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Abstrak: Rimpang temulawak (Curcuma xanthorrhiza Roxb.) dikenal memiliki banyak manfaat untuk
kesehatan sebagai antibakteri, antiinflamasi, antidiabetes dan antikanker. Tujuan dari penelitian ini
untuk membandingkan aktivitas antiinflamasi dari ekstrak rimpang temulawak dengan nanopartikelnya.
Ekstrak rimpang temulawak dibuat dengan maserasi yang menggunakan pelarut etanol 96% (v/v).
Ekstrak dibuat menjadi nanopartikel dengan metode gelasi ionik dimana menggunakan kitosan dan
tripolifosfat. Uji antiinflamasi in vitro dilakukan dengan metode penghambatan denaturasi protein.
Hasil uji aktivitas antiinflamasi dengan menggunakan metode penghambatan denaturasi protein pada
ekstrak dan nanopartikel ektrak rimpang temulawak menunjukkan bahwa ekstrak memiliki aktivitas
antiinflamasi. Hasil menunjukkan nilai rata-rata penghambatan denaturasi protein (IC,)) dari ektrak
521,67+5,80 bpj sedangkan nilai IC, dari nanopartikel ektrak rimpang temulawak yang diuji yaitu
398,02+1,78 bpj. Sehingga hasilnya menunjukkan bahwa aktivitas antiinflamasi nanopartikel ekstrak
rimpang temulawak lebih baik daripada ekstrak rimpang temulawak.

Kata kunci: Temulawak, ekstrak, nanopartikel, antiinflamasi, denaturasi protein.

Abstract: Javanese turmeric rhizome (Curcuma xanthorrhiza Roxb.) has been known to have many health
benefits as antibacterial, anti-inflammatory, antidiabetic and anticancer. The purpose of this study was to
compare the anti-inflammatory activity of temulawak rhizome extract with its nanoparticles. Temulawak
rhizome extract was obatained by maceration using 96% (v/v) ethanol as a solvent. The extracts were
made into nanoparticles by ionic gelation method which used chitosan and tripolyphosphate. The results
of antiinflammatory activity test using a method of inhibiting protein denaturation showed the persentage
of inhibition of protein denaturation (IC, ) of the extract of temulawak rhizome of 521.67+5.80 ppm
while the IC, of the nanoparticles was 398.02+1.78 ppm. Accordingly, the antiinflammatory activity of
the nanoparticles was better than the extract of temulawak rhizome.

Keywords: Temulawak, extract, nanoparticles, antiinflammatory, protein denaturation.
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PENDAHULUAN

TEMULAWAK diketahui memiliki banyak khasiat,
salah satu khasiat temulawak adalah antiinflamasi.
Rimpang temulawak mengandung kurkuminoid, yaitu
suatu zat yang terdiri dari campuran komponen senyawa
yang bernama kurkumin, desmetoksikurkumin,
bidesmetoksikurkumin, dihidrokurkumin, dan
heksahidrokurkumin. Kandungan kurkuminoid pada
temulawak mempunyai khasiat yaitu dapat digunakan
sebagai antioksidan dan hepatoprotektif, antikanker,
gastroprotektif, antihiperglikemik dan antiinflamasi.
Kurkumin yang merupakan komponen utama dalam
kurkuminoid dapat berfungsi dalam aktivitas biologi
sebagai antiinflamasi dengan cara meng—hambat
aktivasi NF-kB yang berperan penting dari ekspresi
COX-20:2,

Rimpang temulawak dapat diekstraksi
menggunakan pelarut etanol 96% (v/v). Ekstrak kental
rimpang temulawak dapat dibuat menjadi nanopartikel
dengan basis kitosan-Na tripolifosfat. Metode yang
digunakan dalam pembuatan nanopartikel ekstrak
temulawak adalah metode “buttop up” dengan teknik
gelasi ionik. Teknik gelasi ionik yang melibatkan
ikatan sambung silang antara kitosan dan sodium
tripolifosfat dapat meningkatkan kestabilan dari
nanopartikel yang terbentuk®.

