak. Pada proses freeze drying, bahan dibekukan terlebih dahulu dan
es yang terjebak di dalamnya dibuang dengan pompa vakum (es menyublim). Dengan
demikian air dapat disingkirkan tanpa merusak bahan yang dikeringkan (Daintith 1990) dan
dapat mencegah kemungkinan hilangnya senyawaan tertentu yang tidak tahan terhadap
kalor, sebab pada cara ini tidak ada penggunaan kalor dalam proses pengeringannya.

Ekstrak etanol 70% (EtOH) yang dihasilkan berbentuk oily berwarna cokelat dengan
rendemen sebesar 24,51%. Rendemen dari ekstrak akuadem (dH;O) diperoleh sebesar

9,65% dan rendemen ekstrak air panas sebesar 12,22% (Gambar 1).

b . » ™~ o
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Ekstrak Temu Putih

Gambar 1. Nilai rendemen (%) tiap ekstrak temu putih

3.3. Kandungan Fitokimia

Semua ekstrak yang diperoleh termasuk pula rimpang segar dan kering temu putih
selanjutnya diuji fitokimia. Hal ini dimaksudkan untuk mengetahui perbedaan kandungan
senyawa dalam masing-masing ekstrak akibat adanya pengaruh perbedaan pelarut dan suhu
pada pengeringan sampel. Senyawa metabolit sekunder yang diperiksa adalah alkaloid,
flavonoid, terpenoid dan steroid, saponin, tanin, serta kuinon. Hasil penapisan fitokimia

terhadap masing-masing rimpang dan ekstrak temu putih ditampilkan pada Tabel 2.
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Tabel 2. Hasil penapisan fitokimia

Golongan Sampel
Senyawa SS SK EE EAdm EAp
Alkaloid 44+ 4+ 4 +4+ + 4+
FlaVQﬂOld +4+4 444 +4+ +44 + 44
aglikon
Flavonoid )
glikosida ) ) ) )
Terpenoid +++ +++  + - -
Steroid - - - - -
Saponin ++ 4 - - -
Tanin - - - - -
Kuinon - - - - -
Keterangan:
8S : Sampel segar (+) : Hasil uji positif
SK : Sampel kering (-} : Hasil uji negatif

EE : Ekstrak etanol 70% -
EAdm: Ekstrak akuadem
Eap : Ekstrak air panas

Tabel 2 menunjukkan bahwa rimpang temu putih segar dan kering mengandung
senyawa metabolit sekunder, antara lain alkaloid, flavonoid dalam bentuk aglikon, terpenoid,
dan saponin. Proses pengeringan rimpang pada suhu 40°C tampaknya tidak merusak
kandungan senyawa metabolit sekundernya. Akan tetapi, ekstraksi dengan n-heksana dapat
menghilangkan sebagian besar kandungan terpenoid dalam ampas sehingga uji terpenoid
negatif pada ekstrak akuadem dan ekstrak air panas, dan pada ekstrak etanol 70%
kandungannya berkurang.

Sebaliknya dalam Tabel 2 diperlihatkan bahwa flavonoid dan alkaloid praktis terekstrak
seluruhnya dalam ketiga pelarut yang digunakan. Hal ini menunjukkan bahwa flavonoid dan
alkaloid yang terdapat dalam rimpang memiliki tingkat kepolaran yang berbeda, sehingga
dapat terekstrak dalam masing-masing pelarut yang digunakan. Flavonoid yang terkandung
dalam rimpang temu putih segar, rimpang kering, dan semua ekstrak adalah jenis flavonoid
aglikon, yaitu flavonoid bebas yang tidak berikatan dengan glikosida. Adanya kandungan
alkaloid ditandai dengan terbentuknya larutan berwarna merah jingga dengan pereaksi
Dragendorf, warna cokelat dengan pereaksi Wagner dan endapan putih dengan pereaksi
Mayer. Adanya kandungan flavonoid ditandai dengan terbentuknya warna kuning jingga pada
lapisan amil alkohol pada ekstrak.

