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Abstract

Dysmenorrhea is the cramping or pain that occurs during menstruation. Although effective in treating
dysmenorrhea, long-term use of NSAIDs can cause gastrointestinal side effects and bleeding. The aim of
this study is to determine the anti-inflammatory activity of a traditional herbal remedy for dysmenorrhea,
consisting of extracts of Andrographis paniculata, turmeric, moringa, red ginger, and dark chocolate,
on cyclooxygenase (COX) enzymes, as determined by the TMPD method spectrophotometrically, and
to identify the compounds and their concentrations in the samples using LC-HRMS. Based on the test
results, all components of the dysmenorrhea herbal remedy exhibited inhibitory activity on COX-2
enzymes above 50% at a concentration of 1000 ppm. Metabolomic analysis using LC-HRMS showed
that dark chocolate samples, turmeric rhizome infusion, ginger rhizome infusion, and ethanol extract
of Andrographis paniculata herb contain compounds reported to have anti-inflammatory activity, such
as andrographolide and its derivatives, theobromine, betaine, and pipecolic acid, with concentrations
above 7%.

Keywords: Bitter, COX, Dysmenorrhea, Dark chocolate, Metabolomic analysis, Moringa, Red ginger,
Turmeric

Aktivitas Antiinflamasi Ramuan Jamu Dismenor melalui Penghambatan
Enzim Siklooksigenase dan Analisis Metabolomiknya

Abstrak

Dismenore adalah rasa kram atau nyeri yang terjadi ketika menstruasi. Meskipun efektif dalam
pengobatan dismenore, penggunaan AINS jangka panjang dapat menyebabkan efek samping pada
sistem gastrointestinal dan terjadi pendarahan. Tujuan penelitian ini adalah untuk mengetahui aktivitas
antiinflamasi ramuan jamu dismenore yang terdiri dari ekstrak sambiloto, kunyit, kelor, jahe merah,dan
coklat hitam terhadap enzim siklooksigenase (COX) yang ditentukan dengan menggunakan metode
TMPD secara spektrofotometri dan mengetahui kandungan dan kadar senyawa pada sampel tersebut
menggunakan metode LC-HRMS. Berdasarkan hasil pengujian, seluruh komponen penyusun jamu
dismenor memiliki aktivitas penghambatan pada enzim COX-2 di atas 50 % pada konsetrasi 1000
ppm dan berdasarkan hasil analisis metabolomik menggunakan LC-HRMS menunjukkan bahwa
sampel coklat hitam, infusa rimpang kunyit, infusa rimpang jahe dan ektrak etanol herba sambiloto
mengandung senyawa yang telah dilaporkan memiliki aktivitas anti inflamasi seperti andrografolid dan
turunannya, teobromin, betaine dan asam pipekolat dengan kadar kandungan di atas 7%.

Kata Kunci: Analisis metabolomik, Coklat hitam, COX, Dismenor, Jahe merah, Kelor, Kunyit,
Sambiloto
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1. Pendahuluan

Sindrom pramenstruasi (PMS) dan
dismenore primer merupakan keluhan
ginekologi yang umum di kalangan

wanita di usia reproduksi. Sebanyak 80 %
wanita mengalami dismenor saat periode
menstruasi.® Dismenor adalah nyeri yang
terjadi pada saat menstruasi. Gejala sistemik
dismenor yang dapat muncul dapat berupa
kram, sakit kepala, rasa lesu, kelelahan yang
berlebihan, kesulitan tidur atau keinginan
untuk tidur, nyeri pada payudara, perasaan
berat di bagian bawah perut, nyeri punggung,
serta sensasi nyeri pada lutut dan paha bagian
dalam. Selain itu, dapat timbul pula mialgia,
arthralgia, dan pembengkakan pada kaki.
Gejala lain dismenor yang berkaitan dengan
sistem pencernaan mencakup perubahan
nafsu makan, mual, muntah, dan kembung,
termasuk sembelit, diare, frekuensi buang
air kecil yang meningkat, dan peningkatan
produksi keringat.!*** Dismenore dapat
memberikan dampak buruk yang cukup besar
pada kesejahteraan emosional, psikologis,
fungsional, seperti kecemasan, stres, mudah
tersinggung dan suasana hati tertekan
sehingga memengaruhi tingkat kualitas hidup
para penderitanya.'

Rasa nyeri yang timbul selama
siklus menstruasi diakibatkan oleh adanya
peningkatan ekspresi enzim siklooksigenase®
yang pada  akhirnya  meningkatkan
produksi mediator inflamasi prostaglandin.
Prostaglandinyangterlibatyaitu prostaglandin
F2a (PGF2a) dan prostaglandin E2 (PGE2).
PGF2aberperan dalam mengatur penyempitan
pembuluh darah yang mengakibatkan
hipoksia lokal pada jaringan endometrium
serta dapat merangsang kontraksi otot polos
yang mendukung perdarahan menstruasi.
Sedangkan PGE2 dapat meningkatkan
pembengkakan serta merekrut leukotriene
yang juga merupakan mediator pro-inflamasi.’
Hal inilah yang mendorong penggunaan obat-
obat anti inflamasi non-steroid sebagai terapi
lini pertama untuk pengobatan dismenor.’
seperti asam mefenamat, natrium diklofenak,
ibuprofen, dan naproxen.