Pengujian aktivitas antiinflamasi secara in vitro
dari senyawa aktif dapat dilakukan dengan metode
penghambatan denaturasi protein menggunakan Bovin
Serum Albumin. Hal ini karena, denaturasi protein
pada jaringan adalah salah satu penyebab inflamasi.
Panas dapat digunakan untuk mempengaruhi ikatan
hidrogen dan interaksi hidrofobik non polar karena
panas meningkatkan energi kinetik dan menyebabkan
molekul yang menyusun protein bergerak sangat
cepat sehingga mengacaukan ikatan hidrogen. Selain
itu, pemanasan akan membuat protein berubah
kemampuan mengikat airnya. Energi panas akan
mengakibatkan terputusnya interaksi non-kovalen
yang ada pada struktur alami protein tetapi tidak
memutuskan ikatan kovalennya yang berupa ikatan
peptida. Proses ini terjadi pada rentang suhu yang
sempit. Penghambatan denaturasi protein diketahui
dengan pengukuran serapan secara spektrofotometri
UV-Vis. Senyawa yang menghambat denaturasi
protein lebih besar dari 20% dianggap memiliki
aktivitas antiinflamasi dan dapat dijadikan sebagai
nilai acuan untuk pengembangan obat®,

Pada penelitian ini akan dibandingkan aktivitas
antiinflamasi ekstrak rimpang temulawak dengan
bentuk nanopartikelnya sehingga dapat diketahui
bentuk yang efektif dari ekstrak untuk pengembangan

Jurnal Ilmu Kefarmasian Indonesia

sediaan farmasinya. Nanopartikel berbasis kitosan
diharapkan dapat mempunyai luas permukaan yang
besar terhadap interaksi dengan lingkungan yang
berguna bagi aktivitas penghambatan denaturasi
protein oleh panas.

BAHAN DAN METODE

BAHAN. Rimpang temulawak (Curcuma xanthorrhiza
Roxb.), etanol, kitosan, asam asetat glasial, propilen
glikol, dimetil sulfoksida, natrium tripolifosfat, bovine
serum albumin (BSA), tris base, NaCl, asam asetat
glasial, natrium diklofenak, aquadest.

METODE. Determinasi Tanaman. Determinasi
Tanaman dilakukan di Balai Penelitian dan
Pengembangan Botani, Herbarium Bogoriense, Pusat
Penelitian Biologi, LIPI, Cibinong, Bogor.

Pembuatan Ekstrak Etanol Rimpang
Temulawak. Bahan yang digunakan adalah rimpang
diperoleh dari Balitro, Bogor dan pelarut yang
digunakan untuk ekstraksi adalah etanol 96% secara
maserasi berulang. Ditimbang sejumlah 500 g serbuk
simplisia kemudian dimaserasi dengan 5 liter etanol
96% (v/v) selama 6 jam lalu didiamkan selama 24
jam. Hasil maserasi disaring dan dilakukan maserasi
kembali sebanyak 10 kali dengan etanol 96%
(v/v). Filtrat dikumpulkan dan dipekatkan dengan
menggunakan rotavapor vakum. Penapisan fitokimia
dilakukan pada ekstrak untuk mengetahui adanya
golongan senyawa alkaloid, flavonoid, saponin,
kuinon, tanin, steroid dan triterpenoid, minyak atsiri,
kumarin®9.

