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PENGARUH EKSTRAK AIR DAN ETANOL Kaempferiaspp.
TERHADAPAKTIVITASDAN KAPAS TASFAGOSITOSISSELMAKROFAG
YANG DIINDUKSI BAKTERI Staphylococcus epidermidis*

[Influence of Water and Ethanol Extractsof Kaempferia spp. to PhagocytosisActivity and
Capacity Macrophage Cells I nduce by Staphylococcus epidermidis]

Tri Murningsih
Bidang Botani, Pusat Penelitian Biologi-LIPI
Cibinong Science Center (CSC-LIPI)
J. RayaJakarta-Bogor Km 46, Cibinong 16911
e-mail: herbogor@indo.net.id

ABSTRACT

Ethand 95% and water extracts of Kaempferia spp. (K. galanga, K. angustifolia, K. pandurata and K. rotunda) were tested for
their influences in in-vitro phagocytosis activity and phagocytos's capacity of mouse peritoneum macrophage cells induced by
Saphylococcus epidermidis. Extracts were tested at a series concentration in logarithmic order (0.1-1000) ug/ml. Imboost and
distilled water were employed as positive and negative controls, respectively. The results shows that amogt al extracts were
capable to increase on phagocytosis activity (SPA - Screening for Phagocytosis Activity) and phagocytosis capacity (IP ¢ Index
Phagocytosis) of macrophage cells compared to positive and negative controls significantly (p<0.05). The phagocytosis activity
and cgpacity macrophage cells were increased by increasing extract concentration. K. rotunda extracts shows reved better on
above activities in low concentration (0.1-100) ug/ml then other species.

Kiti Kund: Zingiberaceae, Kaempferia, imunomodulator, fagositosis, s macrofeg

PENDAHULUAN

Empon-empon atau temu-temuan adalah
sebutan untuk rimpang dari jenis-jenistumbuhan dalam
famili/suku Zingiberaceae seperti Curcuma, Alpinia,
Kaempferiadan Zingiber. Empon-empon sudah dikenal
oleh masyarakat |ndonesia sgjak jaman nenek moyang.
Mereka menggunakannya dalam ramuan jamu atau
ramuan obat tradisional. Meminum jamu untuk menjaga
kesehatan (kebugaran) atau obat tradisional untuk
mengobati berbagai penyakit telah dilakukan sejak
jaman dulu. Hampir setiap ramuan jamu atau obat
tradisional Indonesia mengandung satu atau bahkan
lebih dari satu jenis/spesies tumbuhan dari famili
Zingiberaceae. Jenis-jenis tersebut sangat mudah
diperoleh di pasaran. Di samping itu masyarakat juga
menggunakan empon-empon dalam jumlah kecil
sebagal bumbu dalam masakan.

Sejak lama penggunaan empon-empon sebagai
jamu, bahan obat dan obat tradisional berdasarkan
pada pengetahuan turun-temurun dari nenek moyang.
Sehubungan dengan itu diperlukan penelitian di
berbagai aspek untuk memberikan latar belakang ilmiah
{scientific background), seperti penelitian mengenai

‘Diterima: 03 Juni 2010 - Disetujui: 08 Juli 2010

uji aktivitas biologi, analisakandungan senyawakimia,
isolasi senyawa bioaktif dan sebagainya. Ekstrak
rimpang dari beberapa jenis tumbuhan dalam suku
Zingiber dan Alpinia telah dilaporkan mempunyai
aktivitas sebagai imunomodulator (Chairul dan
Praptiwi, 2008; Chairul et ai, 2009; Wulansari et al,
2009).

