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PENDAHULUAN

Inflamasi merupakan suatu respon
protektif yang ditimbulkan oleh kerusakan
jaringan disebabkan oleh trauma fisik, zat
kimia atau zat mikrobiologis (Dewi,
2015). Inflamasi terjadi karena sejumlah
mediator inflamasi dilepaskan melalui
jalur asam arakidonat, antara
prostaglandin, sebagai hasil pemecahan
arakidonat oleh enzim siklooksigenase.
Jika proses ini berlebihan, maka inflamasi
akan memasuki tahap akut yang dapat
menyebabkan terjadinya kehilangan fungsi
karena pembengkakan yang hebat secara
fisik yang akan berdampak kurangnya
gerak jaringan dan penghambatan aliran
darah ke jantung hingga menyebabkan
kematian (Underwood, 1999). Menurut
Riset  Kesehatan  Dasar  Republik
Indonesia (Riskesdas, 2013), inflamasi
akut pada saluran pernapasan di Indonesia
telah mencapai 3,7% dari total populasi,
dan menjadi peringkat 6 dari 10 penyebab
kematian terutama 10% di provinsi Nusa
Tenggara Timur dan 8% di Sulawesi
Tengah. Salah satu cara yang dapat
dilakukan untuk mencegah dan
menangani hal tersebut adalah dengan
obat antiinflamasi.

Obat Anti Inflamasi Non-Steroid
(AINS) seperti natrium diklofenak sering
kali  digunakan  masyarakat untuk
mengatasi inflamasi. Akan tetapi obat-
obatan  anti-inflamasi non  steroid
mempunyai efek samping pada sistem
gastrointestinal yang meningkatkan resiko
terjadinya tukak lambung dan sumbatan
pada pembuluh darah akibat bekuan
darah. Hal tersebut menyebabkan
gencarnya upaya pencarian alternatif obat
anti-inflamasi, terutama yang berasal dari
bahan alam (Depkes RI, 1989). Salah satu
bahan alam yang sering digunakan
masyarakat sebagai obat tradisional
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adalah tanaman cocor bebek (Kalanchoe
pinnata L). Cocor bebek (Kalanchoe pinnata
L) merupakan tanaman dengan ciri-ciri
daunnya yang tebal dan berair (Amiyati,
2015). Daun cocor bebek (Kalanchoe
pinnata L) sering digunakan sebagai obat
untuk mengatasi bisul, peluruh dahak,
radang dan luka bakar (Purwitasari, 2017).

Ujt fitokimia daun cocor bebek
(Kalanchoe pinnata L) positif mengandung
golongan senyawa flavonoid, terpenoid,
tanin, saponin, dan steroid (Almeida,
2006). Menurut Yantih, (2011), Isolasi
dan karakterisasi senyawa ekstrak etanol
daun  cocor bebek, hasil FTIR
menunjukkan senyawa flavonoid, tanin,
dan saponin memiliki intensitas yang kuat
di daerah 3550cm*-3200cm*. Kandungan
senyawa daun cocor bebek (Kalanchoe
pinnata L) diduga memiliki kemiripan
yang sama dengan ekstrak rimpang kencur
yang memiliki aktivitas antiinflamasi
dengan persen inhibisi sebesar 51,27%.
Senyawa flavonoid diduga berperan
penting pada aktivitas antiinflamasi
dengan cara menghambat  sintesis
prostaglandin dari asam arakidonat
(Hasanah, 2011). Daun cocor bebek
merupakan spesies Crassulaceae yang kaya
akan senyawa fenolik yaitu kuersetin dan
merupakan flavonoid utama daun cocor
bebek sehingga memungkinkan untuk
dimanfaatkan sebagai obat antiinflamasi
(Costa, 2008).

