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ABSTRAK

TITA NOVARINI, 2022, UJI AKTIVITAS ENZIM
SUPEROKSIDA DISMUTASE (SOD) DALAM EKSTRAK TEMU
HITAM (Curcuma aeruginosa Roxb.) DENGAN METODE WATER
SOLUBLE TETRAZOLIUM SALT-1 (WST-1), SKRIPSI,
PROGRAM STUDI S1 FARMASI, FAKULTAS FARMASI,
UNIVERSITAS SETIA BUDI, SURAKARTA. Dibimbing oleh Dr.
Ana Indrayati, M.Si. dan Desi Purwaningsih, M.Si.

Reactive Oxygen Species (ROS) merupakan radikal bebas yang
berperan penting dalam proses fisiologis dalam tubuh, tetapi apabila
jumlahnya berlebih dapat menyebabkan stres oksidatif. ROS dapat
dihilangkan dengan adanya antioksidan endogen, seperti enzim SOD.
Enzim SOD merupakan enzim yang mengkatalisis radikal anion
superoksida menjadi turunan oksigen, tetapi bukan radikal bebas. Salah
satu tanaman yang memiliki aktivitas SOD adalah temu hitam (Curcuma
aeruginosa Roxb). Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui kadar
protein total dan persen inhibisi ekstrak kasar SOD temu hitam pada
konsentrasi presipitasi amonium sulfat 25, 50, 75, 100% serta
mengetahui persen inhibisi dari konsentrasi presipitasi amonium sulfat
yang optimum.

Penelitian ini diawali dengan determinasi tanaman dan
pengambilan sampel temu hitam. Ekstraksi enzim SOD dilakukan
dengan cara penambahan PBS dan disentrifugasi. Pemurnian enzim SOD
dilakukan dengan metode presipitasi amonium sulfat. Penetapan kadar
protein total dengan menggunakan metode Lowry. Pengukuran aktivitas
SOD dilakukan dengan pengukuran nilai persen inhibisi menggunakan
Superoksida Dismutase Activity Assay Kit WST-1.

Hasil penelitian menunjukkan bahwa kadar protein total ekstrak
kasar dan presipitasi amonium sulfat 25, 50, 75, serta 100% secara
berturut-turut nilainya sebesar 0,909; 0,639; 0,710; 0,752; dan 0,944 mg/
mL. Kemudian nilai persen inhibisinya secara berturut-turut adalah
76,720; 23,810; 65,079; 70,370; dan 83,069% dengan konsentrasi yang
optimum adalah konsentrasi 100%.

Kata kunci : Curcuma aeruginosa Roxb., SOD, WST-1.
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ABSTRACT

TITA NOVARINI, 2022, ACTIVITY ASSAY OF SUPEROXIDE
DISMUTASE (SOD) ENZYME IN THE EXTRACT OF TEMU
HITAM (Curcuma aeruginosa Roxb.) WITH WATER SOLUBLE
TETRAZOLIUM SALT-1 (WST-1) METHOD, THESIS,
BACHELOR OF PHARMACY, FACULTY OF PHARMACY,
SETIA BUDI UNIVERSITY, SURAKARTA. Supervised by Dr.
Ana Indrayati, M.Si. and Desi Purwaningsih, M.Si.

Reactive oxygen species (ROS) are free radicals that play an
important role in physiological processes in the body, but if the amount
Is too high, it can cause oxidative stress. ROS can be eliminated in the
presence of endogenous antioxidants such as SOD enzymes. SOD is an
enzyme that catalyzes superoxide anion radicals into oxygen derivatives,
but not into free radicals. One of the herbs with SOD activity is temu
hitam (Curcuma aeruginosa Roxb). This study aims to determine the
total protein content and the percentage inhibition of crude temu hitam
SOD extract at an ammonium sulfate precipitation concentration of 25,
50, 75, 100% and determine the percentage of inhibition of the optimal
concentration of ammonium sulfate precipitation.

This research begins with the determination of plants and the
taking of temu hitam samples. The extraction of the SOD enzyme was
performed by adding PBS and centrifuging. The purification of the SOD
enzyme was carried out by the ammonium sulfate precipitation method.
Determination of the total protein content by the Lowry method.
Measurement of SOD activity was performed by measuring the
percentage inhibition value using the Superoxide Dismutase Activity
Assay Kit WST-1.