Imunomodulator adalah substansi atau
senyawa yang dapat menstimulasi, menekan atau
memodulasi komponen sistem imun (sitem kekebalan)
tubuh. Respon imun dapat bersifat non spesifik
(alamiah) dan spesiflk (adaptif), dengan masing-masing
efektornyaberupahumoral dan seluler. Sebagai efektor
seluler dari respon imun non spesiflk adalah sel fagosit
yang terdiri atas sel fagosit mononuklear (makrofag)
dan polimorfonuklear (netrofll). Masing-masing sel
fagosit akan melakukan fungsinya vyaitu
memfagositosis benda asing yang masuk ke dalam
tubuh. Fagositosis merupakan proses eliminasi dari
penelanan sampai penghancuran partikel dan
organisme asing yang masuk ke dalam tubuh. Dapat
dikatakan bahwa imunomodulator mempunyai fungs
menjaga sistem imun agar tubuh dapat bertahan
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terhadap serangan kuman-kuman berbahaya seperti
bakteri, virus, jamur dan protozoa. Secara klinis
imunomodulator digunakan pada pasien yang
mengalami gangguan imunitas, antara lain untuk
menanggulangi kasuskeganasan HIV/AIDS, malnutris
dandergi (Chenetal., 2006; Revillaet al, 2008; Ghaisas
etal, 2009; Wulansari et al, 2009).

Beberapa laporan penelitian menyebutkan
bahwa ekstrak atau senyawa yang berasal dari
tumbuhan dan jamur seperti Morinda citrifolia,
Centella asiatica, Echina spp., Phyllanthus spp.,
Allium sativum dan Ganoderma lucidum mempunyai
aktivitas sebagal imunomodulator (Amirghofran et al.,
2000; Guerraetal., 2003; Chen atal., 2006; Kuo et al,
2006; Ji et al, 2007). Sedangkan dari suku Kaempferia
dilaporkan bahwa K. galanga mempunyai efek
imunomodulas dengan jalan mendukung kemampuan
mikrobisidal sal netrofil (Revilla et al, 2008). Namun
untuk jenis-jenis tumbuhan suku Kaempferia lainnya
belum ditemukan laporannya.

Dengan mengetahui pentingnya keseimbangan
sistem imun bagi kesehatan manusia, dipandang perlu
melakukan penelitian yang bertujuan untuk menggali
potensi tumbuhan sumber imunomodulator. Di
antaranya dengan melakukan uji aktivitas dan kapasitas
fagositosis sel makrofag yang diinduksi dengan bakteri
Saphylococcus epidermidis secara in-vitro pada
ekstrak air dan etanol dari empat jenisKaempferiayaitu
K. galanga (kencur), K. angustifolia (kunci menir), K
pandurata (temu kunci) dan K. rotunda (temu putri).

BAHANDANCARA KERJA
Bahan

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini
adalah rimpang dari 4 jenis Kaemferia yaitu K.
galanga (kencur), K. angustifolia (kunci menir), K.
pandurata "temu kunci) dan K. rotunda (temu putri).
Dcieinunasi tumbuhan dilakukan di Bidang Botani,
Pusat Penelitian Biologi-LIPI. Imboost (PT SOHO
Industri Pharmasi) digunakan sebagai kontrol positif.
Sdl makrofag (107 sel/ml) diperoleh dari peritoneum
mencit jantan (Mus musculus) galur Swiss Webster
dengan bobot badan 20-30 gram. Inokulum bakteri uji
Saphylococcus epidermidis ATCC 27626 yang telah
diinkubasi dalam mediacair nutrient broth (NB) selama
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24jampadasuhu37°C.
Preparas ekstrak uji

Sebanyak 100 gram simplisia dari masing-
masing bahan uji (serbuk kering rimpang) diekstraks
dengan etanol 95%, filtrat ditampung, dipekatkan
dengan menggunakan "rotary evaporator” dan
dikeringkan menggunakan oven pada suhu 70°C
hingga mencapai bobot tetap. Prosedur yang sama
dilakukan pada bahan uji dengan menggunakan pelarut
air suling. Selanjutnya masing-masing ekstrak
dilarutkan dalam pelarut air suling steril dengan
konsentrasi 0,1,1,10,100 dan 1000 pg/ml.
Preparas suspens bakteri

Inokulum S. epidermidis yang telah diinkubasi
pada suhu 37°C selama 24 jam dalam media cair NB,
disentrifugas menggunakan sentrirfiga Hettich EBA
8Sdengan kecepatan 5000 rpm selama 1 jam, kemudian
pelet dipisahkan dari supernatannya. Pada pelet
ditambahkan PBS (phosphate buffer saline) steril.
Kekeruhannya diukur menggunakan spektrofotometer
UV-Vis (Shimadzu UV-Vis mini 1240) pada panjang
gelombang 580 nm. Kekeruhan perlu disesuaikan
dengan cara penambahan PBS sedikit demi sedikit
unti-K mencapai transmitan 25% (setara dengan 10" sal/
ml).
Preparas suspens sal makrofag