Berdasarkan hasil penapisan fitokimia pada Tabel 2 menunjukkan bahwa uji saponin

terhadap ketiga ekstrak negatif. Hal ini menunjukkan bahwa saponin yang terdapat dalam
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rimpang temu putih cenderung bersifat non polar, sehingga tidak dapat terekstrak oleh
beberapa pelarut yang bersifat semi polar dan polar yang telah digunakan.

3.4. Uji Toksisitas Larva Udang

Larva udang yang digunakan berumur 48 jam. Pada kondisi ini larva udang berada
pada kondisi yang paling peka terhadap kondisi lingkungan. Hal ini disebabkan dinding sel
larva masih lunak, sehingga senyawa asing dalam air laut yang diserap melalui dinding
selnya akan segera mempengaruhi hidup larva tersebut. Senyawa asing yang bersifat toksik
itu akan mengakibatkan kematian pada larva udang tersebut.

Jumiah larva udang yang mati akibat penambahan ekstrak kasar kemudian dianalisis
dengan menggunakan analisis Probit. Berdasarkan hasil pengujian, diduga bahwa ekstrak
etanol 70% mengandung senyawa bioaktif yang bersifat toksik karena nilai LCso-nya kurang
dari 1000 ppm yaitu sebesar 932 ppm. Dugaan tersebut didasarkan pada pernyataan Meyer
el al 1982, yang menyatakan bahwa senyawa yang mempunyai nilai LCs, lebih kecil dari
1000 ppm dikatakan memiliki potensi bioaktivitas. Senyawa bioaktif adalah senyawa kimia
yang dapat memberikan efek atas jaringan biologi, yang selanjuinya diharapkan dapat
bermanfaat sebagai obat yang mampu menghambat perkembangan mikroorganisme
penyebab penyakit bahkan mampu membunuh mikroorganisme tersebut. Hal ini dapat berarti
bahwa ekstrak etanol 70% memiliki aktivitas yang dapat mempengaruhi fungsi fisiologis dari
organ, jaringan, atau sel jika digunakan serta sangat berpotensi sebagai obat. Sementara itu,
ekstrak akuadem menghasilkan nilai toksisitas LCs, sebesar 2,205 ppm dan ekstrak air panas
sebesar 2,552 ppm (Gambar 2). Nilai LCs; untuk ekstrak akuadem dan ekstrak air panas
lebih dari 1000 ppm menunjukkan bahwa kedua ekstrak tersebut kurang bersifat toksik atau
baru bersifat toksik pada konsentrasi tinggi, sehingga dapat digunakan sebagai indikasi
keamanan untuk dikonsumsi oleh tubuh kita. Berdasarkan hal tersebut, diharapkan bahwa
konsumsi kedua ekstrak temu putih ini sencara kontinyu tidak akan memberi efek toksik

terhadap tubuh.
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Gambar 2. Nilai LCg, tiap ekstrak temu putih terhadap larva A. Salina
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Berdasarkan sejumlah pengalaman eksperimental, terbukti bahwa sebagian besar
tanaman yang memiliki nilai toksisitas yang tinggi memiliki potensi sebagai antikanker,
karena toksisitas yang dimilikinya tersebut dapat pula bekerja pada fase tertentu dari siklus
sel tumor. Alam (2002) menyebutkan bahwa beberapa senyawa bioaktif yang telah berhasil
diisolasi dan dimonitor aktivitasnya dengan uji toksisitas larva udang BSLT (brine shrimp
lethality test) menunjukkan adanya korelasi terhadap suatu uji spesifik antikanker. Pengujian
tingkat toksisitas dari ekstrak yang diperoleh dilakukan untuk menentukan konsentrasi yang
akan digunakan pada uji enzimatis terhadap aktivitas tirosin kinase.

Menurut Meyer et al. (1982), suatu ekstrak atau fraksi dari suatu tanaman dianggap
memiliki efek positif terhadap uji kematian larva udang jika LCse-nya kurang dari 1000 ppm,
hanya spektrum keaktifannya masih sangat luas. Uji toksisitas larva udang tidak spesifik
untuk antitumor, tetapi kemampuannya untuk mendeteksi 14 dari 24 ekstrak Euphorbiaceae
yang aktif terhadap uji 9PS dan mendeteksi 2 dari 6 spesies yang aktif terhadap uji 9KB
memungkinkan uji toksisitas larva udang dapat digunakan sebagai uji praskrining senyawa
biocaktif.

