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ABSTRAK
Tanaman wundu watu (Alpinia monopleura), merupakan salah satu tanaman endemik khas Sulawesi Tenggara yang banyak dijumpai di Kabupaten Konawe Selatan. Hasil penelitian sebelumnya kandungan minyak atsiri daun dan buah wundu watu adalah α-caryophyllene, β-pinene, limonene, α-pinene, β-caryophyllene dan caryophyllene oksida. Minyak atsiri daun dan buah menunjukkan sifat antibakteri, antioksidan dan antiinflamasi. Kajian farmakologi tanaman ini belum banyak diketahui khususnya khasiatnya sebagai antiinflamasi. Tujuan penelitian ini ialah mengetahui potensi antiinflamasi ekstrak dan fraksi batang wundu watu terhadap penghambatan denaturasi protein secara in Vitro. Ekstrak batang wundu watu di ekstraksi dengan metode maserasi menggunakan pelarut metanol dan fraksi etil asetat. Pengujian antiinflamasi menggunakan metode inhibitor denaturasi protein menggunakan bovine dan albumin dan di ukur pada Spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang 660 nm. Hasil penelitian menunjukkan ekstrak dan fraksi etil asetat batang wundu watu memiliki aktivitas antiinflamasi dengan nilai IC50 sebesar 10,59 mg/L dan 2,02 mg/L. Hasil pengujian menunjukkan bahwa ekstrak batang wundu watu memiliki potensi antiinflamasi terhadap denaturasi protein dengan kategori sangat kuat. 
Kata kunci: Zingiberaceae, In-Vitro, Antiinflamasi, Alpinia monopleura, Denaturasi Protein 
ABSTRACT
The wundu watu plant (Alpinia monopleura), is one of the endemic plants typical of Southeast Sulawesi which is commonly found in South Konawe Regency. The results of previous research on the essential oil content of the leaves and fruit of wundu watu are α-caryophyllene, β-pinene, limonene, α-pinene, β-caryophyllene and caryophyllene oxide. The essential oils of the leaves and fruit show antibacterial, antioxidant and anti-inflammatory properties. Pharmacological studies of this plant are not widely known, especially its efficacy as an anti-inflammatory. The purpose of this study was to determine the anti-inflammatory potential of extracts and fractions of wundu watu stem against inhibition of protein denaturation in Vitro. Wundu watu stem extract was extracted by maceration method using methanol solvent and ethyl acetate fraction. Anti-inflammatory testing using the protein denaturation inhibitor method using bovine and albumin and measured on a UV-Vis Spectrophotometer at a wavelength of 660 nm. The results showed that the extract and ethyl acetate fraction of wundu watu stem had anti-inflammatory activity with IC50 values of 10.59 mg/L and 2.02 mg/L. Based on the test results, it can be concluded that the stem extract of wundu watu has anti-inflammatory potential against protein denaturation with a very strong category. 
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PENDAHULUAN
Indonesia merupakan negara kepulauan yang memiliki pulau sekitar 17.000 pulau, 300 kelompok etnis dan 30.000 spesies tumbuhan. Tumbuhan digunakan untuk berbagai keperluan oleh suku asli, terutama dalam praktek pengobatan tradisional. Penelitian untuk mengetahui khasiat tumbuhan obat telah dilakukan dengan berbagai cara, antara lain melalui penapisan senyawa sekunder yang aktif secara biologis, studi taksonomi dan pendekatan etnomedis serta melalui penelitian naskah kuno(1,2). Keanekaragaman tumbuhan di seluruh dunia saat ini sedang dipelajari dan dieksplorasi khasiatnya sebagai obat karena memiliki kandungan fitokimia berupa metabolit sekunder (3,4).
Ratusan tumbuhan tingkat tinggi dibudidayakan di seluruh dunia untuk mendapatkan zat-zat yang bermanfaat dalam pengobatan. Sifat terapeutik tanaman memunculkan obat obat yang terbuat dari tanaman tertentu. Sampai saat ini, penggunaan langsung tumbuhan obat tampaknya tergeser dalam pengobatan modern(5). Senyawa yang berasal dari tanaman obat saat ini membutuhkan industri farmasi yang memproduksi obat-obatan, yang sebagian besar didasarkan pada prinsip aktif tanaman, Namun, saat ini, sebagian besar Negara di dunia terus menggunakan obat tradisional berdasarkan penggunaan langsung tanaman obat karena harganya yang murah (6,7). 
Zingiberaceae merupakan salah satu kerajaan tumbuhan terbesar yang memiliki spesies tanaman yang tersebar di Indonesia khususnya di Sulawesi Tenggara. Negara seperti Cina, Jepang, India, Indonesia, dan Vietnam yang mengakui genus Alpinia sebagai tanaman obat tradisional(8,9). Beberapa studi farmakologi Alpinia dilaporkan memiliki berbagai bioaktivitas seperti aktivitas antikanker, aktivitas antioksidan, aktivitas antimikroba, aktivitas anti inflamasi dan aktivitas analgesik (10,11,12,13,1415).
Penelitian terbaru dari genus Alpinia, yaitu spesies Alpinia monopleura, telah berhasil menentukan aktivitas antioksidan dan antimikroba dari minyak atsirinya. Kandungan utama minyak atsiri, yaitu α-caryophyllene, β-pinene, limonene, α-pinene, β-caryophyllene, dan caryophyllene oksida(16).
Tanaman Alpinia, terutama Alpinia monopleura, mudah ditemukan di wilayah Sulawesi Tenggara dan dikenal dengan nama lokal "wundu watu" (16). Jenis tanaman ini adalah endemik yang tersebar luas di Sulawesi dan dimanfaatkan oleh masyarakat setempat (17). 
Penelitian sebelumnya telah mengidentifikasi keberadaan metabolit sekunder dalam tanaman wundu watu, termasuk alkaloid, saponin, flavonoid, dan steroid(16). Senyawa fenolik dan flavonoid memiliki aktivitas biologis yang signifikan, seperti kemampuan anti-tumor, antiinflamasi, dan sifat antioksidan yang bermanfaat bagi kesehatan manusia (18,19). 
Hingga saat ini, hanya aktivitas antioksidan dan antimikroba yang telah diketahui sebagai bentuk data pendukung dari pemanfaatan wundu watu(16). Olehnya itu diperlukan pengujian farmakologi seperti antiinflamasi untuk menambah data ilmiah tanaman ini, baik dalam skala in vivo maupun in vitro. Penelitian ini akan menentukan potensi antiinflamasi ekstrak batang wundu watu melalui penghambatan terhadap denaturasi protein .