Metode in vivo dengan hewan uji
telah banyak digunakan untuk mencari
potensi bahan alam yang memiliki
aktivitas antiinflamasi. Namun metode ini
membutuhkan waktu yang lebih lama dari

metode iz wvitro. Selain itu sulitnya
mendapatkan hewan uji yang
menggunakan 1zin, proses perlakuan



Reynaldi & D. F. Yani/ SPIN 3 (1) (2021) 12-21

hewan, dan proses penelitian yang
panjang juga menjadi kekurangan uji in
vivo untuk digunakan (Emawati, 2020).
Metode in vitro denaturasi protein dengan
Bovine Serum Albumin dipilih karena pada
penyakit artritis produksi dari antigen-auto
juga dapat mengakibatkan denaturasi
protein secara in vivo pada inflamasi.
Berdasarkan latar belakang tersebut, maka
dilakukan uji  potensi anti-inflamasi
ekstrak etanol daun cocor bebek
(Kalanchoe pinnata L) terhadap denaturasi
protein secara in vitro.

METODE

Alat

Alat yang digunakan dalam
penelitian ini yaitu pipet tetes, tabung
reaksi (Pyrex), gelas beaker 10 mL, 50 mL,
100 mL, dan 1000 mL (Pyrex), Labu ukur
10 mL, 50 mL, 100 mL, 250 mL (Pyrex),
mikropipet, gelas ukur 50 mL, dan 100 mL
(Pyrex), blender, penangas air,
spektrofotometer Uv-vis Libra S12 single
beam, dan Rotary evaporator (Yamato

RE301C-W).

Bahan

Bahan yang digunakan dalam
penelitian 1ni yaitu tanaman cocor bebek
(Kalanchoe pinnata L), aquadest, etanol
96%, Triss buffer saline,
albumin, metanol, asam asetat glasial,
NaCl, dan natrium diklofenak.

Bovine serume

Prosedur
Preparasi sampel

Tumbuhan cocor bebek (Kalanchoe
pinnata L)) diambil dari daerah Oku Timur
tepatnya di Desa Peninjauan kemudian

dilakukan pencucian yang berfungsi
menghilangkan kotoran pada daun.
Pengeringan dibawah sinar matahari

bertujuan untuk menghilangkan kadar air
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yang terkandung di dalam daun,
sedangkan proses penghalusan berfungsi
untuk memperluas ukuran permukaan dan
memperbesar kontak antara pelarut dan
sampel sehingga senyawa yang ada di
dalam sampel dapat ditarik oleh pelarut
dengan sempurna.

Ekstraksi Daun cocor bebek

Metode ekstraksi yang digunakan
pada penelitian ini adalah maserasi dengan
pelarut etanol. Maserasi dengan pelarut
etanol dipilih karena sifatnya yang dapat
melarutkan senyawa semi polar hingga
polar, etanol juga mampu menembus
dinding sel sehingga senyawa bioaktif lebih
mudah keluar dari sel tanaman (Prayitno,
2016). Metode maserasi dilakukan untuk
meminimalisir terjadinya pemanasan yang
dapat menyebabkan kerusakan terhadap
senyawa yang tidak tahan panas. Suhu
yang digunakan dalam evaporasi adalah
50°C, hal in1 dikarenakan suhu yang terlalu
tinggi dapat merusak beberapa jenis dari
kandungan senyawa Dbioaktif tersebut
(Harmita, 2008). Hasil evaporasi yang
diperoleh berupa ekstrak kental sebanyak
6,3 gram dengan rendemen 2,65% dan
berwarna orange.

Uji Fitokimia
Ujt fitokimia mengacu pada uji
Harborne (1987), yaitu:

Uji alkaloid

1 gram ekstrak dilarutkan dalam 10
mL CHCI; ditambahkan beberapa tetes
NH,OH kemudian disaring. Filtrat CHCl;
dimasukkan tabung reaksi, ditambahkan 10
tetes H,SO, 2M dikocok sampai terbentuk
2 lapisan. Lapisan yang tidak berwarna
diteteskan pada plat tetes, ditambahkan
pereaksi meyer, wagner, dan dragendorf.
Senyawa alkaloid positif jika terdapat
endapan putih pada pereaksi meyer,
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endapan coklat pada pereaksi wagner, dan
endapan merah jingga pada pereaksi
Dragendorf.