3.5. Uji Inhibisi terhadap Aktivitas Tirosin Kinase

Uji daya inhibisi secara in vitro dari ekstrak kasar tanaman yang diperoleh dilakukan
dengan menggunakan uji ELISA (enzyme linked immunosorbent assay). Konsentrasi yang
digunakan pada pengujian terhadap aktivitas tirosin kinase secara in vitro ini adalah
konsentrasi yang berada di bawah nilai LCs, dari tiap ekstrak. Hal ini dilakukan untuk
mengetahui daya hambat aktivitas enzim pada keadaan yang praktis tidak toksik, sehingga
dapat diketahui tingkat kekuatan dari ekstrak yang digunakan pada kondisi yang paling aman
bagi tubuh. Konsentrasi yang digunakan dalam pengujian sebesar 300 ppm dan 700 ppm
untuk masing-masing ekstrak. Pengujian dilakukan dengan kontrol negatif (tanpa
penambahan ekstrak) dan kontrol positif (mengandung genistein pada konsentrasi 300 ppm
dan 700 ppm). Hasil yang diperoleh berupa nilai absorbans dari aktivitas enzim tirosin kinase
(Gambar 3). Nilai absorbans yang dihasilkan berbanding terbalik dengan daya inhibisinya.
Semakin kecil nilai absorbans yang dihasilkan menunjukkan daya inhibisi yang semakin
besar terhadap aktivitas tirosin kinase karena produk yang dihasilkan oleh enzim tersebut
semakin sedikit akibat aktivitasnya yang terhambat. Hal ini dilihat dari intensitas warna

produk yang semakin pudar.
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Gambar 3. Nilai absorbans tiap ekstrak temu putih pada uji terhadap enzim PTK

Hasil uji menunjukkan bahwa ekstrak kasar etanol 70% dan air panas temu putih
pada konsentrasi 300 ppm tidak memiliki daya hambat terhadap aktivitas enzim tirosin
kinase, dilihat dari daya inhibisi yang bernilai negatif atau di bawah kontrol negatif (EGFR).
Hal ini mungkin terjadi karena senyawa aktif yang terdapat dalam ekstrak yang diduga
sebagai inhibitor, ternyata dengan konsentrasi 300 ppm tidak dapat berkompetisi dengan
substrat seperti pada genistein (inhibitor kompetitif } sehingga tidak dapat menginhibisi
aktivitas tirosin kinase, bahkan malah bersifat sebagai aktivator. Sedangkan pada
konsentrasi yang lebih tinggi yaitu 700 ppm, semua ekstrak menunjukkan sifat inhibitor
terhadap aktivitas tirosin kinase. Hal ini berarti bahwa aktivitas enzim tirosin kinase sangat
dipengaruhi oleh konsentrasi ekstrak. Sementara itu, ekstrak kasar akuadem pada
konsentrasi 300 ppm memiliki daya inhibisi sebesar 7,23%. Nilai tersebut lebih besar
daripada nilai daya inhibisi kontrol positif genistein pada konsentrasi 300 ppm yaitu sebesar
6,71% (Gambar 4).
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Gambar 4. Persen daya inhibisi tiap ekstrak temu putih terhadap aktivitas tirosin kinase
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Nilai daya inhibisi untuk ekstrak kasar temu putih etanol 70%, akuadem, dan air panas
pada konsentrasi 700 ppm berturut-turut adalah sebesar 27,77%, 26,13%, dan 24,50%
(Gambar 4). Daya inhibisi terhadap aktivitas tirosin kinase untuk ketiga ekstrak tersebut,
melebihi nilai daya inhibisi pada kontrol positif genistein konsentrasi 700 ppm yaitu sebesar
12,89% dan daya inhibisi ketiga ekstrak pada konsentrasi 300 ppm. Berdasarkan nifai-nilai
diatas, maka dapat dinyatakan bahwa ekstrak kasar temu putih etanol 70% pada konsentrasi
700 ppm dan ekstrak kasar temu putih akuadem memiliki daya hambat yang baik terhadap
aktivitas tirosin kinase. Pernyataan tersebut sesuai dengan nilai toksisitas ekstrak kasar
etanol 70% terhadap larva udang yang lebih besar dibandingkan dengan nilai toksisitas
kedua ekstrak lainnya (LCso ekstrak etanol 70% kurang dari 1000 ppm). Hal tersebut juga
sesuai dengan indikasi awal bahwa ekstrak kasar temu putih etanol 70% lebih berpotensi
sebagai obat. Berdasarkan nilai daya inhibisi ketiga ekstrak yang tidak berbeda jauh, dapat
dinyatakan bahwa ekstrak kasar temu putih akuadem dan air panas juga berpotensi sebagai
antikanker.