METODE PENELITIAN
A. Alat dan Bahan
Alat: batang pengaduk, blender, bejana maserasi, cawan krus, corong, gelas kimia (pyrex), gelas ukur (pyrex), hot plate, kertas saring, labu ukur (pyrex), oven, pipet tetes, piknometer, penjepit, rak tabung reaksi, rotary evaporator, sendok tanduk, spatula, tabung reaksi, timbangan analitik, spektrofotometri UV Visible.
Bahan: Aluminium foil, asam formiat, aquadest, asam asetat glacial, bismut submitrat, Bovine Serum Albumin (BSA), batang Alpinia monopleura, HCl, Kloroform, n-butanol, NaCl, NaCl 10%, natrium diklofenak 50 g (Novell), toluene.
B. Prosedur Penelitian
Pembuatan ekstrak metanol batang Alpinia monopleura
Sebanyak 500 gram serbuk batang Alpinia monopleura dicampur dengan 3.750 liter metanol (dalam rasio 1:7.5) dalam sebuah bejana maserasi dan dibiarkan selama 3 x 24 jam. Dilakukan penyaringan dan penggantian pelarut. Filtratnya diuapkan sehingga menghasilkan ekstrak kental.
Pembuatan fraksi etil esetat batang Alpinia monopleura
Metode fraksinasi yang digunakan adalah metode padat cair. Sebanyak 5 gram ekstrak batang Alpinia monopleura dilarutkan dalam 25 ml etil asetat. Campuran didiamkan selama 30 menit sehingga terbentuk dua lapisan, yaitu lapisan yang larut dalam etil asetat dan lapisan yang tidak larut. Fraksi yang larut dalam etil asetat dipisahkan dengan cara dekantasi. Kemudian, fraksi yang larut dalam etil asetat dipekatkan menggunakan rotary evaporator pada suhu 40°C hingga diperoleh fraksi etil asetat kental. Proses fraksinasi ini diulang sebanyak 3 kali (20,21).
Pengujian antiiflamasi secara In Vitro
Larutan BSA dengan konsentrasi 0,2% disiapkan dengan cara mencampur 1,21 gram Tris Buffered Saline (Tris dan NaCl) dalam 900 mL akuades. pH larutan disesuaikan menjadi 6,2-6,5 dengan asam asetat glasial, lalu tambahkan aquadest hingga 1000 mL. Setiap ekstrak dibuat dalam konsentrasi 50 µg/mL dalam metanol sebagai larutan stok. Kemudian, diambil alikuot sebanyak 5,0 µL, 10 µL, dan 20 µL, mewakili konsentrasi 0,25 µg/mL, 0,50 µg/mL, dan 1,00 µg/mL dari larutan stok, masing-masing, dan  ditambahkan ke dalam tabung reaksi yang berisi 1 mL larutan penyangga  BSA 0,2%. Kontrol negatif (metanol) dan kontrol positif (natrium diklofenak) diuji dengan langkah yang sama.Kemudian, larutan dipanaskan dalam penangas air pada suhu 72°C selama 10 menit, lalu didinginkan selama 20 menit pada suhu ruang. Kekeruhan larutan (tingkat pengendapan protein) diukur pada panjang gelombang 660 nm menggunakan spektrofotometer. Percobaan ini diulang dua kali, dan nilai rata-rata absorbansi dicatat. Persentase penghambatan pengendapan (denaturasi protein) dihitung menggunakan persamaan (22):
Aktivitas denaturasi protein (%) = 

