book chapter

by Dewi Mustika

Submission date: 31-Dec-2022 12:00AM (UTC+0700)

Submission ID: 1987507468

File name: 2-8-22_POTENSI_SENYAWA_AKTIF_BAHAN_ALAM.pdf (36.91M)
Word count: 776

Character count: 3548



Pramesti Dewi | Talitha Widiatningrum | Thnul Mubarok | Ni Luh Tirtasari | Ghani Walandipa |
“Iristiana Hidu}futu] Wahidah | Sid Sulaiha | Mailani | Noor Aini Habibah | Dewi Mustik:mingr}'us |
Sri Widyarti | Muhaimin Rifa'i | Widodo | Retno Sri Iswari | Wulan Christijanti | Lisdiana |
Harjono | Fitri Arum Sasi | Muchamad Dafip | Nugrahaningsih WH | Aditya Mariani |
Nur Dina Amalina | Sri Mursiti | Shafira Septiana Fueri | Legendra Ganrar Negara | Intan Kharyna
Sholehah | Dian Sri Asmorowari | Putri Dyah Astari | Ari Yuniastuti | Privantini Widyaningram |
Ning Seriati | Sri Ngabekri | R. Susanti | Senda Kartika | Yudi Priyanto | Desy Amelia |
Sabila Yasarch | Maria Magdalena Riyaniarti Estri W







Potensi Senyawa Aktif
Bahan Alam

Author:
Pramesti Dewi Sri Mursiri
Talitha Widiatingrum Shafira Septiana Futri
Ibnul Mubarok Legendra Gantar Negara
Ni Luh Tirtasari Intan Kharyna Sholehah
Ghani Walandipa Dian Sri Asmorowati
Tristiana Hidayatul Wahidah Putri Dyah Astari
Siti Sulaiha Ari Yuniastuti
Mailani Fitri Arum Sasi
Noor Aini Habibah Priyantini Widiyaningrum
Dewi Mustikaningtyas Ning Setiati
Sri Widyarti Sri Ngabekti
Muhaimin Rifa’i R. Susanti
Widodo Aditya Marianti
Retno Sri Iswari Senda Kartika
Wulan Christijanti Yudi Priyanto
Lisdiana Desy Amelia
Harjono Sabila Yasaroh
Muchamad Datip Maria Magdalena Riyaniarti
Nugrahaningsih WH Estri W

Nur Dina Amalina




Potensi Senyawa Aktif Bahan Alam

Author:

Pramesti Dewi, Talitha Widiatningrum, Ibnul Mubarok, Ni Luh
Tirtasari, Ghani Walandipa, Tristiana Hidayatul Wahidah, Siti
Sulaiha, Mailani, Noor Aini Habibah, Dewi Mustikaningtyas, Sri
Widyarti, Muhaimin Rifa'i, Widodo, Retno Sri Iswari, Wulan
Christijanti, Lisdiana, Harjono, Muchamad Dafip, Nugrahaningsih
WH, Nur Dina Amalina, Sri Mursiti, Shafira Septiana Futri,
Legendra Gantar Negara, Intan Kharyna Sholehah, Dian Sri
Asmorowati, Putri Dyah Astari, Ari Yuniastuti, Fitri Arum Sasi,
Priyantini Widiyaningrum, Ning Setiati, Sri Ngabekti, R. Susanti,
Aditya Marianti, Senda Kartika, Yudi Priyanto, Desy Amelia, Sabila
Yasaroh, Maria Magdalena Riyaniarti Estri W

Tata Letak : Ahmad Sofiyuddin
Cover : Aliyul Murtadlo
copyright © 2022

Penerbit

Unisma Press
Gedung Umar bin Khattab Kantor Pusat LT. 3,
: Universitas Islam Malang
U N" S M A J1. Mayjen Haryono 193 Malang, 65144
P RESS Telp. 0341-551932 ext 232
unismapress@unisma.ac.id

Cetakan Pertama : @llei 2022
Ukuran 155 ecmx 23 em
Jumlah Halaman :xvi + 216 halaman

Anggota IKAPI No.303/]T1/2021
ISBN: 978-623-99161-8-3

Hak cipta dilindungi oleh Undang-undang Dilarang memperbanyak
sebagian atau seluruh isi buku tanpa izin tertulis dari Penerbit

v Potensi Senyawa Aktif Bahan Alam




Kata Pengantar

Indonesia merupakan salah satu negara dengan keancka-
ragaman hayati yang sangat kaya. Berbagai spesies hewan dan
tumbuh-tumbuhan termasuk mikroorganisme hidup di Indonesia.
Organisme-organisme tersebut memiliki potensi besar untuk
memproduksi berbagai jenis senyawa organik bahan alam dengan
berbagai aktivitas biologi. Walaupun penemuan senyawa bioaktif
yang berasal dari sumber bahan alam organik Indonesia sudah
banyak dilaporkan, namun dimungkinkan masih banyak yang
belum diteliti, baik dari spesies-spesies tumbuhan maupun mikroba.

Penelitian bahan alam pada saat ini telah berkembang
dengan pesat. Penelitian ini banyak dilakukan untuk memperoleh
senyawa-senyawa organik yang berkhasiat sebagai obat. Manfaat
penelitian senyawa organik bahan alam dalam bidang pengobatan
meliputi tiga hal, yaitu dapatr langsung digunakan untuk obat
penyakit tertentu, dijadikan bahan asal untuk sintesis obat, atau
dijadikan model senyawa aktit farmakologi dalam sintesis obat
tertentu. Penemuan senyawa obat baru dari sumber bahan alam
pada umumnya dilanjutkan dengan uji toksisitas dan uji klinis
lainnya untuk memastikan bahwa senyawa obat tersebut aman
digunakan. Selain itu, diupayakan pula agar produksi senyawa
tersebut tidak memerlukan biaya yang tinggi sehingga bila
dipasarkan harganya terjangkau oleh masyarakat luas. Untuk itu

dilakukan beberapa cara, antara lain menghasilkan senyawa bioaktif
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melalui pendekatan bioteknologi (kultur in witre atau rekayasa
genetik).

Bahan alam berpotensi besar dalam penemuan obat berbagai
penyakit, baik penyakit degeneratif maupun penyakit akibat
patogen. Di antara bahan alam yang telah diteliti banyak yang
berpotensi sebagai antioksidan, antikanker, antibiotik, antidiabetic,
dan lain-lain. Selain itu ada pula yang berpotensi sebagai
imunomodulator, anti stress akibat infeksi patogen, dan protektor
akibat paparan logam berat. Seiring dengan munculnya berbagai
jenis penyakit baru dan banyaknya mikroba patogen yang telah
resisten terhadap penggunaan obat-obat antibiotika tertentu, maka
penemuan obat-obat baru harus terus diupayakan.

Dalam buku “Potensi Senyawa Aktif Bahan Alam” ini
dibahas beberapa hasil penelitian tentang potensi mikroba dan
tumbuhan sebagai sumber bahan obat. Kapang lignoselulolitik
berpotensi menghasilkan senyawa bioaktif yang bermanfaat sebagai
antibiotik, antikanker dan antifungi patogen; sedangkan
Saccharomyces cerevisiae berpotensi menghasilkan antioksidan
glutation. Produksi glutation dapat menggunakan ckstrak kedelai
selain asam amino bebas. Beberapa jenis tumbuhan yang berpotensi
sebagai tanaman obat yang dituliskan dalam bukuini adalah tomat,
ubi kayu, garlic (bawang putih), kelor hijau dan kelor merah serta
beberapa tumbuhan rempah komponen minuman tradisional
wedang uwuh. Ekstrak buah tomat yang diperoleh dari berbagai jenis
pelarut mengandung tomaridin yang berpotensi sebagai antikanker.
Ekstrak daun ubi kayu mempunyai peluang untuk dikembangkan
menjadi obat herbal, antikanker, mempercepat penyembuhan luka,
analgetik, antibakteri, anti inflamasi, hepatoprotektif, antidiabetic,
antidiare dan antihelmintik. Selanjutnya, kandungan senyawa

bioaktif tanaman dalam wedang uwuh yang teridentifikasi
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berpotensi sebagai imunomodulator pada infeksi SARS-Cov2
penyebab penyakit covid 19. Fermented black garlic terbuktd
mengandung antioksidan yang tinggi. Kandungan antioksidan
umbi garlic tunggal lebih tinggi dibandingkan umbi majemuk.
Daun kelor hijau mempunyai potensi sebagai antioksidan pada tikus
hiperglikemia, sedangkan senyawa aktif hasil fermentasi kelor merah
dapat berperan sebagai penangkal stress oksidatif akibat serangan
Salmonela tiphii.

Selain itu dalam buku ini juga dibahas tentang peran kultur
in vitro dalam produksi antioksidan, potensi khitosan dan gulma
kipahit. Kultur in vitre dapat digunakan untuk produksi senyawa
antioksidan dengan bermacam-macam cksplan, tipe kulrur,
medium dan zat pengatur tumbuh. Kitosan memiliki potensi
sebagai agen proteksi organ sistem pencernaan tikus dari kerusakan
akibat paparan Pb-asetat. Esktrak gulma kipahit berpotensi
dikembangkan lebih lanjut scbagai bioinsektisida serangga
peternakan.

Dengan substansi tersebut, buku ini memberikan sumbangan
yang cukup signifikan dalam perkembangan penelitian senyawa
bahan alam di Indonesia. Informasi yang diberikan yang berupa
hasil penelitian dan hasil review dapat dijadikan dasar untuk
melakukan penelitian lebih lanjut sehingga ditemukan obat dan
insektisida alamiah yang berguna dalam kehidupan masyarakat.

Buku ditulis oleh para dosen Jurusan Biologi FMIPA
Universitas Negeri Semarang yang kompeten dan berpengalaman di
bidangnya. Setiap chapter ditulis dalam format artikel hasil
penelitian atau hasil review yang informatif dan dilengkapi dengan
daftar pustaka. Hal ini akan membantu pembaca untuk menelusuri
informasi lanjut yang diperlukan. Dengan teknik penulisan yang

mudah dipahami dan nilai penting substansi yang disajikan dalam
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perkembangan penelitian senyawa bahan alam, maka buku ini layak

dibaca oleh mahasiswa, dosen, dan peneliti bidang Biologi, Kimia,

Farmasi dan bidang terkait lainnya. Selain itu juga perlu dibaca olch

para pemerhati obat herbal dan pecinta tumbuh-tumbuhan.

Vil

Prof. Dr. Enni Suwarsi Rahayu, M.Si
Guru Besar Jurusan Biologi FMIPA UNNES
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Prakata

Tanaman merupakan sumber obat-obatan alami yang
sangat beragam. Sejumlah obat juga disintesis dari produk alami
melalui reaksi kimia yang berbeda. Senyawa aktif bahan alam antara
lain terpenoid, alkaloid, steroid, senyawa fenolik, vitamin,
karbosiklik dan aromatik heterosiklik senyawa, protein, dan
karbohidrat. Selain tanaman, bakteri dan jamur merupakan
mikroorganisme yang juga sangat berguna sebagai sumber senyawa
bioaktif yang berpotensi sebagai obat. Sebagian besar produk alami
ditemukan dalam kombinasi dengan banyak bahan aktif lainnya
maupun komponen nonaktif.

Penulisan buku Potensi Senyawa Bahan Alam mengkaji
berbagai produk senyawa bahan alam, mekanisme aksi produk alami
yang mungkin, menemukan penggunaan sebagai obat atau molekul
timbal dengan identifikasi jalur biokimia menggunakan metode
modern termasuk analisis genomik dan proteomik. Keanekaraga-
man hayati alam tersedia bagi kita. Alam tetap menjadi sumber yang
paling berharga untuk penelitian bidang kimia dan biologi molekul
dengan stereokimia baru. Oleh karena itu, produk alami baru dan
produk alami bioaktif yang sudah mapan akan tetap menjadi kunci
bagi kescjahteraan manusia.

Buku ini dapat digunakan oleh ilmuwan ahli, peneliti, dan
siswa untuk pengalaman belajar dan penelitian yang luar biasa.
Kualitas buku ini di pasar penelitian kompetitif akan merangsang

masa kini dan generasi ilmuwan masa depan yang tertarik untuk
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meningkatkan kualitas kehidupan manusia melalui pengerjaan
produk alam dan turunannya. Buku ini berisi banyak fitur yang
mencakup informasi tentang scjumlah beragam produk alami
bioaktif yang disajikan oleh penulis dengan banyak referensi terkait.
Hal ini akan membantu pembaca untuk melakukan penelitian di
daerah di masa depan.

Setiap bab disajikan dengan cara jelas dan ringkas. Ilmuwan
yang bekerja pada produk bahan alam akan menemukan ini sebagai
buku sumber daya yang berguna yang akan membantu mercka
dengan pekerjaan mereka. Buku Potensi Senyawa Aktif Bahan Alam
sangat signifikan, dan bermanfaat bagi pembaca yang terlibat dalam

kimia, biologi, farmakologi, dan studi obat berbahan alam.
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BAB 1

Potensi Kapang Lignoselulolitik
Dalam Produksi Senyawa Bioaktif

Pramesti Dewi', Talitha Widiatningrum', Ibnul Mubarok’,
Ni Luh Tirtasari®, Ghani Walandipa®,
Tristiana Hidayatul Wahidah?, Siti Sulaiha®, Mailani*

' Jurusan Biologi, FMIPA, Universitas Negeri Semarang
? Jurusan IPA Tcrpadu, FMIPA, Universitas Negeri Semarang
? Mahasiswa Prodi Biologi, FMIPA, Universitas Negeri Semarang
* PT. Nutrilab Pratama, Jakarta (Alumni Prodi Biologi, FMIPA,

Universitas Negeri Semarang)

1.1. Pendahuluan

Senyawa bioakrtif adalah sekelompok senyawa dari golongan
karotenoid, fenolat, alkaloid, senyawa mengandung nitrogen, dan
senyawa sulfur-organik [1]. Senyawa bioaktif memiliki peran penting
dalam kehidupan manusia. Peran senyawa bioakdf antara lain
adalah  scbagai antioksidan, antikanker [2], antinflamasi,
imunomodulator, antibakteri, dan lain sebagainya.

Senyawa bioaktif secara alami dihasilkan oleh seluruh
makhluk hidup, baik makhluk hidup tingkart tinggi seperti manusia,
hewan dan tumbuhan, maupun makhluk tingkat rendah seperti
bakteri dan jamur. Kapang (molds) adalah mikroorganisme dari

Kingdom Fungi, yang terdiri atas strukeur multiseluler dan disebut
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juga scbagai jamur benang. Kingdom Fungi (Jamur) terdiri atas
anggota banyak divisio, yaitu jamur mikroskopis, makroskopis,
multiseluler, maupun uniseluler. Diantara berbagai jenis kapang,
terdapat beberapa genus yang termasuk ke dalam kelompok kapang
lignoselulolitik yaitu kapang yang dapat mendegradasi material
lignoselulosa, seperti limbah pertanian dan pengolahan makanan.
Kapang lignoselulolitik antara lain dari genus Penicillium,
Fusarium, Aspergillus, dan Trichoderma [3]. Kapang lignoselulolitik
ini juga potensial sebagai penghasil senyawa bioaktif.

Peran penting dari berbagai senyawa bioaktif mendorong
diterapkannya teknik untuk produksi yang lebih efisien agar supaya
kebutuhan akan senyawa bioaktif dapat terpenuhi dengan memadai.
Produksi senyawa bioaktif secara tradisional adalah melalui ekstraksi
tanaman atau bagian-bagian tanaman yang mengandung senyawa-
senyawa tersebut. Cara tradisional ini kurang memadai untuk
produksi yang efisien, sehingga diperlukan produksi dengan cara
lain dan dari sumber yang mudah diperbanyak untuk memenuhi
kebutuhan akan senyawa bioaktif.

Proses produksi senyawa fenolat secara fermentasi yang saat
ini dilakukan adalah melalui kultur sel yang dirckayasa (engineered
plant cells). Proses rekayasa ini menggunakan dasar jalur sintesa yang
sudah ada dalam tanaman, sehingga dicapai peningkatan produksi
molekul rtargetr, dapat mengurangi produk samping yang tidak
berguna, dan dapat dilakukan perbanyakan sel lebih cepat dalam
jumlah banyak [2]. Proses produksi ini memburuhkan biaya
produksi yang tinggi.

Proses produksi yang lebih memberikan peluang produksi
senyawa fenolat adalah dengan menggunakan fungi lignoselulolitik.
Kapang lignoselulolitik adalah anggota dari Kingdom Fungi (Jamur)

berukuran mikroskopis dan berstruktur multiseluler, serta meng-
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hasilkan enzim-enzim pendegradasi senyawa lignoselulosa. Enzim-
enzim vyang dihasilkan untuk aktivitas degradasi senyawa
lignoselulosa adalah ligninase dan hidrolase yang menyerang
polimer seperti selulosa, hemiselulosa, pektin, dan pad [3]. Oleh
karena itu kapang lignoselulolitik dapat ditumbuhkan pada media
berupa material lignoselulosa dari hasil samping pertanian yang
murah, berlimpah, dan belum banyak digunakan untuk meng-
hasilkan produk bernilai tinggi. Sepanjang proses degradasi senyawa
lignoselulosa, kapang lignoselulolitik juga mampu menghasilkan
senyawa-senyawa bioaktif yang bermanfaat bagi kesehatan, yaitu
sebagai agen antitumor, antimikroba, antioksidan, dan antiviral [4].

Permasalahan yang akan dibahas berkaitan dengan produksi
senyawa bioaktif oleh kapang lignoseluloltik adalah: 1). Senyawa
bioaktif apa saja yang dapat dihasilkan oleh kapang lignoseluloltik;
2). Bagaimana jalur biosintesis senyawa bioaktif oleh kapang
lignoseluloltik; 3). Bagaimana cara mendapatkan isolat-isolat
kapang lignoseluloltik yang potensial dalam menghasilkan senyawa
bioaktif; dan 4). Metode produksi apakah yang dapat secara efisien

menghasilkan senyawa bioaktif?

1.2. Metode

Metode yang digunakan adalah review naratif dan hasil
penelitian. Review ditulis berdasarkan informasi dari berbagai
artikel. Artikel-artikel yang dijadikan sumber informasi adalah
artikel tentang jenis kapang lignoselulolitik, cara isolasi, senyawa-
senyawa bioaktif yang diproduksi oleh kapang lignoselulolitik, jalur
biosintesis senyawa bioaktif, dan metode fermentasi yang optimal
untuk produksi senyawa bioaktif oleh kapang lignoselulolitik.
Artikel yang telah dipublikasi mengenai senyawa bioaktif yang
dihasilkan oleh kapang lignoselulolitik ini masih sangat terbatas

jumlahnya. Publikasi masih didominasi oleh produksi senyawa
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bioaktif oleh jamur endofit, yaitu jamur yang tumbuh bersimbiosis
dengan ranaman penghasil senyawa bioakrif.

Metode penelitian dilakukan untuk mendapatkan data
isolat kapang lignoselulolitik. Pada metode penelitian dilakukan
proses isolasi sampel tanah dan seresah daun di lingkungan kampus
Universitas Negeri Semarang. Sampel diambil dari titik lokasi yang
terdapat tumpukan daun gugur di area kampus. Universitas Negeri
Semarang merupakan kampus konservasi dengan vegetasi yang
sangat banyak jenis maupun jumlahnya, dan setiap saat terdapat
guguran daun yang sangat berlimpah. Seringkali terjadi guguran
daun ini terlewat untuk dibersihkan dan tidak terangkut oleh
petugas kebersihan, sehinngga menumpuk di tempat-tempat
tertentu.

Tanah yang di atasnya terdapat tumpukan daun yang tidak
terangkat oleh petugas kebersihan ada di banyak titik di area kampus
yang sangat luas. Setelah melalui periode waktu yang cukup lama,
guguran daun ini akan hancur dengan sendirinya oleh aktivitas
kapang lignoselulolitik melalui reaksi enzimatis. Kapang
lignoselulolitik mampu menghasilkan enzim-enzim pendegradasi
senyawa lignoselulosa, misalnya yang terdapat pada guguran daun.

Telah dilakukan penelitian tentang isolasi dan identifikasi
kapang lignoselulolitik endemik yang terdapat di lingkungan
kampus Universitas Negeri Semarang. Metode isolasi yang meng-
hasilkan isolat kapang lignoselulolitik adalah metode pengenceran
seri sampel menggunakan akuades steril. Hasil pengenceran dengan
tingkat pengenceran 10~ dan 10 selanjutnya ditanam pada metode

Potato Dextrose Agar (PDA) dengan masing-masing diulang dua kali.
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1.3. Hasil dan Pembahasan
Senyawa bioaktif dari kapang lignoselulolitik

Jenis senyawa bioaktif yang dapat dihasilkan oleh kapang
lignoselulolitik antara lain adalah senyawa-senyawa fenolat.
Senyawa fenolat merupakan metabolit sekunder yang dihasilkan
oleh kapang selain metabolit primer. Metabolit sekunder dihasilkan
bukan sebagai penunjang pertumbuhan kapang, tetapi untuk
kebutuhan lain selama kehidupan kapang. Metabolit sekunder yang
dihasilkan oleh kapang ini merupakan sumber dari berbagai senyawa
yang penting dalam aspek industri kimia, keschatan, pangan,
kecantikan, maupun pertanian [5].

Aspergillus niger adalah salah satu kapang lignoselulolitk
yang dapat menghasilkan senyawa bioaktif. Telah ditemukan 35
jenis senyawa bioaktif yang dihasilkan oleh Aspergillus niger SH2-
EGY [6]. Analisis senyawa dilakukan menggunakan GC-MS,
sedangkan struktur senyawa diketahui melalui hasil analisis ekstrak
menggunakan FTIR. Hasil analisis dengan FTIR menunjukkan ke
35 senyawa memiliki struktur antara lain cincin aromatik, alkena,
senyawa alifatik mengandung fluor, amina tertier, dan ikatan regang
C-N (C-N stretch). Selain itu juga telah diidentifikasi sebanyak 26
senyawa yang dihasilkan oleh Aspergillus niger, dengan aktivitas
sebagai sitotoksik, antimikotik, ntioksidan, antikanker, antiaflatoksin,
antifungi, dan antimikroba [7]. Diantara 26 senyawa tersebur,
terdapat 7 senyawa yang dihasilkan dengan kuantitas terbanyak.
Penelitian untuk mendeteksi dan mengidentifikasi senyawa bioaktif
yang dihasilkan oleh Aspergillus niger tersebut dilakukan melalui
metode fermentasi substrat cair (liquid culture) menggunakan
medium Potatoe Dextrose Broth (PDB).

Hasil analisis senyawa bioaktif dalam ekstrak methanol dari

Aspergillus niger SH2-EGY menggunakan GC-MS yang berhasil
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diidentifikasi oleh [6] disajikan pada Tabel 1. Sedangkan senyawa

bioakrif utama dalam ekstrak ethil asetat dari Aspergillus niger yang
telah diidentifikasi oleh [7] disajikan pada Tabel 2.

Tabel 1: Beberapa senyawa bioaktif utama dalam ektrak methanol

dari kultur cair Aspergillus niger (6]

SN Phytochemical compoond Rl jmn)  Formua Mipierular weighl Exaci mass Chersical structure
Bl L gmenmoee 1M CHly I peeliri | :
s wr
i R
=~ brasrog” we o (O
Sty
==
1 Mmoo Srery iz Gl 1M O = e
o
L3 T L L e . _ - 4 i o o :
poende-240 LCrazaFaND; :

Ekstrak dari kultur Aspergillus niger telah diuji kemam-
puannya sebagai senyawa bioaktit [7]. Senyawa-senyawa tersebut
terbukti dapat menginduksi kemampuan tikus percobaan untuk
melawan toksin AFB;, (Aflatoksin B,) yang dihasilkan oleh
Aspergillus flavus. Pada tikus yang diperlakukan dengan AFB; terjadi
gangguan mikrostruktur pada liver dan ginjal sehingga berbeda
dengan liver dan ginjal yang normal. Pada pemberian ekstrak fungi
baik pada dosis rendah maupun tinggi, terjadi perbaikan
mirostrukeur sehingga mendekati normal tanpa perlakuan penam-
bahan AFB;. Efek perbaikan ini dimungkinkan oleh aktivitas
senyawa yang dihasilkan oleh Aspergillus niger sebagai antioksidan.

Senyawa yang berperan sebagai antioksidan adalah senyawa fenolat,
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yang kandungan totalnya dalam ekstrak sangar tinggi, yaitu sekitar
940 mg setara dengan asam askorbar /g ekstrak. AFB, diketahui
dapat merusak sel-sel dalam organ karena meningkatkan kadar ROS
(Reactive Oxygen Species), sedangkan antioksidan berperan
menurunkan ROS sehingga dapat memperbaiki kerusakan sel oleh

pengaruh negatif dari AFB,.

Tabel 2: Senyawa bioaktif utama dalam ekstrak ethil asetat dari
kultur cair Aspergillus niger SH2-EGY [7]

No. RT Area Identified compounds (M.W.)
¥

1 12.18 2.30 Oridonin” (364)

2 14.30 2004 5,8,11,14,17-Elcozsapentaenoic acld (302)

3 14.44 1.76 24, 25-Dihydroxycholecalciferol (416)

4 31.11 158 Butylated hydroxytoluene” (220)

5 34.86 2.34 a-D-Glucopvranoside. methyl 2-(acetvl amino)-2-
deox ¥-3-O-(trimethylsilyl)-, eyelic methylboronate’
(231}

& 3522 1.78 Thalicpureine (385)

7 35.29 0.94 3-Desoxo-3, 1 6-dihydroxy- 1 2-desoxyphorbol 3,13,16,20-
tetraacecare (534)

8 35.36 1.65 Quercetin wimethyl ether (344)

Q 3756 1.17 (2R_3R 55,2 R 5 R & abeta)-2-Methoxy-5-(3-furyl)-

2 alpha-methyl-4 aalpha-{ acetoxymethyi)-4 5-
dihydrodispiro[ furan-3(2H), 1’ -decalin-5’, 2" -oxirane]-
# alpha & beta<liol diacerate (520)

10 38.20 0.91 1,2-Bis[142-hydroxyeihyl)-3,6~«diazahomoadam
antantydene-9] hydrazin™* * = & # (416)

11 39.79 2.34 a-D-Glucopyranosiduronic acid, 3-(5-
athylhaxahydro-2,4,6-trioxo-5-pyrimidinyl)-1.1-
dimethylpropyl 2,3.4-ois-O-{oimethylzilyl)-, methyl
aster’ (648)

12 30.96 11.51 D-{-}-Fructopyranose, pentakis(trimethylsilyl) ether -
- (540)

13 40.20 1275 1,2-Bis[142-hydroxyethyl)-3, 6-diasahomoadam
anantydene-9] hydrazin =~ “ (437)

14 40.97 3.79 alpha-D-Glucopyranoside, methyl 2.3 4 6-terakls-0-
(rimethylsilyl)- (482)

15 41.62 3.44 Heprasziloxane, Hexadecamethyl- (532)

16 4216 6.78 Ocoadecanamide, N- (2- methyl propyl)-N-nitroso
(368)

17 42.80 2.27 5Z,87,11Z elcosatriencle acld (206)

12 43.17 7.60 Trimethyilsilyl echer-glucitol (614)

19 44.49 14.78 1,2.3.4,6-Penta-trimethyisilyl Glucopyranoss -
(3400

20 4683 1.53 Didodecyl 3.3 -thiodipropionats” (S14)

21 47.05 0.88 1 H-Purin-6-amine, [(2-flucrophenylimethyl] (243)

= J 48.71 1.41 Pentaziloxane, dodecamethyl™ * (384)

23 E5.76 2.20 Bls (2-ethylhexyl) phthalate (390)

24 56.92 0.83 3-Pyridinecarboxylic acid (597)

s 60.04 152 SH-Cyclopropa[3 4]benz[ 1, 2-a] azulen-5-one, 9 9a-bis

(acetyloxy)-1,1 a,1b.2,4a,7a,7b,8,9, Sadecahydro-
2 4a 7b-rih ywdroxy-3-(hyvdroxymethyl)-1,1,6. 8-
temamethyl (464)

60.72 1.96 Flavone 4'-0OH,5-0H,7-DI-O-Glucozside’ (594)
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Trichoderma sp. adalah contoh lain dari kapang
lignoselulolitik yang mampu menghasilkan berbagai senyawa
bioaktif yang berperan sebagai penghambat pertumbuhan fungi
patogen pada tanaman. Masing-masing spesies dari genus
Trichoderma menghasilkan senyawa yang spesifik, tetapi memiliki
peran yang sama dalam menghambat fungi patogen. Senyawa-
senyawa tersebut, antara lain adalah stigmasterol yang dihasilkan
oleh T. harzianum dan T. koningii. Struktur dari stigmasterol dapat

diikuti pada Gambar 1.

HO

Gambar 1: Strukreur kimia dari stigmasterol [8]

Stigmasterol adalah senyawa dalam kelompok steroid. Selain
steroid, masih banyak senyawa lain yang dihasilkan oleh kapang
lignoselulolitik dari genus Trichoderma. Stigmasterol menunjukkan
akrtivitas sebagai anti pertumbuhan untuk fungi patogen Rhizoctonia
solani Sclerotium rolfsii, Macrophomina phaseolina, dan Fusarium
OXYSPOTUIN.

Rhizoctonia solani merupakan fungi patogen tular tanah
(soilborne) penyebab damping-off (seedling disease) atau rebah
kecambah pada berbagai tanaman, sebagai contoh penyakit rebah
kecambah pada tanaman kedelai yang terjadi di negara-negara
bagian utara Amerika [9]. Rhizoctonia solani memiliki morfologi
yang bervariasi, jenis tumbuhan yang dapat menjadi inang sangat

beragam, dan sangat agresif dalam menyebabkan penyakit pada
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tanaman. Infeksi Rhizoctonia solani dimulai dari perkecambahan
sclerotia yang selanjutnya berkembang menjadi miselia. Perkem-
bangan miselia akan dipicu oleh eksudat yang dikeluarkan tanaman
inang sebagai respon pertahanan terhadap penempelan miselia fungi
patogen pada inang.

Seclerotium rolfsii adalah patogen tanaman yang menyebab-
kan blight disease (penyakit hawar) yang menular dengan cepat dan
mencapai area yang luas. Tanaman yang diserang oleh Sclerotivm
rolfsii antara lain adalah kacang tanah (Phaseolus vulgaris), seperti
yang dilaporkan terjadi di Uganda [10].

Fusarium oxysporum juga merupakan fungi patogen tular
tanah yang menyerang berbagai tanaman. Jenis tanaman yang
diserang terkadang spesifik varietas dari fungi ini, misalnya yang
menyerang tanaman pisang adalah Fusarium oxysporum var. cubense,
yang menyerang tanman kacangan-kacangan adalah Fusarium
oxysporum var. pisi, sedangkan yang menyerang ubi rambat adalah
Fusarium oxysporum var. batatas [11].

Fungi patogen lainnya yang menyerang berbagai tanaman
adalah Macrophomina phaseolina. Fungi ini menyebabkan penyakit
pembusukan pada bagian batang dan akar, akar menjadi berwarna
hitam seperti arang (charcoal root), dan pembusukan kecambah dari
kedelai, sorghum, dan kacang tanah [12]. Senyawa stigmasterol yang
dihasilkan oleh 7. harzianum dan T. koningii memiliki aktivitas
antifungi pada keempat fungi patogen tersebut [8].

Mekanisme antifungi dari metabolit sekunder yang dihasil-
kan oleh kapang lignoselulolitik ada empat mekanisme. Mekanisme
yang pertama adalah kombinasi aksi dari metabolit sekunder dengan
enzim-enzim hidrolitik, sebagai contoh terjadinya interaksi aktivitas
Gliotoxin (senyawa metabolit sckunder) dengan endochitinase

(enzim hidrolitik) dalam menghambart perkecambahan spora jamur
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Botrytis  cinerea. Botrytis cinerea adalah fungi patogen yang
menginfeksi buah dan daun hingga menyebabkan tanaman mati.
Mcekanisme antifungi yang lain adalah: induksi apoptosis, memicu
respon sistem pertahanan tanaman, dan kompetisi perolehan
nutrien antara fungi patogen dengan Trichoderma [8].

Morfologi dari Trichoderma secara makro dan mikroskopis
dapat diikuti pada Gambar 2. Dari morfologi secara makroskopis
pada media PDA nampak pertumbuhan sirkuler dengan konidia
berwarna hijau. Pada struktur secara mikroskopis menunjukkan
bahwa miselia Trichoderma adalah miselia bersepta. Miselia

bercabang untuk membentuk konidiofor dan di setiap ujung

konidiofor terbentuk konidia (spora).

Gambar 2: Trichoderma sp. (A). Morfologi koloni Trichoderma
sp. dalam media PDA (Blaszczyk et al., 2014) dan (B).
Struktur mikroskopis Trichoderma sp. [13]

Biosintetis senyawa bioaktif oleh kapang lignoselulolitik
Senyawa bioaktif yang merupakan hasil metabolisme
sekunder dari tanaman atau mikroorganisme, disintesis melalui jalur
asam shikimat (Shikimic Acid Pathway = SAP). SAP merupakan
jalur reaksi yang terdiri atas tujuh langkah yang melibatkan
penggunaan serangkaian enzim [5, 14-15]. Metabolit sekunder
disintesis tidak berkaitan dengan kebutuhan dan kepentingan
primer organisme dalam kehidupannya, akan tetapi melalui SAP

terjadi /ink antar jalur metabolisme primer dan sekunder. SAP
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membutuhkan substrat berupa senyawa hasil metabolisme glukosa
(Glicolysis Pathway) dan senyawa hasil dari jalur pentosa fosfat
(Pentose Phospate Pathway).

SAP merupakan reaksi biokimia untuk menyediakan
berbagai senyawa prekursor dari molekul-molekul aromatik yang
memiliki aktivitas biologis dan terjadi pada tanaman dan
mikroorganisme. Pada mikroorganisme SAP menghasilkan asam
amino aromatis, yaitu L-Phenylalanin (L-Phe), L-Tyrosin (L-Tyr),
dan L-Tryptophan (L-Trp). Jalur-jalur metabolisme yang dimulai
dari SAP hingga jalur pembentukan asam amino aromatik ini
menjadi jalan untuk tersedianya berbagai metabolit sekunder
penting, antara lain asam klorogenat, alkaloid, tannin, maupun
tokoferol [15].

Tahap-tahap reaksi yang terjadi pada SAP adalah sebagai
berikut [5, 14-15]:

1). SAP ini dimulai dengan reaksi pertama berupa
kondensasi antara fosfo-enol-piruvat (Phosphoenolpyruvate = PEP)
dari jalur glikolisis dengan eritrosa-4P dari jalur pentosa fosfat untuk
menghasilkan senyawa asam 3-deoksi-D-arabino-heptulosonik-
fostat (DAHP). Reaksi kondensasi ini dikartalisis oleh enzim DAHP-
sintase. Kofaktor yang dibutuhkan untuk aktivitas enzim DAHPS
adalah Co *', Mg *' atau Mn *'.

2). Reaksi yang kedua adalah pengubahan DHAP menjadi
senyawa siklis DHQ (dehydroquinic acid = asam dehidro quinon),
melalui reaksi siklisasi intramolekuler. Enzim yang berperan sebagai
katalisator dari reaksi ini adalah enzim DHQS (EC. 4.2.3.4)) yang
merupakan enzim C-O liase, schingga dapat memutus ikatan C-O
pada molekul DAHP dan membentuk ikatan siklis. Enzim DHQS
membutuhkan kofaktor berupa ion Co®* dan NAD'. NAD-

merupakan kofaktor yang terikat kuat pada enzim DHQS. Apabila
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di dalam medium terdapat substrat DHAP, maka dengan segera
NAD* akan terdisosiasi dan menempel pada enzim DHQS untuk
menjadi katalisator pengubahan DHAP menjadi DHQ.

3). Reaksi ketiga adalah pengubahan DHQ menjadi 3-
dehydroshikimic acid (DHS) dengan mengambil satu molekul air.
Reaksi ini merupakan reaksi yang reversible (dapat balik) dan
dikatalisis oleh enzim 3-dehydroquinate dehydratase (EC 4.2.1.10).
Enzim 3-dehydroquinate dehydratase memiliki dua jenis strukeur
yang berbeda, yaitu tipe I yang tidak tahan panas dan terdapat pada
tanaman tingkat tinggi. Tipe II adalah enzim 3-dehydroquinate
dehydratase yang tahan panas dan terdapat pada fungi. Pembentu-
kan DHS ini merupakan titik cabang (branch point) ke shikimic acid
dan ke jalur katabolisme quinat. Apabila DHS mengalami
pengambilan satu molekul (dehidratasi), maka akan membentuk
protocathuic acid atau gallic acid, salah satu komponen dari tannin.
Tannin adalah salah satu senyawa bioaktif dari kelompok senyawa
fenolat (phenolic compounds) [16].

4). Reaksi berikutnya (keempat) adalah pengurangan
karbonil dari gugus keton dari DHS. Reaksi ini merupakan reaksi
reduksi DHS dengan melibatkan NADPH, dan enzim shikimat
dehidrogenase (SDH, EC. 1.1.1.25) menghasilkan asam shikimat.

Enzim yang berperan dalam mengkatalisis reaksi ketiga dan
keempart adalah enzim yang sama, akan tetapi memainkan dua peran
yang berbeda. Peran pertama adalah mengkatalisis pengambilan
molekul air (dehidrartasi) untuk mengubah DHQ menjadi DHS,
schingga disecbut enzim DHQ dchidratase. Peran kedua adalah
mengkatalisis reaksi reduksi DHS menjadi asam shikimat, sehingga
disebut SDH, shikimic dehidrogenase.

5). Reaksi kelima dalam SAP adalah fosforilasi shikimic acid
menggunakan enzim shikimar kinase (SK, EC.2.7.1.71) dan ATP
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menghasilkan shikimic acid 3-phosphate (S3P) dan ADP. Enzim
SK adalah enzim yang penting pada beberapa bakteri patogen, dan
tidak terdapat pada sel manusia.