Mencit dikorbankan dengan eter, kemudian
dibedah dengan menggunakan pipet eppendorf diambil
cairan peritonial pada bagian abdomen mencit.
Tambahkan PBS untuk pengisotonis. Setarakan jumlah
sel makrofag dengan alat hemositometer hingga
diperoleh sal makrofag dengan populasi 10° sel/mll.
Uji fagositosis

Sebelum dilakukan uji fagositosis, terlebih
dahulu dilakukan uji viabilitas sel makrofag. Viabilitas
dinyatakan dengan persentase jumlah sel makrofag
yang hidup terhadap jumlah sel makrofag total. Nilai
viabilitas yang dipersyaratkan adalah tidak kurang dari
95%.
Uji fagositosis dilakukan dengan mencampur 200 ul
suspens bakteri, 200 ul sel makrofag dan 200 ul larutan
uji kemudian diinkubasi selama 30 menit pada suhu
37°C. Tambahkan 50 ul N&EDTA (0,2 M) untuk
mengakhiri fagositosis. Selanjutnya dibuat preparat
ulas dengan fiksas metanol dan pewarnaan Giemsa.



Preparat ulas dari masing-masing perlakuan diamati
dibawah mikroskop, dengan menghitung jumlah sel
makrofag yang aktif memfagositosis sel bakteri dalam
100 sdl makrofag. Uji fagositosisini dilakukan dengan
3 kali ulangan.

Nilal aktivitas fagositosis dinyatakan dalam persen
dan dihitung dengan rumus:

Aktivitas fagositoss (%) = jumieh s mekiofag ekiif x100%
jurmlah sd mekrofay totdl

Kapasitas fagositosis diperoleh dengan menghitung
jumlah bakteri yang difagosit oleh 50 sel makrofag.
Imboost digunakan sebagai kontrol (+) dan air suling
sebagai kontrol (-).

Perhitungan statistik

Data aktivitas dan kapasitas fagositosis dari variasi
konsentrasi padatiap kelompok uji dan antarkel ompok
uji dianalisadengan uji parametrik ANOVA satu arah,
dilanjutkan dengan uji analisa Tukey LSD
menggunakan SPSS 12.0.

HASIL

Ekstraks rimpang Kaempferia spp. (K. galanga,
K. angustifolia, K. pandurata and K. rotunda) dengan
pelarut air menghasilkan ekstrak air dengan rendemen
berkisar antara 10-17%, sedangkan ekstrak etanol 95%
mempunyai rendemen lebih tinggi dengan kisaran
antara 17-22%.
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Hasil analisis statistik dari masing-masing
perlakuan memperlihatkan perbedaan nilai aktivitasdan
kapasitas fagositosis yang nyata (p<0,05) dari variasi
konsentrasi antara (0-1000) ig/ml terhadap kontrol (-)
maupun kontrol (+). Sedangkan padakonsentrasi yang
lebih rendah (0,1-1 ig/ml) terdapat perbedaan yang
tidak nyata (p>0,05) yaitu pada ekstrak K. galanga
dan K angustifolia (Tabel 1, Tabel 2 dan Gambar 1,
Gambar 2). Peningkatan konsentrasi ekstrak
memperlihatkan peningkatan nilai aktivitas maupun
kapasitas fagositosis; hal ini menunjukkan efek
imunomodulasi yang ditimbulkan oleh ekstrak bersifat
menstimulasi kerja sel makrofag untuk menelan sel
bakteri uji.

PEMBAHASAN

Pelarut air dan etanol mempunyai polaritas
berbeda, sehingga penggunaan air dan etanol 95%
dalam pembuatan ekstrak dimaksudkan untuk menyari
sebanyak mungkin komponen kimia yang terkandung
pada sampel rimpang Kaempferia spp. Dengan
menggunakan kedua pelarut tersebut diperkirakan
senyawa-senyawa kimia seperti flavonoida bebas
ataupun dalam bentuk glikosidanya, diterpenoid,
fenolik, polisakarida (adan B glukan) serta dari
golongan monoterpen dan seskuiterpen akan tersari.