Keberadaan dari beberapa senyawa metabolit sekunder pada ekstrak kasar yang
diujikan, diduga memiliki peran tersendiri dalam menginhibisi aktivitas tirosin kinase. Alkaloid
yang berasal dari tanaman obat diketahui memiliki efek toksisitas terhadap sel kanker
(Alexandrova et al. 2000), dapat menginduksi apoptosis pada sel kanker manusia serta
terbukti efektif dan ampuh dalam mengobati pasien kanker payudara metastatik. Flavonoid
sendiri memiliki kemampuan dalam menghambat aktivitas tirosin kinase sebesar 93,34%
untuk fraksi teraktif dari ekstrak kasar flavonoid (Setiawan 2004). Pada penghambatan
kanker yang disebabkan benzo(a)pirena, diduga golongan flavonoid berperan dalam
menghalangi terjadinya ikatan antara benzo(a)pirena dengan DNA (Le Bon dalam Esvandiari
2002). Oleh karena itu, alkaloid dan flavonoid yang terkandung dalam ekstrak kasar tanaman
diduga memiliki peran tertentu dalam menghambat aktivitas tirosin kinase.

Keberadaan senyawa terpenoid dalam ekstrak kasar etanol 70% diduga memberi peran
dalam mempertinggi daya inhibisi ekstrak tersebut terhadap aktivitas enzim tirosin kinase.
Senyawa metabolit sekunder terpenoid dalam ekstrak etanol telah dibuktikan dapat
menghambat pertumbuhan sel-sel OVCAR-3 (sel line kanker ovarium manusia) (Syu et al.
1998). Semua ekstrak yang diujikan menunjukkan sifat inhibit‘or yang cukup baik terhadap
aktivitas tirosin kinase pada konsentrasi 700 ppm. Bahkan memiliki daya hambat yang lebih
besar daripada kontrol positif genistein. Hal ini sangat berguna sebagai bukti iimiah pada

kajian potensi dari beberapa tanaman yang berpotensi sebagai antikanker.
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4. SIMPULAN

Rendemen yang diperoleh dari hasil ekstraksi dengan pelarut etanol 70%, akuadem,
dan air seduhan serbuk rimpang temu putih masing-masing sebesar 24,51%, 9,65%, dan
12,22%. Nilai LCs, ketiga ekstrak tersebut masing-masing sebesar 932 ppm, 2.205 ppm, dan
2.552 ppm.

Rimpang temu putih berpotensi menghambat aktivitas tirosin kinase pada konsentrasi
tertentu. Ekstrak kasar temu putih etanol 70% dan air panas pada konsentrasi 300 ppm tidak
mempunyai daya hambat terhadap aktivitas tirosin kinase, bahkan menjadi aktivator aktivitas
enzim, sedangkan ekstrak kasar akuadem 300 ppm mempunyai daya inhibisi sebesar 7,23%.
Pada konsentrasi ekstrak yang lebih tinggi yaitu 700 ppm, ekstrak etanol 70% mempunyai
daya hambat tertinggi yaitu sebesar 27,77%. Daya inhibisi ekstrak akuadem 700 ppm
sebesar 26,13% dan ekstrak air panas 700 ppm sebesar 24,50%. Genistein sebagai kontrol
positit memiliki daya hambat terhadap aktivitas enzim tirosin kinase sebesar 6,71% pada
konsentrasi 300 ppm dan 12,89% pada konsentrasi 700 ppm. Penghambatan aktivitas tirosin

kinase sangat dipengaruhi oleh konsentrasi.
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