6). Reaksi kelima adalah kondensasi S3P dengan PEP yang
dikaralisis oleh enzim 5-enolpyruvylshikimate 3-phosphate synthase
(EPSPS, EC. 2.5.1.19) menghasilkan 5-enolpyruvylshikimate 3-
phosphate (EPSP). Pada reaksi ini juga akan dilepaskan satu
molekul fosfat organik (Pi).

Enzim EPSPS merupakan enzim dalam SAP yang sudah
dipelajari dengan mendalam karena merupakan enzim yang
berperan pada reaksi setahap sebelum tahap akhir reaksi. Apabila
enzim EPSPS ini terhambart aktivitasnya, maka tidak akan terjadi
reaksi tahap akhir yang menghasilkan chorismic acid, bahkan akan
terjadi akumulasi shikimic acid dan tdak akan terbentuk asam
amino aromatik sebagai dasar terbentuknya senyawa-senyawa
fenolat.

7). Reaksi ketujuh atau terakhir adalah pembentukan
chorismic acid dari EPSP, melalui reaksi pelepasan satu molekul
fosfat organik (Pi) pada C-3 dari EPSP. Reaksi ini dikatalisis oleh
chorismate synthase (CS, EC. 4.2.3.5), yang membutuhkan bentuk
tereduksi dari flavin mononukleotida (FMNH,). Gambaran
lengkap dari jalur biosintesis senyawa fenolat pada tanaman dan juga

fungi dapart diikuti pada Gambar 3.
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Gambar 3: Jalur asam shikimat (Shikimic Acid Pathway) scbagai
jalur biosintesis senyawa bioaktif pada tanaman dan
mikroorganisme [5]

Chorismic acid yang dihasilkan melalui SAP selanjutnya
akan mengalami transformasi menjadi asam amino aromatik L-Phe,
L-Tyr, dan L-Trp. L-Phe dan L-Tyr akan ditranformasi lebih lanjut
menjadi phenolic compounds, sedangkan L-Trp menjadi alkaloids
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(kelompok lain dari senyawa bioaktif). Gambaran proses
transformasi dapat diikuti pada Gambar 4.
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Gambar 4 :Reaksi transformasi phenilalanin menjadi derivat-
derivatnya yang termasuk dalam kelompok senyawa
bioaktif fenolar [15]

Isolasi dan identifikasi kapang lignoselulolitik

Kapang lignoselulolitik adalah kapang yang dapat
menghasilkan enzim dari kelompok pendegradasi lignin dan juga
dari kelompok pendegradasi selulosa. Enzim yang dihasilkan
memberikan sifat pada jamur benang tersebut untuk mampu
mendegradasi material yang mengandung lignoselulosa. Material
yang mengandung lignoselulosa jenisnya banyak dan tersebar di
seluruh tempat, misalnya guguran daun, ranting pohon atau semak,
dan berbagai limbah pertanian maupun limbah pengolahan hasil
pertanian.

Jenis kapang lignoselulolitik antara lain dari genus
Aspergillus, Trichoderma, Phanaerochaeta, dan masih banyak lagi
jenisnya [17]. Dari genus Aspergillus misalnya Aspergillus niger dan
Aspergillus flavus. Jenis lain dari kapang lignoselulolitik adalah

kapang dari genus Trichoderma. Spesies dari genus Trichoderma
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yang telah banyak diteliti akan kemampuannya untuk tumbuh pada
material yang mengandung lignoselulosa adalah  7Trichoderma
oxysporum dan T. viridae. Kapang lignoselulolitik yang diisolasi dari
area yang berbeda akan berbeda juga jenisnya, karena masing-
masing tempat memiliki lingkungan yang tidak sama baik suhu,
kelembaban, kadar oksigen, pH, maupun intensitas cahaya. Telah
berhasil diisolasi kapang lignoselulolitik dari material tanaman yang
melapuk di area tanah bagian utara Maroko [3]. Jenis yang
didapatkan adalah Mucor circinelloides, Mucor racemosus, Penicillium
brasilianum, Penicillium crustosum, Paecilomyces sp., Fusarium
oxysporum, Fusarium solani, Aspergillus fischeri, Curvularia spicifera,
Humicola grisea, Trichoderma atroviride, dan Cosmospora viridescens.

Metode isolasi yang digunakan adalah metode pengenceran
seri sampel tanah menggunakan pengencer aguadest steril. Pengen-
ceran dilakukan hingga tingkat 10, Selanjutnya dilakukan penana-
man hasil pengenceran dari tingkat 10° dan 10 pada media PDA
(Potato Dextrose Agar). Penanaman dilakukan sebanyak masing-
masing dua ulangan pada dua petridish.

Hasil yang diperoleh menunjukkan bahwa sebagian besar
koloni yang tumbuh adalah jamur uniseluler atau khamir (yeast).
Hasil pengamatan yang merujuk pada koloni khamir disimpulkan
melalui pengamatan morfologi koloni. Koloni yang banyak muncul
adalah koloni dengan bentuk irreguler, tepian variate, dan tidak
nampak adanya struktur berbenang-benang. Hanya beberapa koloni
yang menunjukkan ciri morfologi kapang (moelds), yaitu koloni
berwarna hijau dan putih dari sampel lokasi B (lokasi parkir ken-
daraan di sebelah barat auditorium Unnes) dari pengenceran 10°.

Isolat kapang yang diperoleh dari area kampus Unveritas
Negeri Semarang (Unnes), di daerah Gunungpati, Kota Semarang

telah diidentifikasi secara molekuler. Data identifikasi isolat kapang
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adalah dari genus Trichoderma, yaitu Trichoderma erinaceum dan
Trichoderma koningiopsis. Trichoderma sp. diketahui merupakan
salah satu genus kapang lignoselulolitik [3]. Isolat ini adalah isolat
dominan dari sampel tanah yang diambil dari empat area di

lingkungan kampus Unveritas Negeri Semarang.

Metode produksi senyawa bioaktif oleh kapang lignoselulolitik

Metode  produksi senyawa fenolat dari kapang
lignoselulolitik  Aspergillus  niger yang telah dilakukan adalah
menggunakan metode fermentasi kultur cair dalam medium Potato
Dextrose Broth [6-7]. Media PDB merupakan defined media yang
harganya mahal. Kebutuhan untuk penyediaan media PDB akan
meningkatkan biaya produksi, terutama bila akan dilakukan proses
produksi secara massal.

Kondisi pertumbuhan Aspergillus niger dalam fermentasi
substrat cair adalah pada kisaran suhu 25-28 °C, menggunakan
shaker yang bergerak dengan kecepatan 130 — 150 rpm, selama 7 —
16 hari. Proses fermentasi dengan kondisi pertumbuhan seperti ini
membutuhkan biaya operasional yang tinggi, terutama untuk
penjagaan suhu (di bawah rata-rata suhu kamar) dan penyediaan alat
incubator shaker yang harus menggunakan daya listrik.

Pada fermentasi kultur cair menggunakan kapang memang
dibutuhkan shaker agar supaya miselium tersebar merata dalam
medium dan tidak menggumpal membentuk pelet agar percumbu-
han kapang bisa maksimal. Percumbuhan maksimal kapang sangat
mempengaruhi produksi senyawa bioaktif dari kelompok fenolat
ini. Pengoperasian shaker membutuhkan biaya tinggi dan
diperlukan pula analisis kecepatan shaker yang tepat untuk setiap
jenis kapang yang berbeda.

Pemanenan produk fermentasi kultur cair membutuhkan

proses pemisahan miselium kapang menggunakan sentrifus
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kecepatan tinggi dan suhu rendah (5000 rpm, 4 °C) yang tidak
mudah tersedia. Pada pemanenan fermentasi kultur cair ini juga
harus dilakukan proses ekstraksi menggunakan pelarut ethyl acetat
dan methanol yang mahal dan tidak aman untuk kesehatan. Oleh
karena itu, fermentasi kultur cair pada produksi senyawa bioaktif
dari kapang kurang optimal dan efisien dalam memenuhi iebutuhan
senyawa bioaktif yang semakin meningkat.

Fermentasi substrat padat (Selid State Fermentation = SSF)
adalah metode fermentasi alternatif, yang dapat dipilih untuk
menggantikan fermentasi substrat cair dalam produksi senyawa
fenolat. Fermentasi menggunakan subtrat pertumbuhan kapang
dalam bentuk padat lebih sesuai dengan sifat alami dari kapang.
Kapang merupakan anggota Kingdom Fungi yang memiliki
struktur berupa miselium. Miselium adalah jaringan yang tersusun
atas hifa. Selama pertumbuhan kapang, hifa akan semakin
memanjang dan bercabang. Pemanjangan dan percabangan hifa
akan menembus substrat atau media pertumbuhan yang berupa
material padat. Proses ini merupakan ciri khas kapang dalam
kehidupannya di alam.

Kapang lignoselulolitik (KLS) yang dikultur secara SSF
dapat menggunakan material berupa hasil samping (by product)
proses budidaya tanaman, seperti batang singkong, jerami padi,
ampas tebu, maupun hasil samping dari industri pengolahan pangan
yang berlimpah dan murah sebagai media pertumbuhan. Aspergillus
niger terbukti mampu tumbuh pada media batang singkong melalui
fermentasi substrat padat [18]. Batang singkong merupakan
material yang dominan mengandung lignoselulosa, schingga dapat
dipastikan bahwa Aspergillus niger mampu menghasilkan enzim-

enzim pendegradasi lignoselulosa.
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Teknik SSF menggunakan KLS dapat memainkan dua
peran sekaligus. Peran pertama adalah produksi senyawa bioaksif,
khususnya senyawa fenolat, menggunakan KLS sebagai agen
biokonversi, dan peran kedua adalah dekomposisi material
lignoselulosa sehingga dapat mengurangi volume material by product
dan mengatasi pencemaran lingkungan dari penumpukan hasil
samping,.

KLS dapat mendegradasi material lignoselulosa (Ls) karena
kemampuannya dalam menghasilkan enzim-enzim pemecah Ls
yaitu ligninase, selulase, dan hemiselulose [4]. Enzim-enzim ini
merupakan sistem enzim hidrolitik dan oksidatit [16], misalnya
enzim pendegradasi selulosa terdiri atas enzim-enzim hidrolitik
exoglukanase, endoglukanase, dan B-glukosidase. Di dalam sistem
enzim proses hidrolisis polimer berlangsung secara sinergis, tidak
berdiri sendiri-sendiri. Sedangkan enzim-enzim oksidatif adalah
sistem enzim ligninolitik, yang terdiri atas enzim manggan
peroksidase, lignin peroksidase, dan lakase. Selama proses
fermentasi, akan terjadi degradasi lignin oleh KLS yang akan
membebaskan  beberapa  senyawa fenolat.  KLS juga dapat
memproduksi sendiri senyawa fenolat sebagai contoh mycophenolic
acid, dicerandrol C, phenylacetates, anthraquinones, benzofurans dan
alkenyl phenols yang memiliki manfaat keschatan sebagai antitumor,
antimikrobial, antioksidan dan aktivitas antiviral [4].

Kapang yang telah digunakan untuk menghasilkan senyawa
bioaktif pada bahan pangan adalah dari spesies Rbyzopus oryzae,
Rhyzopus oligosporus, dan Aspergillus oryzae menggunakan SSF
dengan substrat sereal (biji-bijian) dalam review dari beberapa
sumber [4]. Efek antioksidan dari sereal meningkat melalui
penggunaan kapang, akan tetapi tingkat antioksidannya bervariasi

tergantung jenis kapang dan jenis biji-bijian yang digunakan.
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Hasil samping industri pengolahan pangan juga sudah
digunakan sebagai substrat pertcumbuhan KLS untuk menghasilkan
senyawa-senyawa fenolat dan terbukti dapat memberikan hasil
ckstrak tertinggi. Percobaan yang telah dilakukan adalah
menggunakan ampas buah zaitun dari industri pengolahan minyak
zaitun [19]. Akrivitas biologis ekstrak hasil fermentasi yang telah
diuji adalah sebagai antioksidan. Aktivitas antioksidan tertinggi
diperoleh dari ekstrak ampas zaitun dengan pertumbuhan R. oryzae
MUM 10.260. Aktivitas antioksidan mencapai lebih dari 12 kali
dibandingkan ekstrak dari ampas zaitun yang tidak difermentasi.

Diantara makhluk hidup, fungi merupakan sumber senyawa
alami yang berperan dalam mendukung kesehatan manusia, seperti
antibiotik. Fakta pertama yang fenomenal adalah dihasilkannya
antibiotik penicillin oleh KLS Penicillium chrysogenum. Disamping
juga telah diperoleh bukti dihasilkannya senyawa fumagilin oleh
KLS Aspergillus fumigatus yang memiliki aktivitas biologis sebagai
antitumor [20]. Penelitian terus dilakukan pada potensi kapang dan
juga efisiensi produksi senyawa bioaktif agar supaya diperoleh
pengetahuan yang lebih lengkap tentang senyawa yang dapat
dihasilkan, aktivitas biologisnya, dan stabilitas produksi serta
keamanan produknya. Hasil yang diharapkan adalah produk yang
aman, efektif, dan tidak toksik [21].

1.4. Implementasi

Kapang lignoselulolitik mampu menghasilkan enzim-enzim
dari kelompok lignolitik, selulolitik, dan hemiselulolitik. Kelompok
enzim-enzim ini bekerja secara sinergis dalam mendegradasi
senyawa lignoselulosa yang terdiri atas lignin, selulosa, dan
hemiselulosa. Oleh karena itu kapang jenis ini berperan dalam

proses dekomposisi bahan organik, termasuk guguran daun, hasil
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samping budidaya tanaman, maupun by-product dari industri
pengolah hasil pertanian.

Dalam proses degradasi senyawa lignoselulosa, kapang tidak
hanya melakukan proses dekomposisi bahan organik sisa tetapi juga
berperan dalam pelepasan senyawa fenolat maupun sintesis senyawa
fenolat dalam tahap metabolisme sekundernya. Kapang dapat
mendegradasi lignin dan menghidrolisis selulosa.

Proses degradasi lignin oleh kapang lignoselulolitik dapat
melepaskan asam-asam fenolat (phenolic acids) yang sebelumnya
terikat dalam struktur lignin, seperti asam ferulat (ferulic) dan
komurat (coumaric) karena asam fenolat membenrtuk ikatan silang
(crosslink) dengan gula dan lignin dalam mendukung sifat kaku dari
tanaman [22]. Asam fenolat merupakan anggota dari kelompok
senyawa fenolat (phenolic compounds), yaitu kelompok senyawa yang

memiliki aktivitas biologis (bioaktif) bagi manusia dan hewan.

1.5. Ringkasan

Senyawa bioaktif adalah sekelompok senyawa yang memiliki
aktivitas biologis bagi kesechatan manusia, dan hewan. Senyawa ini
merupakan hasil metabolisme sckunder dri tanmn maupun
mikroorganisme. Salah satu kelompok senyawa bioaktif yang
banyak diproduksi dan sudah diketahui memiliki peran penting bagi
manusia adalah senyawa fenolat, yang terdiri atas flavonoid, fenolat,
dan tannin. Senyawa fenolat disintesis melalui jalur asam shikimat
(Shikimic Acid Pathway = SAP). SAP merupakan jalur biosintesis
senyawa fenolat yang terdapat pada tanaman dan mikororganisme,
termasuk fungi.

Senyawa  bioaktif yang diproduksi oleh  kapang
lignoselulolitik antara lain berperan sebagai antibiotik, antikanker,
antioksidan, antifungi untuk mencegah pertumbuhan fungi patogen

tanaman. Proses produksi yang efisien adalah melalui metode
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fermentasi substrat padat (Selid state Fermentation = SSF)
menggunakan substrat pertumbuhan material lignoselulosa dari &y
product budidaya tanaman dan industri pengolahan pangan.
Pemanfaatan kapang lignoselulolitik menggunakan metode SSF ini
dapat diterapkan untuk produksi senyawa bioaktif, terutama
senyawa-senyawa fenolat dan sekaligus dapat mengurangi kuantitas

limbah padat.
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BAB 11

Produksi Antioksidan
Melalui1 Kultur In Vitro

Noor Aini Habibah
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2.1 Pendahuluan
Salah satu aplikasi kultur jaringan adalah untuk produksi

senyawa bioatif dari tanaman. Produksi senyawa bioaktif melalui
kultur jaringan telah banyak dilaporkan [1,2,3]. Keuntungan
penggunaan kultur jaringan dalam produksi senyawa bioaktif antara
lain: setiap sel dapat diperbanyak, tidak bergantung kepada kondisi
lingkungan, efisiensi penggunaan lahan, sel dapat diseragamkan,
kondisi dapat terkontrol, proses metabolismenya dapat diatur, hasil
dan mutu produksi lebih mantap dan stabil dan dapat menghasilkan
metabolit jenis lain. Produksi senyawa bioaktif melalui kultur
jaringan dapat dilakukan melalui berbagai jalur (Gambar 5). Jalur
pertama menggunakan eksplan dari ranaman berpotensi obat untuk
menghasilkan bibit dalam jumlah banyak. Bibit tersebut dapat
berupa tanaman yang mempunyai sifat sama dengan induk atau
dapat juga menghasilkan tanaman yang mempunyai sifat genetik
yang berbeda dengan induk jika dilakukan proses transformasi atau
induksi variasi somaklonal pada kultur tanaman tersebut. Bibit
tersebut ditanam di lahan dan menjadi bahan baku sumber senyawa
bioaktif. Jalur kedua menggunakan eksplan dari tanaman berpotensi
obat untuk induksi kultur berambut atau hairy root dengan cara

induksi menggunakan Agrobacterium rhizogenes. Kultur hairy root
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mempunyai kemampuan tinggi dalam menghasilkan senyawa
bioaktif. Jalur ketiga induksi kalus dari eksplan tanaman berpotensi
obat. Kalus diperbanyak dan digunakan sebagai bahan untuk
pembuatan kultur suspensi sel. Kultur kalus maupun kultur suspensi
sel dapat digunakan untuk proses produksi metabolit sekunder.
Jalur keempat adalah induksi akar adventif yang dapat dipelihara

dalam medium cair menjadi kultur suspensi dan menjadi sumber
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senyawa bioakeif [4].
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Gambar 5: Jalur produksi senyawa biaoktif menggunakan kultur in

Wedicinal plants Sterile explants

vitro (4]

Produksi antioksidan dari kultur iz vitre telah banyak
dilaporkan [5,6,7]. Berbagai jenis eksplan, tipe kultur, jenis
medium, jenis ZPT, cara analisis antioksidan dan identifikasi
senyawa bioaktif telah diteliti. Perlu upaya identifikasi berbagai
parameter di atas untuk mendapatkan informasi komprehensif
berkaitan dengan produksi antioksidan melalui kultur in vitro.

Informasi ini bermanfaat untuk pengembangan produksi
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antioksidan melalui kultur 77 witre skala industry maupun

pengembangan penelitian berikutnya.

Permasalahan yang perlu dipecahkan dalam pengembangan

produksi antioksidan melalui kultur in vitro adalah .

1. Tanaman apa saja yang menjadi sumber antioksidan melalui
metode kultur in vitro?

2. Bagimana produksi antioksidan tanaman melalui metode kultur
in vitro berkaitan dengan jenis eksplan, tipe kultur, medium yang
digunakan, ZP1 yang digunakan?

3. Bagimana analisis produksi antioksidan tanaman yang dihasilkan
melalui metode kultur in vitro?

Tujuan penulisan buku ini adalah mengkaji beberapa hal
terkait, antara lain:

1. Mengidentifikasi tanaman yang berpotensi untuk dikembangkan
menjadi sumber antioksidan melalui metode kultur in vitro

2. Menginformasikan produksi antioksidan pada tanaman secara in
vitro berkaitan dengan jenis eksplan, tipe kultur, medium yang
digunakan, ZPT yang digunakan.

3. Menginformasikan analisis produksi antioksidan tanaman yang

dihasilkan melalui metode kultur in vitre

2.2 Metode

Berdasarkan identifikasi masalah, dilakukan penelitian
literature review yaitu kajian hasil penelitian produksi senyawa
bioaktf berpotensi antioksidan pada tanaman melalui kultur in vitro.
Hasil penelitian produksi senyawa bioaktf berpotensi antioksidan
pada tanaman melalui kultur in vitro dikumpulkan dari beberapa
penerbit seperti PubMed, Google Scholar dan Medline. Tulisan ini
mengkaji produksi antioksidan melalui kultur i» vitro secara teoritik

dan juga dari hasil penclitian terkait. Kajian yang dilakukan

berkaitan dengan informasi:
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1. Tanaman yang berpotensi untuk dikembangkan menjadi sumber
antioksidan melalui metode kultur in vitro

2. Proses produksi antioksidan tanaman secara in vitre berkaitan
dengan jenis eksplan, tipe kultur, medium yang digunakan, ZPT
yang digunakan.

3. Cara analisis produksi antioksidan tanaman yang dihasilkan

melalui metode kultur in vitre

2.3 Hasil dan Pembahasan

Jenis tanaman, jenis eksplan, tipe kultur, medium serta zat
pengatur tumbuh yang digunakan dalam produksi antioksidan

secara in vitro tersaji pada Tabel 3.

N | Spesies Jenis Tipe Mediu ZPT | Penelit

? | tanaman eksplan kultur | m

1 | Crataegus kealus Bahorun et
managynd al, 2005 [8]

2 | Maytenus datn balus MS NAA | Filho et al,
ilicifolia +BAP | 2004 [9]

3 | Prunella dann kalus MS NAA Fazal et al.,
vielgaris 2010 [10]

4 | Mesembryant | hipokotil | akar MS 2,4-D | Konieczny et
hemum al, 2014 [5]
rrjrjmﬂimfm

5 | Brassica caun kalus MS BAP, | Hossain et
oleracea  Var NAA, | al, 2016
italic IAA, | [11]

I1BA

6 | Phaseolus daun Kultwr | MS 2,4-D | Largo-Gosens

vitlgaris sel et al, 2016
[12]

7| Tacca tunds tunds MS - Hapsari et
leantopetaloides al, 2016 [6]

& Solanum daun Kalus MS BAP+ | Ashrafzadeh
tuberosum Plantlet NAA | &  Leung,

2017 [13]
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9 | Stelechocarpus | mesokarp | Kalus M5 2,4-D, | Habibah et
burabol Kiugltur Piclora | al, 2016
sel " J14]
Stelechocarpus | Immature | Kalus M5 24-D, | Habibah et
burahol seed Kultur Piclora | 4l 2018 [1]
sel "
10 | Lithospermu | daun kealus LS 24-D | Khosravi et
m officinale dan al, 2019
kinetin 115]
11 | Argania axillary kalus MS 2,4- Lamaoui et
spinosa bueels D+NA | al, 2019
A [i16]
2.4-
D+BA
IJ
12 | Ocimum Daun Kalus MS TDZ, | Nazir er al,
basilicum NAA, | 2019 (17]
BAP,
BAPs
NAA
13 | Kaempferia shoots, Kalus MS NAA, | Kitwetcharoe
parviflora rhizomes kinetin | netal, 2020
and roots o 241 ]
D
14 | Elaocarpus Tangkai kalus MS 24-D + | Habibah et
grandiflorns | daun kinetin | a1, 2020 (2]
15 | Linum (hypocotyls, | Kultur | MS NAA | Baose et al,
usitatissimum | cotyledons, | gef + 2020 (18]
and roats BAP
16 | Selanum dann kalus MS TAA+ | Usman et al,
xanthocarpum BAP 2020 (19]
17 | Ocimum daun kealus MS GA3, | Nazir et al,
basilicum GA3+ | 2020 [20]
MNA,
BAP,
BAP+
NAA
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18 | Centella stolon kealus MS NAA+ | Buranasudia
asiatica BAP | et al, 2021
[21]
19 | Echinacea dan Falus MS 2.4- Hasan er al,
purpurea D+ 2021 [22]
kinerin
20 | Dioscorea umbi kalus MS Kineti | Habibah,
esculenta n+2,4- | 2021 [23]
I

Berdasarkan Tabel 3, menunjukkan bahwa semua bagian
tanaman dapat digunakan sebagai eksplan untuk kultur in wvitre
dalam rangka produksi antioksidan. Hal ini sesuai yang disampaikan
oleh [24] yang menyatakan bahwa untuk kultur 7z vitro dapat
digunakan eksplan dari berbagai bagian dari tumbuhan. Pemilihan
eksplan tergantung pada tujuan kultur dan spesies yang digunakan.
Penggunaan semua bagian tumbuhan sebagai sumber eksplan dapat
dilakukan karena semua bagian tumbuhan memiliki genetik yang
sama. Meskipun semua bagian tanaman dapat digunakan sebagai
cksplan, tetapi untuk memudahkan proses kultur jaringan tumbu-
han, eksplan dipilih yang sesuai dengan tujuan kultur misalnya
untuk menghasilkan tunas maka digunakan eksplan tunas aksiler.
Induksi kalus dapat dilakukan dari berbagai eksplan karena pada
induksi kalus dilakukan dengan proses dideferensiasi sel sehingga sel
yang telah terdiferensiasi dari berbagai organ diubah kembali
menjadi sel-sel yang meristematik. Tetapi sel yang telah mengalami
diferensiasi lanjut lebih sulit untuk diinduksi ke arah proses
dediferensiasi. Bagian tanaman yang terdiri dari sel-sel yang masih
aktif membelah dan terdiri atas sel-sel yang masih muda merupakan
bagian tanaman yang paling baik untuk digunakan sebagai eksplan.
Kemudahan dalam sterilisasi eksplan juga merupakah salah satu jal
lain yang perlu dipertimbangkan. Eksplan dari bagian tanaman yang
berada di bawah tanah umumnya memiliki tingkat kontaminasi
yang lebih tinggi dibanding bagian tanaman di bagian atas tanah.
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Hal ini terlihat pada Tabel 3, secbagian besar penclitian meng-
gunakan bagian tanaman yang berada di atas tanah (daun, tangkai
daun, tunas aksiler, dan mesocarp). Tetapi strukeur dari eksplan juga
berpengaruh terhadap kemudahan proses sterilisasi. Penggunaan
umbi dan rhizome meskipun berasal dari tanah tetapi karena
strukturnya yang tebal maka lebih mudah disterilisasi. Bahan
sterilan yang cukup kuat dapat digunakan karena dengan ukuran
yang besar maka bagian luar dapat dihilangkan dan masih tersisa
bagian steril yang cukup ukurannya untuk dijadikan eksplan.

Tipe kultur yang digunakan untuk produksi antioksidan
sebagian besar adalah kultur kalus. Produksi metabolit sekunder
umumnya dilakukan mengunakan kultur kalus atau kultur suspensi
sel. Penggunaan kalus untuk produksi metabolit sekunder telah
banyak dilaporkan. Senyawa bioaktif medicarpin dilaporkan dapat
dihasilkan kalus Dalbergia congestiflora [25]. Dilaporkan bahwa
kalus Vigna unguiculata memproduksi senyawa antioksidan [26].
Produksi senyawa antikanker dilaporkan dihasilkan pada kalus padi
[27]. Kalus Byrsonima verbascifolia dilaporkan dapat memproduksi
senyawa bioaktif fenolik [28]. Senyawa flavonoid dapat dihasilkan
dari kalus Stelechocarpus burahol [14,1], kultur kalus brotawali [29]
dan Elaocarpus grandiflorus 2].

Keuntungan penggunaan jaringan tidak terdiferensiasi
antara lain [30]:

1) Gradien kimiawi. Sel-sel di jaringan kompleks secara
terus-menerus terkena sinyal dari jaringan kompleks sekitarnya.
Gradien kimia endogen pada kultur sel-sel dapat diinduksi secara
cksperimental. Pengaruh dari elicitor, prekursor, inhibitor dan
fitohormon dapat dipelajari tanpa perlu aplikasi yang lama dan

tanpa gangguan dari jaringan di sckitarnya.
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2) Pada kasus tertentu, memungkinkan dilakukannya
pemisahan kapasitas produksi dan penyimpanan yang menyebabkan
peningkatan produksi yang cukup besar. Penambahan auksin dalam
konsentrasi tinggi dapat mengurangi jumlah sel penyimpanan tanpa
mengurangi jumlah produksi senyawa bioaktif.

3) Ekstraksi lebih mudah karena ketidakhadiran jaringan
pelindung diantara sel-sel penghasil senyawa bioaktif.

Selain itu kalus dan kultur sel lebih mudah untuk diinduksi
dan lebih mudah dipelhara dalam jumlah besar. Tetapi ada salah
satu kelemahan penggunaan kalus dalam produksi metabolit
sekunder yaitu umumnya produksinya rendah. Hal ini dapar diatasi
dengan metode peningkatan produksi seperti elisitasi, seleksi lini sel,
dan penambahan precursor. Tetapi padap beberapa kasus kalus
dapat menghasilkan metabolit sekunder lebih tinggi dari tanaman
yang tumbuh secara alami. Kultur kalus pada tanaman A. annua
memproduksi artemisinin lebih tinggi dibandingkan dengan
tanaman yang tumbuh secara alami [31].

Medium yang paling dominan digunakan adalah medium
Murashige & Skoog. Media ini dipakai secara luas dikarenakan
beberapa kelebihannya. Medium MS memiliki kandungan kalium,
nitrat, dan amonium vyang tinggi yang dibutuhkan untuk
pertumbuhan tanaman. Media kultur jaringan yang ideal harus
memiliki komponen seperti makronutrien, mikronutrien, suplemen
nitrogen, asam amino, sumber karbon, vitamin, suplemen organik,
ZPT, dan agen untuk memadatkan seperti agar. Media Murashige
and Skoog (MS) merupakan media yang paling sesuai untuk media
kultur sel tanaman, mengandung karbohidrat, vitamin, dan garam
anorganik.

Zat pengatur tumbuh yang digunakan sangat berkaitan

dengan tipe kultur. Induksi kalus memerlukan hormon auksin dan
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sitokinin dalam kadar yang scimbang. Kadar seimbang ini
merupakan interaksi antara hormone endogen dan zat pengatur
tumbuh eksogen yang ditambahkan ke dalam media. Auksin 2,4-D
merupakan auksin sintesis yang paling banyak digunakan untuk
induksi kalus. Hal ini karena 2,4-D merupakan auksin yang kuat,
Selain itu 2,4-D mempunyai laju metabolisme yang lambat dan
mempunyai stabilitas yang tinggi sehingga meningkatkan
ketersediaan ZPT tersebut untuk sel tumbuhan [32].

Auksin selain mempengaruhi pertumbuhan kalus tetapi juga
mempengaruhi produksi  metabolit sekunder. Auksin dapat
menginduksi aktivitas gen untuk enzim dalam jalur biosintesis
flavonoid. Akumulasi mRNA CHALCONE SYNTHASE (CHS) dan
FILAVONOL SYNTHASE (FLS) terdeteksi pada perlakuan dengan
pemberian 1 wm IAA [33]. Penambahan NAA sebesar 5 mg/l pada
kultur kalus kedelai meningkatkan produksi isoflavonoid [34].
Peningkatan produksi rutin 87,5% selama 4 minggu pertama
setelah  kalus Morus alba diinduks terjadi pada perlakuan
penambahan 5 mg/L IAA [35].

Aktivitas antioksidan pada kultur 7n vitre telah banyak
dilaporkan. Informasi berkaitan dengan ktivitas antioksidan,
metode analisis dan senyawa bioaktif yang terkandung dalam kultur
in vitro tersaji pada Tabel 4.

Tabel 4: Metode analisis antioksidan, aktivitas antioksidan dan
senyawa bioaktif dari kultur in vitro beberapa tanaman

sumber antioksidan

No | Spesies Aktiviras Nilai IC50 | Metode senyawa Penelic
tanaman | antioksidan (%) analisis bioaktif
i Crataegus 3.66 umolly | TEAC Fenal, Bahorun
Mgy 208,19 gl proanthasian | et k.,
Fe2alg idin, 2003 [8]
FRAP flavonoid,
assay antoitanii,
epitekin,
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No | Spesies Akrivitas Nilai IC50 | Metode senyawa Peneliti
tanaman | antioksidan (%) analisis bioakdif

prosyanidin,
asdm
Eloragenik,

2 Maytenus Peninglar | 220- Filho et

ilicifolia an hydrocymaye | al, 2004
senyawa erin Ik
anttokida | Maytenin
7

3 Prunella 85.33 (perlakuan DPPH Fenalik, Fazal ot
valgaric elisitasi  partikel Ravonoid al, 2010

ers) Aktivitas f1aj
ERIim

4 Mesembry Aketivitas Konieczmy
anthenin ENEIN &l #IE-
i 2014 (5]
cryitallin
"

3 Tacea 50,85 DPPH alkaloid, Hapsari et
leantopetal (pegiml.) flavenoid al, 2016
ofdes dlan stevoid laf

i Piaseodns Aktivitas Largo-
valgaris EnzZim Crosens et

al, 2016
12

7 Braswica 46.3 DPPH Hossain et
oleracea al, 2016
Var italica 11

& Solanm Abktivitas Ashrafzad
tiberosum enzim ah g

Leung
2007 [13]

9 Stelechoca DPPH Chuercetin, Habibah
rppais rutin, et al.,
Burahol maringenin 2016 [14]

10 | Stelechoca | 66,05 DPPH Navingenin, | Habibah
rps ratin, et al,
burahol quercedin 2008 /1)

11| Lithasper 2021 TE | DPPH rosmarinic Khosravi
minn fummeol g1 ) acid et al,
officinale chloragenic 2019 [15]

acid

cInRamic

acid p-
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No | Spesies Akrivitas Nilai IC50 | Metode senyawa Penelit
tanaman | antioksidan (%) analisis bioakdif
COMTRATIC
acie
12| Argania Abtivitas Lamaoui
spinosd FHZI et al.,
2019 [16]
13 | Ocimem 656,04 uM | FRAP caffeic acid Nazir et
basilicum resmarinic al, 2019
acid 17
chicoric acied
cyanidin
peonidin
14 | Kaempferi | 76.34 11300 DPPH Phenalics Kitweicha
i (pegimd.) FRAP and roen et al,
parviflora sty Flavonaids 2020 (7]
15 | Linwm 334.7 pM DPerH Bose et al,
wsitatissim F58.5 pM ABTS 2020 [18]
wm 142.8 uM CUPRAC
T08.5 uM FRAP
16 | Selanum 24.8 DpPrH caffeic acid Ulsrian et
wanthocar 514.88 uM | FRAP met - al, 2020
pum 356,07 pM | ABTS caffeate [19]
scapoletin
eictiletin
I7 | Ocimum 93.2 1322 uM DPPH chicoric acid | Nazir et
basilicum ABTS rasarinic al, 2020
acid [20f
18 | Centella 98.6 (pghml | DPPH Buranaiu
dsiatica 1 dia et al,
2021 [21]
19 | Echinacea 33 (uglml) DPPH Chicoric acid | Hasan et
puerpured aned al, 2021
chlrogenic 227
acid
20 | Divscorea 69,897 DPPH Habibah,
escirlentia 2021 [23]
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Berdasarkan Tabel 4 dapat terlihat bahwa analisis paling
banyak dilakukan adalah analisis antioksidan menggunakan Teknik
DPPH. Metode a-diphenyl-B-picrylhydrazyl (DPPH) merupakan
metode pengikatan radikal bebas yang merupakan pendekatan
pertama untuk mengevaluasi potensi antioksidan dari suatu
senyawa, ckstrak atau sumber biologis lainnya. Metode ini
merupakan metode yang paling sederhana, dimana senyawa
prospektif atau ekstrak dicampur dengan solusi DPPH dan
kemudian absorbansi diukur dan dicatat. Metode ini selain
sederhana juga cepat dan murah schingga banyak digunakan secara
luas [36]. Seiring dengan berjalannya waktu metode aktivitas enzim
yang terkait dalam aktivitas antioksidan juga mulai dianalisis untuk
menggambarkan  aktivitas antioksidan suatu bahan. Enzim
Superoxide dismutase (SOD), Peroxidase dan Catalase merupakan
enzim yang berkaitan dengan aktivitas antiokasidan dan banyak
dianalisis untuk mendapatkan gambaran akrivitas antioksidan suatu
bahan [13].

Hasil peneltian menunjukkan bahwa sebagian besar
antioksidan yang dihasilkan pada kultur in wvitro lebih rendah
daripada tanaman yang tumbuh sccara alami. Perlu peningkatan
produksi antioksidan menggunakan beberapa metode antara lain
pemberian stress menggunakan elisitor dan pemberian precursor.
Senyawa bioaktif yang paling banyak terdeteksi adalah senyawa
golongan flavonoid dan fenolik yang memang berperan dalam
aktivitas antioksidan. Aktivitas antioksidan yang berbeda pada tiap
bagian tumbuhan disebabkan karena setiap bagian tumbuhan
mengandung flavonoid yang berbeda gugus hidroksinya baik dalam
jumlah dan lokasinya pada kerangka flavonoid. Gugus hidroksi pada
struktur molekul flavonoid menentukan aktivitas antioksidan.

Aktivitas antioksidan akan meningkat dengan adanya flavonoid
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dengan gugus hidroksi lebih dari satu terutama pada cincin B dan
gugus hidroksi bebas yang memiliki aktivitas penangkap radikal
[37, 38, 39].

Flavonoid dan fenolik merupakan kelompok besar yang
terdiri atas banyak jenis senyawa. Naringen, quercetin dan rutin
merupakan contoh dari flavonoid. Naringenin merupakan salah
satu flavonoid yang memiliki aktivitas antioksidan, dan juga
memiliki potensi sebagai obat Alzheimer's disease, [40,41]. Quercetin
yang banyak ditemui di tumbuhan memiliki banyak bioaktivitas
antara lain sebagai anti kanker, antioksidan, anti inflamasi, anti virus
dan juga memiliki aktivitas hepatopreotekrif [42]. Rutin memiliki
kemampuan sebagai hepatopreotektif, anti fungi, antioksidan, anti

kanker, anti inflamasi, dan menghambat leukimia [43,42].