HASIL DAN PEMBAHASAN
Batang Alpinia monopleura diekstraksi menggunakan metode maserasi dengan menggunakan metanol. Rendemen ekstrak tersebut sebesar 8,64%. 
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Pengujian aktivitas antiinflamasi pada ekstrak batang wundu watu secara kuantitatif dilakukan dengan mengukur kemampuan penghambatan denaturasi protein menggunakan metode spektrofotometri UV-Vis. Pertama dilakukan penentuan panjang gelombang awal sebesar 660 nm dengan menggunakan larutan ekstrak pada konsentrasi 10 mg/L dalam 10 mL pelarut metanol.
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Tabel 1. Hasil uji aktivitas antiiflamasi ekstrak dan fraksi batang wundu watu 
	Sampel
	Konsentrasi (mg/L)
	Absorbansi
	%Inhibisi

	
	
	U1
	U2
	U3
	U1
	U2
	U3
	Rata-rata

	Ekstrak methanol batang wundu watu (Alpinia monopleura)
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0

	
	10
	0.051
	0.052
	0.05
	42.05
	40.91
	42.05
	41.67

	
	20
	0.042
	0.047
	0.04
	52.27
	46.59
	53.41
	50.76

	
	30
	0.037
	0.038
	0.04
	57.95
	56.82
	55.68
	56.82

	
	40
	0.03
	0.031
	0.03
	65.91
	64.77
	62.5
	64.39

	
	50
	0.023
	0.025
	0.02
	73.86
	71.59
	73.86
	73.10

	Ekstrak fraksi etil asetat batang wundu watu (Alpinia monopleura)
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0

	
	10
	0,139
	0.14
	0,139
	12.57
	11.94
	13.2
	12.57

	
	20
	0,133
	0,133
	0,132
	16.35
	16.35
	16.98
	16.56

	
	30
	0,125
	0,127
	0,128
	21.38
	20.12
	19.49
	20.33

	
	40
	0,121
	0,12
	0,121
	23.89
	24.52
	23.89
	24.1

	
	50
	0,114
	0.115
	0,113
	28.3
	27.67
	28.93
	28.3

	Natrium diklofenak
	10
	0.103
	0.104
	0.10
	35.22
	34.59
	35.22
	35.01

	
	20
	0.099
	0.098
	0.10
	37.73
	38.36
	37.73
	37.94

	
	30
	0.096
	0.095
	0.10
	39.62
	40.25
	40.25
	40.04

	
	40
	0.093
	0.093
	0.09
	41.5
	41.5
	40.88
	41.29

	
	50
	0.091
	0.09
	0.09
	42.76
	43.39
	42.76
	42.97

	Kontrol negatif
	0.159
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0




Pengujian aktivitas antiinflamasi melalui penghambatan denaturasi protein menggunakan ekstrak, fraksi, kontrol negatif, dan kontrol positif (Tabel 1). Pengujian ini dilakukan dengan tiga kali percobaan ulangan (U1, U2, U3). Kemudian, serapan larutan diukur pada panjang gelombang λ 660 nm, dan persentase inhibisinya dihitung. Larutan memiliki aktivitas antiinflamasi jika persentase inhibisinya melebihi 20% (23). Tabel 1 menunjukkan ekstrak batang wundu watu dapat menghambat denaturasi protein pada konsentrasi 10 mg/L. 
Metode penghambatan denaturasi protein menggunakan Bovine Serum Albumin (BSA) yang mengalami perubahan struktur primer dan sekunder ketika terkena panas. Ketika albumin mengalami kerusakan akibat pemanasan, tubuh menganggapnya sebagai zat asing (antigen) yang memicu respons inflamasi sebagai mekanisme pertahanan (24).