Uji Saponin

Sebanyak 1 gram ekstrak dididihkan
dengan pelarut etanol 25 mL selama 25
menit, kemudian disaring dalam keadaan
panas, dan pelarut diuapkan sampai
kering. Tambahkan CH(Cl, lalu
ditambahkan aquadest hingga terbentuk 2
lapisan. Lapisan air dikocok selama 1
menit. Jika terbentuk busa yang tidak
hilang selama 5 menit maka positif
mengandung saponin

Uji Fenol

Lapisan air pada wuji saponin
diambil sebanyak 2 mL dan dimasukkan ke
dalam tabung reaksi dan ditambahkan
FeCl; jika terjadi perubahan warna ungu,
biru, hijau menandakan positif
mengandung fenol.

Uji Steroid

Lapisan kloroform dari uji saponin
diteteskan pada plat tetes dan dibiarkan
kering, kemudian ditambahkan pereaksi
Lieberman-Bucchard. Jika berubah
menjadi warna hijau menandakan positif
steroid

Uji Flavonoid

Sebanyak 0,1 gram ekstrak diambil
kemudian ditambahkan 10 mL air panas
dan dipanaskan selama 5 menit, setelah itu
disaring dan diambil filtratnya. Filtrat
dimasukkan kedalam tabung reaksi,
ditambahkan 0,5 gram serbuk Mg, 1 mL
HCl pekat, dan 1 mL alkohol, lalu
dikocok. Jika terjadi perubahan warna
merah/kuning/jingga menandakan positif
flavonoid.
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Tanin

Sebanyak 0,1 gram  ekstrak
dimasukkan ke dalam tabung reaksi
kemudian ditambahkan 10 mL air panas
dan dikocok. Lalu ditambahkan 4 tetes
NaCl 10% disaring, filtrat kemudian dibagi
dua. Filtrat pertama diberi 5 tetes gelatin
1%, jika terdapat endapan putif maka
positif tanin. Filtrat kedua diberi 5 tetes
FeCl; 1%, warna hijau kebiruan
menunjukkan kandungan tanin.

Pembuatan larutan TBS (Triss Buffer
Saline)

Sebanyak 4,35 gram  NaCl
ditambahkan aquadest 200 mL, kemudian
ditambahkan T7iss buffer saline 605 g, lalu
ditambahkan kembali aquadest 200 mL.
Atur pH dengan asam asetat glacial sampai
pH patologis 6,2-6,5 kemudian
ditambahkan aquadest 100 mL (Farida,
2018).
Pembuatan 0,2% BSA
Albumin)

Sebanyak 0,2 gram BSA (Bovine
Serum Albumin) dimasukkan ke dalam labu
ukur 100 mL. Kemudian ditambahkan
dengan larutan T7iss buffer saline hingga
volume 100 mL.

(Bovine Serum

Pembuatan larutan kontrol negatif
Sebanyak 50 pl. aquadest diambil

lalu ditambahkan 0,2% BSA ke labu ukur

hingga volume 5 mL (Farida, 2018).

Pembuatan larutan uji dan kontrol positif
Natrium Diklofenak

Pembuatan larutan uji mengacu
pada jurnal Muliati (2014) dan sedikit
dilakukan perubahan pada konsentrasi agar
nilai yang akan dimasukkan ke persamaan
garis lurus sesuail dengan yang diharapkan.
Sebanyak 100 mg ekstrak dan natrium
diklofenak diambil kemudian dilarutkan
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dengan metanol 25 mL, didapatkan
konsentrasi 4000 ppm sebagai larutan
induk. Larutan induk dibuat seri
konsentrasi menjadi 2000 ppm, 1000 ppm,
500 ppm, dan 250 ppm.