2.4 Ringkasan

Berdasarkan data yang diperoleh jenis eksplan yang paling
dominan adalah daun dan bagian tumbuhan yang berada di atas
tanah. Kalus merupakan tipe kultur yang paling banyak digunakan
untuk produksi antioksidan. Medium yang paling banyak
digunakan adalah medium MS. Jenis zat pengatur tumbuh yang
digunakan berkaitan dengan tipe kultur. Induksi kalus banyak
dilakukan menggunakan 2,4-D yang merupakan auksin kuat.
Metode a-diphenyl-B-picrylhydrazyl (DPPH) merupakan metode
yang paling banyak digunakan karena metode ini sederhana, murah,
dan cepat. Hasil penelitian menunjukkan senyawa bioaktif yang
diproduksi adalah kelompok flavonoid dan fenolik. Berdasarkan
informasi yang ada maka dapat disimpulkan bahwa kultur in vitre
dapat digunakan untuk produksi senyawa antioksidan dengan
bermacam-macam cksplan, tipe kultur, medium dan ZPT. Analisis

aktivitas antiokasidan pada kultur 7» vitre dapat dilakukan
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3.1 Pendahuluan

Produksi radikal bebas (ROS) yang berlebihan di dalam
tubuh telah berdampak pada berkembangnya beberapa penyakit
kronis dan degeneratif seperti kanker, neurodegeneratif, penyakit
pernafasan maupun pencernaan. Secara fisiologis konsentrasi ROS
diatur oleh keberadaan antioksidan, baik antioksidan endogen
maupun cksogen. Defisiensi antioksidan dapat disebabkan oleh
kejadian peradangan berkelanjutan seperti penyakit paru-paru
kronis, radang usus, gangguan neurodegeneratif, penyakit
kardiovaskular, dan penuaan (Aging). Kombinasi dari defisiensi
antioksidan dan malnutri dapat menyebabkan kerentanan terhadap
stress oksidatif yang dapat meningkatkan resiko terjadinya kanker.
Implikasi ROS dalam etiologi beberapa penyakit kronis dan
penyakit inflamasi menunjukkan bahwa terapi berbasis antioksidan
dapat dijadikan sebagai strategi terapeutik yang dapat meningkatkan
kapasitas antioksidan individu dalam pengobatan jangka panjang

[1].

46 | Produksi Senyawa Bioaktif




Potensi antioksidan dalam pemanfaatannya sebagai strategi
terapeutik dalam pengobatan jangka panjang ini, memberikan
peluang untuk mengeksplorasi sumber antioksidan eksogen yang
dapat dikembangkan. Salah satu jenis antioksidan yang banyak
diteliti dan dikembangkan teknik produksinya adalah glutathion,
Antioksidan glutathion telah banyak dimanfaatkan di bidang
farmasi, kosmetik dan makanan. Salah satu pemanfaatannya adalah
dalam mengatur fungsi sel kekebalan untuk mengendalikan infeksi
Mycobacterium tuberculosis [2-5]. Status pertumbuhan pada anak-
anak penderita cystic fibrosis dapat ditingkatkan dengan pemberian
L-glutathion tereduksi secara oral, selain itu juga mengatasi
peradangan usus yang diderita oleh mereka [6].

Glutathion merupakan suatu protein sederhana yang
tersusun dari tiga asam amino yaitu asam glutamat, sistein, dan
glisin. Semua sel eukariotik pada umumnya dapat menghasilkan
glutathion yang disebut dengan glutathion intraseluler dengan
konsentrasi sckitar 5 mM setiap sel, tetapi dengan tingginya kadar
ROS di dalam sel, kadang diperlukan juga tambahan glutathion
untuk mengatasi stres oksidatif yang terjadi di dalam sel [7].

Manfaat glutathion yang banyak tersebut memberikan
peluang untuk pengembangan teknik produksi glutathion. Biaya
produksi yang masih relatif tinggi sering menjadi salah satu kendala
yang ditemui. Oleh karena itu mengembangkan suatu metode
dengan memanfaatkan mikroorganisme untuk menghasilkan
glutathion menjadi sebuah potensi yang dapat dikembangkan. Salah
satunya dengan memanfaatkan mikroorganisme Saccharomyces
cerevisiae sebagai sel host untk memproduksi glutathion.

Metode produksi glutathion ada beberapa strategi di
antaranya adalah menggunakan metode kimiawi, metode enzimatik,

dan metode fermentasi. Pemanfaatan §. cerevisiae merupakan salah
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satu contoh metode produksi glutathion dengan fermentasi. Kelebi-
han metode fermentasi ini adalah selain biaya yang dibutuhkan lebih
murah daripada metode yang lain, hasil akhir yang diperoleh pada
metode ini sudah dalam bentuk L-isomer, dimana secara fisiologis
glutathion dalam bentuk L-isomer merupakan bentuk aktif yang
siap digunakan [8]. Metode fermentasi menggunakan S. cerevisiae
juga tidak lagi membutuhkan penambahan ATP maupun coenzim,
karena secara alami mikroorganisme tersebut mampu menghasilkan
ATP dan coenzim yang dibutuhkan dalam sintesis glutathion.
Metode fermentasi adalah metode yang dikembangkan dengan
memanfaatkan mikroorganisme dan penambahan gula sebagai
substratnya dalam proses fermentasi untuk biosintesis glutathion.
Mikroorganisme yang berperan dalam metode fermentasi adalah
kelompok yeast seperti Saccharomyces, Candida, Kluyveromyces,
Pichia, Rhodotorula, Hanserzula, Debaryomyces, Torulopsis. Dari
kelompok yeast tersebut yang sering digunakan adalah S. cerevisiae
dan Candida utilis [9 - 10].

Hal lain yang perlu dipertimbangkan dalam produksi
glutathion adalah kehalalannya, selama ini kebutuhan glutathion
masih dipenuhi produk import dimana bahan protein yang diguna-
kan belum diketahui kehalalannya. Sumber protein meskipun
berasal dari mikroorganisme, tetap harus terjaga kehalalannya. Hal
ini telah diatur di dalam MUI FATWA no 1/2012 tentang produk
dari mikroorganisme. Bahwa produk dari mikroorganisme harus
terhindar dari bahan yang berbahaya, tidak menyebabkan suatu
penyakit dan tidak menggunakan bahan atau media yang
mengandung najis. Jika seandainya menggunakan bahan yang tidak
halal, maka dapat dilakukan purifikasi untuk memisahkan dari

media atau bahan yg mengandung najis tersebut. Dengan menjaga
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bahan material yang digunakan dapat mengatasi permasalahan
kekuatiran akan hal ini.

Pemanfaatan S. cerevisiae sebagai mikroorganisme penghasil
glutathion, masih berpotensi untuk dilakukan penelidan lebih
lanjut. S. cerevisiae secara alami memiliki kemampuan untuk
menghasilkan glutathion intraseluler yang berfungsi sebagai
perlindungan sel terhadap stres oksidatif yang terjadi di lingkungan-
nya. Dengan melakukan penambahan bahan penyusun glutathion
yaitu sistein, asam glutamat dan glisin, diharapkan glutathion yang
dihasilkan dapat ditingkatkan. Langkah yang lain juga dapat
dilakukan dengan penambahan oksidan untuk memicu terjadinya
stress oksidatif pada S. cerevisiae sehingga produksi antioksidan
termasuk glutathion dapat meningkat. Pada dekade terakhir
penelitian tentang peningkatan produksi glutathion juga dilakukan
dengan pendekatan rekayasa genetik. Dalam buku ini perkembang-
an penelitian terkait produksi antioksidan khususnya glutathion
akan dibahas baik dari sisi metode fermentasi, induksi dengan

oksidan maupun melalui pendekatan teknik rekayasa genetik.

3.2 Metode

Produksi antioksidan glutathion dengan memanfaatkan S.
cerevisiae memiliki potensi untuk terus dikembangkan. Oleh karena
itu studi tentang hal ini dapat dilakukan dengan berbagai tahapan
dan langkah kerja, yaitu melalui studi literatur dan eksperimen di
laboratorium. Penjelasan tentang produksi antioksidan glutathion
oleh S. cerevisiae dalam buku ini menggunakan pendekatan literatur
review berdasarkan penelitian-penelitian yang rtelah dilakukan
sebelumnya. Serta berdasarkan hasil eksperimen di laboratorium
dengan melakukan modifikasi media tumbuh §. cerevisize unruk

meningkatkan produksi glutathion.
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Penelitian terdahulu yang digunakan sebagai rujukan
diperoleh dari artikel ilmiah yang telah dipublikasikan di jurnal
ilmiah di beberapa publisher seperti Elsevier dan Springer Journal,
selain itu juga dari laman bibliografi seperti MEDLINE database
dan google scholar. Artikel-artikel yang dipilih adalah artikel hasil
penelitian tentang modifikasi media kultur S. cerevisize dan rekayasa
genetik S. cerevisiae yang bertujuan untuk meningkatkan produksi
glutathion.

Salah satu modifikasi media tumbuh S. cerevisiae yang
dilakukan untuk meningkatkan produksi glutathion adalah dengan
suplementasi ekstrak kedelai sebagai sumber asam amino bahan
dasar pembentukan glutathion. Selain itu digunakan media YPD
modifikasi yang terbuat dari yeast extract 1% (w/v) (Bacto™),
ckstrak kaldu daging 2% (w/v) dan ckstrak papaya 2% (wi/v).
Penggunaan ekstrak daging dalam hal ini menggantikan fungsi
pepton dan ckstrak papaya sebagai pengganti dekstrosa. Pe-
nambahan ekstrak kedelai dilakukan pada saat kultur 8. cerevisiae
memasuki fase stasioner yaitu pada jam ke 24. Kultur S. cerevisiae
dilakukan selama 44 jam pada suhu 30°C dengan kecepatan 180
rpm. Dengan memastikan semua bahan yang digunakan terutama
media kultur S. cerevisiae meyakinkan kita terkait kehalalan produk
yang dihasilkan. Pengukuran kadar glutathion yang dihasilkan oleh
S. cerevisiae dilakukan menggunakan metode Ellman, yaitu dengan
mencampur 0,1 mM DTNB 95 pL. dengan 5 pL sampel, kemudian
diinkubasi pada suhu ruang selama dua menit dan diukur
absorbansinya dengan metode spektrofotometri  menggunakan

ELISA reader pada panjang gelombang 405 nm.

3.3 Hasil dan Pembahasan
Ekstrak kedelai diperoleh dari proses ekstraksi air dan untuk

meningkatkan kadar asam amino pembentuk glutathion dengan
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cara penambahan asam asetat pH 5. Fungsi dari penambahan asam
asetat ini adalah memecah protein menjadi asam amino. Dengan
penambahan asam asetat pH 5 dan diinkubasi pada suhu ruang
selama 30 menit telah terbukt dapat meningkatkan kadar asam
amino yang terkandung dalam ekstrak kedelai [11]. Diketahui dari
penelitian sebelumnya bahwa perlakuan pH dan suhu saat proses
ekstraksi dapat meningkatkan konsentrasi asam amino pada ekstrak
kedelai [12-13]. Ekstrak kedelai ini dapat digunakan sebagai bahan
suplemen pada media kultur S. cerevisiae sebagai sumber asam
amino, karena konsentrasi glutation dapat ditingkatkan dengan
adanya penambahan asam amino bebas [14-16].

Penelitian lain oleh Hara [17] menggunakan strategi yang
berbeda yaitu dengan melakukan rekayasa genetik pada S. cerevisiae
schingga mampu mengekspresikan protease pada permukaan selnya.
S. cerevisiae transforman ini mampu memanfaatkan protein kedelai
untuk mensuplai kebutuhan asam amino dalam proses sintesis
glutathion. Seperti telah lama diketahui bahwa kedelai merupakan
salah satu sumber nutrisi berprotein tinggi, kandungan protein pada
kedelai dapat mencapai 40% dari berat keringnya [18]. Asam amino
sistein, asam glutamart, dan glisin yang terkandung dalam kedelai
dapat mensuplai kebutuhan bahan dasar pembentukan glutathion
di dalam sel S. cerevisiae.

Penelitian dengan perlakuan penambahan ekstrak kedelai di
jam ke 24 kultur S. cerevisiae terbukti telah meningkatkan produksi
glutathion (Gambar 6). Produksi glutathion dari S. cerevisiae diukur
secara intraseluler dan ekstraseluler. Perlakuan penambahan ekstrak
kedelai pada konsentrasi 10, 20, dan 30 mg/mL ke dalam media
kultur S. cerevisize menghasilkan glutathion intraseluler dengan
konsetrasi yang tidak berbeda nyata dengan control (tanpa

penambahan ckstrak kedelai). Sedangkan peningkatan kadar
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glutathion intraseluler menunjukkan perbedaan yang nyata pada
penambahan konsentrasi ekstrak kedelai 40 mg/mL (p<0,05).
Sedangkan hasil produksi glutathion ekstraseluler menunjukkan
hasil yang sejalan dengan produksi glutathion intraseluler dimana
memberikan hasil yang berbeda nyata pada penambahan ckstrak
kedelai konsentrasi 40 mg/mL. Meskipun kadar glutathion
ekstraseluler lebih tinggi jika dibandingkan dengan glutathion

intraseluler.
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Gambar 6: Kadar glutathion (GSH) intraseluler dan ekstraseluler
menggunakan media ekstrak pepaya dan daging sapi ditambah
ekstrak kedelai. Pemberian ekstrak kedelai 40 mg/ml dapat
meningkatkan produksi GSH. Konsentrasi GSH tertinggi berturut-
turut adalah 0,28 x 107 M dan 0,52 x 107 M per sel S. cerevisiae,
intraseluler dan ekstraseluler. Histogram menyajikan mean + SD
dari konsentrasi GSH per sel, dan analisis varians dilakukan pada
nilai P< 0,05.

Penambahan ekstrak kedelai 40 mg/mL pada media kultur

S. cerevisiae dapat meningkatkan konsentrasi glutathion intraseluler
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59,93% lebih tinggi dari pada kontrol, sedangkan konsentrasi
glutathion ekstraseluler meningkat 60,46% dari kontrol pada
penambahan ekstrak kedelai 30 mg/mL. Glutathion intraseluler
adalah glutathion yang disintesis di dalam sel S. cerevisiae sedangkan
glutathion ckstraseluler adalah glutathion yang disintesis di dalam
sel dan dibawa keluar sel melalui suatu protein transporter [19,20].
Hasil dari penelitian ini sejalan dengan penelitian yang dilakukan
oleh Kresnowati [21] dimana penambahan sistein pada sintesis
glutathion merupakan salah satu strategi yang dapat digunakan
untuk meningkatkan konsentrasi glutathion. Hal ini penting karena
kelompok sulthydryl (SH) dipengaruhi oleh adanya penambahan
sistein sebagai donor elektron yang kuat [10]. Keberadaan sistein di
dalam sel menunjukkan seberapa banyak glutathion dapat
diproduksi. Konsentrasi glutathion sitosol pada kelompok yeast
dapat mencapai 13 mM [22].

Glutathion dalam sintesisnya dikatalisis oleh dua enzim
sitosolic ATP-dependent yaitu enzim gamma glutaralcystcine
synthetase (GSH1) dan glutathion synthetase (GSH2). y-carboxyl
grup pada L-glutamat berkonjugasi dengan L-cystein melalui
mekanisme phosphorilasi y—carboxylate L-glutamat oleh ATP
menghasilkan y—glutamyl phosphate intermediate, kemudian L-
cystein sebagai nucleophile menempel pada y—glutamyl phosphate
intermediate membentuk y-glutamylcysteine. Dipeptida tersebut
kemudian berikatan dengan glisin membentuk glutathion [23].

Penelitian tentang upaya peningkatan produksi glutathion
pada § cerevisiae sudah lama dilakukan, tahun 2004 Wen bersama
dengan tim risetnya memberikan penambahan asam amino sistein,
asam glutamat, glisin, serin, arginin, dan metionin untuk
meningkatkan produksi glutathion pada S. cerevisiae [24]. Penelitian

berlanjut satu tahun kemudian yang mendapatkan kesimpulan
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bahwa asam glutamat, sistein, dan glisin merupakan asam amino
penting dalam sintesis glutathion [14]. Penelitian lain yang
mendukung hasil tersebut menyatakan bahwa penambahan asam
amino penyusun glutathion merupakan faktor penting yang dapat
dilakukan untuk meningkatkan produksi glutathion [25]. Peman-
faatan sumber protein lainnya juga telah dilakukan dengan
menggunakan ekstrak ikan pada media kultur S. cerevisiae telah
terbukti dapat meningkatkan produksi glutathion [26]. Strain &.
cerevisiae yang digunakan juga dapat menentukan banyaknya
glutathion yang dihasilkan, karena perbedaan strain S.cerevisiae
menghasilkan konsetrasi glutathion yang bervariasi, salah satu yang
terbanyak adalah S. cerevisiae FF-8 yang dikulturkan pada media
yang mengandung glukosa 3% (w/v), yeast ekstrak 3%, KH,PO;
0,06% dan L-Sistein 0,06% dapat menghasilkan glutathion
sebanyak 90 mg/L [27-28].

Strategi lain dalam upaya optimalisasi produksi glutathion
juga dapat dilakukan dengan pendekatan rekayasa genetik.
Pemberian Ethyl Methanesulfonat (EMS) 2% ke dalam media
kultur S. cerevisize dapat menyebabkan mikroorganisme ini
mengalami mutasi [28]. S. cerevisiae mutan ini mampu mempro-
duksi glutathion lebih banyak dibandingkan wildtypenya. Produksi
glutathion juga dapat ditingkatkan melalui pemanfaatan sumber
gula selain glukosa, dengan cara membuar rekayasa genetik pada S.
cerevisiae. Melakukan overekspresi gen XR, XDH, dan XK, dimana
ketiga gen tersebut mengkode secara berurutan protein enzim xylose
reductase, xylitol dehydrogenase, D-xylulokinase yang berperanan
dalam metabolisme D-xylose (merupakan gula turunan dari
lignoselulosa). Dengan overekspresi ketiga enzim tersebut, S.
cerevisiae dapat memanfaatkan D-xylose sebagai sumber karbon saat

proses fermentasi mikroorganisme tersebut dalam memproduksi
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glutathion [29]. S. cerevisiae juga dapat dirckayasa schingga
memiliki kemampuan untuk melakukan kombinasi tiga pathway
untuk melakukan sintesis glutathion. Tiga pathway tersebut adalah
G pathway yaitu sintesis glutathion yang dikaralisis oleh enzim
GSH1 dan GSH2; F pathway yaitu memanfaatkan enzim
glutamate-systeine ligase (GshF) yang memiliki peran yang sama
dengan GSH1 dan GSH2 schingga dapat mengkatalisis sintesis
glutathion; dan P pathway yaitu kerja enzim Prol mengubah
glutamat menjadi y-glutamyl phosphate yang kemudian bereaksi
dengan sistein sehingga terbentuk y-glutamyl cysteine dan berikatan
dengan glisin menghasilkan glutathion [16].

Peningkatan produksi glutathion berdampak pada akumu-
lasi konsentrasi glutathion di dalam sel, secara fisiologi direspon oleh
sel untuk mengakritkan mekanisme feedback inhibition. Glutahion
dalam jumlah yang tinggi di dalam sel dapat menghambar aktivitas
enzim GSH1 dengan cara competitive inhibition antara glutathion
dengan asam glutamat pada perlekatan sisi aktif asam glutamat
enzim GSHI1 (Nonallostric feedback inhibition), serta mengganggu
koordinasi Mg** pada situs aktit ATP [30,31]. Hal ini dapat diatasi
dengan melakukan rekayasa genetik untuk overekspresi gen GXAI
(glutathione export ABC protein) pada S. cerevisiae schingga
glutathion yang dihasilkan dapac dickskresikan keluar = sel
(glutathion ekstraseluler) [20]. Berdasarkan dari hasil beberapa
penelitian yang telah diuraikan dapat ditarik kesimpulan bahwa
penelitian tentang upaya peningkatan produksi glutathion oleh S.
cerevisiae masih memberikan peluang untuk terus dikembangkan,
baik secara mikrobiologis dengan melakukan modifikasi media
kulturnya maupun dengan pendekatan rekayasa genetik pada S.

CEFeViside.
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3.4 Ringkasan

S. cerevisiae memiliki potensi yang besar untuk dikembang-
kan sebagai uniseluler penghasil antioksidan glutathion. Dengan
berbagai strategi seperti modifikasi media kulturnya untuk men-
suplai kebutuhan sumber nitrogen dan sumber karbon dalam proses
fermentasi untuk sintesis glutathion. Juga dapat dilakukan rekayasa
genetik pada gen-gen yang mengkode protein enzim yang memiliki
peran dalam proses sintesis glutathion. Selain memanfaatkan asam
amino bebas sebagai bahan penyusun glutathion, dapat juga
digunakan ekstrak kedelai sebagai subtitusi asam amino bebas. Gen-

gen yang terlibat dalam mekanisme sintesis glutathion diantaranya

adalah GSHI, GSH2, dan GXAI.
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BAB IV

Senyawa Bioaktif Potensial Pada Tomat: Temuan
Tomatidine Pada Ekstrak Tomat Berbagai Pelarut
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4.1 Pendahuluan

Tomat (Lycopersicum esculentum Linn) merupakan salah
satu sayuran yang memiliki kandungan senyawa metabolit sekunder
melimpah. Senyawa utama seperti golongan karotenoid, termasuk
B-karoten dan likopen saat ini dikenal sebagai senyawa metabolit
sckunder utama pada tomat yang efektif menangkal radikal bebas
[6], menurunkan kadar kolestrol total [16], trigliserida dan
meningkatkan kadar kolestrol-HDL [13]. Selain karotenoid, dalam
lg ckstrak tomat yang dikukus juga mengandung kurang lebih
22,98 mg/ 100 g vitamin C dan 0,41 mg/ 100 g a-tokoferol [11].
Lebih lanjut, tidak menutup kemungkinan adanya senyawa
potensial lain dalam tomat yang memiliki potensi terapuetik.

Tomat masih menyimpan banyak potensi senyawa

metabolit sckunder salah satunya adalah tomatidine. Tomatidine
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merupakan alkaloid-steroid yang dapat dickstraksi dari kulit dan
daun tomat. Tomart hijau mentah mengandung hingga 500 mg
tomatine per kg sedangkan tomat merah matang memiliki kurang
dari 5mg / kg. Kandungan bioaktif tomat berfungsi sebagai
antioksidan dan herba melawan pathogen seperti malaria [10].
Tomatidine adalah metabolit aglycon dari tomatine dan terbukdi
menggunakan berbagai aktivitas biologis yang bermanfaat seperti
anti-kanker, anti-inflamasi dan peningkatan kesehatan otot.
Tomatidine ditemukan berpotensi mengurangi replikasi bakteri
patogenik Streptococcus aureus [7], serta memiliki aktivitas antivirus
terhadap beberapa jenis virus termasuk Sunnhemp rossettevirus,
human herpes simplex virus, human respirasi syncytial, dan virus
influenza [9].

Tomatidine berpotensi untuk dikembangkan sebagai
kandidat obat dan antisipasi eutbreak pandemic hingga mutasi sel
kanker [4,21]. Meskipun demikian, perlu adanya upaya identifikasi
untuk mengetahui kandungan senyawa tomatidine pada tomat,
terutama proses ekstraksi yang paling baik. Proses ekstraksi sangat
dipengaruhi oleh jenis pelarut untuk memperoleh senyawa target,
yang dapat dibedakan menjadi pelarut polar dan non-polar [1].
Kedua jenis pelarut tersebut memiliki kemampuan berbeda dalam
mengekstraksi senyawa metabolit sekunder [19]. Berdasarkan
uraian di atas, maka penelitian ini dilakukan dengan tujuan
penemuan senyawa bioaktif potensial tomatidine pada tomat pada
berbagai pelarut. Hal tersebut sebagai upaya untuk memperoleh
pelarut isolasi yang tepat dalam mengekstraksi senyawa potensial

berdasarkan karakteristik kimia.

4.2 Metode

Penelitian ini menggunakan gualitative model: observational

exploratory dengan teknik analisis diskriptit kualitatif. Penelitian
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dilakukan di Laboratorium Gizi, Fakultas [lmu Gizi, Universitas
Kartolik Soegijopranoto  (UNIKA) untuk pembuatan ekstrak.
Kuantifikasi senyawa bioaktif tomat dilakukan di Laboratorium
Penelitian dan Pengujian Terpadu (LPPT), Universitas Gadjah
Mada (UGM).

4.2.1 Ekstraksi Tomat

Sebanyak 80 kg tomat merah segar varietas Lentana
diperoleh dari sentra sayuran Bandungan, Kabupaten Semarang.
Tomat yang telah dicuci bersih menggunakan air mengalir dan
dibuang bagian kaliknya dipotong menjadi kecil dan dikukus pada
suhu 120 °C selama 30 menit. Tomat yang telah dikukus kemudian
dihaluskan dibagi menjadi empat bagian yang ditempatkan pada
wadah plastic berkapasitas 5 L. Proses ekstraksi dilakukan dengan
metode maserasi, yaitu dengan menambahkan etanol 70%, aquades,
petroleum eter, dan chloroform secara terpisah pada masing-masing
wadah plastik hingga volume mencapai dua kali lipat tomat kukus.
Campuran tomat dan pelarut kemudian didiamkan selama 24 jam,
kemudian larutan tomat dievaporasi hingga diperoleh pasta untuk

analisis gas chromatography mass spectraphotometry (GC-MS).

4.2.2  Pengujian GC-MS

Sebanyak 0.3 mL dari masing-masing sampel dilarutkan
kembali menggunakan MeOH 1 mL dalam ependorf dan di vortek
sampai homogen dan dilanjutkan dengan sentrifugasi selama 3
menit kecepatan 9000 rp. Supernatan kemudian dipindahkan
dalam vial GC untuk diinjeksikan pada mesin GC-MS. Adapun
mesin yang digunakan merupakan Thermo Scientific Trace'™ 1310
Gas Chromatography (Thermo Fisher Scientific: Waltham, USA).
Adapun spesifikasi instrument yaitu Column: HP-5MS UI, carrier
gas yang digunakan adalah Helium UHP (He) dengan suhu injektor

yaitu 260 °C. Laju pemisahan molekul yaitu 50 ml/min dengan
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rasion 50:50 dan front inlet flow: 1,00 ml/min. Suhu MS-zransfer
line sebesar 250 °C dan ion source sebesar 200 °C, purge flow sebesar
3 ml/ min, gas saver flow yaitu sebesar 5 ml/ min dan gas saver time

selama 5 min

4.3 Hasil dan Pembahasan

Analisis GC-MS menggabungkan teknik analisis kromatografi
gas dengan kemampuan analisis deteksi spektromertri massa meng-
gunakan prinsip kerja pemisahan senyawa metabolit sekunder pada
tomat berdasarkan perbedaan kepolaran. Hasil analisis senyawa
bioaktif pada tomat dengan pelarut berbeda-beda menunjukkan
adanya perbedaan profil molekul yang terdeteksi pada waktu
pembacaan berbeda. Jumlah grafik teramati lebih banyak ditemu-
kan pada senyawa non-polar dibanding pelarut polar (Gambar 7.).
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kandungan senyawa bioaktif pada jenis pelarut yang berbeda

Profil separasi molekul berbeda juga ditunjukkan pada
masing-masing pelarut. Pelarut polar yaitu aquadest memiliki wakeu
separasi lebih singkat dibanding pelarut lain, diikuti ekstrak dengan
pelarut alcohol, sedangkan waktu separasi terlama ditunjukkan oleh
pelarut chloroform. Meskipun demikian jumlah senyawa yang
terdeteksi GC-MS paling banyak diperoleh dari pelarut petroleum

eter, mencapai 77 senyawa (Gambar 8.)

OC Rantai Panjang
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B Total

Aquadest
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L
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Gambar 8: Perbedaan jumlah total senyawa bioaktif pada tomat

yang diekstraksi menggunakan jenis pelarut yang berbeda
Berdasarkan hasil penclitian, senyawa bioaktif dapat ter-

ckstraksi lebih banyak menggunakan pelarut non-polar dibanding

pelarut polar. Selain itu, penggunaan etanol 70% sebagai pelarut
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juga menunjukkan profil senyawa bioaktif paling sedikit dibanding
pelarut polar yang lain. Hal tersebut kemungkinan disebabkan oleh
adanya campuran aquades pada alcohol yang mempengaruhi tingkat
kelarutan senyawa. Meskipun dapat mengekstraksi senyawa bioaktif
lebih banyak, namun petroleum eter tidak terlalu efekdif untuk
mengekstraksi senyawa C rantai pendek. Secara spesifik, senyawa
fitosterol lebih banyak ditemukan pada tomat yang diekstraksi

dengan petroleum eter, ditampilkan pada Table 1.

Tabel 5: Persentase fitosterol pada buah tomat.

Rumus Konsentrasi senyawa (%)
Nama IUPAC Maolekul 5 o = ry
G-Methoxy-2,7 . 8-trimethyl-2- C29H5002 | 9.02 29.28 - -
(4,8,12-trimethylridecyl)chroman
Methyl 9-cis 1 1-rrans- | CI9H3402 | 21.25 - - -
octadecadienoate
Butanedioic acid, hydroxy-, (5)- C4HO605 - - 25.25 26.37
2,5-Hexanedione, 3,4-dihydroxy- | CBH1404 - . (.56 19.56
3, 4-dimethyl-
N-Hydroxymethylacetamide C3H7NO2 | - - 9.80 15.82
Pentadecanoic acid, methyl ester Cl16H3202 | 15.80 - -
4,4,0a,6b,8a,11,12,14b- C30H5>202 15.10 - -
Ocramethyl-docosahydropicene-
3.13-diol
Acetic  acid,  34-dihvdroxy-3- | CTH1404 | - - 13.53 -
methyl-buryl ester
6-Octadecenoic acid, methyl ester CI9H3602 | 13.42 - - -
Butanoic acid, cthyl ester CoH1202 - 3.89 13.59 -
(+)--Tocopherol, O-methyl- C29HS5002 | 10.41 2.83 - -
Oxirane-2-carboxylic  acid, ethyl | CSHB803 - - 10,17
ester
9,10-Sccocholesta-5,7,10(19)- C27H4403 | - 8.76 -
rriene-3,24,25-rriol, (30,57,7E)-
Dihydroxyacetone C3H603 - - 7.67 -
Isoxazolidine-3, 5-dicarboxylic acid, | CTH1INGS | - - - 6.90
dimethyl ester
d-Glycero-d-ido-heptose C7H1407 | - - 6.02 -
Hepradecanoic acid, 15-methyl-, | CI9H3802 | 5.66 2.31 - -
methyl ester
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MNama [UPAC

Rumus

Konsentrasi senyawa (%)

Molelcul P C E A
1-{+)-Ascorbic acid 2,6- | C3IBHGBOE | 3.73
dihexadecanoare
I-Heptatriacotanol C37H760 0.37 4.31
trans- 1 3-Octadecenoic acid, | C19H3602 | 3.31 -
methyl ester
Docosanoic acid, 1,2,3- | Co9H13406 | 2.25 0.81
propanetriyl ester
13,16-Ocradecadiynoic acid, | C19H3002 | 0.08 1.59 277
methyl ester
17-(1,53-Dimethylhexyl}-2,3- C27H4403 4.20
dihydroxy-10,13-dimethyl-
1,2,3,7.8.9,10,11,12,13,14,15,16,
17-
tetradecahydrocyclopentala phena
nthren-G-once
1b,4a-Eposxy-2H- C28H38011 4.92
cyclopental 3,4]cyclopropal 8,9]cycl
oundec[1,2-bloxiren-3(1aH)-one,
2,7,9,10-
tetrakis{acetyloxy)decahydro-
3,6,8,8,10a-pentamethyl-
ta, | 4a-Methanopicene, perhydro- | C30H500 3.84
1,2,4a,6b,9.9,12a-hepramethyl-10-
hydroxy-
9,12-Octadecadienoic acid, methyl | C19H3402 - 3.81
ester, (E.E)-
d-Glycero-d-galacto-heprose C7H1407 - 3.91
L-Glucose CoH12006 - 3.50
Hexadecanoic acid, 2- | C36H7203 3.42
{octadecyloxy)ethyl eseer
(1R,25,45,5'S,65,75,8R,95,125,13 | C27H45NO2| 1.05 2.44 .09
5,165,185)-3.7.9,13-
tetramethylspiro[ 5-oxapentacyclo
[10.8.0.02,9.04,8.013,18]icosane-
6,2'-piperidine]-16-o0l *
M-Isopentyl-N-nitroso- CIOH22NZO 3.30
pentylamine
Deoxyspergualin C17HATNTOS - - 2.71
l-ala-l-ido-ocrose CEH1008 0.0 1.86 0.18
Spitost-B-en-11-one, 3-hydroxy-, | C27H4004 1.76

(3H,5a,144,208,226,25R)-
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Rumus Konsentrasi senyawa (%0)

Nama IUPAC Maolekul P C E A

Senyawa lain (termasuk firosteroid 22.62 3983 12.13 4.29
dengan  komposisi < 1% dan

senyawa non fitosteroid)

Keterangan: tanda bintang (*) menunjukkan keberadaan
tomatidine. P = petroleum eter; C = chloroform; E = ethanol 70%;

A = Aquadestt.

Gambar 9: Perbandingan rumus kimia steroid (A) dan tomartidine
(B) yang terdapat pada tomat. Tanda panah menunjukkan letak
percabangan rantai samping.

Hasil pengujian GC-MS menunjukkan bahwa tomatidine
ditemukan pada ketiga pelarut namun tidak ditemukan pada pelarut
air. Hal tersebut sesuai dengan sifat fisikokimia tomatidine yaitu
golongan phytosteroid yang terlarutkan dalam pelarut non-polar.
Hal yang menarik adalah beberapa senyawa, termasuk tomatidine
cenderung lebih banyak ditemukan pada pelarut chloroform
dibanding petroleum eter dan ethanol 70%.

Prosedur ekstraksi merupakan tahapan yang krusial dalam
memperoleh senyawa yang target. Pemahaman tentang karakter
fisikokimia senyawa target menjadi sangat penting sebagai landasan
berpikir dalam menentukan jenis pelarut yang harus digunakan

[19]. Dalam penelitian ini, ekstraksi tomatidine yang merupakan
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senyawa non-polar golongan fitosteroid lebih, cocok dilakukan
menggunakan pelarut non-polar seperti klorofom, petroleum eter
atau pelarut semi polar seperti ethanol dengan kemurnian 70% atau
lebih. Hal tersebut karena, strukrur atau jenis atom penyusun
senyawa bioaktif sangat menentukan karakter fisikokimia, seperti
pH, polaritas [15], dan stabilitas termal yang mempengaruhi
interaksi antar atom dengan pelaruc [18].

Pelarut non-polar dalam penelitian ini adalah chloroform
dan petroleum eter memiliki konstanta dielektrik yang rendah dan
melarutkan senyawa non-polar dengan tekanan internal yang sama
melalui interaksi dipol terinduksi [23]. Berbeda dengan kelarutan
senyawa polar menggunakan pelarut aquades yang lebih disebabkan
oleh adanya proses ionisasi, pada pelarut non-polar kelarutan lebih
disebabkan oleh gaya lemah dipol sesaat pada interaksi Van-Der-
Waals [2]. Sedangkan pada pelarut semi-polar seperti etanol 70%,
gaya dipol sesaat dapat mempengaruhi derajat polaritas yang
menyebabkan senyawa non-polar dapat terlarut. Pelarut semi-polar
bertindak sebagai perantara yang menyebabkan bercampurnya
cairan polar dan non-polar [22].

Mayoritas senyawa yang teridentifikasi melalui GC-MS
merupakan golongan fitosterol dan turunan alkaloid. Fitosterol
merupakan anggota dari keluarga triterpene yang memiliki strukeur
tetrasiklik dan rantai samping pada posisi C-17 (Gambar 9A).
Secara umum senyawa fitosterol memiliki struktur utama tetrasiklik,
dengan substitusi diposisi C-4 dan C-24 pada ranrai samping [14].
Sifat ketidakjenuhan senyawa dipengaruhi olch keberadaan rantai
samping dan cincin, serta konjugasi gugus hidroksil alkohol C-3
yang bermuatan dan berpotensi berikatan dengan asam fenolik,
asam lemak, atau karbohidrat [12]. Selain itu, fitosterol bebas sering

mengandung ikatan rangkap pada cincin-B antara C-5 dan C-0,
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atau C-7 dan C-8, juga discbut sebagai 5— dan 7-sterol (tergantung
letak posisi ikatan rangkap yang biasanya menjadi pengenal/
karakter khas spesies tumbuhan tertentu [14]. Sebagai contoh,
fitosterol pada mayoritas tumbuhan memiliki strukwur S-sterol,
namun soesies tertentu dari family Amaranthaceae dan
Cucurbitaceae didominasi dengan struktur 7-sterol [17].

Pengelompokan fitosterol dapat dilakukan menggunakan
keberadaan metil pada atom C-4, yang menjadi desmetil- (tanpa
gugus metal), 4-monometil- (satu molekul metil berikatan dengan
C-4), atau 4,4-dimetil sterol (dua metil). Selain itu, keberadaan
gugus alkil pada atom C-24 juga digunakan sebagai dasar
pengelompokan keragaman struktural fitosterol pada tumbuhan
tingkat tinggi dimana gugus metil, metilen, etil atau etilena dapat
terpasang pada C-24 [8]. Selanjutnya, beberapa kondisi yang cukup
jarang ditemukan pada fitosterol adalah adanya ikatan rangkap pada
rantai samping C-22 dan C-23 atau C-23 dengan C-24 yang
meningkatkan polaritas sterol. Terbatasnya gugus molekul yang
bersifat polar (hanya pada C-3 dan kemungkinan pada ujung bebas)
menyebabkan senyawa fitosterol tidak dapat larut dalam senyawa
non-polar [24].