Gambar 1. Perbandingan aktivitas antiiflamasi ekstrak batang, fraksi wundu watu (Alpinia monopleura) dan natrium diklofenak

Gambar 1 menunjukkan semakin meningkatnya konsentrasi ekstrak, maka nilai inhibisinya juga meningkat, yang menunjukkan bahwa kemampuan dalam menghambat denaturasi protein semakin besar. Untuk mengevaluasi aktivitas antiinflamasi ekstrak batang dan fraksi rimpang wundu watu (Alpinia monopleura), digunakan parameter nilai IC50 (Inhibition Concentration 50%). IC50 didefinisikan sebagai konsentrasi ekstrak yang menghasilkan penangkapan 50% senyawa antiinflamasi. 
Tabel 2. Nilai IC50 ekstrak batang, fraksi wundu watu Alpinia monopleura dan Natrium diklofenak
	No
	Sampel
	Nilai IC50  (mg/L)

	1.
	Batang Alpinia monopleura
	10,59

	2
	Fraksi batang Alpinia monopleura
	2,02

	3.
	Natrium diklofenak
	8.46



Nilai IC50 menunjukkan efektivitas ekstrak dalam menghambat denaturasi protein. Ekstrak metanol dan fraksi batang serta kontrol positif (natrium diklofenak) secara berturut-turut memiliki IC50 sebesar 10,59 mg/L, 2,02 mg/L dan 8,46 mg/L. Suatu senyawa memiliki aktivitas antiinflamasi kategori sangat kuat jika IC50 (< 10 mg/L), kuat (10-30 mg/L), sedang (31-50 mg/L), lemah (51-100 mg/L), dan tidak aktif (>100 mg/L). Berdasarkan nilai IC50 (Tabel 3) ekstrak batang dan wundu watu (Alpinia monopleura) menunjukkan aktivitas antiinflamasi dengan kategori sangat kuat. Hal ini sejalan dengan penelitian sebelumnya oleh Musdalipah et al, 2023 bahwa ekstrak etanol rimpang Alpinia menopleura memiliki aktivitas antiinflamasi dengan nilai IC50 sebesar 8.47 mg/L (25).
Peradangan/inflamasi muncul ketika jaringan sehat terpapar rangsangan biologis, fisik, atau kimiawi (26,27). Denaturasi protein adalah salah satu faktor utama jaringan inflamasi dan merupakan penyebab penyakit yang berhubungan dengan inflamasi seperti radang sendi (28). Denaturasi protein menghasilkan disorganisasi dan pembukaan struktur sekunder dan tersier protein tanpa memutus atau menghidrolisis ikatan peptida. Denaturasi dapat terjadi dalam struktur ideal atau terbalik, namun sebagian besar protein setelah terdenaturasi, tetap tidak teratur secara permanen. Protein terdenaturasi sering kali tidak larut dan oleh karena itu mengendap yang meningkatkan aktivitas makrofase di tempat denaturasi protein di dalam jaringan yang menyebabkan beberapa penyakit neurodegeneratif dan penyakit inflamasi (29,30).
Pengelolaan penyakit terkait denaturasi protein merupakan tantangan besar bagi praktisi medis karena memiliki efek samping yang sangat besar bila mengkonsumsi obat konvensional dalam jangka panjang(29). Tanaman endemik seperti wundu watu (Alpinia monopleura) merupakan salah satu alternatif herbal yang dapat dikembangkan untuk pengobatan antiinflamasi.

KESIMPULAN
Berdasarkan hasil penelitian diperoleh ekstrak batang dan fraksi wundu watu memiliki potensi antiinflamasi terhadap denaturasi protein dengan kategori sangat kuat dengan nilai IC50 sebesar 10,59 mg/L dan 2,02 mg/L.
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10 mg/L	
Ekstrak Metanol	Fraksi Etilasetat 	Natrium Diklofenak	41.669999999999995	12.569999999999999	35.01	20 mg/L	
Ekstrak Metanol	Fraksi Etilasetat 	Natrium Diklofenak	50.756666666666668	16.560000000000002	37.94	30 mg.L	
Ekstrak Metanol	Fraksi Etilasetat 	Natrium Diklofenak	56.81666666666667	20.329999999999998	40.04	40 mg/L	
Ekstrak Metanol	Fraksi Etilasetat 	Natrium Diklofenak	64.393333333333331	24.099999999999998	41.293333333333329	50 mg/L	
Ekstrak Metanol	Fraksi Etilasetat 	Natrium Diklofenak	73.103333333333339	28.3	42.97	Sampel
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