The results showed that the total protein content of the crude
extract and the precipitation of ammonium sulfate were 25, 50, 75 and
100% 0.909, respectively; 0.639; 0.710; 0.752; and 0.944 mg/ mL. Then
the percent inhibition values were 76,720, respectively; 23,810; 65,079;
70,370; and 83.069%, the optimum concentration being a concentration
of 100%.

Kata kunci : Curcuma aeruginosa Roxb., SOD, WST-1.
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BAB |
PENDAHULUAN

A. Latar Belakang

Tubuh manusia mengandung molekul oksigen yang stabil dan
tidak stabil. Molekul oksigen yang stabil penting untuk memelihara
kehidupan sel, sedangkan molekul oksigen yang tidak stabil sering
disebut dengan radikal bebas. Radikal bebas merupakan suatu molekul
yang memiliki satu atau lebih elektron yang tidak berpasangan. Radikal
bebas ini dibentuk melalui 2 cara, yaitu secara endogen dan eksogen.
Radikal bebas endogen dibentuk sebagai respon normal dari rantai
peristiwa dalam tubuh. Radikal bebas endogen dapat terbentuk dari sisa
metabolisme protein, karbohidrat, dan lemak pada mitokondria, proses
inflamasi, dan pada kondisi iskemia. Radikal bebas eksogen didapatkan
dari polusi, makanan, dan injeksi (Irianti et al., 2021; Yuslianti, 2018).

Reactive oxygen species (ROS) merupakan radikal bebas yang
berperan penting pada beberapa proses fisiologis dalam organ tubuh,
tetapi apabila jumlahnya berlebihan akan menimbulkan stres oksidatif.
Pembentukan ROS ini dapat menginduksi peroksida lipid yang bersifat
sitotoksik akibat inisiasi suatu reaksi berantai ke dalam membran serta
diikuti reaksi propagasi secara keseluruhan sehingga menyebabkan
kerusakan pada sel yang menyebabkan stres oksidatif. Stres oksidatif
sendiri merupakan salah satu pemicu penyakit degeneratif (Sikka, 2004;
Yuslianti, 2018). Salah satu cara untuk menghilangkan ROS adalah
dengan pemberian antioksidan. Salah satunya adalah antioksidan
endogen, seperti superoksida dismutase (SOD) (Wahyuningsih, 2011).

Superoksida dismutase (SOD) merupakan pertahanan antioksidan
yang sangat penting dalam melawan stres oksidatif di dalam tubuh.
Enzim ini mempunyai mekanisme pertahanan sel endogen maupun
eksogen, memiliki potensi penggunaan dalam pengobatan suatu
penyakit, meningkatkan kemampuan obat-obatan dalam mengobati
penyakit, serta sebagai nutrisi bagi tubuh. Pada dunia kefarmasian, SOD
mempunyai manfaat, diantaranya sebagai agen anti inflamasi serta dapat
mencegah perubahan sel akibat prakanker. SOD dapat juga digunakan
dalam kosmetik sebagai anti-aging serta antioksidan karena
kemampuannya untuk mengurangi radikal bebas ke kulit dan dapat
mencegah keriput, garis halus, membantu penyembuhan Iluka,
melindungi dari paparan sinar UV, serta mengurangi tanda-tanda
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penuaan. Enzim ini juga memiliki khasiat untuk masalah kesehatan pada
manusia, seperti gangguan sel darah merah, cystic fibrosis serta sindrom
nefrotik sensitif steroid, serta sindrom nyeri pasca kolesistektomi
(Younus, 2018; Islam et al., 2021).

Pemurnian parsial enzim SOD menggunakan metode presipitasi
amonium sulfat. Prinsip metode presipitasi adalah penambahan pelarut
organik, asam, atau garam ke sampel yang akan diteliti (Perez dan
Prakash, 2020). Amonium sulfat dipilih karena protein hasil presipitasi
dari aktivitas enzim SOD dengan aseton maupun amonium sulfat lebih
tinggi daripada protein hasil presipitasi dengan Trichloric Acid (TCA)
(Tistama dan Minati, 2017). Penambahan garam amonium sulfat harus
dalam konsentrasi tinggi, agar aktivitas enzim mengalami peningkatan.
Hal ini membuktikan bahwa tingkat kemurnian suatu enzim akan
menentukan nilai aktivitas enzim tersebut (Sarip et al., 2014). Pada
penelitian ini menggunakan konsentrasi amonium sulfat 25, 50, 75, dan
100%. Konsentrasi tersebut diambil dari penelitian yang dilakukan oleh
Rahman et al. (2012), yang mengisolasi enzim SOD dari mesokarp buah
merah dengan konsentrasi presipitasi amonium sulfat 25, 50, dan 75%.
Pada penelitian tersebut, konsentrasi 75% menghasilkan aktivitas SOD
yang paling optimal daripada ekstrak kasar dan konsentrasi 25 maupun
50%.