Pembuatan Nanosuspesi dari Ekstrak Etanol
96% Rimpang Temulawak. Kitosan sebanyak 1
g dilarutkan dalam 100 mL asam asetat glasial 1%
menggunakan magnetik stirrer sehingga diperoleh
konsentrasi kitosan 1% (b/v). Sebanyak 500 mg
ekstrak etanol temulawak ditambahkan pelarut campur
(20 mL propilenglikol : 20 mL etanol 70% : 20 mL
DMSO 10%) dan 100 mL air. Kemudian ditambahkan
larutan kitosan 1% (b/v) sebanyak 40 ml sehingga
konsentrasi kitosan menjadi 0,2%. Campuran tersebut
diaduk dengan menggunakan magnetic stirrer selama
10 menit. Selanjutnya ditetesi dengan 20 mL odium-
TPP 0,4% diteteskan dengan kecepatan 1 tetes / 3 detik
dengan buret dan dalam magnetic stirrer 300 rpm
hingga terbentuk nanopartikel yang ditandai dengan
kekeruhan yang homogen. Pengadukan dilanjutkan
selama 15 menit agar didapat suspensi nanopartikel
ekstrak temulawak yang stabil. Pada suspensi
nanopartikel ekstrak etanol temulawak dilakukan
kestabilan selama 5 hari meliputi warna, kekeruhan
dan endapan®.
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Pembuatan Serbuk Nanopartikel Ekstrak
Temulawak dengan Pengering Semprot (Spray
Drying).Suspensi nanopartikel ekstrak temulawak
dikeringkan dengan menggunakan pengering semprot
(spray dryer) pada suhu inlet 160 °C.

Pengujian Aktivitas Antiinflamasi In Vitro.
Pembuatan pereaksi:

Pembuatan Tris Buffer Saline (TBS). Sebanyak
4,35 g NaCl dilarutkan dalam 200 ml aquadest,
ditambahkan 605 mg Tris Base dicukupkan dengan
air sampai 400 ml. Selanjutnya pH diatur dengan
penambahan asam asetat glasial hingga pH 6,3,
kemudian dicukupkan dengan air sampai 500 mL.

Pembuatan 0,2% BSA dalam TBS. Sebanyak
0,2 g Bovine Serum Albumin (BSA) dimasukkan ke
dalam labu ukur 100 mL, kemudian ditambahkan
dengan larutan TBS hingga volume 100 mL™.

Pembuatan Larutan Natrium Diklofenak
sebagai Kontrol Positif. Sebanyak 25,0 mg natrium
diklofenak dilarutkan dalam labu tentukur 25 mL
dengan aquadest dicukupkan hingga volume 25 mL,
sehingga didapatkan larutan induk dengan konsentrasi
1000 bpj. Kemudian dilakukan pengenceran menjadi
500, 250, 125, 62,5 dan 31,3 bpj.

Pembuatan Kontrol Negatif. Sebanyak 500ul
aquadest ditambahkan dengan larutan BSA 0,2%
dalam TBS ke dalam labu tentukur hingga volume
SmlL.

Pembuatan Larutan Ekstrak Temulawak.
Sebanyak 200,0 mg ekstrak dilarutkan dalam labu
tentukur 25 ml dengan aquadest dicukupkan hingga
volume 25 ml, sehingga didapatkan larutan induk
dengan konsentrasi 8000 bpj. Kemudian dilakukan
pengenceran menjadi 4000, 2000, 1000, 500 dan 250
bpj.

Pembuatan Larutan Kontrol Blanko. Larutan
kontrol blanko yaitu aquadest.

Pengujian Aktivitas Antiinflamasi. Pembuatan
Larutan Uji. Larutan uji dipipet 500 pL larutan
ekstrak temulawak yang kemudian ditambah larutan
BSA 0,2% hingga volume 5 mL sehingga didapatkan
varian konsentrasi menjadi 800, 400, 200, 100, 50
dan 25 bpj.

Pembuatan Larutan Kontrol Positif. Larutan
kontrol positif 500 pL larutan natrium diklofenak
yang kemudian ditambahkan dengan larutan BSA
0,2% hingga volume 5 ml sehingga didapatkan variasi
konsentrasi menjadi 100, 50, 25, 12,5, 6,25 dan 3,13
bpj.