Dari analisis statistika memberikan informasi
bahwa perlakuan dengan konsentrasi 0,1 pg/ml dari

Tabe 1. Nilai (%) aktivitas fagositosis (SPA) ekstrak air dan etanol 4 jenis Kaempferia.

Ekstrak Air Ekstrak Etanol 95 %
Konsentras KG)Y | KM | kg Ka Kp Kr Kg Ka Kp Kr
(ug/ml)
0 52
0.1 65* 56 54 62* 63* 55 55 60* 64*
1 72* 58 57 64" 71 5r* 64* 64* 66*
10 82* 65* 64* 12* 76* 61* 70 66* 73
100 93¢ 69 71* 79* 80* 66* 82' 70 T
1000 or* 86* 81* 82* 88* 71* o0 T 7y
Keterangan: * berbeda secara nyata (P<0,05)
K (-): H20 K (+): ekstrak Echinae (Imboost)
Kg : K. galanga (kencur) Ka : K. angustifolia (kunci menir)
Kp : K. pandurata (temu kunci) Kr : K. rotunda (temu putri)
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Tabel 2. Kapasitas fagositosis (IP) ekstrak air dan etanol 4jenis Kaempferia.

Ekstrak Air Ekstrak Etanol 95%
Konsentrasi | K(-) | K(+) Kg Ka Kp Kr Kg Ka Kp Kr
(Hg/ml)
0 502
01 701* 510 504 674* 625* 510 505 649* 684"
1 759* 554* 513 705* 709* 554* 563* 675* 711"
10 840* 703* 687* 732* 771* 703* 733 695* 739"
100 911* 748* 743* 781* 831* 748 763* 734* 77"
1000 1076* 900* 905* 832 884* 950* 955* 780* 810"
Keterangan: * berbeda secara nyata (P<0,05)

K (-): H20

Kg : K. galanga (kencur)

Kp : K. pandurata (temu kunci)
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ekstrak K. galanga dan K. angustifolia tidak
menunjukkan perbedaan yang nyata dengan kontrol
negatifhya (P>0,05). Ini berarti perlakuan dengan
konsentrasi 0,1 ug/ml tidak mempunyai pengaruh
terhadap nilai aktivitas dan kapasitas fagositosis. Tetapi
pada ekstrak K. pandurata dan K. rotunda
menunjukkan perbedaan yang nyata dengan kontrol
negatif (P<0,05), sehingga dapat dikatakan bahwa
kedua ekstrak ini mempunyai efek stimulasi terhadap
kemampuan kerjasel makrofag (Tabel 1,2 dan Gambar
1,2).

Perlakuan dengan konsentrasi 1 ug/ml dari
ekstrak empat jenis Kaempferia yang diuji
memperlihatkan adanya perbedaan nyata dengan
kontrol negatifhya (P<0,05), kecuali ekatrak air K.
angustifolia yang tidak menunjukkan perbedaan nyata
(P>0,05). Ha ini memberikan petununjuk bahwa ekstrak
ke empat jenis Kaempferiaitu mempunyai efek stimulasi
kecuali ekstrak air K. angustifolia.

Perlakuan dengan kensentrasi yang lebih tinggi
(10; 200; 1000) ug/ml pada ke-empat jenis Kaempferia
yang diuji menunjukkan perbedaan yang nyata dengan
kontrol negatif (P<0,05), ini berarti perlakuan dengan
varias konsentrasi itu mempunyai pengaruh terhadap
aktivitas dan kapasitas fagositosis. Disamping itu
perlakuan dengan variasi konsentrasi (0,1,1, 10, 100
dan 1000) pg/ml memperlihatkan perbedaan nyata
dengan kontrol positif (P<0,05). Ha ini memberikan
informas bahwa efek stimulasi dari semua perlakuan
lebih rendah dibanding kontrol positif (imboost).