Salah satu fitosterol yang memiliki potensi untuk dikem-
bangkan sebagai obat adalah tomatidine. Tomatidine memiliki
manfaat keschatan, terutama dalam mencegah terjadinya atrofi otot
melalui interaksi dengan activating transcription factor 4 (ATF4)
(mediator penting dalam mekanisme kelemahan dan atrofi otot
terkait usia), dan sarkopenia terkait penuaan [5]. Suplementasi
makanan dengan 0,04% tomartidine selama 10 minggu juga terbuktdi
mampu menurunkan kadar kolesterol plasma dan resiko
aterosklerosis [20]. Selain itu, tomatidine berperan dalam mem-

pengaruhi ekspresi gen ATF2 pada respon inflamasi virus (Mayra
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Diosa-Toro). Tomatidine terbuksi secara aktif meningkatkan
regulasi TIMP-1 dan RECK dan menurunkan regulasi MMP-2
pada sel adenocarcinoma A549 [3].

Berdasarkan keterangan di atas, perbandingan strukrur
kimia tomatidine dengan fitosterol secara umum menunjukkan
adanya perbedaan, seperti ujung C-4 bebas dan C-3 mengandung
gugus hidroksi pada tomatidin. Selain itu, percabangan pada C-23
berikatan dengan N-24 dan menyisakan ujung yang kemungkinan
mengakibatkan perubahan polaritas kelarutan. Oleh sebab itu,
tomatidine dapat ditemukan pada pelarut ethanol 70% yang
mengandung molekul air. Meskipun demikian, polaritas tersebut
tidak cukup kuat untuk melarutkan tomatidine di dalam air yang
merupakan pelarut senyawa polar.

Tomatidine termasuk fitosteroid yang secara alami dapat
ditemukan di daun atau tomat hijau dan mengalami degradasi pada
tomata yang telah matang [3]. Oleh sebab itu, faktor pemilihan usia
tomat kemungkinan juga menjadi penyebab sedikitnya konsentrasi
tomatidine. Perlu adanya kajian lebih lanjut untuk menemukan

konsentrasi terbaik tomatidine pada berbagai jenis dan usia tomat.

4.4 Ringkasan

Penelitian ini menghasilkan beberapa temuan, yaitu bahwa
senyawa kandidat Tomatidine kemungkinan terdapat pada tiga
ekstrak tomat yaitu, ether, chloroform dan petroleum eter. Hal
tersebut diperkuat dengan adanya senyawa (1R,25,4S,5'S,6S,7S,
8R,9S,128,135,168,185)-5",7,9,13-tetramethylspiro[ S-oxapentacyclo
[10.8.0.02,9.04,8.013,18] icosane-6,2"-piperidine]-16-ol dengan
rumus molekul C;;HisNO: dan konsentrasi yang mencapai 2.44%
pada pelarut chloroform. Meskipun demikian, tomatidine bukanlah
senyawa bioaktif utama yang memiliki kandungan konsentrasi

paling tinggi pada tomat merah. Lebih lanjut, senyawa bioaktif
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tomat lebih banyak ditemukan pada pelaruc lipid daripada air.

Kemungkinan sifat senyawa bioaktif yang terkandung pada buah

tomat cenderung didominasi oleh karakrteristik sifat senyawa non-

polar. Hal tersebut mendukung fakta yang menunjukkan bahwa

perlunya lipid sebagai agen peningkat absorbsi nutrisi tomat di

dalam usus. Penelitian lebih lanjut perlu dikembangkan untuk

mengetahui konsentrasi terbaik senyawa tomatidine berdasarkan

usia buah tomat.
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5.1 Pendahuluan
Cassava merupakan tanaman yang berasal dari Amerika

Selatan, menyebar ke seluruh dunia termasuk Indonesia. Tanaman
ini sangat mudah tumbuh dan berkembang pada daerah tropis.
Cassava merupakan salah satu tumbuhan budidaya di Indonesia.
Tanaman ini memiliki banyak manfaat, terutama umbi dan
daunnya. Umbi Cassava merupakan sumber karbohidrat dan
menjadi makanan pokok di beberapa daerah. Cassava memiliki
beberapa nama daerah antara lain merupakan famili Euphorbiaceae
dengan taksonomi sebagai berikut:

Kingdom : Plantae

Divisi : Spermatopyhta

Subdivisi Angiospermae

Kelas : Dicotyledonae

Ordo : Euphorbiales

Famili : Euphorbiaceae

Genus : Manihot

Spesies < Manibot Uttilissima Pohl. Sin (Manihot esculenta
Crantz).
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Gambar 10: Daun Cassava (Manihot esculenta Crantz
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Daun Cassava (Manibot esculenta) merupakan salah sumber
antioksidan yang memiliki banyak manfaat untuk keschatan.
Beberapa kultivar Cassava memiliki kandungan antioksidan yang
berbeda-beda [1]. Perbedaan kandungan antioksidan pada berbagai
kultivar ini sangat wajar mengingat adanya perbedaan pada rtiap
kultivarnya. Jumlah klorofil ataupun perbedaan warna daun bisa
jadi menghasilkan kandungan antioksidan yang berbeda.

Persen penghambatan radikal bebas DPPH terkuat
dihasilkan oleh ekstrak metanol simplisia daun singkong dengan
nilai ICsy sebesar 92.10 mg/L yang tergolong antioksidan kuar [2].
Ekstrak methanol daun rebus dan ekstrak air menghasilkan nilai
ICso yang lebih tinggi, yang berarti lebih lemah dibanding ekstrak
methanol simplisia.

Analisis komponen fitokimia ekstrak daun singkong
(Manibot esculenta Crantz) menunjukkan ekstrak air dan ekstrak
methanol daun singkong mengandung senyawa alkaloid, flavonoid,
tannin, fenolik, dan saponin [2-3]. Senyawa- senyawa yang
terkandung dalam ekstrak daun Cassava memegang peran peting
pada pengaruhnya terhadap perubahan metabolisme maupun

patofisiologi sel, jaringan, organ dan system organ.
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Daun Cassava tidak hanya dimanfaatkan sebagai sayuran,
tetapi juga dimanfaatkan untuk pengobatan. Kandungan mineral,
elektrolit, flavonoid dan metabolit sekunder lainnya membuat daun
Cassava memiliki beberapa manfaat dalam bidang pengobatan atau
kesehatan. Kandungan zat aktif pada daun Cassava cukup banyak
dan zat akeif tersebut memiliki titik kerja pada struktur sel dan
jaringan schingga dapat mempengaruhi fungsi, atau memperbaiki
fungsi yang kurang optimal. Cukup banyak penelitian yang
menganalisis fungsi ekstrak daun Cassava pada variable-variabel
yang berkaitan dengan fungsi tubuh dan keschatan schingga perlu
dilakukan identifikasi dan klasifikasi.

5.2 Metode

Review dilakukan terhadap 19 artikel penelitian yang
dipublikasikan dari rahun 2006 sampai tahun 2021. Pencarian
artikel penelitian menggunakan kata kunci: Manibot esculenta,
Manibot utilissima, Cassava dan singkong. Artikel yang direview
hanya artikel dalam Bahasa Indonesia dan Bahasa Inggris. Review
artikel dilakukan secara sistematik dengan melihat pada variable
terikat dan tujuan penelitian dari artikel untwk mendapatkan
potensi ckstrak daun Cassava dalam bidang preventif dan kuratif
penyakit. Hasil review disajikan secara deskriptif dalam klasifikasi
pengaruh pemberian ekstrak daun Cassava terhadap kondisi

patologis tertentu.
5.3 Hasil dan Pembahasan

Antikanker

Kanker merupakan kelainan yang menimbulkan mortalitas
dan morbiditas cukup tingggi. Kanker terjadi karena adanya peruba-
han perilaku sel yang menjadi tidak terkendali. Proliferasi sel pada

jaringan kanker meningkat berlipat dari sel normal, sementara
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kemampuan untu apoptosis menjadi hilang atau sangat rendah,
sehingga jaringan kanker akan bertambah besar dengan cepat.
Kanker ganas bersifat invasive dan destrukeif sehingga dapat
menyebabkan metastase dan berakhir dengan kematian.

Ekstrak daun Cassava memiliki potensi sebagai anti kanker.
Uiji sitotoksik yang dilakukan pada sel Raji menunjukkan adanya
kemampuan ekstrak chloroform dan ethanol dari daun Cassava
dalam menghambat proliferasi sel kanker [4]. Ekstrak daun Cassava
juga berhasil menghambat proliferasi sel kanker ovarium (Caov-3)
dan dan kanker leher rahim (sel HeLa) [5]. Uji sitotoksik dengan
teknik MTT assay menunjukkan nilai 1Cso ekstrak aquadest daun
Cassava sebesar 38 pg/mlL pada sel Caov-3 dan 57 pg/mL [5]. Nilai
ICsy yang rendah juga ditunjukkan terjadap sel Raji, yaitu 71,865
ng/mL [4]

Fkstrak daun Cassava juga meningkatkan ekspresi protein
p53 [4]. Protein p53 dikenal sebagai the guardian of genome berperan
dalam menjaga sel dari mutasi dan kerusakan DNA yang dapat
menyebabkan berkembangnya sel normal menjadi sel kanker.
Meningkatnya ekspresi protein p53 setelah pemberian ekstrak daun
Cassava dapat memberikan keuntungan dimana p53 akan
mencegah sel-sel dengan kerusakan DNA berproliferasi sehingga
mengarahkan pada sel yang Kembali ke normal.

Linamarin merupakan salah satu zat akeif yang ada dalam
daun Cassava. Linamarin berperan sebagai antineoplastik dengan
melepaskan HCN selama proses hidrolisis. HCN yang dilepaskan
pada daerah sckitar sel kanker dapat menyebabkan kematian sel
secara bertahap karena adanya gen linamarase pada sel kanker.
Linamarin memiliki potensi sitotoksik yang lebih  baik
dibandingkan dengan tamoxifen dan etoposida karena kemampuan

berdifusi dari metabolit toksiknya yang lebih tinggi, dan juga karena
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dosisnya yang relative kecil schinggamudah didetoksifikasi olch sel
sehat di sekitarnya [5].

Terhambatnya proliferasi sel Raji juga disebabkan
kandungan B-karoten 5,6 dalam daun Cassava. B-karoten memiliki
mekanisme antikanker dengan metabolisme modulasi karsinogen
dan aktivitas antioksidannya, schingga memodulasi sistem kekeba-
lan, meningkatkan diferensiasi sel, merangsang komunikasi sel pada

gap junction dan mempengaruhi retinoid-dependent signals 4].

Penyembuhan Luka

Ekstrak daun Cassava memiliki potensi sebagai agen dalam
percepatan penyembuhan luka. Penelitian secara in vivo dan in vitro
menunjukkan hasil adanya perbaikan jaringan yang lebih cepat.
Pada penelitian in vivo, luka sayat pada kulit kelinci yang diberikan
ekstrak daun Cassava 20% mengalami penyembuhan hampir sama
cepat dengan kontrol positif [6].

Penggunaan gel ckstrak daun Cassava untuk penyembuhan
luka sayat juga menunjukkan hasil yang cukup bagus. Pada
konsentrasi 80% hasilnya hamper menyamai control positif [7].
Kuersetin sebagai salah satu flavonoid yang cukup ringgi dalam
ckstrak daun Cassava diperkirakan berperan dalam penghambatan
pembentukan mediator kimia prostaglandin, leukotrin dan histamin.

Ekstrak daun Cassava tidak hanya mempercepat penyem-
buhan luka sayat, namun juga memiliki efek yang baik pada proses
penyembuhan luka bakar [8]. Proses penyembuhan luka bakar ini
juga dipengaruhi oleh dosis ekstrak. Pemberian ekstrak etanol daun
Cassava mencegah terjadinya infeksi pada luka bakar sehingga proses
penyembuhan luka tidak terganggu.

Penyembuhan luka yang dipercepat oleh adanya zat akeif
pada ekstrak daun Cassava tidak hanya ditemukan pada penelitian

in vivo pada hewan coba, namun juga terbukti pada penelitian in
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vitro. Penelitian dengan memberikan ekstrak daun Cassava pada sel
Human Cell Fibroblast (HSF) 1184 menunjukkan adanya
peningkatan viabilitas setelah proses penggoresan pada lapisan sel
[9]. Kombinasi ekstrak daun Cassava dan gelombang ultrasonic
memberikan efek penyembuhan luka yang paling baik. Ekstrak
daun Cassava 5% juga dapat meningkatkan viabilitas sel Fibroblast
pada kultur DMEM schingga segera terjadi perbaikan kembali
lapisan sel fibroblast selapis yang dikerok [10]. Fibroblast memunyai
peran penting pada penyembuhan luka.

Ekstrak daun Cassava mengandung saponin dan flavonoid
yang diperkirakan memiliki peran penting pada proses penyem-
buhan luka melalui fungsinya sebagai anti inflamasi. Kandungan
tannin dan terpenoid juga berperan dalam penyembuhan luka
melalui perannya sebagai antioksidan. Vitamin C (asam askorbat)
selain berperan pada proses proliferasi, juga dapat meningkatkan

sintesis kolagen pada sel fibroblast.

Analgesik

Daun Cassava mengandung substansi yang dapat berfungsi
scbagai antioksidan termasuk vitamin C dan A4-carotenes.
Kemampuan antioksidan dalam menectralkan efck radikal bebas
memungkinkan ekstrak daun Cassava dapat memberikan efek
sebagai analgetic atau penghilang rasa sakit. Penelitian pada tikus
menunjukkan bahwa pemberian ekstrak daun Cassava dapat
mengurangi frekuensi menggeliat sebagai respon terhadap rasa sakit
akibat induksi asam asetat [11-12]. Asam asetat adalah zat yang
digunakan untuk melakukan induksi rasa sakit pada hewan coba,
termasuk tikus,

Penghambatan rasa sakit akibat diinduksi asam asetat pada
tikus oleh ekstrak daun Cassava mungkin terjadi karena pengham-

batan aktivitas siklooksigenase (COX) dan penurunan sintesis
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mediator kimia pada proses inflamasi seperti prostaglandin, dan
tromboksan. Ekstrak daun Cassava mengandung karotenoid,
flavonoid, tanin dan terpernoid. Keempat metabolit tersebut
diperkirakan memiliki peran dalam fungsinya sebagai analgesik.

Flavonoid merupakan zat aktif yang banyak terdapat pada
tumbuhan termasuk daun Cassava. Telah banyak penelitian yang
mengatakan bahwa flavonoid dapat menghasilkan berbagai aktivitas
biologis seperti anti-alergi dan anti-inflamasi. Flavonoid menekan
aktivitas  siklooksigenase dan lipooksigenase, menyebabkan
peroksidasi lipid, mempengaruhi permeabilitas kapiler dan agregasi
trombosit.

Selain flavonoid, peran analgesik juga dilakukan oleh
tannin. Tanin merupakan inhibitor oksidase yang kuat sehingga
berfungsi sebagai anti inflamasi yang berarti juga dapat mengurangi
rasa sakit akibat peradangan. Aktivitas biologis Tanin dimediasi
melalui penghambatan peroksidasi lipid dan aktivitas plasma.
Beberapa peneclitian menunjukkan menunjukkan bahwa tanin
mampu menginduksi fungsi analgesik dan mengurangi edema kaki
yang disebabkan pemberian formalin dan karagenan [13-14].

Karotenoid dan terpenoid merupakan zat aktif dalam daun
Cassava yang juga memiliki peran dalam menimbulkan efek
analgesic. Karotenoid memiliki fungsi sebagai antioksidan sehingga
melindungi sel dan jaringan dari kerusakan akibat adanya ROS pada
proses inflamasi. Karotenoid dapat mengikat oksigen bebas pada
radikal perosida. Terpenoid juga memiliki peran signifikan dalam
menghambat perkembangan kronis pembengkakan sendi akibat
proses inflamasi. Terpenoid dapat mempengaruhi mekanisme yang
berbeda yang relevan peradangan yang timbul sebagai respons
terhadap faktor etiologi. Adanya efek anti inflamasi dari ekstrak

daun singkong mungkin karena adanya kandungan terpenoid ini.
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Antibakteri

Ekstrak daun Cassava mengandung zat akdf yang
mempunyai potensi untuk dikembangkan menjadi zat antibakteri.
Ekstrak etanol dengan konsentrasi yang cukup rendah mampu
menghambat pertumbuhan bakteri S. epidermidis dan P. acnes [15].
S epidermidis dan P. acnes merupakan flora normal kulit yang dapat
menjadi patogen ketika lingkungan hidupnya berubah, dan
menimbulkan akne/jerawat.

Ekstrak kloroform dan ekstrak etanol dari daun Cassava juga
mampu menghambat pertumbuhan koloni beberapa bakteri.
Dengan uji penghambatan koloni bakteri didapatkan hasil bahwa
ekstrak kloroform memiliki aktivitas antibakteri terhadap L.
monaocytogenes, Vibrio cholerae, Shigella flexneri dan Salmonella typhi.
Hasil serupa ditunjukkan oleh ckstrak etanol dalam menghambat
pertumbuhan bakteri P. aeroginosa, C. diphtheria dan V. cholerae
[16]. Uji penghambatan cakram ekstrak daun Cassava mampu
menghambat pertumbuhan koloni bakteri Pseudomonas aeruginosa
pada konsentrasi terbaik 1000 pg/ml [17]. Pengaruh ekstrak daun
Cassava terhadap Shigella sp. tidak sckuat daya hambat
Chloramphenicol yang saat ini masih merupakan obat standar
untuk Shigella sp. meskipun daya hambatnya semakin meningkat
seiring penambahan dosis ekstrak [18].

Saponin dapat meningkatkan permeabilitas membrane sel
bakteri schingga terjadi sitolisis sel bakteri. Kerusakan membrane sel
bakreri juga dapat disebabkan karena kandungan flavonoid pada
ckstrak Cassava. Secara umum efek antibakteri yang diakibatkan
oleh zat akdf dari ekstrak Cassava terjadi karena terganggunya
integritas membran bakteri sehingga terjadi lisis. Sebagai organisme

sel tunggal, maka lisis membrane sel berarti kematian organisme.
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Hepatoprotektif

Hati merupakan organ penting yang berfungsi untuk
menetralisir racun atau zat toksik yang masuk melalui saluran cerna.
Dengan fungsi tersebut hati sangat rentan terhadap kerusakan.
Sebagai sel pada sistem pertahanan tubuh, sel hepatosit dapat
mengalami regenerasi dengan lebih baik. Kemampuan regenerasi
sel-sel hepatosit dapat didukung oleh banyak faktor maupun zat.
Daun Cassava yang memiliki kandungan antioksidan yang cukup
tinggi merupakan salah satu tumbuhan yang dapat mempercepat
regenerasi sel-sel hepatosit yang mengalami kerusakan.

Penelitian dengan memberikan ekstrak daun Cassava dapat
menurunkan kadar AST dan ALT yang tinggi setelah induksi
kerusakan hati dengan CCl4 pada tikus [19]. Penurunan kadar AST
dan ALT terjadi pada pemberian dosis ekstrak yang cukup tinggi
yaitu 400 mg/KgBB. Flavonoid diperkirakan memegang peran
penting dalam perbaikan sel hati karena dapat mencegah atau
menetralisir terjadinya radikal bebas. Adanya antioksidan dapat
mencegah reaksi oksidasi yang dari radukal bebas yang bisa
berakibat kerusakan membrane sel.

Ekstrak daun Cassava juga dapat memperbaiki kerusakan sel
hati akibat efek samping obat Gentamisin. Genatamisin merupakan
salah satu antibiotik standar yang digunakan untuk melawan bakteri
Gram negatif. Sayangnya, Gentamisin memiliki efek samping dapat
menyebabkan kerusakan sel hati dengan prevalensi sekitar 5-10%.
Pemberian ekstrak daun Cassava dapat mencegah terjadinya
penurunan serum albumin akibat kerusakan sel hati akibat induksi

Gentamisin [20].

Antidiabetik
Diabetes Mellitus merupakan penyakit metabolic yang

ditandai dengan tingginya kadar gula darah. Kondisi ini terjadi

Potensi Senyawa Aktif Bahan Alam 85




karena sel-sel tidak bisa memanfaatkan glukosa dari makanan
menjadi energi. Diabetes Mellitus dapat dibedakan menjadi IDDM
(Insulin Dependent Diabetes Mellitus) dan NIDDM (Non Insulin
Dependent Diabetes Mellitus). Baik IDDM maupun NIDDM
memerlukan manajemen terapi diet, olahraga dan OAD. Bahan
makanan dengan indeks glikemik dan antioksidant yang tinggi yang
rendah menjadi alternatif untuk membantu mengontrol kadar gula
darah.

Ekstrak daun Cassava sebagai salah satu tanaman dengan
kadar antioksidan yang tinggi dapat membantu menurunkan kadar
gula darah pada tikus yang diinduksi aloksan [21]. Secara in vitro,
penurunan kadar gula darah pada pemberian ekstrak daun Cassava
dapat melalui jalur penghambatan enzim o-glukosidase dan a-
amilase [22]. Enzim o-glukosidase dan a-amilase merupakan enzim
pencernaan yang merubah karbohidrat menjadi gula sederhana yang
mudah diabsorbsi oleh usus halus. OAD yang memiliki target kerja
pada enzim a-glukosidase dan o-amilase adalah acarbose. Pada
penelitian secara in vitro, efek penghambatan enzim a-glukosidase

dan a-amilase oleh ekstrak daun Cassava mendekati efek Acarbose

(Okoro).

Antidiare

Diare dapat disebabkan oleh banyak faktor, antara lain
infeksi, zat toksik maupun adanya zat atau obat yang bersifat
parasimpatomimetik. Secara patofisiologis, diare terjadi karena
meningkatnya motilitas usus halus sehingga isi saluran cerna lebih
cepat dikeluarkan melalui anus. Motilitas usus yang meningkat juga
menyebabkan timbulnya rasa mules atau nyeri pada saluran cerna.
Diare juga ditandai dengan adanya akumulasi cairan dalam saluran

cerna.
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Sebuah peneclitian menggunakan ekstrak daun Cassava
untuk menghambat motilitas usus halus tikus dilakukan dengan
Charchoal meal test. Penelitian tersebut menunjukkan adanya
aktivitas antidiare dari ekstrak daun Cassava yang mampu
menurunkan motilitas usus halus hingga 58,49%, sangat mirip
dengan control positif yang digunakan yaitu Atropin sulfat [23].
Atropin sulfat mampu menhambat motilitas usus halus sebesar
59,86%. Aktivitas antidiare tersebut dimungkinkan karena adanya
kandungan tannin, polifenol, alkaloid, saponin dan rendah gula,

yang dapat mengurangi akumulasi cairan pada saluran cerna.

Antihelmintik

Cacing merupakan salat satu parasite yang dapat hidup pada
tubuh manusia dan mengganggu beberapa fungsi fisiologis tubuh.
Cacing pada saluran cerna selain dapat menyebabkan gangguan
absorbs nutrisi, juga dapat menyebabkan terjadinya anemia dalam
jangka Panjang. Beberapa Nematoda yang biasa menjadi parasite
pada saluran cerna manusia telah mengalami proses adaptasi
schingga menjadi resisten terhadap obat antihelmintik yang
diberikan.

Ekstrak daun Cassava merupakan alternatif yang
dieksplorasi dalam aktivitasnya sebagai antihelmintik. Pengujian
dengan memberikan ckstrak daun Cassava pada Haemophilus
contortus menunjukkan adanya penurunan pergerakan cacing dan
akhirnya terjadi kematian [24]. Efek antihelmintik ini diperkirakan
karena adanya kandungan tannin pada ckstrak daun Cassava.
Tannin membentuk kompleks protein yang tidak tercerna pada
gastrointestinal cacing dengan mengikat asam amino dan
menghambar kerja enzim pencernaan H. contortus sehingga terjadi

kemartian.
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5.4 Ringkasan

Daun Cassava merupakan salah satu bahan dari tumbuhan
yang memiliki potensi besar untuk dikembangkan sebagai kandidat
obat herbal berstandar maupun fitofarmaka. Kandungan flavonoid,
tannin, vitamin dan mineral menjadikan ekstrak daun Cassava dapat
bekerja dalam beberapa jalur yang berkaitan dengan patofisiologi
tubuh. Dari artikel penelitian yang sudah dipublikasi daun Cassava
dapat memiliki potensi sebagai antikanker, mempercepat penyem-
buhan luka, analgetik, antibakteri, anti inflamasi, hepatoprotektif,
antidiabetic, antidiare dan anthelmintik. Sebagian besar riset
pengaruh ekstrak daun Cassava pada kesehatan masih terbatas pada
pengaruhnya terhadap sel, jaringan dan fungsi fisiologis, dan belum
banyak penjelasan secara biomolekulernya. Masih terbuka luas riset
untuk mengeksplorasi daun Cassava, baik pengaruhnya maupun
mekanisme atau target kerjanya pada sel, jaringan, organ dan ssstem
organ schingga pengembangan daun Cassava sebagai obat herbal

atau fitofarmaka memiliki dasar yang lebih kuat.
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6.1 Pendahuluan

Beberapa logam berat beracun dari lingkungan (ekotoksik)
antara lain timbal (Pb), merkuri (Hg), kadmium (Cd), dan Arsen
(As), memiliki efek beracun bagi berbagai organisme bahkan pada
konsentrasi yang sangat rendah. Tingkatan toksisitasnya berkaitan
dengan kekuatan oksidatifnya dan kemampuannya untuk bereaksi
dengan senyawa lain. Timbal (Plumbum/Pb) memiliki sifat tidak
dapat terurai secara hayati, hal ini adalah alasan utama Pb dapat
bertahan lama di lingkungan [1]. Paparan timbal pada manusia
terjadi melalui berbagai cara antara lain kegiatan industri seperti
peleburan timbal dan pembakaran batu bara, penggunaan cat
berbahan dasar timbal, pelapis pipa yang mengandung timbal atau
solder berbasis timbal dalam sistem pasokan air, daur ulang aki

(accu) mobil , dan lain-lain
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Timbal (Pb) dapat masuk ke tubuh melalui jalur saluran
pernapasan (inhalasi), saluran gastrointestinal (ingesti) dan melalui
kulit (sub kutan). Sekitar 30%-40% dari Pb yang masuk secara
inhalasi akan diserap ke dalam aliran darah. Penyerapan melalui
saluran gastrointestinal bervariasi tergantung pada status gizi dan
usia. Pada kasus kekurangan zat besi, akan meningkatkan absorbsi
timbal di intestinum. Pada anak-anak timbal akan lebih banyak
diabsorbsi di intestinum dibandingkan pada orang dewasa [2].

Pada jalur masuk secara ingesti, Pb akan masuk dari mulut
menuju lambung menuju intestinum untuk diabsorpsi masuk ke
pembuluh darah, kemudian melalui vena porta hepatica akan
dibawa menuju hepar untuk didetoksifikasi. Akibat jalur masuk
toksikan Pb yang seperti ini menyebabkan organ-organ
gastrointestinal tersebut rentan mengalami kerusakan. Kerusakan
jaringan lambung, intestinum, dan hepar akibat paparan Pb kronis
telah dilaporkan. [3-5]. Manifestasi keracunan timbal pada saluran
gastrointestinal antara lain adalah sakit perut kronis atau berulang,
mual, muntah, sembelit, kembung, anoreksia dan penurunan berat
badan.

Gangguan fisiologis, biokimia darah, dan bahkan perilaku
adalah manifestasi dari tingginya kadar Pb dalam tubuh. Kadar Pb
darah yang diijinkan Centers for Disease Kontrol and Prevention
(CDCs) adalah < 10 pg/dL, hal ini karena Pb adalah racun sistemik
kuat, yang menyebabkan kerusakan pada berbagai sistem organ.
Kerusakan terjadi akibat proses oksidatif pada jaringan [6]. lon Pb*
dalam tubuh dapat berubah menjadi radikal bebas dan
menghasilkan spesies oksigen reaktif (ROS). Peningkatan ROS
dapat menyebabkan stres oksidatif di dalam sel dengan bereaksi
dengan makromolekul dan menyebabkan kerusakan. Kerusakan

tersebut berupa peningkartan peroksidasi lipid, kerusakan DNA, dan
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oksidasi protein [7-8]. Ion Pb** dalam tubuh berpotensi menjadi
radikal bebas yang akan meningkatkan kadar ROS. ROS yang
terbentuk seperti radikal superoksida, radikal hidroksil (OH), dan
hidrogen peroksida (H.O.) berpotensi menjadi racun bagi sel dan
dapat merusak komponen-komponen biomolekul sel.

Tingginya kadar ROS tubuh menyebabkan enzim-enzim
antioksidan endogen seperti superoksida dismutase (SOD), katalase
(CAT), glutation peroksidase (GPx), tidak mampu lagi mengatasi-
nya. Turunnya kadar antioksidan endogen ini menyebabkan
menurunnya pertahanan sel-sel tubuh terhadap radikal bebas dan
meningkatnya lipid peroksidase [9]. Ion Pb** bersifat lipofilik
sehingga mudah berikatan dengan komponen lipid penyusun
membran sel maupun menembus membran sel membentuk radikal
lipid. Pembentukan radikal lipid melibatkan pengikatan antara
radikal bebas Pb** dan lipid peroksida. Radikal lipid akan mengikat
oksigen sehingga terbentuk rantai radikal bebas. Rantai radikal
bebas akan berikatan dengan rantai radikal bebas lainya, schingga
memicu meningkatnya stress oksidatif pada sel, yang menyebabkan
kerusakan membran sel.

Kerusakan membran sel adalah awal dari terjadinya nekrosis.
Akumulasi ion Pb** di dalam sel akan meningkatkan produksi
radikal bebas dan menurunkan kadar antioksidan endogen. Akibat
peningkatan serangan radikal bebas terhadap pertahanan
antioksidan endogen akan menghasilkan ketidakseimbangan reaksi
oksidasi-reduksi pada organisme. Kondisi ini akan menyebabkan
munculnya stress oksidatif ditandai dengan peningkatan ROS.
Berbagai reaksi redoks yang dikaralisis oleh enzim, berlangsung
melalui proses fosforilasi oksidatif. Fosforilasi oksidatif yang tidak
cfisien dapat menghasilkan ROS, yang menyebabkan disfungsi

mitokondria. Pajanan ROS pada konsentrasi tinggi dan jangka
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waktu yang lama menyebabkan kerusakan pada berbagai molekul-
molekul makro di tingkat seluler antara lain molekul DNA, lipid,
dan protein, yang menyebabkan terjadinya nekrosis dan berujung
pada kematian sel [10].

Sebagai organ yang terpapar langsung oleh ion Pb** maka
organ-organ pencernaan lambung,intestinum dan hepar berisiko
mengalami kerusakan jaringan. Untuk itu perlu upaya untuk
meminimalisisr dampak paparan ion Pb pada organ-organ tersebut.
Salah satunya adalah menggunakan bahan yang memiliki kemam-
puan bertindak sebagai agen protektif bagi tubuh terhadap aktivitas
radikal bebas ion Pb*. Bahan alami yang berpotensi untuk
dikembangkan untuk memproteksi tubuh dari serangan radikal
bebas Pb?* antara lain adalah kitosan. Kitosan adalah hasil deaserilasi
kitin yang berasal dari limbah cangkang crustacea. Proses deasetilase
dengan melepas gugus asetil dari amina menyebabkan gugus amina
memiliki tangan bebas yang siap berikatan dengan ion yang tidak
stabil. Ikatannya dengan radikal bebas ion Pb** menyebabkan Pb*
teredam akrtivitas radikal bebasnya karena menjadi stabil setelah
diikat oleh amina. Mekanisme ini juga dikenal dengan mekanisme
khelasi.

Beberapa mekanisme aktivitas antioksidan kitosan telah
diteliti antara lain aktivitas pemulungan radikal bebas, kemampuan
chelating, dan pengurangan aktivitas radikal bebas Penelitian lain
juga melaporkan aktivitas pemulungan radikal oksigen in vitro oleh
kitosan dan turunannya. Banyak buktd telah menunjukkan bahwa
kitosan dapat mencegah oksidasi lipid dalam sistem biologis dengan
menghilangkan radikal bebas, menghambat pembentukan ROS dan
mencegah peroksidasi lipid. Kemampuan kitosan tersebut berkaitan
dengan keberadaan gugus hidroksil (-OH) dan gugus amina (-NH2)

[11]. Gugus substituen juga merupakan faktor penting pada

Potensi Senyawa Aktif Bahan Alam | g5




aktivitas antioksidan kitosan, selain gugus hidroksil dan amina
kitosan. Namun, karena ikatan hidrogen intramolekul yang kuart
dari kitosan, aktivitas gugus hidroksil dan amina menjadi lemah.

Pemberian kombinasi kitosan dan vitamin C pada tikus
yang terpajan Pb asetat per oral terbukti telah meningkatkan
aktivitas enzim-enzim antioksidan endogen SOD, CAT, dan GPx
[9]. Kombinasi kitosan dan vitamin C ini juga berhasil memper-
tahankan kadar haemoglobin (Hb) normal tikus yang dipapar Pb
asetat [12].

Potensi kitosan sebagai antioksidan juga dilaporkan oleh
[11] Kertika kitosan ditambahkan ke dalam homogenate otot tuna
yang dioksidasi oleh FeCl; sebagai model simulasi oksidasi lipid,
maka radikal bebas yang dihasilkan dari reaksi antara
hidrogenperoksida lipid dan metmyoglobin (metMb) dalam
homogenat dapat ditangkap oleh kitosan, sementara ferilmyoglobin
yang terbentuk dari reaksi ini menerima elektron dari gugus NH
kitosan, schingga kembali ke bentuk metMb. Hal ini menyebabkan
peroksidasi lipid dalam homogenat dapat ditekan. Penelitian ini
menunjukkan mekanisme utama aktivitas antioksidan kitosan
terhadap peroksidasi lipid dalam homogenat otot tuna didasarkan
pada aktivitas penangkapan radikal bebas dan kemampuan daya
pereduksinya.

Uraian pada latar belakang tersebut menunjukkan perlunya
dilakukan penelitian ini dengan tujuan untuk mengkaji potensi
kitosan antioksidan dalam memproteksi organ sistem pencernaan
yaitu lambung, intestinum dan hepar dari efek radikal bebas ion
Pb*'. Penelitian ini menggunakan hewan uji tikus putih (Raztus

norvegicus L ) strain wistar yang dipajan Pb asetat per oral.
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6.2 Metode Penclitian

Seluruh tahapan penelitian dilaksnakan selama 3 bulan.
Penelitian dilaksnakan di 2 laboratorium yaitu Laboratorium
Biologi UNNES sebagai tempat pemberian perlakuan pada hewan
uji dan laboratorium Patologi Anatomi FKH UGM sebagai tempat
pembuatan dan analisis preparate. Penelitian eksperimental ini
menggunakan tikus putih (Rattus norvegicus L) strain Wistar
sejumlah 24 ekor. Hewan uji yang digunakan telah memenuhi
syarat-syarat inklusi yaitu jantan, sehat, berat badan minimal 180
gram, umur minimal 2 bulan. Pemberian makan dan minum
dilakukan secara ad libitum. Untuk etika penelitian menggunakan
Ethical Clearence yang dikeluarkan oleh Komisi Bioetika Penelitian
Kedokteran dan Kesehatan Fakultas Kedokteran Universitas Islam
Sultan Agung No 342/VI1/2021/Komisi Bioetik,

Bahan penelitian ini adalah kitosan dengan spesifikasi
berasal dari cangkang rajungan dengan derajat deasetilasi 90-95%.
Prosedur penelitian ini diawali dengan tahap penyiapan larutan Pb
asetat sebagai sumber polutan. Pb asetat akan disondekan ke hewan
uji selama 40 hari. Disiapkan juga larutan stok kitosan yaitu kitosan
dilarutkan dalam asam cuka (CH;COOH) 2%, kadar masing-
masing larutan sesuai dengan dosis yang ditetapkan.

Tahap pelaksanaan penelitian dimulai dengan memisahkan
24 tikus menjadi 3 kelompok secara acak, masing-masing kelompok
terdiri dari 8 ekor. Kelompok kontrol negatif (KN) tidak diberi
perlakuan tertentu, Kelompok kontrol positif (KP) diberi Pb asetat
175 mg/kgBB, dan kelompok Perlakuan diberi Pb asetat dosis 175
mg/kg BB tikus) dan kitosan dosis 64 mg/kg BB (P), mengacu pada
penelitian Marianti dan Mahatmanti (2018) [9]. Hewan uji diberi
perlakuan selama 40 hari, pada hari ke 41 hewan uji tersebut

dikorbankan, setelah terlebih dahulu dianestesi dengan kloroform
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dan didekapitasi. Setelah dibedah, organ hepar, intestinum dan
lambung hewan uji tersebut diambil dan diawetkan dengan
formalin 4%. Organ yang telah diawetkan kemudian dibuat slide
preparat mikroanatomi dengan metode Parafin dan pewarnaan
Hematoksilin Eosin (HE) di laboratorium Patologi Anatomi FKH
UGM. Preparat mikroanatomi tersebut kemudian dianalisis untuk
melihat tingkat kerusakan masing-masing jaringan organ. Teknik
pengambilan data dilakukan dengan mengamati setiap slide
preparat dengan mikroskop pada perbesaran minimal 400 kali.
Setiap slide diamati pada lima lapang pandang yang berbeda. Data
deskriptif yang dikumpulkan adalah Nekrosis (N), degenerasi sel

dan peradangan pada jaringan hepar, intestinum dan lambung.