Salah satu tanaman yang mempunyai aktivitas SOD adalah temu
hitam. Temu hitam dipilih karena pada penelitian yang dilakukan oleh
Moon-ai et al. (2012), mempunyai nilai ICso yang rendah baik pada
ekstrak kasar maupun dengan penambahan amonium sulfat. Nilai 1Csg
yang rendah akan mengakibatkan aktivitas SOD menjadi tinggi.
Penelitian tersebut meneliti tentang aktivitas SOD dengan metode
nitroblue tetrazolium (NBT) pada 15 spesies tanaman pada famili
Zingiberaceae.

Enzim SOD dari tanaman pernah diteliti oleh Pratiwi (2019) pada
jagung dengan nilai persen inhibisi 65,50%, Patandung (2019) pada
tomat dengan nilai persen inhibisi 77,83%, dan Febriyanti et al. (2013)
pada tanaman ekor kucing dengan penghambatan 10 pg/ml yang nilai
persen inhibisinya 11,27%, penghambatan 100 pg/ml yang nilai persen
inhibisinya 15,20%, serta penghambatan 1000 pg/ml yang nilai persen
inhibisinya 22,06%.

Water soluble tetrazolium salt-1 (WST-1) yang mempunyai nama
lain 2-(4-iodophenyl)-3-(4-nitrophenyl)-5-(2,4-disulfophenyl)-2H-



3

tetrazolium monosodium salt merupakan salah satu metode pada
pengujian aktivitas SOD. WST-1 juga merupakan uji kolorimetri yang
sederhana. WST-1 akan menghasilkan pewarnaan formazan yang larut
dalam air pada reduksi anion superoksida (Widowati et al., 2005).

Pada uji aktivitas enzim SOD dengan metode WST-1, didapatkan
nilai persen inhibisi. Persen inhibisi merupakan perbandingan antara
selisih absorbansi blanko dan sampel dengan absorbansi blanko. Persen
inhibisi memiliki arti, yaitu persentase hambatan dari suatu bahan yang
diuji terhadap radikal bebas (Munadia dan Aulianshah, 2021).
Berdasarkan latar belakang tersebut, peneliti ingin melanjutkan
penelitian mengenai enzim SOD pada temu hitam dan menggunakan
variasi konsentrasi garam amonium sulfat sebesar 25, 50, 75, dan 100%
dengan metode WST-1.

B. Rumusan Masalah

Rumusan masalah yang dapat disusun dari latar belakang yang ada
adalah sebagai berikut:

Pertama, berapakah kadar protein total ekstrak kasar SOD dan
presipitasi amonium sulfat konsentrasi 25, 50, 75, 100% pada temu hitam
(Curcuma aeruginosa Roxb.)?

Kedua, berapakah nilai persen inhibisi ekstrak kasar SOD dan
presipitasi amonium sulfat konsentrasi 25, 50, 75, 100% pada temu hitam
(Curcuma aeruginosa Roxb.)?

Ketiga, berapakah persen inhibisi yang optimum dari konsentrasi
presipitasi amonium sulfat pada SOD temu hitam (Curcuma aeruginosa
Roxb.)?

C. Tujuan Penelitian

Tujuan penelitian yang dapat disusun dari rumusan masalah yang
ada adalah sebagai berikut:

Pertama, mengetahui kadar protein total ekstrak kasar SOD dan
presipitasi amonium sulfat konsentrasi 25, 50, 75, 100% pada temu hitam
(Curcuma aeruginosa Roxb.).

Kedua, mengetahui nilai persen inhibisi ekstrak kasar SOD dan
presipitasi amonium sulfat konsentrasi 25, 50, 75, 100% pada temu hitam
(Curcuma aeruginosa Roxb.).



Ketiga, mengetahui persen inhibisi yang optimum dari konsentrasi
presipitasi amonium sulfat pada SOD temu hitam (Curcuma aeruginosa
Roxb.).

D. Kegunaan Penelitian
Hasil penelitian ini diharapkan dapat memberikan manfaat bagi
ilmu pengetahuan di bidang teknologi bahan alam serta memberikan
dasar ilmiah potensi SOD yang diekstraksi dari temu hitam dan sebagai
acuan dalam pengembangan SOD rekombinan yang bersumber dari
tanaman.