Tabd 1 dan Tabd 2 jugamemperlihatkan bahwa
ekstrak air dan etanol dari K, rotunda mempunyai
kecenderungan yang sama yaitu pada setigp tingkat
konsentrasi memiliki nilai aktivitas dan kapasitas
fagositosis lebih tinggi dibanding ketiga jenislainnya,
kecudi padakonsentrasi 1000 pg/ml. Padakonsentrasi
tertinggi ini nilai aktivitas fagositosis dari ekstrak
etanol K. rotunda (84%) lebih kecil dibanding K.
angustifolia (90%). Sedangkan kapasitas fagositosis
dari ekstrak air K. rotunda (884) Iebih rendah dibanding
K. galanga (900) dan K. angustifolia (905). Demikian
pula pada ekstrak etanol, kapasitas fagositosis K.
rotunda (810) tidak sebesar K. galanga (950) dan K.
angustifolia (955).
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Peningkatan nilai aktivitas fagositosis (SPA)
dan kapasitas fagositosis (IP) yang diperlihatkan oleh
ekstrak ke empat jenis Kaempferia di atas tentunya
dipengaruhi oleh senyawa kimia yang terkandung di
daamnya. K. rotunda mengandung senyawa "1,2'-
hydroxy-4,4',6'-trimethoxy-chalcone" yang aktif
sebagai antioksidan. Sifat antioksidan berpengaruh
terhadap sistem imun yaitu untuk mempertahankan
fungs sal imun karena pengaruh stres oksidatif (Puspa
et al., 2008; Mohanty et al., 2008). Senyawa
"chalcones' termasuk golongan senyawa fenolik yang
mempunyai beberapa aktivitas farmakologi di
antaranya sebagai antibakterial, antijamur,
antileishmania (antiprotozoa), antimalaria, antiviral,
antioksidan, antikanker and anti-inflamasi
(Nowakowska, 2006; Kontogiorgiset al., 2008; Bandgar
et al, 2010). Ada kemungkinan senyawa "chal cones"
pulaah yang mempunyai kemampuan meningkatkan
SPA dan IP pada ekstrak K. rotunda.

K. galanga mengandung senyawa flavonoid
yang mempunyai efek imunomodulasi terhadap
kemampuan mikrobisidal sel netrofil. Efek yang sama
jugaditunjukkan okeh ekstrak polisakaridanya (Revilla
et al., 2008; Bendjeddou et al., 2003). Sedangkan K.
angustifolia mengandug beberapa senyawa di
antaranya adalah angustifolienol, crotepoxide, p-
sitosterol, boesenboxide, 2'-hydroxy-4, 4', 6-
trimethoxychalcone, 6-methylzeylenol dan zeylenol.
Dilaporkan bahwa 2'-hydroxy-4, 4', 6'-
trimethoxychalcone mempunyai aktivitas antioksidan
lebihtinggi dibanding a-tokoferol (Bee Keat, 2006). K.
pandurata mengandung senyawa panduratin A,
senyawa ini mempunyai beberapa aktivitas biologi di
antaranya sebagai anti-karsinogenik, anti-proliferasi
dan antioksidan (Hwang et al., 2004; Yanti et al., 2009).

Dari hasil penelitian terlihat bahwa pada empat
tingkat konsentrasi (0,1, 1, 10 dan 100) ug/ml, K.
rotunda menunjukkan peningkatan nilai aktivitas dan
kapasitas fagositosis sel makrofag lebih tinggi
dibanding jenis-jenis lainnya. Berdasarkan hasil ini
K. rotunda mempunya potensi lebih besar untuk ditdliti
lebih lanjut. Seperti uji aktivitas dan kapasitas
fagositosis pada konsentrasi 1000 pg/ml, uji efek
imunomodulas terhadap sel netrofil, isolasi senyawa
bioaktifhya dan mekanisme imunostimulasinya.
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KESBMPULAN

Ekstrak rimpang empat jenis Kaempferia
meliputi K. galanga (kencur), K. angustifolia (kunci
menir), K. pandurata (temu kunci) dan K. rotunda (temu
putri) mempunyai efek imunomodulasi yang dapat
dilihat dari kemampuannyameningkatkan nilai aktivitas
dan kapasitas fagositosis sel makrofag yang diinduksi
bakteri 5. epidermidis. Pada konsentrasi rendah K.
rotunda memiliki kemampuan stimulasi lebih tinggi
dibanding ketiga jenis lainnya sehingga berpotensi
untuk diteliti lebih lanjut.
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