Setiap larutan diinkubasi selama 30 menit
pada suhu +25 °C lalu dipanaskan selama 5 menit
pada suhu +72 °C dengan water bath, kemudian
didinginkan selama 25 menit pada suhu ruang dan
diukur absorbannya dengan spektrofotometer UV-
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visible pada panjang gelombang 660 nm.
Perhitungan Persentase Penghambatan
Denaturasi Protein.
Persentase penghambatan denaturasi protein
diukur dengan menggunakan rumus sebagai berikut:

% inhibisi= (absorbansi kontrol negatif-absorbansi
larutan uji)/(absorbansi kontrol negatif)x 100%

Nilai IC, dihitung dengan membuat persamaan regresi
linear antara konsentrasi (X) dengan % inhibisi (Y).
Pada uji inhibisi ini, jika dihasilkan % inhibisi > 20%
dianggap memiliki aktivitas antiinflamasi”®.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Penapisan Fitokimia Serbuk dan Ekstrak.
Penapisan fitokimia dilakukan terhadap serbuk
simplisia dan ekstrak etanol 96% rimpang temulawak.
Tujuan dilakukannya penapisan fitokimia ini untuk
mengetahui kandungan metabolit sekunder dalam
tanaman tersebut yang berpotensi memiliki aktivitas
biologi. Berdasarkan hasil penapisan fitokimia
yang dilakukan terhadap serbuk simplisia maupun
ekstrak etanol 96% rimpang temulawak, keduanya
memilki kandungan metabolit yang sama, yaitu
flavonoid, saponin, triterpenoid dan minyak atsiri.
Hasil penapisan fitokimia serbuk simplisia dan
ekstrak rimpang temulawak dapat dilihat pada Tabel
1 dimana kurkumin termasuk ke dalam senyawa
polifenol. Kurkumin berperan dalam aktivitas sebagai
antiinflamasi.

Tabel 1. Hasil penapisan fitokimia rimpang temu lawak.

No. Golongan Serbuk Simplisia  Ekstrak Etanol 96%
1. Alkaloid

2. Flavonoid + +

3. Saponin + +

4. Tanin

5. Kuinon

6. Steroid/triterpenoid -+ -+

7. Minyak atsiri + +

8. Kumarin

Uji Stabilitas Nanopartikel Ekstrak Temulawak.
Hasil uji stabilitas nanosuspensi ekstrak temulawak
dapat dilihat pada Tabel 2.
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Tabel 2. Stabilitas nanosuspensi ekstrak.
Hari ke-
| 2 3 4 5

Parameter

Warna Orange Orange Orange Orange Orange
Kekeruhan ~ Stabil Stabil Stabil Stabil Stabil

Endapan  Tidkada  Tidakada  Tidokada  Tidokada  Tidakada

Nanopartikel ekstrak rimpang temulawak
memiliki ukuran partikel dengan nilai sebesar 157,8
nm, artinya nanopartikel berhasil terbentuk dengan
ukuran yang kecil dan telah memenuhi syarat,
dimana suatu partikel dikatakan berukuran nano bila
berada pada rentang 1-1000 nm sehingga diharapkan
mampu memberikan aktivitas yang baik. Sedangkan
distribusi ukuran partikel dinyatakan dalam indeks
polidispersitas. Nilai polidispersitas yang baik adalah
yang mendekati nilai 0 dimana semakin mendekati
nilai 0 maka semakin homogen. Nanopartikel ekstrak
temulawak pada percobaan ini memiliki nilai indeks
polidispersitas 0,488. Hal ini menunjukkan bahwa
nanopartikelekstrak temulawak terdispersi relatif
homogen®.

Dari hasil pemeriksaan potensial zeta didapatkan
hasil Potensial zeta +51,4 mV. Potensial zeta
merupakan parameter muatan listrik suatu partikel
yang dapat melakukan interaksi elektrostatik sehingga
dapat mempengaruhi kestabilan sistem nanopartikel.
Dengan demikian, adanya gaya tarik menarik antar
partikel memungkinkan terjadinya agregasi dan
pengendapan sehingga suspensi nanopartikel yang
terbentuk menjadi tidak stabil. Pada penelitian kali
ini didapatkan nilai potensial zeta sebesar +51,4
mV maka nanopartikel ekstrak temulawak memiliki
kestabilan yang baik. Dengan demikian, kemungkinan
terjadinya agregasi antar partikel berkurang. Beberapa
faktor yang dapat mempengaruhi nilai potensial zeta
diantaranya karakteristik muatan polimer, pH, dan
karakteristik muatan ekstrak yang digunakan.