6.3 Hasil dan Pembahasan
6.3.1 Hasil Penelitian
Histopatologi Hepar Tikus
Hasil analisis patologi anatomi preparat hepar tikus yang
dltelltl dltun]ukkan pada gambar 11-13.
J’q" / j ,ae--rr"ﬂ-‘;__"‘ Keterangan gambar:

. f*,. ¥ % Jaringan hepar normal
L~ ,g.q.ﬁ.:m__, ] g P

Gambar 11: Jaringan hepar kelompok kontrol negatif. (HE, 400X)
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Keterangan gambar

1. Jaringan hepar menunjukkan
gejala perihepatitis kronis
(panah kuning)

2. Peradangan lobular (panah
biru)

Gambar 12: Gambaran histopatologi jaringan hepar tkus
kelompok kontrol positif yang terpajan Pb asetat 175 mg/kg BB
(HE, 400X)

A A . Keterangan gambar

g 1. Jaringan hepar

' mengalami nekrosis
multifokal (panah
kuning)

2. Tanda panah
menunjukkan adanya
debris (panah biru)

Gambar 13: Gambaran histopatologi jaringan hepar tikus kelompok

perlakuan yang terpajan Pb asetat dan kitosan 64 mg/kg BB (HE,

400X)

Jaringan hepar tikus putih kelompok kontrol tampak
normal dan tidak ada perubahan (Gambar 11). Sedangkan pada
tikus putih yang dipapar timbal asetat (kelompok kontrol positif)
menunjukkan kelainan mulai dari terjadinya hepatitis, nekrosis
multifocal dan degenerasi melemak secara merata hampir di setiap
sampel penelitian (Gambar 12). Pada kelompok perlakuan yang
dipapar Pb asetat dan diberikan kitosan juga terjadi kerusakan
berupa nekrosis multifocal pada beberapa tempat dan ditemukan
debris atau sisa-sisa jaringan rusak, namun kerusakan jaringan yang

terjadi tidak sebanyak pada kelompok kontrol positif.
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Histopatologi Lambung Tikus

Gambaran histopatologi lambung tikus yang diteliti
dl.sajlkan pada gambar 14, 15 danl6

Keterangan :

1. sel mukosa terlihat

normal., sel berbentuk
poligonal, membran
sel berbatas tegas, dan
sitoplasma berwarna

merah homogen,

. sel yang mengalami

nekrosis hanya sedikit

(panah merah)

Gambar 14: Gambaran jaringan lambung kelompok kontrol negatif
(HE 400}(}
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Keterangan

3.

Qaﬁ I {P ) 1. Nekrosis: inti sel sudah
é " k"h k hilang, sel terlihat

kosong (panah merah)

2. Gastritis,ditunjukkan

adanya peradangan sel:
dilatasi pembuluh
darah dan inti sel
terlihat terkumpul
(panah kuning)

Sel degenerasi: inti sel
dipinggir dan
sitoplasma terlihat
mengembang (panah
hijau)




Gambar 15: Gambaran jaringan lambung tikus kelompok kontrol

positif yang terpajan timbal asetat 175 mg/Kg BB (HE,

L f F.| Keterangan:

' ’ !l 4 1. Nekrosis: inti sel
"‘ ) sudah hilang, sel

' terlihat kosong

(panah merah)

£ 2. Gastritis ditunjukkan

' adanya sel radang;
dilarasi pembuluh
darah dan inti sel
terlihat terkumpul
(panah kuning)

3. Degenerasi: inti sel
dipinggir dan
sitoplasma terlihat
mengembang (panah
hijau)

Gambar 16: Gambaran jaringan lambung tikus kelompok perlakuan
yang terpajan Pb asetat 175 mg/kg BB dan kitosan
dosis 64 mg/kg BB. (HE, 400X).

Kerusakan jaringan dijumpai pada jaringan lambung hewan
uji yang terpajan Pb asetat (Gambar 15). Jaringan lambung
menunjukkan kerusakan berupa nekrosis, gastritis dan degenerasi
sel. Gastritis adalah kondisi peradangan pada jaringan lambung,
ditandai terjadinya infiltrasi limfosit dan neutrofil di tunika mukosa
dan submukosa serta oedema submucosa. Gambaran jaringan
lambung tikus kelompok kontrol negatif relative normal, nekrosis

yang terjadi masih dalam batas wajar. Pada kelompok perlakuan

tampak masih terjadi nekrosis, gastritis dan degenerasi sel namun
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secara keseluruhan lapang pandang yang diamati menunjukkan

penurunan tingkar kerusakan.

Histopatologi Intestinum Tikus

Gambaran histopatologi intestinum tikus yang terpajan Pb
asetat dan diberi perlakuan dengan kitosan dapat diamati pada
gambar 17, 18, dan 19.

Kerterangan:

Relatif tidak ada peruba-
han patologi yang
berarti. Jaringan penyu-
sun intestinum terlihat

. ._ o s ¢ normal (panah biru)

Gambar 17: Gambaran histopatologi intestinum tikus kelompok
kontrol negatif (HE, 400X)
: : 4 Nt h - Keterangan

1. Radang intestinum
ditandai adanya
nekrosis tunika
mukosa serta infiltrasi
sel radang di mukosa
(panah kuning)

2. Kerusakan berupa erosi
vili-vili intestinum

(panah merah)

Gambar 18: Gambaran jaringan intestinum tikus kelompok kontrol
positif yang terpajan Pb asetat (175 mg/kg BB) (HE,
400X)
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- Keterangan:

Relatif tidak ada
perubahan patologi yang
- berarti. Gambaran

. histopatologi jaringan

penyusun intestinum

terlihat normal (panah
biru)

Gambar 19: Gambaran histopatologi jaringan intestinum tikus
kelompok perlakuan yang terpajan Pb aserat dan
kitosan 64 mg/kg BB (HE, 400X)

Kerusakan akibat paparan timbal kronis pada jaringan
intestinum juga dijumpai pada penclitian ini. Pada kelompok
kontrol positif yang hanya diberi pajanan Pb asetat, jaringan
intestinum tikus uji menunjukkan kerusakan berupa erosi pada vili-
vili intestinum, nekrosis pada tunika mukosa dan infiltrasi sel-sel
radang (Gambar 18). Sementara pada jaringan intestinum
kelompok perlakuan yang selain dipajan dengan Pb asetat juga
mendapatkan kitosan, terlihat tidak ada kelainan (gambar 19).
Jaringan tampak normal tidak ada tanda-tanda erosi vili maupun

sel-sel radang. Demikian pula dengan kelompok kontrol negatif.

6.3.2 Pembahasan

Data gambaran histopatologi jaringan organ-organ pencer-
naan pada penelitian ini menunjukkan bahwa pajanan Pb asetat
(Pb(C:H305), ) per oral secara kronis telah menyebabkan kerusakan
pada jaringan hepar, lambung dan intestinum. Kondisi ini berbeda
dengan kelompok kontrol yang tidak dipapar Pb asetat. Pada
kelompok kontrol, tidak banyak terjadi kerusakan jaringan.
Kerusakan jaringan organ pencernaan pada hewan uji disebabkan

karena paparan langsung Pb asetat yang diberikan per oral. Pb asetat
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akan melalui lambung yang kondisinya asam. Dalam kondisi asam,
Pb asetat akan terdisosiasi menjadi ion Pb** dan (C;H;0,).

Paparan timbal secara kronis telah menimbulkan dampak
munculnya kerusakan jaringan hepar. Data ini didukung oleh hasil
penelitian [4] yang menyimpulkan bahwa paparan kronis timbal
memberikan efek toksik kuat pada hepatosit, yang dimanifestasikan
sebagai penipisan glikogen, infiltrasi seluler dan arsitektur hati
dalam bentuk inisiasi fibrosis periportal yang dapat berkembang
menjadi sirosis. Pada jaringan hepar juga muncul peradangan.
Munculnya sel-sel radang di jaringan hepar tikus akibat paparan
kronis timbal menunjukkan bahwa ion Pb** dapat berinteraksi
dengan protein dan enzim di jaringan interstisial hepar. Kondisi ini
akan menyebabkan gangguan mekanisme pertahanan antioksidan
dan menyebabkan pembentukan spesies oksigen reaktif (ROS) yang
pada gilirannya dapat memunculkan respon inflamasi Terjadinya
nekrosis hepatosit dapat diawali dari terjadinya gangguan pada
proses apoptosis, yang dapat diikuti oleh kerusakan organel
terutama mitokondria, retikulum endoplasma dan pecahnya
lisosom [13]. Indikasi kerusakan hepatosit akibat paparan timbal
dapat terjadi karena sel-sel hepatosit tidak mampu lagi menangani
akumulasi akibat gangguan metabolisme dan struktural yang
disebabkan oleh timbal.

Ion Pb* yang terbentuk relatif sulit dieliminasi karena
kemampuannya untuk berikatan dengan senyawa lipid pada
membran sel dan bahkan menembus masuk ke wilayah intraseluler.
Hal ini karena sifatnya yang cenderung lipofilik. Di dalam sel, ion
Pb** akan terakumulasi dan berubah menjadi radikal bebas. Radikal
bebas ion Pb* akan berinteraksi dengan komponen intraseluler.
Akibatnya kerja enzim protease akan terhambat. Terhambatnya

kerja enzim protease dapat mengakibatkan terjadinya cidera pada sel
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[3]. Enzim protease cathepsin misalnya menunjukkan peran penting
remodeling matriks ekstraseluler. Enzim protease lainnya misalnya
dari kelas calpain, apabila dihambat kerjanya akan menyebabkan
penghambatan pemecahan adhesi fokal dan memblok komponen
seperti a-actinin pada adhesi fokal, serta menghambat perpindahan
adhesi fokal menuju ke intrasel. Pemecahan komponen-komponen
kompleks fokal diduga akan menyebabkan perubahan komposisi
adhesi yang akan mengakibatkan terjadinya perbedaan pada protein
yang direkrut. Selain itu pemecahan kompleks fokal juga akan
mengubah sitoskeletal schingga membuat struktur sel menjadi tidak
stabil [14]. Struktur sel yang tidak stabil akan berdampak kepada
kerusakan jaringan.

Jaringan lambung tikus yang terpapar Pb asctat secara kronis
juga menunjukkan kerusakan. Pada hewan yang terapapar Pb secara
kronis, lambung akan merespon histamin lebih maksimal diban-
dingkan kelompok kontrol yang tidak terpapar Pb. Paparan Pb pada
tingkat rendah dan tinggi secara signifikan meningkatkan
peroksidasi lipid di lambung menjadi 183,2% + 12,7% dan 226,1%
+ 6,8% dari nilai kontrol masing-masing (P <0,0). Di sisi lain,
paparan timbal secara signifikan menurunkan aktivitas katalase dan
superoksida dismutase (SOD) dan jumlah nitrit dalam sampel
mukosa lambung [15]. Kondisi gastritis ini juga dipicu akumulasi
Pb** yang menyebabkan peningkatan factor-faktor ofensif antara
lain HCI (asam klorida), NO (Nitric oxide), enzim pepsin, termasuk
juga Helicobacter pylori. Hal ini akan menyebabkan penurunan
faktor-faktor defensive pelindung dinding lambung seperti musin,
prostaglandin, dan asam bikarbonat. Akibatnya lapisan mukosa
dinding lambung yang sensitif akan mudah teriritasi [3].

Kerusakan pada jaringan intestinum juga dijumpai pada

penelitian ini. Erosi pada vili-vili intestinum, nekrosis pada tunika
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mukosa dan infiltrasi sel-sel radang tampak pada kelompok kontrol
positif. Erosi vili-vili intestinum ini diduga disebabkan oleh
peradangan pada jaringan, yang akan menyebabkan disfungsi
endotel dan cedera jaringan. Infilerasi sel-sel radang pada jaringan,
sebenarnya reaksi normal sel dalam upaya membersihkan patogen
dan partikel asing. Namun infiltrasi sel-sel radang tersebut juga
dapat menyebabkan cedera jaringan. Infiltrasi sel-sel radang dipicu
oleh peningkatan ROS. Peradangan pada sel akibat tingginya ROS
terjadi karena lebih banyak leukosit yang akan diikat ke oleh sel
sebagai hasil dari aktivasi faktor NF kB. Aktivasi dari factor-faktor
ini akan mendorong produksi dari cytokines IL-1, IL-8, dan TNF
alfa yang memicu terjadinya reaksi peradangan pada sel [16].

Data gambaran histopatologi pada kelompok perlakuan,
menunjukkan kemampuan kitosan memproteksi organ pencernaan.
Kitosan dipilih karena bukti-bukti penelitian menunjukkan bahwa
kitosan dan vitamin C memiliki aktivitas yang sama sebagai
antioksidan. Kombinasi kitosan dan vitamin C mampu menurun-
kan konsentrasi asam lemak bebas dan malondialdehid (MDA)
serum serta meningkatkan aktivitas enzim antioksidan endogen
superoksida dismutase (SOD), katalase (CAT), dan glutathione
peroksidase (GPx) [9,18]. Beberapa hasil penelitian melaporkan
bahwa kitosan yang dibuat dengan basa N-deasetilasi kitin kepiting
menunjukkan kemampuan memulung radikal DPPH dan radikal
OH, serta kemampuan chelating pada ion besi. Semua nilai IC50
berada di bawah 1,5 mg/mlL [18].

Penggunaan kitosan dalam penelitian ini bertujuan untuk
memproteksi jaringan pada sistem pencernaan tikus yang meng-
alami stress oksidatif akibat paparan timbal asetat. Hasil penelitian
menunjukkan bahwa kitosan telah mampu memproteksi jaringan

lambung, hepar dan intestinum. Kerusakan akibat ion Pb** telah
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dapat dikurangi, terbukti kondisi jaringan pada ketiga organ
tersebut yang diberi perlakuan dengan kitosan lebih baik
dibandingkan dengan kelompok yang hanya menerima Pb asetat.
Kerusakan jaringan yang terjadi akibat pajanan ion Pb2+ telah dapat
dikurangi.

Berdasarkan fakta penelitian ini dapat diduga bahwa kitosan
memproteksi jaringan lambung, intestinum dan hepar tikus yang
dipapar dengan Pb asetat melalui mekanisme antioksidasi.
Mekanisme antioksidasi yang dilakukan kitosan adalah dengan
meningkatkan aktivitas enzim antioksidan dan menurunkan
peroksidasi lipid. Selain itu kitosan juga beraktivitas memungurt
radikal bebas dan mengkelat ion Pb**. Serangkaian aktivitas ini akan
berpengaruh menurunkan ROS. Penurunan ROS disebabkan
karena terjadinya keseimbangan antara prooksidan dan antioksidan
atau terjadinya keseimbangan sistem redoks. Kondisi sistem redoks
yang setimbang akan menghambat stress oksidatif. Penurunan
terjadinya stress oksidatif akan menghambat potensi kerusakan
oksidatif pada komponen sel dan cedera jaringan.

Mencermati seluruh pelaksnaan proses penelitian ini, masih
memiliki keterbatasan yaitu waktu pelaksanaan penelitian yang
belum mencapai tahap sub kronis (60 hari) sehingga dimungkinkan
proteksi dan perbaikan yang jaringan sebagai efek pemberian kitosan
belum optimal, khususnya terhadap jaringan lambung dan hepar,
meskipun telah ditemukan perbaikan. Untuk itu perlu dilakukan
penelitian dalam jangka waktu yang lebih lama antara 60-90 hari
agar efek kitosan dalam memproteksi jaringan dapat lebih optimal.

Hasil analisis terhadap fakta-fakta penelitian, dapat disim-
pulkan bahwa kitosan berpotensi sebagai agen proteksi jaringan
lambung, hepar dan intestinum tikus yang terpajan Pb asetat per

oral. Mekanisme proteksi kitosan terjadi melalui serangkaian
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aktivitas yaitu meningkatkan aktivitas enzim antioksidan endogen,
pemulungan radikal bebas dan pengkhelatan ion logam berat.
Rekomendasi atas hasil penelitian ini adalah perlu diteliti
lebih lanjut peranan kitosan sebagai agen proteksi terhadap
pencemaran logam berat selain Pb. Selain itu perlu dilakukan upaya
untuk mengoptimalkan potensi kitosan agar dapat dikembangkan
sebagai suplemen yang dapat mereduksi efek negatif dari paparan

logam berat pada manusia.

6.4 Ringkasan

Timbal (Pb) adalah logam berat ekotoksik. Paparan Pb
kronis merusak banyak organ termasuk organ pada sistem
pencernaan antara lain lambung, intestinum dan hepar. Pb dalam
bentuk senyawa organik maupun anorganik dapat berubah menjadi
radikal bebas di dalam tubuh. Peningkatan jumlah radikal bebas
tidak dapat diatasi oleh sistem antioksidan endogen, sehingga
menyebabkan peningkatan ROS. Peningkatan ROS akan
menyebabkan kerusakan jaringan pada organ. Untuk mereduksi
efek radikal bebas dapat digunakan antioksidan eksogen. Kitosan
memiliki potensi sebagai antioksidan. Penelitian ini bertujuan
untuk menganalisis potensi kitosan dalam memproteksi organ
sistem pencernaan yaitu lambung, intestinum dan hepar dari efek
radikal bebas ion Pb*". Penelitian eksperimental ini menggunakan
tikus (Rattus norvegicus) jantan sejumlah 24 ekor. Tikus-tikus
tersebut  dikelompokkan menjadi 3 kelompok yaitu kelompok
kontrol negatif yang tidak mendapat perlakuan, kelompok kontrol
positif yang diberi Pb asetat 175 mg/kg BB dan kelompok perlakuan
yang diberi Pb asetat dan kitosan 64 mg/kg BB. Pemberian
perlakuan dilakukan per oral selama 40 hari. Pada hari ke 41 tikus
dikorbankan untuk diambil organ lambung, intestinum dan

heparnya. Organ tersebut dibuat preparat mikroanatominya.
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Kondisi preparat diamati dan dianalisis secara deskriptif. Hasil
penelitian menunjukkan bahwa pada tikus kelompok kontrol
negatif tidak terjadi kerusakan yang berarti, jaringan relatif normal.
Pada kelompok kontrol positif telah terjadi kerusakan yang merata
pada jaringan lambung, intestinum maupun hepar. Beberapa
kerusakan jaringan yang teridentifikasi antara lain nekrosis dan
degenerasi sel pada semua jaringan, gastritis pada jaringan lambung
dan hepatitis pada jaringan hepar. Pada kelompok perlakuan yang
diberi kitosan, meskipun masih dijumpai beberapa kerusakan,
namun secara umum telah terjadi pengurangan jaringan yang
mengalami kerusakan. Simpulan dari penelitian ini adalah kitosan
memiliki potensi sebagai agen proteksi organ sistem pencernaan

tikus, dari kerusakan akibat paparan Pb asetat.
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7.1 Pendahuluan

Corona Virus Disease-19 (COVID-19) merupakan
penyakit pandemi yang disebabkan oleh virus corona baru, Severe
Acute Respiratory Syndrome- Coronavirus 2 (SARS-Cov2). Penyakit
COVID-19 ini telah menjadi masalah kesehatan yang sangat serius.
Kasus COVID-19 telah menyebar di seluruh dunia, dan WHO
menyatakan COVID-19 dikategorikan sebagai pandemi. Pandemi
Covid-19 menjadi mimpi buruk bagi dunia, termasuk Indonesia.
Lebih dari 113 juta orang di seluruh dunia telah terinfeksi Covid-
19 [1]. Virus corona adalah virus yang memiliki spike (tonjolan)
glikoprotein yang tersusun seperti sebuah mahkota. Virus corona
menginfeksi inangnya dengan tiga tahapan. Tahap pertama adalah
virus menginfeksi inangnya dengan mengikatkan spike yang
mengandung glikoprotein secara transmembran untuk menjadi
tuan rumah melalui enzim ACE2 di dalam inang sehingga terbentuk
kompleks antara S-glikoprotein dengan ACE2 dengan bantuan
protease transmembran serin 2 (TMPRSS2) yang diproduksi oleh
sel inang [1-2]. Tahap selanjutnya adalah tahap replikasi meng-
gunakan RNA-dependent RNA polimerase (RdRp). Coronavirus
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adalah RNA virus yang menggunakan sel inang untuk bereplikasi.
Virus corona menggunakan RdRp untuk membuar salinan RNA
baru. Tahap terakhir adalah tahap pematangan replikasi virus di sel
inang menggunakan protease seperti 3CLpro (3C-like protease) dan
PLpro (protease like papain) [4]. Beberapa obat diketahui mampu
menghambat proses ketiganya, termasuk arbidol sebagai inhibitor
ACE2; camostat mesylate sebagai inhibitor TMPRSS2; remdesivir
dan ribavirin sebagai penghambat RdRp; Lopinavir dan ritonavir
sebagai inhibitor protease. Klorokuin, Lopinavir, Ritonavir, dan
Remdesivir merupakan antimikroba yang dinyatakan memiliki
potensi aktivitas melawan SARS-CoV [5-7]. Strategi terapi untuk
COVID-19, pertama: terapi untuk meningkatkan daya tahan tubuh
sel inang atau manusia, kedua: pembatasan perkembangan virus itu
sendiri. Sehingga diperlukan kajian untk mengembangkan
penemuan obat antivirus dan imunostmulan yang dapat mengobati
COVID-19 secara efektif.

Pemahaman mengenai respons imun tubuh dalam meng-
hadapi infeksi maupun penyakit lain semakin berkembang,
demikian pula penelitian mengenai komponen yang dapat
memengaruhi respons imun tersebut [8]. Bahan yang dapat
memodulasi sistem imun tubuh dikenal sebagai imunomodulator.
Imunomodulator terdiri dari imunostimulator, imunorestorator,
dan imunosupresor. Secara klinis imunomodulator digunakan pada
pasien dengan gangguan imunitas, antara lain pada kasus keganasan,
HIV/AIDS,  malnutrisi, alergi, dan lain-lain  [9-10].
Imunomodulator yang dikenal pula sebagai biological respons
modifier, obatobatan yang dipakai pada imunoterapi untuk
mengembalikan ketidakseimbangan sistem imun. Imunoterapi
merupakan suatu pendekatan pengobatan dengan cara merestorasi,

meningkatkan, atau mensupresi respons imun. Imunorestorasi dan
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imunostimulasi ~ disebut  imunopotensiasi  (up  regulation),
imunosupresi disebut down regulation.

Indonesia memiliki keanekaragaman hayati yang melimpah.
Beberapa senyawa bioaktif dari sumber daya hayati memiliki potensi
untuk dikembangkan sebagai obat. Perlu dilakukan penelitian dan
evaluasi senyawa bioaktif dirancang untuk mengatasi COVID-19.
Senyawa bioaktif sebagai kandidat untuk menghambat dan
mengurangi infeksi dari coronavirus menyebabkan senyawa itu
meningkat sistem kekebalan tubuh dan bertindak sebagai
antioksidan antara lain apigenin, brazilin, brazilein, kurkumin,
gingerol, hesperidin, hesperetin, kaemferol, luteolin, myricetin,
naringenin dan quercetin [11-13].

Wedang uwuh merupakan salah satu produk minuman
tradisional yang kaya antioksidan dan kemungkinan dapat
digunakan sebagai imunostimulan. Secara umum wedang uwuh
terdiri dari beberapa bahan rempah yaitu: jahe (Zingiber officinate),
kayu Secang (Caesalpina sappan), cengkeh (Syzygium aromaticum),
kayu manis (Cinnamomum zeylanicum), daun pala (Myristica
fragrans), sereh (Cymbopogon citratus), kapulaga (Amomum
cardamomum), gula batu [14]. Minuman wedang uwuh baik bagi
kesehatan tubuh di antaranya untuk menyembuhkan batuk ringan,
menambah stamina tubuh, dan meningkatkan kekebalan tubuh
[14]. Senyawa 6-gingerol dalam jahe membukrtikan efisiensi anti-
virus terhadap SARS-Cov2 dengan menunjukkan afinitas
pengikartan tertinggi dan interaksi dengan beberapa target COVID-
19 termasuk protease virus, protein pengikat RNA, protein Spike.
Penelitian ini sebagai prediksi bahwa 6-gingerol dari tanaman jahe
dapat sebagai obat baru untuk COVID-19 [15].

Belum banyak dilaporkan potensi wedang uwuh sebagai

imunomodulator pada infeksi SARS-Cov2. Oleh karena itu dalam
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tulisan ini akan dikaji potensi wedang uwuh yang terdiri dari herbal
yang mengandung beberapas senyawa bioaktif dan berpotensi
sebagai imunomudolator pada infeksi virus SARS-Cov2 meng-
gunakan metode in silico. Pengembangan obat melalui pendekatan
bioinformatika saat ini dapat dilakukan dengan basis komputasi
yang disebut in silico. Metode ini digunakan untuk mengetahui
ikatan antara senyawa bioaktif dengan protein target menggunakan
molecular docking dan untuk mengidentifikasi hubungan antara
senyawa fitokimia pada tanaman dan efek terapeutik dari tanaman
obat [16]. Berdasarkan latar belakang, maka permasalahan yang
akan dikaji dalam tulisan ini adalah bagaimana potensi wedang
uwuh sebagai imunomodulator pada infeksi SRAS-Cov-2 kemam-
puan penghambatan senyawa bioaktif dalam wedang uwuh terhadap
protein target yang berperan dalam proses masuknya virus ke dalam
sel inang yang dikaji secara in silico ? Tujuan dari penulisan ini
adalah mengkaji potensi wedang uwuh sebagai imunomodulator
pada infeksi SARS-Cov2 dan mengevaluasi kemampuan
penghambatan senyawa bioaktif dalam wedang uwuh terhadap
protein target yang berperan dalam proses masuknya virus ke dalam

sel inang.

7.2 Metode

Berdasarkan latar belakang masalah, maka metode peme-
cahan masalah yang akan dilakukan adalah kajian pustaka yang
terkait dengan potensi senyawa bioaktif dalam wedang uwuh
dengan mengevaluasi kemampuan penghambatan senyawa bioaktif
dalam wedang uwuh terhadap protein target yang berperan dalam
proses masuknya virus ke dalam sel inang. Serta kajian melalui
penelitian meta andlisis yaitu kajian terhadap beberapa hasil
penelitian yang terkait dengan kemampuan penghambatan senyawa

bioaktit dalam wedang uwuh terhadap protein target yang berperan
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dalam proses masuknya virus ke dalam sel inang. Beberapa jurnal
hasil penelitian in silico tentang senyawa bioaktif tanaman yang
terdapat dalam wedang uwuh, seperti jahe (Zingiber officinale), kayu
Secang (Caesalpinia sappan), cengkeh (Syzygium aromaticum), kayu
manis (Cinnamomum zeylanicum), daun pala (Myristica fragrans),
sereh (Cymbopogon citratus), kapulaga (Amoemum cardamomum)
dikumpulkan dari penerbit publikasi seperti PubMed, Medline dan
Google Scholar. Prosedur meta andlisis ini dirancang sesuai yang
disarankan oleh Egger et @/ [17] dengan parameter yang digam-
barkan dengan jelas, faktor-faktor eksklusi dan inklusi, abstrak dari
semua kutipan. Tulisan ini mengkaji secara teoritik dan hasil
penelitian terkait kemampuan penghambatan senyawa bioaktif
dalam wedang uwuh terhadap protein target yang berperan dalam
proses masuknya virus ke dalam sel inang. Selain kajian secara meta
analisis juga telah dilakukan penelitian in silico khususnya senyawa
bioaktif pada kayu secang (Caesalpinia sappan L) dan jahe ((Zingiber
Officinale). Peneclitian in silico untuk mengetahui kemampuan
penghambatan senyawa bioaktif dalam jahe (Zingiber officinale) dan
kayu Secang (Caesalpinia sappan) terhadap protein target yang
berperan dalam proses masuknya virus ke dalam sel inang [15].
Langkah awal adalah mengoleksi senyawa bioaktif dari
tanaman jahe (Zingiber officinale) dan kayu Secang (Caesalpinia
sappan). dari database Knapsack di laman hupi//www,
knapsackfamily.com/KNApSAcK_Family/ dan ChEBI di laman
hreps:/fwww.ebi.ac.uk/chebi/. Untuk memudahkan penelusuran
sumber data dan pengarsipan maka dilakukan unifikasi. Senyawa
jahe (Zingiber officinale) dan kayu Secang (Caesalpinia sappan) yang
telah dikoleksi, kemudian diunifikasi dengan mengoleksi SMILE
masing-masing senyawa menggunakan PubChem di laman

hteps://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/. Lalu SMILE masing-masing
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senyawa digunakan untuk prediksi bioaktivitasnya. Uji PASS
dilakukan secara online di http://www.pharmaexpert.ru/passonline/
. Hasil uji PASS menunjukkan nilai Pa atau Potentian Activity dan
Pi atau Potential Inbibitory, skoring ini berdasarkan kemiripan
struktur senyawa dengan senyawa obat dengan aktivitas sama. Ligan
atau senyawa uji hasil skrining yang digunakan pada penelitian ini
dan senyawa obat sebagai ligan pembanding diunduh strukeur 3D
ligan dari Pubchem pada situs hetps://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/
dengan format.sdf. Koleksi protein target SARS-Cov2 dilakukan
dengan literasi dari jurnal-jurnal terkait. Protein target yang
digunakan antara lain: ACE2 (PDB ID: 1086), TMPRSS2 (PDB
ID: 5CE1), RdRp (PDB ID: 6NUR), 3CLpro (PDB ID: 2GTB)
dan PLpro (PDB ID: 4O0WO0). Protein target yang telah dikoleksi
kemudian diunduh strukeur 3D dari Protein Data Bank dengan situs
http://www.rscb.org/. format .pdb.

Makromolekul protein yang telah diunduh dari RCSB
biasanya masih mengandung ligan atau pelarut lain yang menempel
pada struktur asli, untuk itu molekul air dan ligan alaminya harus
dihilangkan agar tidak menghalangi penambatan ligan lain pada sisi
pengikatan protein. Selain itu juga ditambahkan atom hidrogen
untuk membuat reseptor menjadi polar dan dapat berpengaruh pada
interaksi penambatan serta penomoran kembali residu asam amino
dengan menggunakan soffware Discovery studio.

Pembuatan kompleks stabil antara makromolekul dengan
ligan yang menghasilkan skoring kekuatan penambatan atau binding
affinity. Metode ini banyak digunakan untuk mendesain obat karena
memiliki kemampuan untuk membuat prediksi konformasi yang
rasional dengan penambatan ligan pada sisi  pengikatan
makromolekul. Interaksi antara ligan dan makromolekul dianalisis

menggunakan molecular docking dengan software Autodock Vina
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terintegrasi di PyRx 0.8 [18]. Selain senyawa bioaktif dan protein
target, molecular docking juga dilakukan pada protein target dan
senyawa obat yang bioaktivitasnya sama digunakan sebagai kontrol
untuk menentukan ketepatan penambatan dari senyawa bioaktif.
Hasil molecular docking divisualisasi dalam 3D dan 2D dengan
software Biovia Discovery Studio sehingga tampak residu-residu
asam amino dan ikatan kimia yang terbentuk yang menunjukkan

bainding site suatu protein target.

7.3 Hasil dan Pembahasan
Tanaman Empon-empon Penyususn Wedang uwuh

Jahe (Zingiber officinale Roscoe) merupakan herbal yang
mengandung berbagai komponen senyawa metabolit sekunder
seperti flavonoid, fenol, terpenoid, dan minyak atsiri antara lain
zingerone, paradol, gingerols dan shogaols. Senyawa-senyawa
tersebut dapat menghambat bakteri patogen seperti Escherichia coli,
Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus [19-20]. Ekstrak jahe
diketahui dapat menstimulasi sitokin pronflamasi (IFN-y and TNF-
a) dan ekspresi iINOS serta makrofag [21-22]. Senyawa bioaktif
utama dalam jahe yaitu 6-gingerol memiliki potensi di bidang
farmakologi dan mikrobiologi, seperti antiparasit, antitumor, anti-
inflamasi and antioksidan [23-24] dan imunomodulator [25] .

Kayu secang (Caesalpinia sappan Linn) dapat dimanfaatkan
sebagai minuman herbal untuk antiradang, pemurnian darah,
anridiabetik  anrtikanker, antitumor, antimikroba, anrivirus,
imunostimulan, antijamur. Penemuan baru melaporkan bahwa
ekstrak kayu secang berpotensi sebagai agen imunosupresif [26].

Cengkeh (Szygizium aromaticum) dikenal sebagai obat
tradisional untuk gangguan gigi, gangguan pernapasan, sakit kepala,
dan sakit tenggorokan. Cengeh mengandung senyawa glikosida,

saponin, flavonoid, steroid, tannin, alkaloid, terpenes [27]. Selain
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memiliiki aktivitas antimikroba, anti-jamur, anti-virus, anti-
inflamasi, analgesik, imunomodulator, antioksidan dan anestesi [27-
30].Imunomodulator tidak menyebabkan terjadinya respon imun
seluler maupun humoral, melainkan menyebabkan modulasi dari
sistem imun berupa stimulasi atau supresi. Imunomodulator
mempunyai aspek terapi khusus yang berkaitan dengan mekanisme
sistem imun schingga dapat digunakan untuk terapi terhadap
penyakitpenyakit yang berkaitan dengan sistem imun seperti
penyakit infeksi, keganasan dan gangguan fungsi sistem imun [31].

Kayu manis (Cinnamomum zeylanicum) telah banyak
digunakan sebagai obat tradisional yang bermanfaat untuk
kesehatan. Kandungan utama senyawa aktif kayu manis yaitu
cinnamaldehid, trans-cinnamaldehid, asam cinnamik, minyak
esensial, dan cugenol. Senyawa aktif eugenol (75-85%), linalool
(1.6-8.5%), (E)-cinnamaldehyde (0.6-1.5%), (E)-cinnamyl
acetate (0.7-2.6%), B-caryophyllene (0.5-6.7%), eugenyl acetate
(0.1-2.9%), and benzyl benzoate (0.1-8.3%) memiliki aktivitas
antivirus influenza type A (HIN1) [32].

Pala (Myristica fragrans) merupakan tanaman herbal yang
banyak digunakan untuk pengobatan tradisional. Komponen biji
pala terdiri dari minyak atsiri, minyak lemak, protein, selulosa,
pentosan, pati, resin, dan mineral-mineral. Biji pala, digunakan
untuk rempah-rempah dan tujuan pengobatan seperti karminatif,
hipolipidemik, antitrombotik, agregasi antiplatelet, antijamur,
afrodisiak, ansiogenik, antiulcerogenic, nematosidal, antitumor,
anti-inflamasi [33-34] dan menurunkan produksi NO [35]

Sereh (Cymbopogon citrates) merupakan tanaman yang
popular sebagai obat tradisional, mengandung senyawa metabolit
sckunder asam fenolat, flavanoid dan alkaloid. Serch telah banyak

dimanfaatkan dalam industri farmasi, pangan dan kosmetik [36-
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37]. Di beberapa negara serch digunakan sebagai obat penenang,
antiseptik, antipuretik, anti-inflamasi dan analgesik serta obat
nyamuk antibakteri, anti-jamur [38-39]. Beberapa hasil penelitian
menunjukan bahwa ekstrak etanol sereh sebaga antivirus herpes
simplex virus serotipe 1 (HSV-1) [40], ekstrak methanol
berpengaruh terhadap virus dengue serotipe 1 [41], dan virus
hepatitis A [42].

Kapulaga (Amomum cardamomum) merupakan salah satu
spesies penghasil black cardamom yang berasal dari pulau Jawa
schingga disebut juga dengan nama Java cardamom. Masyarakat
Indonesia Amomum cardamomum mmiliki nama berbeda yaiutu A.
compactum, dan dimanfaatkan untuk berbagai tujuan seperti:
bumbu masak, minuman kesehatan, obat tradisional, dan aroma
terapi [42]. Kapulaga mengandung cincole sekitar 60-80% dan
k-:}mponcn lain seperti 0-pinene, Bpincnc, camphcnc, limonene, p-
cymene, a-terpineol dan a- humulene [43-44]. Kandungan esensial
oil pada buah cardamom bervariasi antara 2 — 5% dengan komposisi
utama 1,8% cineol (hingga 70%) and o -pinene (16%) [44].
Senyawa aktif kapulaga berperan sebaga antibakreri [45-46],
antioksidan [47]. Majdalawiech dan Ronald (2010) melaporkan
bahwa lada dan kapulaga berpotensi sebagai imunomodulator
melalui proliferasi sel-sel limpa dan sitokin Th1/Th2, sehingga

berperan sebagai pro-inflamasi dan anti-inflamasi [48].

Pendekatan Bioinformatika

Bioinformatika merupakan salah satu pendekatan paling
penting dan langsung untuk merancang obat baru [49]. Teknik
bioinformatika saat ini sangat berguna karena hemart biaya dan
mudah digunakan. Karena tingginya biaya uji klinis dan
laboratorium, memakan waktu dan kemungkinan kesalahan teknik,

bioinformatika digunakan untuk merancang potensi obat baru [50].
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Docking komputasional dapat digunakan untuk memprediksi
konformasi dan afinitas energi pengikatan ligan molekul kecil ke
target protein. Docking banyak digunakan untuk studi interaksi
biomolekuler dan diterapkan pada desain obat berbasis strukrur
[51]. Fungsi skoring dok dapat digunakan untuk menentukan mode
pengikatan dan situs ligan, memprediksi afinitas pengikatan, dan
mengidentifikasi obat potensial. Beberapa penelitian telah dilaku-
kan untuk menemukan obat antivirus 2019-nCoV [52-53].

Hasil beberapa penelitian menunjukkan bahwa protease
inhibitor yang merupakan bagian utama dari turunan metabolit
sekunder, efektif untuk mengendalikan infeksi virus. Berdasarkan
hasil asil kajian pustaka yang terkait dengan potensi senyawa bioaktif
dalam tanaman untuk pembuatan wedang uwuh seperti jahe
(Zingiber officinale), kayu Secang (Caesalpinia sappan), cengkeh
(Syzygium aromaticum), kayu manis (Cinnamomum zeylanicum),
daun pala (Myristica fragrans), sereh (Cymbopogon citratus), kapulaga
(Amomun cardamomum) melalui evaluasi kemampuan pengham-
batan senyawa bioaktif dalam wedang uwuh terhadap protein target
yang berperan dalam proses masuknya virus ke dalam sel inang.
Senyawa bioaktif tanaman dalam wedang uwuh diketahui memiliki
khasiat tinggi kandungan antioksidannya dan meningkatkan sistem
kekebalan tubuh. Senyawa aktif ini mungkin memiliki berpotensi
menghambar infeksi virus corona, antara lain 6-gingerol, 6-shogaol,
and 8-shogaol yang terkandung dalam jahe (Zingiber officinale);
brazilin dan brazilein dalam kayu secang (Caesalpinia sappan L),
myricetin. dalam cengkih (Syzygium aromaticum); tenufolin,
pavetanninCl  dan Cinnamtannin-B1  dalam kayu manis
(Cinnamomum zeylanicum); myricetin dalam daun pala (Myristica
fragrans), rhoifolin dalam serch (Cymbopogon citratus), dan 1,8

cincole dalam kapulaga (Amomun cardamomum)
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Koleksi senyawa fitokimia suatu tanaman dapat meng-
gunakan basis data daring yang menyediakan darta terkait tanaman
obat, fitokimia, dan etnobotani dari berbagai negara di dunia.
Beberapa basis data online yang dapat digunakan sebagai sumber
informasi tentang senyawa fitokimia yang terkandung di dalam
tanaman dan atau bagian tertentu dari tanaman yang bersangkutan,
diantaranya Dr. Duke's Phytochemical and Ethnobotanical
Databases dan The traditional Chinese medicine systems
pharmacology database and analysis platform (TCMSP). Kelema-
han basis data ini sangat sering mengalami gangguan tidak dapat
diakses, namun data yang tersimpan relatif sangat lengkap
khususnya untuk tanaman herbal yang berasal dari Cina. Selain data
yang relatif lengkap, TCMSP juga menyediakan anotasi yang cukup
lengkap untuk tdap-tiap entrinya termasuk diantaranya adalah
clickable url link yang menghubungkan setiap entri dengan
PubChem. Selain dua basis data tersebut juga terdapat basis data
online untuk mengoleksi senyawa fitokimia suatu tanaman yaitu
KNApSAcK, Chemical Entities of Biological Interest (ChEBI),
DrugBank, FooDB, dan Phytochemical Interactions DataBase
(PCIDB).