Pengukuran aktivitas anti-inflamasi

Larutan uji dan kontrol positif
natrium diklofenak diambil sebanyak 50 pL
dari setiap konsentrasi larutan kemudian
ditambahkan 0,2% BSA hingga volume
mencapai 5 mL pada labu ukur. Masing-
masing konsentrasi akan menghasilkan
konsentrasi 2,5 ppm, 5 ppm, 10 ppm, 20
ppm, 40 ppm. kemudian dilakukan proses
inkubasi pada suhu 25° C selama 25 menit.
Kemudian dipanaskan selama 5 menit di
suhu 79° C, lalu didiamkan selama 25
menit hingga dingin. Larutan dikocok
dengan kuat dan dilakukan pengukuran
absorbansi dengan spektrofotometri Uv-vis
pada panjang gelombang 660 nm (Muliati,
2014).

Perhitungan persentase penghambatan
Persentase penghambatan
denaturasi  protein  diukur  dengan
menggunakan rumus:
% inhibisi

abs. kontrol negatif — abs.larutan uji
= - X 100%
abs.kontrol negatif
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HASIL DAN PEMBAHASAN
Rendemen ekstrak
Rendemen ekstrak etanol daun

cocor bebek yang diperoleh sebesar 2,65%
dan memiliki warna orange, rendemen
yang dihasilkan lebih tinggi dibandingkan
dengan hasil penelitian Zahra (2017), yang
memiliki rendemen sebanyak 2,21% pada
ekstrak etanol daun cocor bebek. Menurut
Laily (2012), perbedaan kandungan
senyawa bioaktif tanaman dipengaruhi
beberapa faktor eksternal seperti cahaya,
suhu, pH, kandungan unsur hara tanah
dan ketinggian tempat. Nilai rendemen
adalah nilai yang menunjukkan banyaknya
senyawa bioaktif yang terkandung di
dalam ekstrak. Menurut Prayitno (2016),
Kandungan senyawa bioaktif suatu
tanaman  berbanding lurus  dengan
rendemen yang diperoleh, artinya semakin
tinggi rendemen yang dihasilkan semakin
banyak senyawa bioaktif didalamnya.)

Uji Fitokimia

Hasil uji fitokimia ekstrak etanol
daun cocor bebek dapat dilihat pada tabel
di bawah ini:

Tabel 1. Hasil uji fitokimia ekstrak etanol daun cocor bebek

Uiji Hasil uji ekstrak etanol Uji positif
Flavonoid +) Berwarna jingga
Berwarna jingga
Terpenoid O] Berwarna merah
Berwarna hijau
Tanin (+) Hijau kehitaman
Hijau kehitaman
Steroid (+) Berwarna hijau
Berwarna hijau muda muda
Saponin “) Terbentuk busa
Tidak terbentuk Busa
Alkaloid O] Berwarna kuning

Berwarna hijau

endapan putih
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Berdasarkan Tabel 1. Dapat dilihat
bahwa senyawa bioaktif seperti flavonoid,
tanin, dan steroid terdapat pada ekstrak
etanol daun cocor bebek, dan beberapa
senyawa seperti terpenoid, saponin, dan
alkaloid negatif pada ekstrak etanol daun
cocor bebek. Sedangkan pada penelitian
Indriyanti (2011), positif mengandung
saponin dan triterpenoid. Perbedaan
kandungan senyawa tersebut dapat
dipengaruhi karena beberapa faktor seperti
ketinggian tempat tumbuh, curah hujan,
dan kondisi unsur hara tanah yang dapat
mengakibatkan kandungan senyawa dan
aktifitas farmakologis yang berbeda
Widyastuti (2000).
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Aktivitas anti-inflamasi ekstrak etanol
daun cocor bebek

Pengujian aktivitas anti-inflamasi
ekstrak etanol daun cocor bebek
menggunakan metode penghambatan
denaturasi protein yang merupakan uji
aktivitas anti-inflamasi secara
Penggunaan metode ini karena salah satu
penyebab inflamasi adalah terjadinya
denaturasi protein pada jaringan sel tubuh.
Menurut Farida (2018), Jika suatu agen
dapat menghambat denaturasi albumin
>20% maka dapat dipertimbangkan
mempunyai sifat antiinflamasi. Hasil data
aktivitas antiinflamasi ekstrak etanol daun
cocor bebek dan natrium diklofenak dapat
dilihat pada Tabel 2 dan 3.

in vitro.