Pengeringan Nanosuspensi dengn Spray
Drying. Setelah dikeringkan dengan suhu outlet
80 0C, didapatkan serbuk dengan karakteristik fisik
kering dan tidak lengket dan berwarna kuning muda
dengan kadar air sebesar 9,4697%. Hal ini berarti
menunjukkan bahwa serbuk nanosuspensi ekstrak
rimpang temulawak yang dihasilkan sudah memenuhi
syarat yaitu <10%.

Uji Aktivitas Antiinflamasi. Hasil uji kontrol
positif (natrium diklofenak), ekstrak dan nanopartikel
ekstrak rimpang temulawak dapat dilihat pada Tabel
3, 4 dan 5.

Jurnal Ilmu Kefarmasian Indonesia

Tabel 3. Hasil uji aktivitas antiinflamasi kontrol positif
(natrium diklofenak).

Konsentrasi % inhibisi

(bpj)

Serapan

Seril  Seri2 Seri 3 Seril Seri2  Seri3

Kontrol negatif ~ 0,8315  0,8335  0,8250

3,13 0,7824 0,7714  0,7636 5,90 745 7,44
6,25 0,7128 07116 ~ 0,7262 1428 14,63 11,98
12,5 0,6040 0,6023  0,6203 2736 27,74 2481
25 0,5060 0,5092  0,5163 39,15 3891 3742
50 04389 04391 04218 4722 4732 4887
100 0,0668 0,0587  0,0527 91,97 9296 93,61

Tabel 4. Hasil uji aktivitas antiinflamasi ekstrak rimpang
temulawak.

Konsentrasi % inhibisi

(bpj)

Serapan

Seri 1 Seri 2 Seri 3 Seril  Seri2  Seri3

Kontrol 0,8238  0,8353 0,8257

negatif
25 0,7632 07523 0,7663 7,36 9,94 7,19
50 0,6982 0,934  0,6944 1525 1699 1590
100 0,6143  0,6107  0,6141 2543 2689 25,63
200 0,5027 05046  0,5036 3898 39,59 39,01
400 0,3947 0,3967 10,3973 52,09 52,51 51,88
800 03262 03271 0,3271 60,40 60,84 60,39

Tabel 5. Hasil uji nanopartikel ekstrak rimpang temulawak.

Konsentrasi Serapan % inhibisi
(bpj) _ - _ - . -
Seri 1 Seri 2 Seri 3 Seril  Seri2  Seri3
Kontrol 0,8215  0,8238  0,8294
negatif
25 0,7016  0,7078  0,7094 14,60 14,08 1447
50 0,6482  0,6485 0,658 21,10 21,28 2081

100 0,5524  0,5541  0,5563 32,76 32,74 32,93

200 0,4322 04360 04357 4739 4707 4747
400 0,3186 03189 03159 61,22 6129 6191
800 0,2553  0,2574  0,2586 68,92 68,75 68,82

Uji aktivitas antiinflamasi dengan penghambatan
denaturasi protein dilakukan terhadap kontrol negatif,
kontrol positif, ekstrak dan nanopartikel ekstrak.
Pengujian ini dilakukan secara triplo. Metode
yang digunakan pada penelitian ini adalah metode
penghambatan denaturasi protein Bovine Serum
Albumin (BSA) dimana akan mengalami denaturasi
(perubahan struktur peimer dan sekunder) pada saat
dipanaskan. Hal ini yang jadi penanda dimana albumin
mengalami kerusakan pada saat diinduksi panas
sehingga oleh tubuh dianggap sebagai bahan asing
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(antigen) oleh karena itu tubuh melakukan perlawanan
yaitu melalui mekanisme inflamasi Kemudian masing-
masing larutan tersebut diukur serapannya pada A 660
nm. Data serapan yang diperoleh selanjutnya dihitung
persentase inhibisinya. Larutan dapat memiliki
aktivitas antiinflamasi jika persen inhibisinya lebih
dari 20%©-19,