Molecular Docking senyawa bioaktof dengan prtoein target
Berdasarkan hasil uji PASS dilakukan skrining untuk
memilih senyawa bioaktif jahe (Zingiber officinale), kayu Secang
(Caesalpinia sappan), cengkeh (Syzygium aromaticum), kayu manis
(Cinnamomum zeylanicum), daun pala (Myristica fragrans), serch
(Cymbopogon citratus), kapulaga (Amomum cardamomum) yang
memiliki pa lebih dari 0,7 dan 0,5 < Pa > 0,7. Nilai pa > 0,7
menunjukkan senyawa memiliki potensi yang tinggi untuk menjadi
senyawa bioaktif di uji eksperimen in wvitro dan atau in vive dan

sekaligus memiliki tingkat kemiripan yang tinggi dengan senyawa
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obat dengan bioaktivitas yang sama. Nilai 0,5 < Pa < 0,7
menunjukkan bahwa senyawa memiliki potensi yang tinggi untuk
menjadi senyawa bioaktif di uji eksperimen in vitro dan atau in vivo
dan sekaligus berpotensi dalam pengembangan senyawa obat yang
baru dengan bioaktivitas sama. Sedangkan nilai Pa < 0,5
menunjukkan bahwa senyawa memiliki potensi yang rendah untuk
menjadi senyawa bioaktif di uji eksperimen in vitro dan atau in vivo
dan sekaligus memiliki potensi yang rendah untuk dikembangkan
menjadi senyawa obat.

Tahap setelah mengoleksi senyawa yang memiliki potensi
bioaktivitas tinggi sebagai penghambat adalah mengoleksi protein
target masing-masing senyawa. Protein target telah ditentukan
berdasarkan data dari pdb. Saat ini telah diketahui setidaknya ada
21 protein target yang potensial sebagai target kerja obat COVID-
19. Dua target diantaranya terdapat pada manusia. Sedangkan saat
ini terdapat sekurangkurangnya 78 molekul yang sedang diuji secara
klinis sebagai antivirus COVID-19 [54]. Wu dkk melakukan
prediksi struktur dan pemodelan homologi terhadap semua protein
yang dikode oleh SARS-Cov2. Protein target kerja obat antivirus
COVID-19 antara lain ACE2; TMPRSS2; RdRp; 3Clpro; dan
Plpro [54]. Protein target yang sudah dikoleksi selanjutnya dicari
UNIPRO untuk analisis lebih lanjut menggunakan STRING.
Analisis STRING digunakan untuk membuart jejaring interaksi
protein dan senyawa bioaktif sehingga diperoleh hubungan antar
protein target dari senyawa-senyawa tersebut dan dapat menganalisis
pathway biologi yang dipengaruhi oleh protein-protein tersebut
[55].

Angiotensin Converting Enzyme 2 (ACE2) setidaknya
memiliki 3 fungsi fisiologis, yaitu negative regulator pada sistem

renin-angiotensin, fasilitator transport asam amino dan resepror
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tempat terikatnya SARS-CoV maupun SARS-Cov2 [56]. ACE2
tersebar luas dalam paru-paru, sistem kardiovaskuler, usus, ginjal,
sistem saraf pusat dan jaringan adipose [56]. ACE2 merupakan
target masuknya SARS-Cov2 ke dalam sel [57]. Situs pengikatan
antara ACE2 dan SARS-Cov2 telah teridentifikasi schingga
memungkinkan untuk mendesain molekul blokernya. Bloker ACE2
dapat berupa antibodi maupun molekul kecil [58]. Dalam kasus
infeksi virus ini, ACE2 dapat berperan sebagai target kerja sekaligus
sebagai obat itu sendiri.

Protein Transmembrane Protease Serin 2 (TMPRSS2)
berperan mengaktivasi protein S, sehingga virus dapat memasuki sel
inang [3]. TMPRSS2 sebagai target yang potensial obat antivirus
COVID-19 [3]. TMPRSS2 merupakan protein pada manusia yang
belum diketahui dengan jelas fungsinya [59]. Camostat mesilat yang
merupakan sebuah inhibitor serin protease yang juga menunjukkan
aktivitasnya terhadap TMPRSS2 [3]. Molekul ini sedang diuji klinis
secbagai antivirus SARS-Cov2 [59]. Proses replikasi SARS-Cov2
sangat tergantung pada enzim RNA-dependent RNA polymerase
(RdRp). RdRp disebut juga NSP12 (non structural protein 12) [60].
RdRp mengkatalisis sintesis RNA yang kemudian berperan dalam
proses transkripsi dan replikasi virus. NSP7 dan NSP8 diduga
berperan sebagai kofaktor dalam proses tersebut [61]. Sehingga,
RdRp merupakan rarget utama inhibitor analog nukleosida, seperti
remdesivir [60,62-63]. Remdesivir telah teruji cukup efekdif untuk
terapi COVID-19 [62-63]. Beberapa obat yang telah ada seperti
antijamur itrakonazol dan antibakteri novobiosin juga menunjuk-
kan aktivitas penghambatan terhadap RdRp [54].

Main protease (Mpro) disebut juga 3C-like protease
(3CLpro) [64], dikenal juga secbagai NSP5 [54]. Enzim ini

merupakan salah satu enzim yang penting dalam menentukan
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kelangsungan hidup CoV,dengan memediasi replikasi dan
transkripsi protein-protein pada virus. Pentingnya peran Mpro ini
menjadikannya salah satu target penting dalam mendesain antivirus
COVID-19. Mpro memiliki lebih dari 11 situs pembelahan.
Inhibisi aktivitas enzim ini akan menyebabkan terhambatnya
replikasi virus. Manusia tidak memiliki enzim protease yang sama
dengan Mpro virus ini, maka inhibitor Mpro tidak akan menghasil-
kan efek toksik pada manusia [64]. Berbagai studi in silico telah
dilakukan untuk menemukan calon molekul yang efektif meng-
inhibisi main protease SARS-Cov2 ini. Inhibisi main protease akan
menyebabkan terganggunya replikasi dan transkripsi protein non
struktural virus, sehingga mengakibatkan kematian virus. Umesh
dkk telah melakukan studi penambatan molekul terhadap rtarget
Mpro. Studi ini dilakukan dengan menskrining senyawa-senyawa
yang terdapat dalam rempah-rempah di India melalui penambatan
molekul. Scrukeur kristal Mpro diunduh dari PDB dengan ID 6Y84.
Hasilnya menunjukkan bahwa Carnosol dan arjunglucoside-l
memiliki aktivitas penghambatan Mpro yang cukup kuat [65].
Papain-like proteinase (PLpro) berperan dalam pembelahan
terminal N polyprotein (pp) untuk melepas NSP1, NSP2 dan NSP3
yang penting dalam proses replikasi virus [66]. PLpro juga secara
signifikan mengantagonis imunitas bawaan inang [67-69,54].
Dalam bidang biomedis, desain dengan bantuan komputer
atau in silico yang menggunakan teknik komputasi dalam proses
penemuan obat digunakan untuk merampingkan dan mempercepat
identifikasi hit dan proses optimasi hit-to-lead [70]. Salah satu
metode in silico merupakan molecular docking atau docking.
Docking adalah metode yang memprediksi orientasi dari satu
molekul dengan molekul lain (bisa berupa protein atau molekul

ligan) ketika terikat satu sama lain untuk membentuk kompleks
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yang stabil. Docking digunakan untuk memprediksi binding
aftinity suatu molekul ligan dengan molekul protein targer [71].
Syahputra dkk (2014) menyatakan bahwa semakin negatif afinitas
pengikatan maka semakin kuat dan stabil ikatan antara ligan dan
reseptor [72]. Didukung oleh Saputri dkk (2016) bahwa semakin
kecil nilai afinitas pengikatan maka semakin tinggi pula afinitas
ikatan antara reseptor dengan ligan, dan sebaliknya, semakin besar
nilainya, semakin rendah afinitas pengikatan maka afinitas ikatan
antara reseptor dan ligan [73]. Ikatan hidrogen memiliki peran
penting dalam menentukan nilai binding affinity karena ikatan ini
memiliki energi yang lebih kuat daripada ikatan hidrofobik. Tkatan
hidrogen memiliki energi yang lebih tinggi daripada interaksi
hidrofobik dengan nilai 1-7 kcal/mol dengan 1 kcal/mol. Namun,
ikatan hidrofobik juga penting dalam menjaga stabilitas ikatan [74].
Perlu diperhatikan sebelum dilakukan docking harus
melewati tahap preparasi macromolecule (protein target) yang
diperoleh dari Protein Data Bank. Hal ini disebabkan masih ada
ligan yang menempel pada macromolecule yang harus dihilangkan
dan perlu penambahan hidrogen. Atom hidrogen yang berada di
macromolecule ini bergerak dan berputar dengan cepat dan merecka
berpartisipasi dalam ikatan hidrogen (ikatan-H) sebagai donor dan
akseptor dengan ligan, schingga diperoleh skoring penambatan.
Hasil molecular docking antara ligan yang berupa senyawa bioaktif
dan makromolekul protein target pada penghambatan infeksi vrus
SARS-Cov2 dirangkum dalam tabel 6 yang berisi nama ligan dan
energi ikatan antara ligan dan protein.
Tabel 6: Hasil molecular docking senyawa bioaktit dalam
penghambatan protein target ACE, TMPRSS2, RdRp,
3CLpro dan PLpro
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Tanaman herbal Ligand | Binding affinity (Kcal/mol)
ACE  |TMPRSS2 | RdRp | 3CLpro | Plpro
(Mpro)

Jahe  (Zingiber | Gingerol | -7,45 -5,57 -5,09 0,32 -7,0
officinale),
Kayu Secang | Brazilin | -8,32 -7,25 -4,31 7,05 -7,18
(Caesalpinia Brazilein | -7,73 7,86 -3,81 =773 -7.87
sappan)
Cengkeh Shogaol | -4,2 - - - -
(Syzyginm Eugenol | -4,85 - - - -
aromaricun)
Kayu Manis | Tenufolin | - - - -8,7 -8.8
(Cinmamomum Paveran - - - -11,1 -
zeplanicum) ninC1 - - - -10,2 -

Cinnamt

annin-

B1
Daun Pala |Myricetin | -7,08 -6,25 -3,38 0,65 -0,57
(Myristica
fragrans)
Sereh Rhoifolin | -6,9 - - -8,2 -
(Cymbapagon
citratus)
Kapulaga 1,8-cineole | -5,2 - - -6,04 -
(Awmromum
compactim)

Hasil molecular docking menunjukkan bahwa senyawa
bioaktif dari kayu manis (Cinnamomum zeylanocum) memiliki skor
negatif binding affinity terendah terhadap ACE2, yaitu brazilin (-
8,32 kcal/mol) dalam kayu secang (Caesalpinia sappan L.). Nilai
binding affinity merupakan skoring hasil docking berupa nilai
energi bebas, semakin negatif nilai binding affinity maka semakin
besar penambatan antara macromolecule (protein target) dengan
ligand (senyawa bioaktif atau obat), berarti terbentuk afinitas
terbaik.
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Senyawa yang memiliki ikatan paling stabil terhadap protein
TMPRSS2, adalah brazilein pada kayu secang, sedangkan gingerol
(-5,09) dari jahe menunjukkan ikatan terbaik dengan RdRp.
Senyawa kimia dalam bahan alam yang memiliki potensi untuk
mengikat paling kuat dengan 3CLpro adalah pavetannin ¢l (-11,1
kcal/mol), diikuti oleh cinantanninB1 (-10,2 kcal/mol), dan
tenufolin (-8,7 kcal/mol), dan urutan berikutnya adalah rhoifolin (-
6,9) dari sereh. Energi ikat yang diperoleh antara senyawa aktif dan
lima protein target juga dibandingkan dengan energi ikat obat
terhadap ACE2; TMPRSS2; RpRp; 3Clpro dan PLpro inhibitor.
Jika nilai energi ikat senyawa kimia dengan lima protein rarget lebih
negatif daripada inhibitor kelima protein, maka kemampuan atau
afinitas senyawa aktif untuk mengikat protein target dikatakan lebih
besar. Hal ini menunjukkan adanya interaksi yang lebih kuat dan
lebih stabil yang terjadi antara senyawa bioaktif dengan protein
target.

Gingerol dalam jahe, brazilin dan brazilein dalam kayu
secang memilki ikatan terhadap semua protein target ACE,
TMPRSS2, RdRp, 3CLpro dan PLpro. Serta memiliki energi ikat
yang lebih rendah dibandingkan dengan ligan obat sebagai kontrol
yaitu arbidol, klorokuin, camostat mesylate, remdesivir, ribavirin
dan lopinavir terhadap ACE2. Ini menunjukkan bahwa senyawa
bioaktif dalam jahe dan kayu secang dapat bertindak sebagai
penghambat masuknya SARS-Cov2 dengan menghambat ACE2
dan TMPRSS2.

Kayu secang juga memilki aktivitas menghambat RdRp yang
berperan dalam RNA replikasi di sel inang. Protease diperlambat
turun juga, agar virus corona matang proses dihentikan. Senyawa
lain yang juga memiliki kemampuan menghambat dalam lima

protein target virus corona yang menginfeksi inangnya adalah daun
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pala yang mengandung mirisetin, memiliki kemampuan tertinggi
pada TMPRSS2 sehingga proses pembentukan kompleks S-
glikoprotein dengan ACE2 akan terhambat

Untuk memeriksa lebih lanjut mekanisme penghambatan
terhadap protein enzim pada COVID-19 dari beberaoa senyawa
bioaktif hasil kajian ini, uji farmakologi jaringan secara in silico
dapat digunakan untuk menganalisis target senyawa fitokimia, jalur
transduksi sinyal sel yang mungkin terlibat dalam regulasi, dan

mekanisme farmakologis potensial.

7.4 Ringkasan

Secara tradisional, obat-obatan dari sumber tanaman obat
telah banyak digunakan untuk mengendalikan penyakit. Pada
infeksi COVID-19, diperlukan obat yang efekdif. Tumbuhan
mengandung sumber yang kaya akan senyawa fitokimia yang dapat
menjadi pendekatan yang efekdif untuk memerangi COVID-19.
Kandungan senyawa bioaktif tanaman dalam wedang uwuh yang
teridentifikasi (gingerol, brazilin, brazilien, shogoal, eugenol,
tennufolin, pavetanninCl, cinnantanninB1, myricetin, rhoifolin,
1,8-cineoli) berpotensi sebagai imunomodulator pada infeksi SRAS-
Cov2 kemampuan penghambatan senyawa bioaktif dalam wedang
uwuh terhadap protein target yang berperan dalam proses masuknya
virus ke dalam sel inang yang dikaji secara in silico. Oleh karena itu,
perlu dilakukan penelitian lebih lanjut untuk merancang obat
spesifik melawan COVID-19. Di masa depan, senyawa fitokimia
yang teridentifikasi melalui studi eksperimental digunakan untuk

mengkonfirmasi status senyawa bioaktif sebagai senyawa baru yang

sebagai candidat obat terhadap COVID-19..
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8.1 Pendahuluan

Penggunaan insektisida sintetis di sektor pertanian, tidak
hanya ditujukan pada perlindungan tanaman tetapi juga dalam
pengendalian serangga peternakan, serangga pemukiman dan
gudang penyimpanan bahan pangan. Salah satu  serangga
peternakan yang menimbulkan dampak cukup signifikan secara
ekonomi adalah kutu kandang Alphitobius diaperinus (Coleoptera:
Tenebrionidae).

Kutu kandang adalah serangga hama yang hidup dan
berkembangbiak di lingkungan peternakan ayam hampir di seluruh
dunia. Suhu dan kelembaban yang tinggi di area pemeliharaan ayam
serta gudang pakan, merupakan faktor yang menguntungkan bagi
serangga dewasa untuk bereproduksi sepanjang tahun [13]. Kutu
kandang hidup di sisa-sisa pakan bercampur kotoran, tumpukan
sekam, di sela-sela dinding dan langit-langit bangunan kandang
untuk meletakkan telur [11]. Serangga ini berperan sebagai vektor
penyakit karena virus, bakteri dan jamur pada unggas, seperti

Fowlpox, Newcastle Disease, Aspergillus spp., Escherichia spp.,
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Salmonella spp. dan Campylobacter spp. [32,10,28)]. Keberadaannya
memicu penurunan konsumsi pakan dan produktivitas, bahkan
menjadi penyebab kematian pada ayam.

Permasalahannya, hingga saat ini pengendalian kutu
kandang oleh peternak umumnya masih menggunakan inscktisida
sintetis golongan piretroid dan organofosfat seperti cypermethrin,
chlorpyrifos, dan citronellal. Di satu sisi, insektisida sintetis
memiliki keunggulan karena kemanjurannya dalam pengendalian
siklus hidup hama, namun di sisi lain bahan ini merupakan bahan
beracun yang tidak bisa diabaikan begitu saja. Penggunaan
insektisida sintetis yang tidak terkendali dalam beberapa dekade
terakhir terbukti telah menyebabkan sejumlah masalah lingkungan
jangka panjang [4]. Selain mencemari lingkungan kandang dan
mengganggu keseimbangan ckosistem di dalamnya [16], residu yang
terakumulasi terus-menerus telah memicu timbulnya penyakit pada
tingkat yang mengkhawatirkan [18]. Penggunaan inscktisida di
lingkungan peternakan juga mengancam keschatan ternak dan
pekerja. Oleh karena itu eksplorasi dan mengembangkan
bioinsektisida yang aman di lingkungan peternakan unggas masih
sangat diperlukan. Sumber bioinsektisida asal tanaman sangat
melimpah di alam, mudah terurai, menunjukkan berbagai mode
aksi pengendalian, lebih murah dan memiliki toksisitas rendah
terhadap manusia dan organisme non-target [15]. Selain itu
alternatif pemakaian bioinscktisida ke dalam program pengelolaan
hama terpadu telah terbukt mengurangi penggunaan pestisida
sintetis yang tidak perlu [19]. Salah satu sumber bioinsektisida
potensial yang belum banyak diungkap adalah tanaman gulma.

Gulma Kipahit (77thonia diversifolia) merupakan salah satu
tanaman anggota familia Asteraceac yang tergolong tanaman

invasive, banyak ditemukan tumbuh liar di sela-sela tanaman
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budidaya (Gambar 20). Tanaman liar ini mudah tumbuh di
berbagai jenis tanah karena kemampuannya beradaptasi, kecepatan
tumbuh, dan dapat berkembangbiak secara vegetatif dan generatif,
sehingga mudah dikembangbiakkan. Masyarakat di beberapa negara
menge-nal Kipahit sebagai obat tradisional, karena memiliki efek
farmakologis dan kandungan nutrisi [2,19,26]. Masyarakat di
beberapa negara juga memanfaatkan gulma Kipahit sebagai pupuk
hijau [23].

Kipahirt dikenal di berbagai negara dengan sebutan berbeda.
Di Indonesia dikenal dengan sebutan Kipahit, Kembang bulan, atau
daun insulin. Di negara lain di sebut Mexican Sunflower, Tree
Marigold (Inggris); Guasmara, Jalacate (Spanyol);
Verschiedenblaettrige Fackelblume (Jerman); Daoruang-Yipun,
Denchamat-Nam, Thantawan-Nu  (Thailand) [25].  Kipahit
mengandung senyawa aktif yang secara alamiah berfungsi sebagai
pelindung diri dari serangga pengganggu, serta senyawal bersifat
alelopati yang dapat menghambat kehidupan organisme di

sekitarnya.
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Gambar 20: Gulma Kipahit Tithonia diversifolia (Dokumentasi
pribadi)
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Penelitian terdahulu menyebutkan bahwa daun Kipahit
mengandung senyawa toksik, sehingga potensial dikembangkan
sebagai pengendali serangga hama [1,22]. Analisis Fitokimia bagian
daun terdeteksi mengandung senyawa golongan fenolik, flavonoid,
saponin, alkaloid, steroid, dan tanin [19]. Namun demikian, efek
insektisida yang dihasilkan akan bervariasi tergantung kondisi
lingkungan dimana gulma tersebut tcumbuh serta perbedaan genetik
[7,27]. Dalam rangka mengungkap potensinya sebagai sumber
bioinsektisida, dilakukan analisis fitokimia ekstrak daun Kipahit
menggunakan metode GC-MS, serta menguji aktivitasnya terha-

dap pengendalian kutu kandang A. diaperinus.

8.2 Metode

Penelitian dirancang eksperimental laboratorik dalam tiga
tahap yaitu analisis ekstrak Kipahit menggunakan screening GC-
MS, uji aktivitas repelen, dan uji toksisitas terhadap kutu kandang
A. diaperinus.
a. Preparasi Ekstrak

Daun Kipahit diambil dari kebun obat herbal Temu
Kencana, di Kecamatan Grabag, Kabupaten Magelang. Sampel
daun dikeringkan lalu dibuat serbuk, dimaserasi dengan pelarut
etanol 96% dalam perbandingan 1: 4 (w/v). Proses maserasi selama
3x24 jam, sambil sesckali diaduk. Setelah 3 hari, dilakukan
penyaringan dengan menggunakan kertas Whatman no. 1. Filtrat
ditampung dalam labu penguap, kemudian diuapkan dengan rotary
evaporator pada suhu 45°C. Ekstrak yang sudah dievaporasi
dipanaskan dalam waterbath dengan suhu 50°C hingga semua
pelarut hilang (< 5%). Ekstrak pekat yang diperoleh diasumsikan
sebagai ckstrak konsentrasi 100%. Ekstrak ini kemudian dibuat

menjadi berbagai variasi konsentrasi, yaitu 25%, 50%, 75% dan
100%.
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b. Analisis GC-MS

Untuk menduga keberadaan senyawa aktif dalam ekstrak
dilakukan analisis GC-MS (Gas Chromatography-Mass Spectrometer).
Kuantifikasi pendugaan senyawa diperoleh dari pembacaan area
pada grafik GC-MS. Pendugaan senyawa hasil uji GC-MS
dilakukan dengan menggunakan software Wiley/NIST Library.

c. Koleksi dan Pembiakan Kutu Kandang Alphitobius diaperinus

Alphitobius diaperinus dewasa diperoleh dari peternakan
ayam potong di wilayah Cepoko, Gunungpati Semarang, kemudian
dibiakkan dalam container box insect dengan media pakan ayam
potong dicampur sekam. Untuk mendapatkan keturunan pertama
(F1), setiap satu minggu, seluruh imago dipindahkan ke dalam
container box insect yang lain dengan media pakan yang sama.
Container box yang ditinggalkan imago diinkubasi hingga telur
menetas dan diperoleh larva. Kemunculan larva ini diasumsikan
sebagai F1 dengan umur yang relatif seragam. Pembiakan dilakukan
di ruang dengan kisaran suhu 27°C + 1°C dengan kelembaban 75-
80%.

d. Uji preferensi

Aktivitas repelen ekstrak diukur berdasarkan respon
penolakan A. diaperinus terhadap ekstrak dalam uji preferensi. Uji
preferensi menggunakan tabung dual choice olfactometer—Y. Masing-
masing lengan Olfaktometer mempunyai diameter 2,5 cm, panjang
20 ¢cm ditambah tabung penutup panjang 10 cm yang bisa dibuka
dan ditutup. Lengan A adalah lorong tempat memasukkan serangga
uji, ujung lengan B digunakan untuk meletakkan ekstrak perlakuan,
sedangkan ujung lengan C digunakan untuk kontrol. Setiap
pengujian menggunakan sebanyak 25 ckor A. diaperinus dewasa
jantan betina dengan kriteria ukuran dan umur relatif sama. Ekstrak

yang akan diuji diteteskan sebanyak 200 pL ke dalam sepotong
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kapas berukuran 2x2 ¢m lalu diletakkan di ujung lengan B. Adapun
ujung lengan C letakkan kapas yang sama dan diteteskan akuadest
sebanyak 200 uL sebagai kontrol. Setelah serangga uji masuk
kedalam lengan olfaktometer (A) dan berjalan menuju persimpang-
an 'Y, lengan A ditutup secara perlahan menggunakan potongan busa
yang didorong secara perlahan, masuk hingga mencapai
persimpangan lengan B dan C. Tujuannya adalah agar serangga uji
tidak berbalik arah ke pintu masuk. Pengamatan dilakukan terhadap
perilaku serangga. Durasi waktu yang diperlukan serangga uji unruk
berdiam di salah satu lengan adalah 30 menit, sesuai dengan rata-
rata hasil pencatatan waktu pada uji pendahuluan. Setelah menit ke-
30, jumlah serangga uji yang berada di lorong lengan B dan C
dihitung dan ditabulasi, untuk selanjutnya digunakan untuk
menghitung Indeks preferensi mengacu cara yang dilakukan Gitahi
et al. (2021). Indeks preferensi digunakan untuk mengetahui sejauh
mana respon penolakan kutu kandangterhadap ekstrak. Jika nilai
indeks preferensi negatif (< 1), menunjukkan adanya respon
penolakan, sebaliknya jika indeks preferensi positip (> 1), maka
serangga uji tidak memberikan respon penolakan. Semakin kecil
nilai indeks preferensi, penolakan serangga uji terhadap bahan uji
makin besar/kuat, serta mengindikasikan bahwa ekstrak yang diuji
memiliki ~aktivitas repelen. Perhitungan indeks preferensi
menggunakan formula sebagai berikut.

NP —NK

" NP + NK
Dimana, /P = Indeks Preferensi

Ip

NP = jumlah serangga yang berada di lorong perlakuan
NK = jumlah serangga yang masuk ke dalam lorong kontrol
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c. Efek toksik

Ekstrak etanol daun Kipahit yang diujikan dibuat dalam 5
level konsentrasi diujikan dan diamati setelah 24, 48 dan 72 jam
perlakuan. Efek toksik ekstrak dilihat berdasarkan nilai LCs, yaitu
kemampuannya membunuh serangga uji >50% dalam waktu
kurang dari 24 jam.

Pengujian LCsy dibuat dalam 5 level konsentrasi ekstrak
yaitu 100%, 75%, 50%, 25%, 0%. Masing-masing level konsentrasi
diulang lima kali, dan setiap ulangan menggunakan 25 ekor kutu
kandang dewasa yang ditempatkan dalam cup plastik bertutup
(dimater 4cm; tinggi 7cm) dilengkapi lubang ventilasi. Pemaparan
ekstrak dilakukan dengan cara meneteskan sebanyak 200 pL ekstrak
ke dalam kertas saring berukuran 2x2 cm di dasar cup plastik, lalu
serangga dimasukkan kedalamnya untuk memperoleh paparan
dengan kontak langsung. Setelah kontak langsung, kedalam cup
ditambahkan pakan sebanyak 5 gram. Mortalitas serangga uji
diamati pada sclang waktu 24, 48, dan 72 jam setelah dipapar
ekstrak. Jika pada kelompok kontrol ditemukan mortalitas lebih dari
5%, maka semua data akan dikoreksi terlebih dahulu menggunakan
formula Abbott (1925). Jumlah kematian kutu pada setiap wakrtu
pengamatan ditabulasi dan disajikan dalam bentuk grafik.

Po - Pc
100 — Pc
P = jumlah serangga yang mati setelah dikoreksi

x 100%

Po = jumlah serangga yang mati karena perlakuan ekstrak

Pc = jumlah serangga yang mati pada kontrol

f. Analisis data
Hasil analisis GC-MS berupa grafik kromatogram dan tabel
komponen senyawa aktif yang terdeteksi. Data kemudian dianalisis

deskriptif. Indeks preferensi disajikan dalam dalam grafik batang
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dan dianalisis secara deskriptif. Hasil uji toksisitas dianalisis probit
menggunakan SPSS 23.0. sehingga diperoleh estimasi konsentrasi

ekstrak yang dapat mematikan serangga uji hingga 50% (LCsy).

8.3 Hasil dan Pembahasan
a. Hasil Analisis GC-MS

Analisis GC-MS terhadap ekstrak gulma Kipahit berhasil
mengidentifikasi senyawa-senyawa akdf yang disajikan dalam
bentuk grafik kromatogram dan spektrum massa [3]. Grafik

kromatogram ckstrak Kipahit terlihat seperti pada Gambar 21, se-

dangkan hasil identifikasi spektrum massa disajikan pada Tabel 7.

¥ (o7 B Tanm

Loty

Gambar 21: Grafik kromatogram GC-MS ekstrak gulma Kipahit

Pada grafik kromatogram (Gambar 21) terdapat 46 peak
yang menunjukkan kuantitas senyawa-senyawa aktif yang berhasil
diidentifikasi. Dari grafik tersebut senyawa bioaktif polar yang
memiliki % area tertinggi adalah [F-copaene yang terdeteksi pada
peak 11. Senyawa ini termasuk golongan terpenoid, dengan % area
sebesar 18,66%. Pada peak 45 terdeteksi Androst-5,7-dien-3-0l-17-
one- yang merupakan golongan fitosterol, dengan % area sebesar
21,64%. Selain -copaene, terdapat 11 sesquiterpenoid lain juga
terindentifikasi (Tabel 7). Sesquiterpenoid merupakan senyawa
senyawa yang bersifat aromatik, mengeluarkan bau khas pada setiap

tanaman dan dapat digunakan scbagai penolak serangga [25].
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Menurut Miranda et al (2015) [17], bagian daun dan bunga Kipahit
mengandung minyak atsiri yang tinggi, dan berpotensi dimanfaat-
kan sebagai produk obat, makanan, kosmetik dan insektisida. Hasil-
hasil penelitian sebelumnya telah membuktikan bahwa senyawa
aktif golongan terpenoid bersifat toksik terhadap hama serangga.
Lebih dari 150 senyawa metabolit sekunder ada dalam tanaman
Kipahit, sebagian besar didominasi flavonoid dan seskuiterpen,
sedangkan minyak atsirinya didominasi oleh hidrokarbon
monoterpen [8,20].

Tabel 7: Senyawa-Senyawa Hasil analisis GC-MS dari Ekstrak
Ethanol Gulma Kipahit”.

Peak Retention.time Komponen Ret.Area
(min) (%)
1 12.92 10-Heptadecen-8-ynoic  acid, methyl | 0,59
ester, (E)-
2 19.42 ff—-mpgzﬁrf 1,65
3 20.57 Caryophyllene 5.65
4 20.81 [*-copaene 0,39
5 20.95 Methyl 9, 11-octadecadiynoate 3,76
6 21.44 7-epi-cis-sesquisabinene hydrate 1,16
7 22.00 a-ylangene 1,95
8 22.12 ff—-}u‘.’ftngfnf 0,97
9 22.57 [Feopacne 0,65
10 22.93 [ylangene 0,64
11 23.13 [-copaene 18,66
12 23.38 2-Myristynoyl pantetheine 0,83
13 23.80 Tetraacetyl-d-xylonic nitrile 0,64
14 24.15 Ethyl iso-allocholate 1,54
15 24.52 Ledene oxide-(11) 2,01
16 24.61 9,12, 15-Octadecatriencic  acid, 2,3- | 2,65
dibydroxypropyl ester, (Z,2,7)-
17 24.67 Methyl 7,10,13,16,19- | 2,30
docosapentaenoate
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Retention.time Ret.Area
Peak . Komponen
(min) (%)

18 24.85 Cyclopropaldinaphthalen-3-one, 1,60
octahydro-2,4a,8,8-tetramethyl-, oxime

19 25.21 Pyrazole(4, 5-blimidazole, I-formyl-3- | 0,60
ethyl-6-fC-d-ribofuranosyl-

20 25.30 Methyl 5,7-hexadecadiynoate 0,53

21 25.64 6,9-Octadecadiynoic acid, methyl ester | 0,96

22 25.75 7~fpzlcipssjqrdmf?infne !;_ya’mrf 1,17

23 25.96 a-acorenol 1,59

24 26.07 Pregan-20-one,  2-hydroxy-5,6-epoxy- | 0,58
1 5~mff£a_yf~

25 26.19 2-((4aS,8K,8aR)-4a,8-Dimethyl- 1,53
3,4,44,5.6,7,8,8a-
octabydronaphthalen-2-yl) propan-2-ol

26 26.26 [=Guaiene 4,72

27 26.51 12,15-Octadecadiynoic ~ acid, methyl | 0,80
ester

28 26.88 9, 10-Secocholesta-5,7, 10(19)-triene- 0,48
3,24,25-triol, (357, 7E)-

29 26.99 trans-Z-a-Bisabolene epoxide 5,17

30 29.79 6,9, 12, 15-Docosatetraenoic acid, | 0,94
methyl ester

31 30.07 2, 2-3,15-Octadecadien-1-ol acetate 1,48

32 30.21 12,15-Octadecadiynoic ~ acid, methyl | 0,59
ester

33 30.59 Acetamide, N-methy-N-[4-2- | 0.52
acetoxymethyl-1-pyrrolidyl]-2-
butynyl]-

34 30.69 N, N=-Bis(Carbobenzyloxy)-lysine 1,83
methyl(ester)

35 30.94 13-Heptadecyn-1-ol 0,55

36 31.84 Acetamide, N-methyl-N-{4-(3- | 0,77
hydroxypyrrolidinyl)-2-butynyl]-

37 33.15 [1.1-Bicyclopropyl]-2-octanoic  acid, | 1,26
2hexyl-, methyl ester

148 | Potensi Senyawa bahan Alam




Retention.time Ret.Area

Peak (min) Komponen (%)

38 35.14 Pregn-4-ene-3,20-dione, 17,21- | 0,47
dibydroxy-, bis(O-methyloxime)

39 35.39 12-Methyl-E, E-2, | 3-octadecadien-1-ol | 2,93

40 36.24 Cyclopropanebutanoic acid, 2-[{2-[[2- | 0,55
[(2-
pentyleyclopropyl)methylcyclopropylim
ethyllcyclopropyllmethyl]-methyl ester

41 36.35 2-[4-methyl-6-(2,6,6- 1,00
trimethylcyclohex-1-enyl)hexa-1,3,5-
trienyl[cyclohex-1-en-1-carboxaldehyde

42 39.95 Spirost-8-en-11-one, 3-hydroxy-, | 0,63
(30 5a, 145 20/, 225, 25R)-

43 40.75 Spirost-8-en-11-one, 3-hydroxy-, | 0,68
(3f0.5a, 145, 204,22, 25R)-

44 50.98 Spirost-8-en-11-one, 3-hydroxy-, | 3,26
(3f. 5a, 145 20/, 22 25R)-

45 51.13 Androst-5, 7-dien-3-ol-17-one- 21,64

46 54.64 a-D-Glucopyranoside, — methyl  2- | 5,11

(acetylamine)-2-deoxy-3-O-
(trimethylsilyl)-, eyclic methylboronate

*) Analisis GC-MS dilakukan di LPPT UGM (2021).

b. Efek Repelen

Aktivitas repelen ekstrak Kipahit diamati berdasarkan nilai

indeks preferensi yang diperoleh dari wuji preferensi. Hasil

perhitungan indeks preferensi dianalis deskriptif untuk mengetahui

konsentrasi mana yang memberikan aktivitas repelen tertinggi
(Gambar 22). Pada perlakuan konsentrasi ekstrak terendah (25%),
Indeks preferensi sudah menunjukkan angka <1, dan pada

konsentrasi yang lebih tinggi, indeks preferensi semakin kecil. Hal

ini mengindikasikan bahwa kutu kandang yang diuji menunjukkan

aktivitas menolak pada semua level konsentrasi, schingga bisa

dikatakan paparan ekstrak dengan konsentrasi 25% sudah mampu
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memberikan efek mengusir serangga uji. Semakin pekat konsentrasi
yang diberikan, aktivitas repelen menjadi semakin kuat. Hasil ini
diperkuat dari analisis GC-MS yang menunjukkan adanya senyawa
bioaktif dalam ekstrak yang berhubungan dengan efek repelensi,
terutama senyawa golongan terpenoid yang memiliki sifat aromatik.

1.20
1.00
0.80
0.60
0do
080

{3@0
o 0
640
-0.60

-0.80
-1.00

Konsentrasi (%)

Gambar 22: Indeks preferensi kutu kandang A. diaperinus yang
terpapar ekstrak dalam berbagai konsentrasi.