Tabel 2. Hasil aktivitas antiinflamasi natrium diklofenak

Konsentrasi (ppm) Absorbansi %Inhibisi
2,5 0,307 46,14
5 0,258 54,73
10 0,226 60,35
20 0,184 67,54
40 0,131 77,01
Kontrol negatif 0,570 0,000

Tabel 3. Hasil aktivitas antiinflamasi ekstrak etanol daun cocor bebek

Konsentrasi (ppm) Absorbansi %Inhibisi
2,5 0,287 49,64
5 0,223 60,87
10 0,216 62,10
20 0,180 67,71
40 0,125 78,07
Kontrol negatif 0,570 0,000

Dapat dilihat Tabel 2. natrium
diklofenak memiliki perbedaan %inhibisi
pada masing-masing variasi konsentrasi.
semakin meningkatnya konsentrasi maka
%inhibisi akan semakin meningkat.
Seluruh data tabel menunjukkan jika
kontrol positif telah melewati %inhibisi
lebih dari 20%. Menurut Laksmiwati
(2019), jika nilai %inhibisi melebihi 20%
maka dapat dipertimbangkan mempunyai
sifat antiinflamasi.

Tabel 3. menunjukkan hasil yang
sama dengan data natrium diklofenak,
bahwa dengan semakin meningkatnya
konsentrasi maka %inhibisi akan semakin
meningkat. Pada konsentrasi ekstrak 2,5
ppm, 5 ppm, 10 ppm, 20 ppm, dan 40 ppm
nilai penghambatan telah melewati 20%
inhibisi sehingga ekstrak etanol daun cocor
bebek dapat dipertimbangkan sebagai
antiinflamasi. Nilai penghambatan ekstrak
etanol daun cocor bebek lebih besar jika di
bandingkan dengan kontrol positif natrium
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diklofenak, pada konsentrasi 40 ppm
natrium diklofenak memiliki %inhibisi 77%
dan 78% pada ekstrak etanol daun cocor
bebek. Perbedaan tersebut diduga karena
senyawa flavonoid pada daun cocor bebek
berperan dalam penghambatan produksi
prostaglandin. Menurut Markham (1998),
flavonoid dapat menghambat sistem
metabolisme asam arakidonat sehingga
dapat mengurangi produksi prostaglandin
yang dihasilkan tubuh. Berdasarkan hasil
uji fitokimia dalam ekstrak etanol daun
cocor bebek juga terdapat senyawa tanin.
Menurut Robinson (1995), Tanin juga
berperan dalam proses antiinflamasi karena
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pembentukan H,0, untuk pembentukan
asam hipoklorid dan radikal hidroksi (OH),
dan terdapat senyawa steroid yang dapat
menghambat produksi mediator inflamasi
termasuk  leukotriene,  prostaglandin,
histimine, dan bradykinin. Menurut Abidin

(2019), Steroid dapat bekerja sebagai
antiinflamasi dengan cara menghambat
enzim fosfolipase A2 sehingga
menghambat pembentukan asam
arakidonat yang menjadi substrat enzim
lipooksigenase dan mengakibatkan
pelepasan  mediator inflamasi  ikut

terhambat. Sedangkan natrium diklofenak
disusun atas garam heteroarilasetat yaitu

senyawa tanin berfungsi sebagai sodium (2,6-diklorofenil), struktur kimia
antioksidan dan dapat menghambat natrium diklofenak bisa dilthat pada
produksi O, yang dapat mengurangi Gambar 1.
CH,COONa
N~
Cl Cl
Gambar 1. Struktur kimia natrium diklofenak
Natrium diklofenak hanya yang dapat berperan sebagai aktivitas

menghambat produksi prostaglandin pada
metabolisme asam arakidonat (Hutauruk,
2014). Sedangkan senyawa bioaktif ekstrak
etanol daun cocor bebek tidak hanya
menghambat produksi prostaglandin, tetapi
dapat menghambat mediator inflamasi
seperti  leukotrine, bradykinin, dan
histimine (Muliati, 2014). Hal tersebut
mempengaruhi perbedaan inhibisi yang
dihasilkan, karena banyaknya senyawa

antiinflamasi pada ekstrak etanol daun
cocor bebek daripada natrium diklofenak.