Dari data persen inhibisi larutan kontrol positif
(natrium diklofenak), ekstrak dan nanopartikel
ekstrak rimpang temulawak yang dilakukan triplo
dapat diketahui bahwa larutan kontrol positif pada
konsentrasi 12,5 bpj sudah dapat menghambat
denaturasi protein. Penghambatan denaturasi protein
pada ekstrak mulai ditunjukkan pada konsentrasi 100
bpj, sedangkan penghambatan denaturasi protein pada
nanopartikel ekstrak ditunjukkan pada konsentrasi
50 bpj. Berdasarkan data tersebut, maka potensi
penghambatan denaturasi protein yang dimiliki oleh
ekstrak lebih kecil dibandingkan dengan nanopartikel
ekstrak dan nanopartikel ekstrak memiliki potensi
penghambatan denaturasi protein lebih kecil daripada
larutan kontrol positifnya. Denaturasi protein adalah
proses dimana protein kehilangan struktur tersier
dan struktur sekunder dengan penerapan tekanan
ekternal atau senyawa, seperti asam kuat atau lemah,
garam anorganik terkonsentrasi, pelarut organik atau
panas. Kebanyakan protein biologis kehilangan fungsi
biologisnya ketika terjadi denaturasi®.

Kitosan dipilih sebagai bahan nanopartikel karena
tidak toksisk, bersifat mukoadhesif dan peningkat
penetrasi, dan mudah didapat sedangkan BSA dipilih
karena merupakan indikator denaturasi protein yang
lebih peka dibandingkan dengan indikator albumin
yang lainnya. Pada penelitian ini digunakan natrium
diklofenak sebagai kontrol positif karena merupakan
salah satu obat yang umum digunakan sebagai
antiinflamasi. Uji aktivitas antiinflamasi dengan
penghambatan denaturasi protein pernah dilakukan
penelitiannya terhadap beberapa ekstrak tanaman dan
jus buah. Proses denaturasi protein pada penelitian
ini dipengaruhi oleh panas. Pada saat suhu naik maka
dapat meningkatkan energi kinetik dan menyebabkan
molekul penyusun protein bergerak atau bergetar
sangat cepat sehingga merusak molekul tersebut.
Proses denaturasi protein berlangsung secara tetap
dan tidak berubah, suatu protein yang mengalami
proses denaturasi akan berkurang kelarutan cairannya
sehingga mudah mengendap. Protein dalam tubuh
rentan untuk mengalami denaturasi yang disebabkan
oleh pembentukan radikal bebas yang menyebabkan
mekanisme peradangan dengan merangsang pelepasan
mediator inflamasi. Adapun mekanisme kerja natrium
diklofenak adalah dengan penghambatan sintesa
prostaglandin dimana efek sistemik dari inflamasi
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adalah demam"121%),

Nilai IC,  menunjukkan efektivitas ekstrak dalam
menghambat denaturasi protein. Nilai IC, merupakan
konsentrasi saat persentase penghambatan denaturasi
protein mencapai nilai 50%"%. Hasil perhitungan
IC,  pada larutan kontrol positif (natrium diklofenak)
rata-rata IC, sebesar 47,74+0,33 bpj. Pada ekstrak
hasil rata-rata IC,  sebesar 521,67+5,80 bpj dan pada
nanopartikel rata-rata IC,  sebesar 398,02 bpj+1,78

bpj.
SIMPULAN

Hasil uji aktivitas antiinflamasi dengan menggunakan
metode penghambatan denaturasi protein pada
nanopartikel ektrak rimpang Temulawak menunjukkan
bahwa IC_  yaitu 398,02+1,78 bpj. Sehingga
hasilnya menunjukkan bahwa aktivitas antiinflamasi
nanopartikel ekstrak rimpang temulawak lebih baik
daripada aktivitas ekstrak etanol 96% rimpang
temulawak.
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