Aktivitas repelen Kipahit juga dibuktikan pada penelitian-
penelitian terdahulu terhadap semut pemotong daun Atta cephalotes
[22], kutu jagung Sitophilus zeamais (Gitahi, 2021), Ngengat beras
Corcyra cephalonica, dan serangga gudang Callosobruchus maculatus
[12], kutu beras Sitophilus oryzae dan Tribolium castaneum (Devi et
al., 2020). Penelitian Widiyaningrum et al (2019) [30], mengenai
efek repelen beberapa ekstrak limbah beberapa tanaman anggota
Zingberaceae menemukan bahwa ekstrak yg mengandung
komponen terpenoid memberikan efek penolakan yang lebih kuat
dibanding ekstrak yang tidak terdeteksi mengandung terpenoid.
Ekstrak memberikan efek penolak pada bonggol padi yang lebih

dominan dari yang lain senyawa.
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c. Hasil Uji Efek Toksik

Pada pengujian ini tidak ditemukan kematian serangga uji
di kelompok kontrol, sechingga data mortalitas tidak perlu
dikonversi menggunakan formula Abbort. Efek toksik ekstrak
gulma Kipahit terhadap kutu kandang A. diaperinus diindikasikan
berdasarkan jumlah kematian yang terjadi dalam durasi waktu 24,
48 dan 72 jam setelah terpapar ekstrak. Hasil pengujian menunjuk-
kan bahwa ekstrak daun Kipahit menyebabkan kematian serangga
uji dengan persentase berbeda-beda (Gambar 21). Hasil
pengamatan selama 3 x 24 jam menunjukkan jumlah kematian kutu
kandang A. diaperinus bertambah sejalan dengan waktu pengamaran
dan level konsentrasi. Semakin tinggi konsentrasi ekstrak, terlihat
mortalitas semakin banyak. Pada pengamatan 24 jam setelah
terpapar ckstrak, kematian lebih dari 50% hanya terjadi pada
perlakuan konsentrasi ekstrak 100%. Pada pengamatan 48 jam,
mortalitas > 50% terjadi pada perlakuan konsentrasi ekstrak 75%
dan 100%. Pada perlakuan konsentrasi ekstrak yang lebih rendah
(25% dan 50%), kematian serangga uji > 50% baru tercapai pada
pengamatan 72 jam. Ditemukannya senyawa golongan terpenoid
(monoterpenoid dan seskuiterpenoid) yang cukup tinggi dalam
ckstrak etanol gulma Kipahit diduga menjadi penyebab kematian
pada kutu kandang, meskipun efek toksiknya tidak terjadi dalam
waktu singkat. Terpenoid merupakan senyawa bioakrif asal tanaman
yang mampu merusak sistem syaraf pada serangga. Banyak
penelitian menun-jukkan terpenoid bersifat neurotoksik pada

serangga, menyebabkan kelumpuhan dan diikuti oleh kematian
[14,21, Jankowska et al., 2018).
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Gambar 23: Mortalitas kutu kandang dalam waktu 24, 48 dan 72
jam setelah terpapar ekstrak.

Kemampuan senyawa terpenoid menghambat AchE pada
sistem saraf serangga membuat komponen ini menjadi kandidat
yang menarik untuk bioinsektisida (Jankowska et al., 2017). Akibat
gangguan pada sistem syaraf juga menyebabkan efek antifeedant,
dengan indikasi serangga uji tidak mengenali pakan, mempengaruhi
perilaku makan dan pada akhirnya menurunkan konsumsi pakan
[31].

Hasil analisis probit (Tabel 8), menunjukkan estimasi LCsq
pada 24 jam pertama pengamatan adalah berada pada konsentrasi
61,8%. Artinya, perlakuan konsentrasi ekstrak 25% dan 50%
ternyata belum mampu membunuh 50% serangga uji dalam 24 jam.
Hal ini mengindikasikan bahwa efek toksik ekstrak terhadap kutu
kandang tdak terlalu kuat. Kuar ridaknya efek toksik yang
ditimbulkan sangat dipengaruhi fase dan jenis serangga. Pada
pengamatan 48 jam, LC50 tercapai pada perlakuan konsentrasi 50
dan 75%. Menurut Gitahi ez al. (2021), pestisida alami yang
diekstraksi dari tanaman umumnya memiliki toksisitas lebih rendah
dari insektisida sintetis, sehingga dalam dosis tertentu tidak selalu

dapat membunuh serangga secara langsung tetapi pasti menimbul-
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kan efek penghambatan yang lain, seperti efek repellent (penolak),
efek antifeedant (menghambat selera/kemampuan  makan),
chemosterilant (menyebabkan mandul), dan growth retardants
(menghambat parameter pertumbuhan).

Tabel 8: Estimasi LC50 ekstrak Gulma Kipahit

Waktu Pengamatan Estimasi Konsentrasi
(Jam) Ekstrak
LCso (%) 24 61.8
48 42.8
72 38.1

Toksisitas dari insektisida alami berbeda pengaruhnya
terhadap setiap jenis dan tahapan perkembangan serangga, sechingga
tidak selalu berakibat langsung pada kematian. Berbeda dengan
insektisida sintetis, pada umumnya efek bioinsektisida muncul

bertahap [5].

8.4 ingkasan

Kutu kandang Alphitobius  diaperinus  (Coleoptera:
Tenebrionidae) merupakan salah satu serangga peternakan yang
menimbulkan dampak cukup signifikan secara ckonomi bagi
peternak. Selain berperan sebagai vektor penyebaran penyakit pada
unggas, keberadaannya memicu penurunan konsumsi pakan dan
produktiviras, bahkan menjadi penyebab kematian pada ayam.

Dalam pengendalian populasi kutu kandang, peternak
umumnya masih menggunakan insektisida sintetis golongan
piretroid dan organofosfat, misalnya cypermethrin, chlorpyrifos,
dan citronellal. Permasalahannya, penggunaan insektisida sintetis
yang bersentuhan langsung dengan bahan pangan tidak menjamin
keamanan pangan dan membahayakan ternak dan pekerja.
Insektisida sintetis merupakan bahan beracun yang tidak bisa

diabaikan begitu saja. Penggunaan inscktisida sintetis yang tidak
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terkendali dalam beberapa dekade terakhir terbukd telah
menyebabkan sejumlah masalah lingkungan jangka panjang [4].
Oleh karena itu mencari sumber insektisida alami yang ramah
lingkungan dan aman masih sangat diperlukan.

Gulma merupakan tanaman liar yang mudah ditemukan.
Sumber bioinsektisida asal tanaman sangat melimpah di alam,
mudah terurai, menunjukkan berbagai mode aksi pengendalian,
lebih murah dan memiliki toksisitas rendah terhadap manusia dan
organisme non-target. Selain itu aplikasi bioinsektisida ke dalam
program pengelolaan hama terpadu telah terbukti mengurangi
penggunaan pestisida sintetis yang tidak perlu [9]. Gulma Kipahit
(7ithonia diversifolia) merupakan salah satu tanaman anggota
familia Asteraceae yang tergolong tanaman invasive, banyak
ditemukan tumbuh liar di sela-sela tanaman budidaya. Beberapa
hasil penelitian terdahulu menyebutkan bahwa daun Kipahit
mengandung senyawa toksik, sehingga potensial dikembangkan
scbagai pengendali serangga hama [1,22]. Namun demikian, efek
insektisida yang dihasilkan akan bervariasi tergantung kondisi
lingkungan dimana gulma tersebut tcumbuh serta perbedaan genetik.
Penelitian ini dilakukan untuk mengkaji kemungkinan ekstrak
gulma Kipahit sebagai bioinsektisida serangga peternakan.
Penelitian dirancang eksperimental laboratorik dalam tiga tahap.
Pertama, menganalisis senyawa aktif yang terkandung dalam ekstrak
melalui screening GC-MS, Kedua, menguji efek repelen ekstrak
terhadap kutu kandang A. diaperinus menggunakan tabung dual
choice Y-Olfactometer. Ketiga, menguji efek toksik ckstrak terhadap
kutu A. diaperinus melalui pengujian mortalitas 3 x 24 jam.

Hasil analisis menunjukkan bahwa kandungan senyawa
aktif ekstrak etanol gulma Kipahit terbanyak ditemukan adalah

golongan fitosterol yaitu Androst-5,7-dien-3-0l-17-one- dengan
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persen area scbesar 21,64%, serta sekuiterpenoid [copaene 18,66%.
Selain itu ditemukan sedikitnya 11 macam senyawa seskuiterpenoid
lain dengan persen area berkisar antara 0,63-5,65%. Hasil
pengujian efek repelen ekstrak terhadap kutu kandang A. diaperinus
menunjukkan adanya respon penolakan pada semua perlakuan
konsentrasi. Semakin pekat konsentrasi ekstrak, penolakan oleh
kutu kandang semakin tinggi. Berdasarkan hasil uji mortalitas,
diketahui bahwa dalam waktu 24 jam, nilai LCsy hanya diterlihat
pada perlakuan konsentrasi ekstrak 100%. Pada pengamatan 72
jam, LCsy tercapai pada semua perlakuan. Dengan demikian,
berdasarkan hasil analisis tiga parameter tersebut dapat disimpulkan
bahwa esktrak gulma Kipahit berpotensi dikembangkan lebih lanjut

sebagai bioinsektisida serangga peternakan.
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9.1 Pendahuluan

Bawang putih (Allium sativum L.) merupakan tanaman
pangan di Indonesia dengan jumlah produksi yang cukup tinggi.
Data Badan Pusat Statistik (2021) [1] menunjukkan bahwa jumlah
produksi bawang putih tahun 2017 sebesar 19.510 ton, kemudian
meningkat menjadi 39.302 ton di tahun 2018 dan 88.816 ton di
tahun 2019, namun sedikit menurun menjadi 81.805 pada tahun
2020. Ada lima varietas bawang putih yang dibudidayakan dan
terdaftar di Kementerian Pertanian, yaitu Lumbu Hijau, Lumbu
Kuning, Lumbu Putih, Tawangmangu baru dan Sangga Sembalun.
Berdasarkan jumlah umbinya, ada bawang majemuk dan bawang
tunggal.

Bawang putih banyak digunakan sebagai rempah untuk
bumbu dapur, dan dilaporkan memiliki banyak manfaat bagi
kesehatan [2]. Secara kescluruhan, bawang putih adalah sumber
alami yang sangat baik dari senyawa yang mengandung sulfur
bioaktif dan berpotensi diaplikasikan dalam pengembangan

makanan fungsional atau nwutraceuticals, serta pencegahan dan
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pengelolaan penyakit tertentu. Bawang putih memiliki aktivitas
antioksidan, antikolesterol, antidiabetes, antikanker dan antiinflamasi.
Bawang putih yang dikenal memiliki beberapa manfaat kesehatan
tersebut, dikarenakan mengandung senyawa organosulfur dan
enzim bioaktif [3]. Senyawa sulfur dan prekursor-nya berperan
utama sebagai antioksidan. Senyawa seperti allicin, dialil disulfida,
dan dialil trisulfida merupakan senyawa utama antioksidan pada
bawang putih [4]. Allicin yang memberikan karakteristik rasa dan
flavor pada bawang, dihasilkan dari proses hidrolis dan oksidasi
alliin [5]. Allicin dan thiosulfinat yang lain selanjutnya diuraikan
menjadi beberapa komponen seperti dialil sulfida, dialil disulfida,
dan dialil trisulfida. Sementara ¥-glutamilsistein dirubah menjadi s-
alil sistein melalui jalur katabolisme. S-alil sistein bermanfaat bagi
keschatan sebagai antidiabetes, antioksidan [6] dan aktivitas
antiinflamasi [5].

Allium sativum segar berisi 63% air, 28% karbohidrat
(fruktan), 2,3% senyawa organosulfur, 2% protein (alliinase), 1,2%
asam amino bebas (arginin), dan 1,5% serat [7-8]. Allium sativum
segar, tanpa pengolahan, mengandung y-glutamylcysteine yang dapat
terhidrolisis dan teroksidasi membentuk alliin [9]. Aliin merupakan
senyawa precursor alkil-alkana sitotoksik dan tiosulfinat seperti
allicin [10-11]. Allicin dan tiosulfinat lainnya terurai menjadi dialil
sulfide (DAS), dialil disulfide (DADS, dan diallyltrisulfida (DATS),
ditiins, dan ajoene [12]. Saat yang sama, y-glutamylcysteine diubah
menjadi S-allyl cysteine (SAC) yang berkontribusi pada aktivitas
antidiabetes, antioksidan, dan anti-inflamasi [7, 13-14].

Aktivitas-aktivitas senyawa pada bawang putih dapat
ditingkatkan melalui proses fermentasi menggunakan temperatur
dan kelembaban tertentu sehingga dihasilkan bawang hitam atau

black garlic [3]. Fermentasi, mampu meningkatkan senyawa bioaktif

Potensi Senyawa Aktif Bahan Alam | 163




dalam bawang hingga empat kali lipat [15]. Konsumsi black garlic
secara signifikan menghambat perctumbuhan berbagai jenis kanker
[16-17], dan meningkatkan antioksidan dan antiinflamasi [6,18].
Penelitian Kimura er @l [6] menunjukkan bahwa akdivitas
antioksidan black garlic lebih kuat dibandingkan bawang putih biasa
(segar). Selain sebagai antioksidan, ekstrak bawang hitam juga
dilaporkan peneliti sebelumnya memiliki aktivitas sebagai antialergi,
antidiabetes, antiinflamasi, dan antikarsinogenik [19-23].

Tujuan penelitian ini adalah menganalisis pengaruh variasi
lama waktu dan suhu fermentasi black garlic dari bawang majemuk

dan bawang tunggal terhadap aktivitas antioksidan.

9.2 Metode Penelitian

Desain penelitian ini adalah Qualitative method: Observasional
explanatory design untuk mengukur aktivitas antioksidan fermented
black garlic dengan analisis DPPH.

Bawang putih yang difermentasikan ada 2 jenis yaitu
bawang kating biasa (majemuk) dan bawang tunggal (lanang),
sebagai kajian ilmiah perbedaan potensinya ditinjau dari komponen
antioksidannya. Sebanyak 10 kg bawang segar tanpa kupas dicuci
bersih dan difermentasi secara fisik/termal menggunakan oven
kelembaban 90%, dengan 3 variasi suhu (75°C, 80°C dan 85°C),
dan 5 variasi waktu (0, 4, 8, 12 dan 16 hari) hingga menjadi black
garlic (Tabel 9).

Produk fermented black garlic dicincang dan dihaluskan
dengan blender. Kemudian, ekstraksi dilakukan dengan metode
maserasi memakai pelarut air selama 4 jam. Semua eckstraksi
dilakukan dalam rangkap tiga. Setelah ekstraksi dihentikan, sampel
disaring melalui kain saring linen. Filtrat dari tga ekstraksi
digabungkan dan semua filtrat dipekatkan dalam rotari-evaporator

dan dikering-bekukan. Sampel kering-beku disimpan dalam botol
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kaca gelap tertutup pada -20 °C sampai dilakukan analisis akrtivitas
antioksidannya.

Tabel 9: Desain eksperimental fermentasi termal bawang

Suhu Lama wakrtu (hari)

fermentasi (0C) | 0 4 8 12 16

75 BB BB BB BB BB
BL BL BL BL BL

80 BB BB BB BB BB
BL BL BL BL BL

85 BB BB BB BB BB
BL BL BL BL BL

BB: bawang biasa; BL: bawang lanang

Analisis aktivitas antioksidan

Metode DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) digunakan
untuk mengukur aktivitas antioksidan black garlic. Setiap sampel
ekstrak black garlic sejumlah 0,2 mL diambil menggunakan
mikropipet dan dimasukkan ke dalam tube. Selanjutnya, ditambah
3,8 mL larutan DPPH 50 pM dan dikocok sampai homogen.
Setelah homogen, diinkubasi selama 30 menit di tempat gelap.
Absorbansi/serapan setiap sampel diukur dengan spektrofotometri
UV-Vis pada jarak gelombang maksimum DPPH (517 nm).
Besarnya inhibisi absorbansi radikal DPPH merupakan nilai dari
aktivitas antioksidan sampel, yang dihitung dengan persentase

hambatan absorbansi DPPH dengan rumus berikut:
o . . Absorban blanko—Absorban sampel
% Inhibisi = i 4

x100%

absorban blanko
9.3 Hasil dan Pembahasan
Aktivitas antioksidan bawang lanang (tunggal) tanpa
fermentasi sebesar 26,56%, jauh lebih tinggi dibanding bawang
kating (majemuk) sebesar 4,23% (Gambar 24). Temuan ini
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semakin menambah data bahwa bawang putih tunggal memiliki
berbagai senyawa bioaktif yang lebih tinggi dibanding bawang putih
biasa (majemuk). Dibanding varietas bawang putih biasa, bawang
putih tunggal memiliki aktivitas antiinflamasi dan antimikroba yang
lebih tinggi [24]. Zeng et al. [25] juga menyebutkan bahwa bawang
tunggal memiliki kandungan senyawa fungsional lebih tinggi serta
aroma lebih tajam dibanding bawang putih biasa. Varietas bawang
putih tunggal sebenarnya merupakan varietas yang terjelma akibart
ketidaksengajaan oleh lingkungan penanaman yang tidak cocok,
schingga terjadi pertumbuhan yang tidak sempurna (tidak berumbi
lapis) [26]. Berdasarkan European Union Institutions [27], bawang
putih siung tunggal (solo garlic) atau bawang putih lanang adalah
bawang yang memiliki diameter sekitar 25-50 mM.
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z
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f=]
=

z
=
=]
=
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—— 0 °C
- BT

Altrvitas antioksidan (%)
Aktivitas stioksidan (%)

=
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>
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Gambar 24: Aktivitas antioksidan (%) berdasarkan lama fermentasi
dan perlakuan suhu pada bawang putih majemuk (biasa)
(A) dan bawang tunggal (lanang) (B).

Pada penelitian ini, proses fermentasi dalam sintesis bawang
hitam dilakukan dengan variasi suhu dan lama waktu, namun tanpa
penambahan zat adicdif. Hal ini sesuai dengan penelitian Kang [3]
bahwa fermentasi black garlic dilakukan tanpa penambahan zat
aditif. Fermentasi bawang pada kelembaban dan suhu tinggi
menyebabkan flavor, tekstur, dan warna yang berbeda [6]. Hasil
penelitian menunjukkan bahwa aktivitas antioksidan bawang hitam
mengalami peningkatan dibandingkan bawang putih segar, baik

pada bawang majemuk dan tunggal. Hal ini sesuai dengan penelitian
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sebelumnya bahwa ekstrak bawang hitam mengalami peningkatan
aktivitas antioksidan dibandingkan bawang putih segar [20].
Penelitian Lee et al. [28] juga menunjukkan adanya penurunan
angka radikal bebas yang lebih banyak pada bawang hitam
dibandingkan bawang putih segar.

Aktivitas antioksidan black garlic bawang majemuk,
meningkat tajam pada fermentasi 4 hari, 70,042%, 79,612% dan
87,101% berturut-turut pada suhu 75°C, 80°C dan 85°C. Namun
pada fermentasi 8 hari suhu 75°C, 80°C, aktivitas antioksidan
sedikit meningkat, kemudian menurun pada 12 hari dan 16 hari
(Gambar 24A). Aktivitas antioksidan black garlic bawang lanang
(tunggal), meningkat tajam pada fermentasi 4 hari suhu 75°C, 80°C
dan 85°C, kemudian menurun pada 8,12 dan 16 hari (Gambar
24B).

Aktivitas antioksidan dari bawang antara lain diperankan
oleh kandungan fenol, alkaloid dan flavonoid. Selama proses
fermentasi, senyawa allicin dalam bawang putih diubah menjadi
komponen antioksidan SAC (S-allyl cysteine), alkaloid dan
flavonoid [19]. Pada fermentasi (aging) juga terjadi proses
pemutusan ikatan glikosida dan ester menjadi bentuk yang lebih
bebas, serta terjadi peningkatan kompleks polifenol selama reaksi
browning [29]. Proses pemanasan dengan variasi waktu, suhu, dan
psikokimia bahan berpengaruh besar terhadap nilai flavonoid [30].
Penclitian Choi et 4/. [31] menunjukkan bahwa hasil total fenol dan
flavonoid bawang hitam mencapai optimum saat 21 hari aging, dan
cenderung menurun setelah 21 hari aging (28 dan 35 hari aging).

Penelitian Jesika [32] menunjukkan nilai polifenol bawang
hitam tunggal pada hari ke-21 aging (101,43 mg GAE/g) lebih
tinggi dari pada bawang hitam biasa (58,33 +1,90 mg GAE/g).

Aktivitas antioksidan pada bawang hitam dipengaruhi oleh nilai
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total polifenol, total flavonoid, dan asam askorbat yang dihasilkan
selama proses aging [3]. Namun dalam penelitian ini, asam askorbat
(vitamin C) tidak terdeteksi lagi pada bawang hitam setelah aging 4
hari (data belum dipublikasikan).

Lama waktu aging sangat mempengaruhi aktivitas
antioksidan, karena perubahan komponen kimia yang menentukan
aktivitas antioksidan, terjadi saat proses aging. Pemanasan (aging)
menyebabkan senyawa tidak stabil dalam bawang putih segar
berubah menjadi senyawa larut yang stabil dengan aktivitas
antioksidan yang tinggi [33]. Senyawa tidak stabil pada bawang,
alliin, berubah menjadi bentuk stabil SAC, dan beraktivitas sebagai
antioksidan  [6]. Pemanasan juga menyebabkan terbebasnya
komponen polifenol dan flavonoid yang terikat dengan komponen
lain [34]. Pemanasan buah dan sayur, secara umum menyebabkan
perubahan struktur selulosa sehingga meningkatkan jumlah dan
jenis senyawa bioaktif [29].

Dalam penelitian ini, warna bawang semakin gelap dengan
meningkatnya suhu dan lama fermentasi, baik pada bawang
majemuk atau bawang tunggal. Fermentasi menyebabkan bawang
berwarna coklat kegelapan cenderung hitam, bertekstur lembut dan
elastis, serta memiliki rasa sedikit asam-manis [5]. Pemanasan
menyebabkan reaksi pencoklatan enzimatik dan reaksi Maillard,
schingga terjadi perubahan warna bawang dan perubahan senyawa-
senyawa yang tidak stabil menjadi lebih stabil [3]. Proses termal juga
menyebabkan perubahan komponen kimia dalam bawang menjadi
amadori atau komponen Heyns, schingga berwarna coklat
kegelapan.

Setelah mengalami  fermentasi, bawang hitam tidak
memiliki off“flavor seperti bawang segar. Reaksi non enzimatik yang

terjadi saat fermentasi termal, mengubah senyawa gliko dan asam
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amino dari bawang menjadi senyawa melanoidin dan senyawa-
senyawa larut air seperti s-alil sistein (SAC) dan s-alil
melkaptosistein (SAMC) serta menghilangkan seluruh senyawa
volatil pada bawang. Peningkatan senyawa SAC dan SAMC inilah
yang kemungkinan memiliki peran kunci sebagai antilipidemik dan
aktivitas antioksidan [19].

Warna paling gelap didapati terjadi pada bawang yang
melalui proses aging selama 16 hari. Reaksi Maillard yang terjadi,
merupakan reaksi non enzimatik browning saat suhu 70°C,
menghasilkan produk yang menyebabkan peningkatan warna
merah, penurunan kecerahan serta penurunan warna kuning [31].
Reaksi Maillard terjadi dalam tiga tahapan perubahan warna. Tahap
pertama, menghasilkan produk tidak berwarna dari endapan gula
amin dan penataan ulang amadori. Tahap intermediate, menghasil-
kan produk yang tidak berwarna atau berwarna kuning karena
penurunan kandungan asam amino, dehidrasi dan fragmentasi gula.
Tahap akhir, dihasilkan produk yang sangat berwarna akibat
pengendapan adolf, aldehid-amin, dan pembentukan senyawa nitro
heterosiklik.

Penelitian in vive dan in vitro juga membuktikan bahwa
ekstrak black garlic memiliki aktivitas antioksidan. Penelitian Marie
dan Wijayanti [35] menunjukkan bahwa pemberian ekstrak air
black garlic pada cell vero berpotensi sebagai antioksidan. Akrivitas
antioksidan black garlic berfungsi sebagai hepatoprotektor dengan
menghambat pengaruh oksidan tert-Butil Hidroperoksida (--BHP)
terhadap inflamasi, nekrosis sel, lipid peroksidasi, dan stres oksidatif
pada sel hati tikus [36]. Kandungan antioksidan dari bawang putih
juga berkapasitas sebagai penghalang terpaan sinar ultraviolet dari

cahaya matahari [37]. Penambahan bubuk black garlic 1% dapat
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meningkatkan kualitas nugget daging bebek selama penyimpanan

tanpa menurunkan kualitas sensoris nugger [38].

9.4 Ringkasan

Bawang putih memiliki akrivitas antioksidan, antikolesterol,
antidiabetes, antikanker dan antiinflamasi. Aktivitas bawang putih
dapat ditingkatkan melalui proses fermentasi menggunakan
temperatur dan kelembaban tertentu sehingga dihasilkan bawang
hitam atau black garlic. Penelitian ini berfokus apa analisis pengaruh
variasi lama waktu dan suhu fermentasi black garlic dari bawang
majemuk dan bawang tunggal terhadap aktivitas antioksidan.
Sebanyak 10 kg bawang segar tanpa kupas dicuci bersih dan
difermentasi secara fisik/termal menggunakan oven kelembaban
90%, dengan 3 variasi suhu (75°C, 80°C dan 85°C), dan 5 variasi
wakru (0, 4, 8, 12 dan 16 hari) hingga menjadi black garlic. Aktivitas
antioksidan  diukur dengan metode DPPH (2,2-difenil-1-
pikrilhidrazil). Hasil penelitian menunjukkan bahwa variasi lama
waktu dan suhu fermentasi bawang majemuk dan bawang tunggal
menghasilkan black garlic dengan aktivitas antioksidan yang lebih
tinggi. Aktivitas antioksidan bawang lanang (tunggal) tanpa
fermentasi sebesar 26,56%, jauh lebih tinggi dibanding bawang
kating (majemuk) sebesar 4,23%. Aktivitas antioksidan black garlic
bawang majemuk, meningkat tajam pada fermentasi 4 hari, baik
pada suhu 75°C, 80°C dan 85°C. Pada fermentasi 8 hari suhu 75°C,
80°C, aktivitas antioksidan sedikit meningkat, kemudian menurun
pada 12 hari dan 16 hari. Aktvitas antioksidan black garlic bawang
lanang (tunggal), meningkat tajam pada fermentasi 4 hari suhu
75°C, 80°C dan 85°C, kemudian menurun pada 8,12 dan 16 hari.

\
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10.1 Pendahuluan

Diabetes melitus (DM) mengacu pada gangguan/kelainan
metabolisme yang ditandai dengan glikemia berlebihan, glikosuria,
serta hiperlipemia yang disebabkan oleh insufisiensi lengkap atau
relatif dari sekresi insulin dan/atau kerja insulin [1]. Diabetes
melitus dikelompokkan menjadi tergantung insulin (tipe-I) dan
tidak tergantung insulin (tipe-II). Tipe-I mengacu pada hasil
gangguan autoimun ketika sel B pankreas sebagai penghasil insulin
mengalami kerusakan dan mengakibatkan pengurangan produksi
insulin yang menyebabkan hiperglikemia. Tipe II terjadi resistensi
adalah bentuk penyakit yang lebih sering terjadi di mana 90%
pasien menderita bentuk ini yang mengarah ke hiperglikemia [2].

Hiperglikemia bekerja melalui mekanisme yang berbeda
seperti akrivasi protein kinase C, jalur [mliol dan heksosamin,
produksi produk akhir glikasi berkaitan dengan disfungsi

mitokondria dan stres retikulum endoplasma, mendorong
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akumulasi spesies oksigen reakdf (ROS) [3,4]. Spesies oksigen
reaktif dapat secara langsung merusak lipid, protein atau DNA dan
memodulasi jalur pensinyalan intraseluler yang menyebabkan
perubahan ekspresi protein [5]. Hiperglikemia dapat meningkatkan
produksi radikal bebas dan menginduksi stres oksidatif karena
ketidakseimbangan antara produksi ROS dan pertahanan
antioksidan. Hal tersebut dapat dinilai dengan pengukuran produk
reaksi kerusakan oksidatif, seperti peroksidasi lipid (malondialdehid),
oksidasi DNA (8-hydroxydeoxyguanine/8-OHdG) dan oksidasi
protein [6].

Antioksidan tersedia secara endogen sebagai mekanisme
pertahanan sel atau dapat diperoleh secara eksogen dari diet.
Contohnya termasuk antioksidan enzimatik seperti superoksida
dismutase (SOD), katalase (CAT), glutathione tereduksi (GSH),
dan antioksidan nonenzimatik seperti asam urat asam, karotenoid,
flavonoid, dan vitamin A, C, dan E. SOD mendismutasi anion
superoksida untuk membentuk hidrogen peroksida yang
ditindaklanjuti oleh CAT dan GPx untuk menghasilkan air.
Vitamin C dan E terlibat dalam penghambat proses peroksidasi
lipid serta flavonoid untuk memulung radikal bebas [7].

Tanaman semakin banyak diperhatikan sebagai pengganti
yang cocok untuk obat-obatan kimia karena aksesibilitas yang
mudah, efek samping yang lebih sedikit, rtoksisitas rendah,
efektivitas biaya dan efek yang dilaporkan bermanfaat. Beberapa
tanaman tropis/subtropis banyak digunakan untuk mencegah dan
mengobati pasien DM dan penyakit terkaitnya komplikasi dengan
efek samping yang relatif terbatas dibandingkan dengan obat-obatan
kimia [8]. Beberapa penyelidikan epidemiologis telah menunjukkan
bahwa diet kaya makanan dengan kandungan fitokimia dan

kapasitas antioksidan tinggi terkait dengan penurunan risiko
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diabetes. Polifenol tanaman dan produk yang kaya polifenol
memodulasi metabolisme karbohidrat dan lipid, melemahkan
hiperglikemia, dislipidemia dan resistensi insulin [9].

Salah satu ranaman yang dimanfaatkan adalah Moringa
oleifera dengan berbagai macam manfaat nutrisi dan obat yang
ditunjukkan dalam daun, biji, bunga, akar, dan kulit kayu [10].
Fitokimia alami pada M. oliefera berkontribusi pada banyak
kegiatan  farmakologi, seperti antioksidan, hepatoprotektif,
hipolipidemia, hipoglikemia, antidiabetik, aktivitas anti-inflamasi
[11,12]. Dilaporkan bahwa M. oleifera mengandung banyak
fitokonstituen seperti  flavonoid, alkaloid, saponin, sakarida,
glukosinolat, tanin, asam fenolik, glikosida nitril [13] karotenoid,
tokoferol, asam fenolik, folat, asam lemak tak jenuh ganda dan
berbagai mineral [14]

Penelitian diabetes banyak pada hewan tergantung pada sifat
riset, baik untuk jenis hewan dan teknik untuk keperluan tersebut,
seperti induksi diet/nutrisi, secara kimia (aloksan, streptozotocin)
dan pembedahan hewan. Faktor yang mempengaruhi penelitian
diabetes antara lain jenis diabetes, durasi penelitian, biaya induksi,
keterampilan/pengalaman penelici  [1]. Diabetes tipe-1 yang
diinduksi secara kimiawi adalah model hewan diabetes yang paling
umum digunakan. Agen kimia yang menyebabkan diabetes dapat
diklasifikasikan menjadi 3 kategori: secara spesifik merusak sel ;
menyebabkan penghambatan sementara produksi / sekresi insulin
dan mengurangi aktivitas metabolisme insulin di jaringan target.
Secara umum, aloksan merupakan agen kimia yang dapat membuat
lesi yang mirip dengan diabetes melitus tergantung insulin [15].

Berdasar latar belakang tersebut maka dilakukan penelitian
dengan tujuan menganalisis potensi antioksidan ekstrak daun kelor

pada tikus diabetes. Data yang menjadi biomarker antioksidan

178 Potensi Aniioksidan Bahan Alam




meliputi  kadar Superoxide Dismutase (SOD), katalase dan
Malondialdehid (MDA).

10.2 Metode

Penelitian merupakan eksperimen dengan the randomized
posttest only control group design. Pemeliharaan dan perlakuan hewan
dilakukan di kandang percobaan laboratorium Jurusan Biologi
FMIPA Universitas Negeri Semarang, parameter kadar antioksidan
diukur di laboratorium Pangan dan Gizi, Pusat Studi Pangan dan
Gizi Pusat Antar Universitas (PAU) UGM Yogyakarta. Sampel
penelitian berupa tikus Wistar jantan berumur 2 bulan dengan berat
150-200 gram sebanyak 20 ekor yang terbagi menjadi 4 kelompok.
Tikus dipelihara dalam ruangan tercutup dengan ventilasi dan
pencahayaan yang memadai, suhu ruangan berkisar 27-32°C
dengan siklus 12 jam terang: 12 jam gelap dengan pakan dan
minum ad libitum. Penelitian menggunakan hewan coba
mendapatkan persetujuan dari Komisi Etik Penelitian Kesehatan
(KEPK) Fakultas Ilmu Keolahragaan Universitas Negeri Semarang
No. 276/KEPK/EC/2021.
Tabel 10: Pembagian Kelompok Kontrol dan Perlakuan Ekstrak
Daun Kelor

No | Kelompok | Aloksan | Ekstrak Kelor | Ekstrak Kelor | Ekstrak Kelor
125 mg 200 mg 400 mg 600 mg

1 K + - - -

2 T1 + + . -

3 T2 + - +

4 T3 | - E +

Sebelum diberi perlakuan, tikus diaklimasi selama 7 hari.
Hari-1 setelah aklimasi dilakukan pengukuran kadar glukosa
dengan glukometer. Tikus dengan glukosa < 100 mg/dl selanjutnya
diinduksi dengan aloksan 125 mg/kg berat badan secara
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interaperitoneal. Kriteria tikus diabetes dengan kadar glukosa > 200
mg/dl dengan dalam wakrtu tiga hari setelah induksi.

Proses ekstraksi daun kelor dilakukan dengan metode
maserasi dengan pelarut etanol 96%. Ekstrak dibuat dengan
maserasi daun kelor segar pada suhu 30-35 "C kemudian
dihancurkan menggunakan blender untuk didapatkan serbuk.
Serbuk daun kelor sebanyak 100 g ditambah pelarut etanol 96%
sampai sebanyak 1 L. Campuran ditempatkan dalam wadah kaca
dan ditutup kemudian dibiarkan selama 48 jam dalam suhu ruang.
Campuran itu disaring schingga didapat maserat. Ampas dimaserasi
dengan etanol 96% menggunakan prosedur yang sama. Hasil
ekstrak cair divapkan dengan rotary evaporator. Ekstrak kelor
diberikan pada kelompok perlakuan dengan dosis 0 mg (K), 200 mg
(T1), 400 mg (T2) dan 600 mg/kg berat badan (T3) secara peroral
selama 21 hari. Selama perlakuan dilakukan pengukuran kadar
glukosa untuk memantau penurunannya.

Darah diambil dari plexus retroorbitalis dan disentrifugasi
supaya serum dapat dianalisis untuk parameter kadar antioksidan.
Superoxide Dismutase salah satu enzim antioksidan yang paling
penting diukur dengan SOD Activity Assay Kit (BioVision Catalog
#K335-100), katalase merupakan enzim antioksidan yang berfungsi
untuk mengkatalisis penguraian hidrogen peroksida (H202) men-
jadi air dan oksigen menggunakan Caralase Activity Colorimetric/
Fluorometric Assay Kit (BioVision Catalog #K773-100).
Malondialdehid (MDA) sebagai salah satu indikator peroksidasi
lipid diukur dengan Lipid Peroxidation (MDA) Colorimetric/
Fluorometric Assay Kit (BioVision Caralog # K739-100.

Data berupa kadar SOD, katalase dan MDA diuji statistik

dengan Anova satu arah. Hasil yang diperoleh berbeda bermakna

180 Potensi Antioksidan Bahan Alam




yang dilanjutkan dengan uji post hoc LSD (Least Significant
Different) dengan p < 0,05.

10.3 Hasil dan Pembahasan
10.3.1 Hasil Penelitian

Variabel yang diamati disajikan pada tabel dibawah ini.
Hasil Anova satu arah kadar SOD, katalase dan MDA pada Tabel
11
Tabel 11: Uji Statistik Terhadap Variabel Yang diamati

No | Variabel | Normalitas | Homogenesitas | Anova
1 SOD 0.507 0.099 0.000

Katalase | 0.450 0.480 0.000
3 MDA 0.787 0.157 0.000

Uji pendahuluan menunjukkan bahwa data seragam dan
terdistribusi normal serta terdapat pengaruh ckstrak daun kelor
terhadap variabel yang diamati, seperti kadar SKD, katalase dan
MDA. Uji lanjut dengan LSD seperti pada Tabel 11, menunjukkan
bahwa kelompok K berbeda secara nyata dengan kelompok
perlakuan dengan ckstrak daun kelor pada semua variabel.
Sementara itu untuk kadar SOD terdapat beda nyata antara T1 dan
T2 dengan T3, katalase pada T'1 berbeda nyata dengan T2 dan T3.
Kadar MDA antar kelompok perlakuan terdapat beda nyata.

Tabel 12: Rerata (Mean + SD) Kadar SOD, Katalase dan MDA

No | Kelompok | SOD Katalase MDA

(U/ml) (U / ml) (nmol/ml)
] K 13.21 £ 3.48bcd | 1.77 £ 0.07bcd 10.55 £ 0.45a
2 T1 43.73 + 7.89d 3.92+ 0.20acd | 4.54 + 0.43b
3 T2 50.97 + 8.90d 524+ 0.80ab | 3.34 +0.21c
4 T3 62.22 + 3.84abc | 5.10 ¢+ 0.08ab 1.96+ 0.14d
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Gambar 25: Rerata kadar SOD dan Katalase kelompok Kontrol dan
Perlakuan.

Grafik rerata menunjukkan bahwa terdapat kecenderungan
kadar SOD dan kartalase dari kelompok kontrol mengalami
peningkatan dengan bertambahnya dosis ekstrak kelor. Sementara
itu kadar MDA kelompok Kontrol paling tinggi dan mengalami
penurunan dengan bertambahnya dosis ekstrak kelor (Gambar 26).
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MDA

Gambar 26: Rerata kadar MDA kelompok Kontrol dan Perlakuan.