Hasil perhitungan IC50

Nilai IC50 merupakan parameter
untuk menginterpretasikan hasil pengujian
antiinflamasi. Menurut Mycek (2001), nilai

IC50 didefinisikan sebagai  besarnya
konsentrasi senyawa uji yang dapat
menghambat inflamasi sebesar 50%.
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Ekstrak etanol
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% inhibisi
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y=21,161x+ 42,517
R*=0,9418
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Log Konsentrasi (ppm)

Gambar 2. Kurva perhitungan IC50 ekstrak etanol daun cocor bebek

Perhitungan IC50 menggunakan
data kurva yaitu konsentrasi (X) dan
%inhibisi (Y) nilai regresi linear harus
diketahui terlebih dahulu. Menurut
Kurniawan (2003), regresi linear adalah
metode statistika yang digunakan untuk
membentuk model atau hubungan antara
satu atau lebih variabel bebas X dengan
sebuah variabel respon Y. Pada kurva
didapatkan persamaan garis lurus y =
21,161x + 42,517 dengan koefisien korelasi
r = 0,9418. Koefisien korelasi r
menunjukkan jika nilai 0,9418 sudah dapat
dikatakan baik. Menurut sugiyono (2006)

koefisien korelasi yang sangat kuat berada
pada angka 0,80-1,000 karena nilai korelasi
yang mendekati 1 memiliki hubungan
variabel semakin kuat dan garis memiliki
kemiringan positif, semakin meningkatnya
konsentrasi (X) nilai % inhibisi sampel (Y)
semakin meningkat, sehingga dapat
dilanjutkan ke perhitungan IC50. Hasil
dari nilai IC50 ekstrak etanol daun cocor
bebek sebesar 2,23 ug/mL. Artinya ekstrak
etanol daun cocor bebek mampu mencapai
%inhibisi 50% pada konsentrasi 2,23
pug/mL.

Natrium Diklofenak

100

% inhibisi

20

0 0,5

y = 24,765x + 36,389
R?=0,9933

80
40

1 1,5 2

Log Konsentrasi (ppm)

Gambar 3. Kurva perhitungan IC50 natrium diklofenak

Perhitungan IC50 menggunakan
data kurva vyaitu konsentrasi (X) dan
%inhibisi (Y). Pada kurva didapatkan
persamaan garis lurus y = 24,765x +
36,389 dengan koefisien korelasi r =
0,9933. Hasil dari nilai IC50 natrium
diklofenak sebesar 3,46 pg/mL hasil ini
juga termasuk baik, akan tetapi ekstrak

etanol daun cocor bebek memiliki nilai
IC50 lebih baik dari natrium diklofenak.
Natrium diklofenak mampu mencapai
inhibisi 50% pada konsentrasi 3,46 ug/mL
sedangkan daun cocor bebek mampu
menghambat pada konsentrasi 2,23
pg/mL. Hal ini sudah membuktikan jika
senyawa bioaktif dalam ekstrak etanol
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daun cocor bebek berpotensi sebagai anti-
inflamasi.

SIMPULAN

Ekstrak etanol daun cocor bebek
(Kalanchoe pinnata 1) memiliki aktivitas
antiinflamasi  terhadap  penghambatan
denaturasi protein secara in vitro sebesar
78,07% pada konsentrasi 40 ppm yang
melebihi kontrol positif natrium diklofenak
sebesar 77,01% dan dibuktikan dengan
hasil nilai IC50 ekstrak etanol daun cocor
bebek sebesar 2,23 pg/mL sedangkan
kontrol positif natrium diklofenak sebesar
3,46 ug/mL.
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