Pemantauan kadar glukosa darah dilakukan pada hari ke-3
setelah induksi aloksan (H3), 14 hari (H14) dan 21 hari (H21)
setelah perlakuan. Gambar 27. menunjukkan bahwa kadar glukosa

darah mengalami penurunan sejalan dengan lama waktu pemberian
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ckstrak daun kelor pada kelompok T1, T2 maupun T3, sementara
untuk kelompok kontrol tetap lebih dari 200 mg/dl.

400
350
300
250
200
150
100
20

00

me/dl

K Tl T2 T3

HI0 WH14 MEH21
Gambar 27

10.3.2. Pembahasan

Hiperglikemia mampu meningkatkan radikal bebas yang
kemudian berkembang menjadi stres oksidatif yang berperan
perkembangan komplikasi diabetes kronis. Peningkatan radikal
oksidan lipid hidroperoksida seperti produksi MDA terkait dengan
pengurangan terus-menerus dalam akrivitas enzim antioksidan
SOD dan CAT. Penurunan aktivitas SOD selama perkembangan
progresif diabetes bisa disecbabkan oleh glikosilasi enzim yang terjadi
pada keadaan diabetes. Menurunnya aktivitas SOD bisa juga karena
akumulasi H202 di jaringan yang terkena [106]. Stres oksidatif
berperan penting dalam mekanisme regulasi seluler, proliferasi,
migrasi dan pensinyalan matriks ekstraseluler yang dapat mampu
mengubah struktur dan permeabilitas membran sel dan organela sel,
mempengaruhi pertukaran ion, proses oksidatif dan sintesis [17].
Pembentukan spesies oksigen reaktif juga dapat menyerang lisosom
dan DNA sehingga sel lebih rentan terhadap kerusakan yang dapat
menyebabkan kematian sel [18].
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Banyak peneliti menyatakan bahwa fenol dan flavanoid
merupakan komponen penting dalam tanaman untuk aktivitas
antioksidan. Zat bioaktif fenolik dalam daun kelor penting dengan
efek sebagai antioksidan [19]. Semakin lama pemberian ekstrak
daun kelor pada kelompok perlakuan meningkatkan kadar SOD
dan katalase yang mungkin karena penurunan produksi oksigen
reakdif spesies. Antioksidan yang terdapat pada Moringa oliefera
seperti vitamin C dan flavonoid, memiliki aktivitas kuat sebagai
scavenger oksidan untuk dapat menghambat pembentukan radikal
bebas dan meningkatkan aktivitas SOD, GSH dan katalase sehingga
menurunkan stres oksidatif pada sel [20].

Kadar glukosa darah kelompok yang mendapatkan ekstrak
daun kelor secara bertahap menurun selaras dengan waktu.
Komponen bioaktif daun kelor melakukan aktivitas penurunan
tersebut dengan cara: pertama, beberapa mono-glukosida dari
quercetin dan kaempferol dalam ekstrak kelor memiliki kemam-
puan mengikat yang kuat terhadap o-amilase dan a-glukosidase.
Potensi glukosida adalah menghambat aktivitas enzimatik «-
glukosidase untuk melepaskan a-glukosa di usus halus [21]. Kedua,
flavonoid, quercetin dan kaempferol, dan asam fenolik, asam
klorogenat dapat bertindak sebagai inhibitor kompetitif sodium-
glucose linked transporter 1 (SGLT1) di mukosa usus halus sehingga
mengurangi penyerapan glukosa dari usus [22]. Ketiga, daun kelor
mengandung serat makanan dalam kisaran 20- 28% yang dapat
mengurangi penyerapan glukosa dari usus. Selain itu daun kelor juga
meningkatkan ekspresi reseptor insulin dan resepror insulin substrat
di hati dan transporter glukosa 4 di hati dan otot untuk sensitivitas
insulin dan pengambilan glukosa ke dalam sel [8].

Dalam penelitian ini, terdapat peningkatan yang signifikan

kadar MDA sebagai biomarker stres oksidatif dalam serum tikus
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kelompok kontrol. Malondialdehid merupakan komponen yang
mampu menimbulkan kerusakan pada sel tubuh. Pada tikus yang
mendapat ekstrak daun kelor menunjukkan ada penurunan kadar
MDA dengan cara meningkatkan status antioksidan, aktivitas enzim
antioksidan. Aktivitas ini dapat dikaitkan dengan senyawa fenolik
yang tinggi sebagai antioksidan kuat yang memiliki kemampuan
menangkap radikal aktif yang cukup besar dan mengenapi oksigen
tunggal, serta mengaktifkan enzim antioksidan dan kolesterol yang
tinggi pada kondisi hiperglikemia memberi peluang yang besar
sebagai target untuk aksi radikal bebas [23]. Peroksidasi lipid adalah
proses yang paling banyak diselidiki dalam mekanisme pertahanan
antioksidan. Hasil penelitian lain menunjukkan bahwa ekstrak daun
kelor mampu menurunkan kadar kolesterol dan lipid [8].
Berdasarkan data hasil penelitian maka dapat disimpulkan
bahwa ekstrak daun kelor mempunyai potensi untuk menurunkan

stres oksidatif dengan meningkatkan kadar antioksidan enzim

seperti SOD dan katalase dan mengurangi kadar MDA.
10.4 Ringkasan

Diabetes melitus (DM) mengacu pada gangguan/kelainan
metabolisme  yang ditandai dengan glikemia  berlebihan.
Hiperglikemia dapat meningkatkan produksi radikal bebas dan
menginduksi stres oksidatif karena ketidakseimbangan antara
produksi ROS dan pertahanan antioksidan. Hal tersebut dapat
dinilai dengan pengukuran produk reaksi kerusakan oksidatif,
seperti peroksidasi lipid (malondialdehid), oksidasi DNA ((8-
hydroxydeoxyguanine/8-OHdG) dan oksidasi protein. Tanaman
semakin banyak diperhatikan sebagai pengganti yang cocok untuk
obat-obatan kimia karena aksesibilitas yang mudah, efek samping
yang lebih sedikit, toksisitas rendah. Tujuan penelitian ini adalah

menganalisis potensi ekstrak daun kelor sebagai antioksidan untuk
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mengurangi peroksidasi lipid pada tikus hiperglikemia. Penelitian
eksperimental dengan tikus Wistar jantan dewasa yang diinduksi
aloksan 125 mg/kg berat badan interaperitoneal. Dua puluh ekor
tikus hiperglikemia dengan kadar glukosa >120 mg/dl dibagi
menjadi empat kelompok. Pemberian ekstrak daun kelor selama 21
hari dengan dosis 0 mg (K), 200 mg (T1), 400 mg (T2) dan 600
mg/kg (T3). Data yang dikumpulkan meliputi kadar SOD dan
katalase (U/ml) dan MDA (nmol/ml) untuk selanjutnya dianalisis
dengan Anava dan uji Least Significance Different (LSD) taraf uji
P<0.05. Hasil penelitian menunjukkan bahwa kelompok K berbeda
secara nyata (p<0.05) dengan kelompok perlakuan ekstrak daun
kelor pada semua variabel. Kadar SOD terdapat beda nyata antara
T1 dan T2 dengan T3, katalase pada T1 berbeda nyata dengan T2
dan T3. Kadar MDA antar kelompok perlakuan terdapat beda
nyata. Simpulan yang diambil adalah bahwa ekstrak dauk kelor

mampu meningkatkan kadar SOD dan katalase serta menurunkan

MDA.
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11.1 Pendahuluan

Demam tifoid adalah penyakirt yang disebabkan oleh
Salmonella typhi yang dapat menyebabkan infeksi akut pada usus
halus. Sel yang berperan dalam memepertahankan sistem imunitas
tubuh dalam mengeliminasi bakteri Salmonella thypi adalah sel T
CD4* dan sel T CDS8* [1,2]. Abbas dan Lichman (2011) [3],
berpendapat bahwa sel T CD4' atau yang disebut dengan sel T
helper berperan dalam proses upaya peningkatkan fagositosis
terhadap mikroba yang berada di vesikula dengan cara mengakritkan
fagositosis makrofag, sedangkan sel T CD8* atau yang disebut
dengan sel Cytotoxic T Lymphocite (CTL) berperan dalam mem-
bunuh sel yang mengandung mikroba dalam sitoplasma sehingga
reservoir infeksi bakteri akan hilang,

Sistem imunitas tubuh merupakan sistem yang berperan
sangat penting untuk menjaga tubuh dari serangan agen infeksius
yang menyerang tubuh. Setiap manusia dapat mengalami penuru-
nan system kekebalan tubuh yang disebabkan oleh bakteri patogen,
virus, parasite, radiasi dan polusi dilingkungan sekitar yang dapat

menyerang system imun innate ataupun adaptive. Salmonella typhi
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adalah bakteri intraseluler yang sering menyebabkan infeksi akut
gastroenteritis yang ditandai dengan diare sampai peradangan [4].
Melalui respon imun innate dan adaptive merupakan respon yang
digunakan untu mengeliminasi Salmonella typhi [5]. Sistem imun
non spesifik merupakan pertahanan tubuh yangf pertama kali
menghadapi serangan berbagai mikroorganisme, oleh karena itu
memberikan tanggapan secara langsung [6]. Dalam membunuh
bakteri intraseluler salah satu cara yang dilakukan, dengan
meningkatkan aktivasi makrofag, menstimulasi sel T dan sitokin-
sitokin yang dilepas oleh makrofag yang berkaitan dengan proses
fagositosis dan membunuh mikroba, dengan cara memacu fungsi
makrofag untuk menghancurkan dan mengeliminasi bakteri ter-
secbut dengan menggunakan bahan imunostimulan. Fungsi
imunostimulan akan mengakibatkan terpicunya fungsi makrofag
untuk melakukan killing melalui respiratory burst. Makrofag yang
sudah teraktivasi akan melepaskan berbagai macam metabolit
seperti reactive oxygen species (ROS). Makrofag yang sudah
teraktivasi dikarakeeristikkan dengan adanya peningkatan ROS.
Substansi ini merupakan mediator kunci inflamasi, mikrobisidal,
dan tumorisidal. ROS berperan penting dalam proses killing serta
merupakan salah satu lethal chemical yang dapat membunuh dan
mengeliminasi bakeeri. Akan tetapi, akibat semburan ROS ini dapat
menghambart kerja antioksidan yang bertanggung jawab unruk
menghambat produksi ROS yang berlebih, sehingga menyebabkan
stres oksidatif di hati [7]. Jika ROS berlebih akan bereaksi dengan
makromolekul biologi, protein, dan DNA dan dapat menimbulkan
kerusakan pada hepatosit [8]. Adanya stres oksidatif terjadi akibat
ketidak seimbangan antara peningkatan produksi radikal bebas dan
penurunan jumlah antioksidan [9] ROS yang muncul akibar salah

satu lethal chemical yang dapat membunuh dan mengeliminasi
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bakteri pada sel fagosit. ROS penyebab utama terjadinya oksidatif
stres, termasuk diantaranya anion superoksida, radikal hidroksil,
dan hydrogen peroksida [10] ROS vyang berlebihan dapat
menyebabkan stress oksidatif di hati, dengan cara menckan
pembentukan jalur transkripsi antioksidan [11]. Nrf-2 adalah faktor
transkripsi yang bertanggung jawab atas transkripsi pada sejumlah
antioksidan dan gen cytoprotective [12]. HO-1 efektif berperan
dalam pencegahan berbagai cedera oksidatif. Sedangkan superoxide
dismutase 2 (SOD-2) dikenal sebagai mangan-dependent
superoksida dismutase (Mn-SOD), yang terlibat dalam mengatasi
terjadinya stres oksidatif [13]. SODs bertindak paling awal pada
pertahanan enzim antioksidan terhadap ROS dan terutama radikal
anion superoksida [14].

Fermentasi sebagai perubahan oleh enzim dari beberapa
bakteri, khamir, dan jamur di dalam media pertumbuhan. Hasil
fermentasi akibat perubahan kinia meliputi pengasaman susu,
dekomposisi pati, dan gula menjadi alkohol dan karbondioksida
[15]. Mikroba dalam melakukan fermentasi memerlukan energi
yang biasanya diperoleh dari glukosa. Dalam suasana aerob,
mikroba akan mengubah glukosa menjadi air, CO,, dan energi yang
diperlukan untuk kegiatan pertumbuhan. Beberapa mikroba hanya
dapat melangsungkan metabolisme dalam suasana anaerob dan
hasilnya adalah substrat setengah terurai [16]. Fermentasi ekstrak
daun kelor menghasilkan aroma harum yang dapat meningkatkan
kualitas dan palatabilitas [17]. Sejauh ini penelitian fermentasi daun
kelor dengan Lactobacillus plantarum scbatas mengkaji tentang
aktivitas antibakteri [18] dan fermentasi daun kelor mampu
meningkatkan antioksidan [19], zat besi, kalsium, serta penurunan
asam fitat [20].

Potensi Senyawa Aktif Bahan Alam | 191




Rumusan Masalah

Apakah ekstrak fermentasi daun kelor merah (Moringa

oliefera) mempunyai efek sebagai immunomodulatori pada mencit

BALB/c setelah diinfeksi oleh S.zyphi melalui peningkatan Enzim
Nrf-2, HO-1, SOD-2,

Tujuan

Menganalisis efek pemberian daun kelor (Moringa oleifera)

yang terfermentasi oleh Lactobacillus plantarum FNCC terhadap

respon sistem imun melalui peningkatan Enzim Nrf-2, HO-1,

SOD-2 serta menganalisis kandungan daun kelor hasil fermentasi

11.2 Fermentasi daun kelor merah dengan Lactobacillus

plantarum (Gambar 28)
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11.3 Hasil Dan Pembahasan
11.3.1 Potensi Senyawa Bahan Alam Fermentasi Daun Kelor
Merah

Eksplorasi senyawa bahan alam dari tumbuhan sangat
diperlukan untuk menambah pengetahuan ataupun penelitian
terkait untuk pembuatan obat herbal. Hampir semua, kandungan
senyawa bahan alam merupakan senyawa organik, dan sumber
utama yang digunakan pada senyawa karbon atau senyawa organik
ini adalah glukosa yang dibentuk melalui proses fotosintesis pada
tumbuhan autotropik atau diperoleh dari organisme heterotrof.

Fermertasi dengan menggunakan Lactobacillus plantarum
dan bakreri asam lakeat lainnya dapat untuk menambah konsentrasi
dari komponen fenolik pada bahan pangan yang difermentasi
menggunakan enzim PB-glucosidase [21]. Kandungan Polifenol
komplek dihidrolisis menjadi lebih sederhana namun aktivitas
biologi dari bahan tersebut lebih tinggi selama proses fermentasi,
adanya enzim B-glucosidase memecah gugus yang berikatan berupa
glikosida yang akan dihidrolisis menjadi fenol dalam bentuk aglikon
sehingga lebih mudah diserap [22,23]. Ng er al, (2011) [24]
terbukti melaporkan bahwa bagian tumbuhan mengalami kenaikan

rotal fenol setelah fermenrasi.

Perubahan Komposisi kimia pada daun kelor merah yang
difermentasi menggunakan Lactobacillus plantarum

Tabel 13: Perubahan komposisi kimia pada daun kelor merah

terfermentasi
Perlakuan
Komposisi Ekstrak Kelor
Kimia Ekstrak Fermentasi Terfermentasi
Kering beku
Kadar Air BB | 10.78 £ 0.45a | 20.54 + 0.69b | 8.83 £ 0.93¢c
(%) BK 12,09 £+ 0,56a | 25,85+ 1,09b | 9,69 £+ 1,11c
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Total Gula BB | 7,07 £0,27a | 4,74 £ 0,12b 5,11 + 0,09¢

(%) BK | 7.89 + 0.46a | 5.97 + 1.06b 5.66 + 0.61b
Total Asam BB | 0,02 +0,00a | 0,10 £ 0,03b 0,06 + 0,02b
(%) BK | 0.02+0.0la | 0.13 £ 0.00b 0.07 + 0.00¢

Total Fenol BB | 124,57 + 7,64a| 145,83 + 10,93b| 144,16 + 21,30b
(mg GAE/g) | BK [139.02 % 0.69a] 183.66 + 2.00b | 152.24 + 1.98¢
Total BB | 39,56+ 1,40a | 77,41 + 2,73b | 74,96 + 1,93¢
Flavonoid BK
(mgQE/g)

Keterangan: Notasi yang berbeda menunjukkan beda nyata (P Value

44,15+ 1.0%a | 97.49 + 0.50b | 82.28 + 1.97¢

< 0,05) pada baris yang sama. Ket : BB=Berat Basah,
BK=Berat Kering [25].

Setelah difermentasi, kandungan total asam daun kelor
merah mengalami peningkatan dan terjadi penurunan terhadap
kadar air, total fenol, total gula dan total flavonoid. Adanya
peningkatan total flavonoid selama fermentasi diduga akibat adanya
aktivitas bakteri asam laktat selama proses fermentasi, bakteri asam
laktat akan menghasilkan enzim yang dapat membebaskan senyawa
fenolik yang terdapat dalam daun kelor schingga akan menambah
gugus fenol pada senyawa flavonoid [26]. Sedangkan Lactobacillus
plantarum dapat menghasilkan peningkatan total fenol dengan
memproduksi enzim B-glukosidase yang berperanan penting dalam
proses biotransformasi seperti memodifikasi metabolit primer dan
sckunder schingga akan menyebabkan bertambahnya komponen
bioaktif seperti polifenol [27]. Yang tak kalah penting yaitu peran
perlakuan freeze dry diketahui menjadi salah satu metode untuk
memperpanjang umur simpan bahan makanan dengan mekanisme
mencegah pertumbuhan  mikroorganisme dan memperlambat
oksidasi lemak [28]. Dan salah satu cara yang banyak digunakan
dalam meningkatkan ketersediaan antioksidan dan mineral pada

tumbuhan adalah dengan cara fermentasi [19].
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Komponen bioaktif, seperti flavonoid banyak dimanfaatkan
sebagai agen anti-inflamasi yang mampu menghambat ekspresi dan
menekan eksresi sitokin pro-inflamasi, serta meningkatkan sitokin
anti-inflamasi [29]. Sedangkan flavonoid untuk golongan fisetin,
kaempferol, myrisetin, kuersetin, dan rutin mempunyai efek
terhadap produksi sitokin pro-inflamasi dengan cara menghilangkan
fungsi anti-inflamasi dengan menghambat produksi sitokin
antiinflamasi seperti IL-1p, IL-6, IL-2, IFN-y, dan TNF-a [30].

11.3.2 Perubahan Kandungan Senyawa Aktif Daun Kelor
Merah

Hasil skrinning didapatkan perbedaan hasil antara yang
hanya di ekstrak dan ekstrak yang terfermentasi, salah satu bahan
aktif yang tidak ditemukan di ekstrak tetapi ditemukan di ekstrak
yang terfermentasi adalah golongan flavonoid dalam bentuk
glikosida (daidzain). Daidzin termasuk dalam golongan senyawa
isoflavon, pada proses fermentasi isoflavon bentuk bebas (aglikon)
lebih banyak, sehingga ada di dalam hasil ekstrak yang terfermentasi
[31]. Bentuk glikosida isoflavon berubah menjadi senyawa aglikon
dalam bentuk bebas yang dihasilkan oleh pelepasan glukosa dari
glikosida oleh enzim B glukosidase yang terdapat di Lactobacillus
plantarum. Proses degradasi dikatalis oleh enzim glukosidase untuk
mengubah glikosida menjadi aglikon seperti genistein, daidzein dan
glisitein [32]. Senyawa bioaktif isoflavon yang mengandung gugus
fenolik yang mampu sebagai antioksidan dan dapat menghalangi
terjadinya kerusakan akibat radikal bebas melalui dua cara, yaitu:
memberikan ion hidrogen [33], dan bertindak sebagai scavenger
radikal bebas secara langsung [33,34]. Demikian juga dengan
senyawa hasil fermentasi yaitu, asam piruvat, asam fumarat akan
didapatkan pada ekstrak yang terfermentasi karena merupakan hasil

metabolit sekunder yang dihasilkan melalui proses glikolisis.
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11.3.3 Potensi Senyawa Bahan Alam sebagai Anti Salmonellasis

Peran sistem imun tubuh memiliki peran yang sangat
penting untuk menjaga tubuh terhadap serangan agen infeksius
yang menyerang tubuh. Setiap manusia dapat mengalami penuru-
nan system kekebalan tubuh yang disebabkan oleh bakteri patogen,
virus, parasite, radiasi dan polusi dilingkungan sekitar yang dapat
menyerang system imun fnnate ataupun adaptive. Melalui respon
imun innate dan adaptive merupakan respon yang digunakan untuk
mengeliminasi Salmonella typhi [S]. Pertahanan sistem imun non
spesifik adalah pertahanan tubuh yang pertama kali dalam meng-
hadapi serangan berbagai macam mikroorganisme, oleh karena itu
dapat memberikan tanggapan secara langsung [35].

Salah satu cara untuk membunuh bakteri intraseluler,
dengan cara meningkatkan aktivasi makrofag, menstimulasi sel T
dan sitokin-sitokin yang sudah dilepas oleh makrofag yang berkaitan
dengan proses fagositosis dan proses membunuh mikroba. Makrofag
berperan penting di dalam sistem pertahanan tubuh karena
kemampuan fagositosis untuk membunuh dan menghasilkan
berbagai mediator inflamasi. Sel-sel efektor yang terlibat di dalam
proses inflamasi akan melepaskan berbagai jenis substansi. Kebera-
daan dari sel-sel efektor maupun substansi yang dilepaskannya dapat
dihambat ataupun dicegah oleh bahan-bahan imunomodulator,
yaitu imunosupresor dan juga imunostimulator yang dapat
diperoleh dari dalam maupun dari luar tubuh. Imunosupresor dari
luar tubuh di antaranya dapat diperoleh dari tumbuhan herbal [36].
Infeksi yang terjadi di dalam tubuh akan berdampak munculnya
berbagai respons imun yang diawali oleh meningkatnya sel fagosit
yang menuju ke arah sumber infeksi. Neutrofil maupun makrofag

akan bergerak ke arah sumber infeksi, selanjutnya sel yang dianggap
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asing tersebut akan difagosit. Sedangkan proses fagositosis di dalam
makrofag yang dilakukan oleh berbagai enzim, yang paling dominan
adalah enzim lisosim. Hasil fagositosis tersebut berbentuk fragmen
protein yang selanjutnya disajikan ke sel T untuk proses
pembentukan antibodi. Berbagai sckresi makrofag saat proses
eliminasi antigen berguna untuk aktivasi sel fagosit, sel B, dan sel T
[37]. Setelah proses eliminasi antigen selesai, sel B akan
menghasilkan antibodi.

Tanaman Moringa oleifera  Lam  memiliki  sifat
imunostimulator karena memiliki kandungan fitokimia maupun zat
gizi yang komplek yaitu mempunyai kandungan asam fenolik dan
flavonoid [38-40]. Lactobacillus plantarum menghasilkan asam
laktat sebagai produk akhir perombakan karbohidrat, bakteriosin
dan hidrogen peroksida sebagai zat antimikroba, yang berakibat
pertumbuhan bakteri patogen seperti Salmonella dan Escherichia coli
akan dihambat [41].

11.3.4 Peningkatan HO-1, SOD-2 dan Nrf-2
Senyawa anti-oksidatif yang berasal dari ekstrak fermentasi

menghasilkan antioksidant yang kuat dengan aktivasi signaling jalur

Nrf-2/HO-1, dan SOD-2.
a. Ekspresi hasil analisis HO-1 (Gambar 29)

.
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Dari masing-masing kelompok perlakuan rerata jumlah
persentase HO-1 menunjukkan hasil bahwa dosis 14 mg/kg BW ,
42mg mg/kg BW, dan 84 mg/kg BW dapat memberikan hasil yang
meningkat dibandingkan dengan kelompok control sakit yang tanpa

penambahan ekstrak fermentasi daun kelor merah.

b. Hasil ekspresi SOD-2

Gambar 30
Dari masing-masing kelompok perlakuan rerata jumlah

persentase SOD-2 menunjukkan hasil bahwa dosis 14 mg/kg BW,
42mg mg/kg BW, dan 84 mg/kg BW dapat memberikan hasil yang
meningkat dibandingkan dengan kelompok control sakit yang tanpa

penambahan ekstrak fermentasi daun kelor merah

c. Hasil ekspresi Nrf-2
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Gambar 31

Dari masing-masing kelompok perlakuan rerata jumlah

persentase HO-1 menunjukkan hasil bahwa dosis 14 mg/kg BW ,
42mg mg/kg BW, dan 84 mg/kg BW dapat memberikan hasil yang
meningkart dibandingkan dengan kelompok control sakit yang tanpa
penambahan ekstrak fermentasi daun kelor merah

Hasil ekstrak fermentasi daun kelor merah oleh lactobacillus
plantarum salah satu diantaranya dapat memberikan efek mening-
katkan total protein dan bioavilabiltas zat besi [42]. Di mana zat besi
berperan scbagai sebagai kofaktor enzim-enzim pada proses respirasi
mitokondrial. Penurunan hasil rerata total gula pada ckstrak
fermnentasi daun kelor merah dikarenakan gula sukrosa, glukosa
dan fruktosa yang terdapat pada daun kelor [43] digunakan oleh
bakteri asam laktat dalam proses pertumbuhannya. Pada proses
fermentasi terjadi metabolisme bakteri yang menggunakan glukosa
sebagai nutrisi pertcumbuhannya, kemudian glukosa tersebut diubah
menjadi asam laktat schingga total gula menjadi trun [44].
Keadaan glikolisis ini digunakan monosit dan makrofag sebagai
energy untuk meningkatkan komsumsi oksigennya selama
fagositosis [3]. Molekul oksigen akan di konversi oleh Makrofag dan
neutrofil ke dalam Reactive Oxygen Species (ROS), yang dibantu oleh
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enzim IFN-y dan TLRs untuk membunuh mikroba. Salah satu hasil
respon imun seluler berupa produksi Nitrit Oksida (NO) oleh
makrofag [45]. Makrofag yang diaktivasi oleh LPS (lipopolisakarida)
bakteri, sel tubuh yang rusak, maupun oleh TFN-y (interferon
gamma). Jika makrofag teraktivasi maka transkripsi gen yang
menginduksi iNOS akan meningkat, schingga akan dihasilkan NO
dalam jumlah yang lebih banyak. NO dalam hal ini akan berperan
sebagai immunoregulator yang akan digunakan untuk membunuh
Salmonella [3).

Senyawa flavonoid yang meningkat berperan sebagai
imunostimulan yang dapat memberikan rangsangan intraseluler
pada sel makrofag dan sel T agar bekerja lebih baik dan dapat
menghancurkan agen infeksi yang masuk [47]. Marofag yang
diaktifan IFN-y menyebabkan peningkatan aktivitas fagositosis.
Sehingga akan menyebabkan makrofag dapat membunuh bakteri
lebih cepat. Peran senyawa flavonoid memiliki mekanisme kerja
dengan cara mengaktivasi sel NK untuk memproduksi IFN-y. I[FN-
Y merupakan sitokin penting MAC (Macrophage Activating
Cytokine) yang akan mengaktifkan makrofag dan memacu pening-
katan aktivitas fagositosis [46]. Serta dapat sebagai imunostimulan
yang dapat memberikan rangsangan intraseluler seperti sel T dan
makrofag supaya bekerja lebih baik dalam menghancuran infeksi
yang masuk [47].

Selain itu hasil ekstrak fermentasi daun kelor merah oleh
lactobacillus plantarum salah satu diantaranya dapat memberikan
efek meningkatkan total protein dan bioavilabiltas zat besi [42]. Di
mana zat besi penting sebagai kofaktor enzim-enzim pada respirasi
mitokondrial. Lactobacillus plantarum yang terdapat didalam

ekstrak daun Moringa oleifera meningkatkan sintesa 1L-10 dan
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sckresi makrofag yang berasal dari kolon yang mengalami inflamasi
[48].

Makrofag dapat diaktivasi oleh LPS (lipopolisakarida)
bakteri, sel tubuh yang rusak, maupun oleh IFN-y (interferon
gamma). Jika makrofag teraktivasi maka transkripsi gen yang
menginduksi iNOS akan berrambah, sechingga akan menghasilkan
NO dalam jumlah yang lebih banyak. NO berperan secbagai
immunoregulator yang digunakan untuk membunuh Salmonella
[3]. Makrofag berperan penting di dalam sistem pertahanan tbuh
dalam hal fagositosis bakteri dan menghasilkan berbagai mediator
inflamasi. Sel efektor yang terlibat di dalam proses inflamasi akan
melepaskan berbagai jenis substansi. Fungsi sel-sel efektor maupun
substansi yang dilepaskannya dapat dihambat ataupun didorong
oleh bahan-bahan imunomodulator, yaitu imunosupresor dan juga
imunostimulator yang dapat diperoleh dari dalam maupun dari luar

tubuh. Imunosupresor dari luar tubuh dapar diperoleh dari

tumbuhan herbal [36].
11.4 Ringkasan

Hasil penelitian menunjukkan bahwa senyawa anti-oksidatif
yang berasal dari ekstrak fermentasi menghasilkan antioksidan yang
kuat dan berkontribusi untuk aktivasi signaling jalur Nrf-2/HO-1,
dan SOD-2. SOD-2 bekerja dengan cara menangkap dan
menghambat produksi ROS dengan menunda atau mencegah
terjadinya reaksi antioksidasi radikal bebas atau menangkap senyawa
radical (radical scavenging) sebagai perlindungan awal terhadap
kerusakan oksidatif [49]. Sebagai pengatur stres anti-oksidatif, Nrf-
2 mengatur ckspresi gen antioksidan dan fase 1I enzim-enzim
detoksifikasi seperti heme oxygenase-1 (HO-1), NAD (P) H quinon
oksidoreduktase 1 (NQO-1), dan glutamat sistein ligase katalitik
subunit (GCLC) yang menangkal stres oksidatif dengan
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meningkatkan penghambatan ROS [50,51]. Peradangan kronis
yang tidak terkontrol dapat menyebabkan munculnya penyakit, dan
karena itu agen anti-inflamasi baik dari sumber alami atau sintetis
diperlukan sebagai agen terapi untuk mencegah penyakit tersebut.
Adanya peningkatan total flavonoid selama fermentasi diduga akibat
adanya aktivitas bakteri asam laktat selama proses fermentasi
berlangsung. Bakteri asam laktat akan memproduksi enzim yang
bisa membebaskan senyawa fenolik yang terdapat dalam daun kelor
sehingga dapat menambah gugus fenol pada senyawa flavonoid [52].
Flavonoid merupakan imunostimulan yang dapat memberikan
rangsangan intraseluler terhadap sel makrofag dan sel T agar dapat

membunuh dan mengeliminasi infeksi yang masuk [47].
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Glosarium

Aloksan

Amadori
Antioksidan
endogen

Antioksidan

enzimatik

Chelating
(Pengkelat)

Degenerasi sel

Derajat
deaserilasi

Ekotoksik

Ekstrak

Fermentasi
Substrar Padat
(Solid Substrate
Fermentation=8SF)

Fitokimia

Bahan kimia yang digunakan untuk meng-
induksi diabetes pada binatang percobaan yang
dapat diberikan secara intravena, intraperitoneal
Senyawa yang dihasilkan dari reaksi Maillard
Antioksidan yang berasal atau disintesis di
dalam tubuh misalnya enzim superoksida
dismutase, katalase, glutation peroksidase
Antioksidan yang diproduksi dalam tubuh
secbagai penangkal radikal bebas seperti
superoksida dismutase, katalase dan glutation
peroksidase

suatu komponen/senyawa yang dapat memben-
tuk kompleks dengan cara berikatan dengan ion
logam atau alkali.

Kelainan sel yang terjadi akibat cedera ringan.
Kerusakan ini sifatnya reversibel artinya bisa
diperbaiki  apabila  penyebabnya  segera
dihilangkan.,

Derajat kehilangan gugus asetil pada gugus
asetamida kitin.
Bahan-bahan  beracun  yang berada di
lingkungan

zat yang dihasilkan dari ekstraksi bahan mentah
secara kimiawi dengan pelarut misalnya: air,
alkohol, etanol, kloroform

Metode fermentasi dengan substrat  bahan
padat. SSF merupakan proses fermentasi dengan
kandungan air bebas yang sangat rendah.
Contoh

Senyawa yang ditemukan pada tumbuhan yang

tidak diburuhkan untuk fungsi normal tubuh,
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Flavor

(Gastritis

Heparitis
Hepatoprotektor
(pelindung hati)
Hiperglikemia

IC50

Kapang
Lignoselulolitik

Karalase

Kitosan

tetapi memiliki efek yang menguntungkan bagi
kesehatan atau memiliki peran akcif bagi
pencegahan penyakit.

keseluruhan kesan atau sensasi yang dapat
diterima oleh indra manusia terutama diperoleh
dari rasa dan bau pada saat suatu produk pangan
dikonsumsi

kondisi peradangan pada jaringan lambung,
ditandai terjadinya infiltrasi limfosit  dan
neutrofil di tunika mukosa dan submukosa serta
oedema submucosa

Kondisi pada jaringan hepatosit yang ditandai
dengan munculnya sel-sel radang, multifokal
midzonal nekrosis dan fibrosis

produk yang melindungi hati dan/atau me-
mulihkan hati yang telah dirusak oleh racun,
obat atau penyakirt.

Suatu kondisi ketika kadar glukosa darah
meningkat melebihi batas normalnya.
menunjukan konsentrasi suatu zat yang dapat
menghambat 50% proses oksidasi radikal bebas.
Semakin kecil nilai IC50 maka semakin besar
aktivitas antioksidannya.

Fungi mikroskopis multiseluler yang dapat
menghasilkan  enzim-enzim  pendegradasi
lignoselulosa.

Salah satu antioksidan enzim yang mengkaralisis
hidrogen peroksida (H202) diurai menjadi air
(H20) dan oksigen(O2)

Senyawa yang dihasilkan dari peroksidasi lipid
asam lemak tak jenuh ganda yang merupakan
penanda stres oksidatif

Kitosan adalah senyawa poli-(2-amino-2-
deoksi-B-(1-4)-D-glukopiranosa) dengan rumus
(C6H11NO4)n

biopolimer yang berasal dari proses deasetilasi

molekul merupakan
senyawa kitin. Sumber kitin yang digunakan
pada umumnya adalah

cangkang/  kulit
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Malondialdehid

Nekrosis

Nutraceuticals

Radikal bebas

Radikal bebas

Reactive Oxygen
Species (ROS)

Reaksi Mailllard

Reaksi Redoks

crustacea. Kitosan bersifat nontoksik dan
biodegradable. Kitosan tidak dapat larut dalam
larutan netral atau basa tetapi larut dalam asam-
asam organik,

Molekul yang memiliki elektron bebas atau
tidak berpasangan. Elektron yang tidak ber-
pasangan tersebut bersifat tidak stabil
merupakan kondisi cedera pada sel yang meng-
akibatkan kematian dini sel-sel dan jaringan
hidup. Nekrosis disebabkan oleh faktor-faktor
cksternal seperti infeksi, racun, atau trauma yang
menyebabkan mekanisme autofagi komponen-
komponen sel menjadi terganggu.

zat apa pun yang merupakan makanan atau
bagian dari makanan yang memberikan manfaat
medis atau kesehatan, termasuk pencegahan dan
perawatan penyakit

molekul yang kehilangan satu buah elektron
dari pasangan elektron bebasnya, atau merupa-
kan hasil pemisahan homolitik suatu ikatan
kovalen. sehingga sangat reaktif.

Kondisi di mana jumlah radikal bebas di dalam
tubuh melebihi kapasitas tubuh untuk me-
netralkannya

senyawa organik  yang memiliki  gugus
fungsional dengan atom oksigen yang ber-
muatan elektron lebih. ROS terbentuk secara
alami, terutama pada kompleks 1 rantai
pernapasan mitokondria, dalam aktivitas selular
yang normal maupun patologi.

reaksi pencoklatan non enzimatis yang terjadi
karena adanya reaksi antara gula pereduksi
dengan gugus amin bebas dari asam amino atau
protein

reaksi redoks terdiri dari reaksi reduksi dan
reaksi oksidasi. Berdasarkan pelepasan dan
pengikatan oksigen, reaksi reduksi adalah reaksi
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Rempah

Senyawa bioaktif

Senyawa fenolat
(Phenolic
compounds)

Shikimic Acid
Pathway (SAP)

Stres oksidatif

Timbal
(Plumbum/Pb)

Toksisitas

pelepasan oksigen, sedangkan reaksi oksidasi
adalah reaksi pengikatan oksigen.

bagian tumbuhan yang beraroma atau berasa
kuat yang digunakan dalam jumlah kecil di
makanan sebagai pengawet atau perisa dalam
masakan.

Senyawa yang memiliki fungsi biologis, seperti
antioksidan, antitumor, antimikroba dan
sebagainya

Salah satu kelompok senyawa bioaktif yang
merupakan hasil metabolisme sekunder pada
tanman dan mikroorganisme termasuk kapang.
Senyawa fenolat terdiri atasflavonoid, asam-
asam fenolat, dan tannin.

Jalur biosintesis senyawa fenolat yang terdapart
pada tanaman dan mikroorganisme, tidak
terdapat pada hewan dan manusia. SAP erdiri
atas tujuh langkah reaksi, dengan hasil akhir
asam chorismat (chorismic acid)

Salah satu antioksidan enzim utama dan
merupakan pertahanan tubuh pertama yang
menangkal radikal bebas

logam berat bernomor atom 82, dengan massa
lunak, berwarna abu-abu keperakan. Berat atom
relatif sebesar 207,19 berat jenis 11,34, ritik
leleh pada temperatur 327,5°C dan titik didih
pada temperatur 1740°C. Logam Pb memiliki 2
valensi yaitu +2 dan +4. Pb valensi 2 merupakan
bentuk predominan dari ionik Pb sedangkan Pb
valensi 4 cenderung membenruk ikatan kovalen.
Pborganik mudah terdisosiasi dalam kondisi asam
Tingkat meracuni suatu zat jika dipaparkan
pada organisme. Dampak toksisitas dapat mem-
pengaruhi seluruh organisme, seperti hewan,
bakteri, atau tumbuhan, dan efek terhadap

substruktur organisme, seperti sel atau organ
tubuh.
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