Namun saat ini, pemanfaatan bahan
alam dalam bidang pengobatan juga
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telah memiliki peranan penting dalam
pengembangan  solusi kesehatan yang
berkelanjutan dan efektif. Bahan alam, seperti
tumbuhan obat dan senyawa-senyawa alami,
telah lama digunakan dalam berbagai tradisi
pengobatan di seluruh dunia. Keberagaman
sumber daya alam memberikan potensi
besar untuk menemukan zat-zat aktif baru
yang dapat digunakan dalam formulasi obat.
Dengan memanfaatkan kearifan lokal dan
pengetahuan tradisional, potensi besar bahan
alam sebagai sumber terapi yang inovatif
dan berkelanjutan untuk menjaga kesehatan
manusia dapat dioptimalkan khususnya pada
pengobatan dismenor.

Pada penelitian ini, peneliti
memanfaatkan sampel kunyit, jahe merah,
kelor dan sambiloto, dan coklat sebagai bahan
baku ramuan jamu dismenor berdasarkan
pertimbangan bahwa kurkumin yang banyak
terdapat pada kunyit, memiliki efektivitas
yang baik dalam mengurangi keparahan
gejala PMS secara psikologis, fisik dan
perilaku sehingga kunyit potensial digunakan
sebagai pengobatan herbal untuk mengurangi
keparahan dan durasi dismenore.”'’ Senyawa
6-gingerol yang terdapat pada jahe dapat
mengurangi kadar PGE2 dengan menekan
aktivitas enzimatik siklooksigenase dan PGE
sintase yang secara kooperatif megkatalisis
konversi asam arakidonat menjadi PGE2."
Selain itu, dalam pengobatan tradisional
Indonesia, jahe merah telah digunakan secara
empiris sebagai herbal untuk mengatasi
batuk berdahak dan migrain serta terbiasa
menetralisir perut kembung, menghangatkan
badan, memperbaiki pencernaan, dan menjaga
stamina.'? Senyawa andrographolide pada
sambiloto juga dapat mengurangi ekspresi
beberapa gen proinflamasi, termasuk
siklooksigenase-2 ~ (COX-2)."*  Moringa
oleifera kaya akan flavonoid dengan aktivitas
antioksidan dan anti-inflamasi yang tinggi.'
Penelitian lain juga menunjukkan Moringa
oleifera dapat menekan inflamasi melalui
penghambatan produksi mediator inflamasi
NO.""Sedangkancoklat(cocoa/rawchocolate)
baik dalam penelitian in vitro maupun in
vivo dilaporkan mampu mengurangi sitokin,
kemokin, spesies oksigen reaktif (ROS),



NO, dan molekul lain yang terlibat dalam
respons inflamasi dan nyeri meliputi senyawa
golongan polifenol, metilxantin (kafein dan
teobromin), anandamide, amina biogenik,
alkaloid, dan triptofan.'® Kuersetin pada kokoa
juga dilaporkan telah terbukti memberikan
aktivitas anti-inflamasi, antioksidan, dan
analgesik." Berdasarkan pendekatan
tersebut, ramuan jamu kunyit, jahe merah,
kelor, sambiloto dan coklat diharapkan dapat
menjadi herbal potensial sebagai antiinflamasi
untuk mengurangi keluhan gejala dismenor.

Sebagai uji pendahuluan, dilakukan
pengujian penghambatan terhadap enzim
siklooksigenase (COX) oleh coklat, ekstrak
air kunyit, ekstrak air jahe merah, ekstrak
air kelor, ekstrak etanol sambiloto untuk
mengetahui aktivitas anti inflamasinya secara
in vitro.

2.  Metode
2.1. Alat
Alat-alat yang digunakan dalam

penelitian ini, antara lain timbangan analitik,
freeze dryer, mikro pipet Socorex Swiss,
vorteks, Sonikator Sonics Vibra Cell, 96-wells
plate Cayman Chemical, microplate reader,
dan beberapa peralatan gelas yang umum
digunakan di laboratorium.

2.2. Bahan

Bahan yang digunakan dalam penelitian
ini antara lain rimpang kunyit, rimpang jahe
merah, daun kelor, herba sambiloto, coklat
72 % (Couverture), air suling, DMSO, kit
colorimetric COX (ovine) inhibitor screening
assay No. 760111 (Cayman Chemical Comp.),
Natrium Diklofenak.

2.3. Prosedur Penelitian
2.3.1.Ekstraksi Sampel

Simplisia kering rimpang kunyit,
jahe merah dan kelor dipanaskan pada
suhu 90 derajat celcius selama 15 menit
menggunakan akuades dengan perbandingan
jumlah simplisia kering dan akuades 100 g:1
L, lalu di-freeze dry. Herba sambiloto kering
diekstraksi menggunakan etanol 96 % dengan
perbandingan 100 g:1 L, 2x24 jam.
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2.3.2.Preparasi Sediaan

Setiap pembanding (Natrium
diklofenak) dan sampel (ekstrak kunyit,
ekstrak jahe merah, ekstrak kelor, ekstrak
sambiloto dan coklat 72 %) dilarutkan dalam
DMSO 0.4 % 50 pl kemudian disonikasi untuk
mempercepat kelarutannya dan dicukupkan
dengan aquades hingga mencapai konsentrasi
200 dan 1000 ppm.

2.3.3.Pengujian Aktivitas Inhibisi COX

Metode penghambatan enzim
siklooksigenase 1 dan 2 menggunakan metode
TMPD secara kolorimetri sesuai pada panduan
kit colorimetric COX (ovine) inhibitor
screening assay No. 760111. Sebanyak 160
pL assay buffer dan 10 pL hemin dimasukkan
ke dalam 3 wells sebagai background wells.
Assay buffer sebanyak 150 pL, hemin 10 pL,
dan enzim COX 1 atau COX 2 sebanyak 10
pL dimasukkan dalam 3 wells sebagai 100 %
initial activity wells. Assay buffer sebanyak
150 pL, 10 pL hemin, enzim COX 1 atau
COX 2 10 pL, dan 10 pL sampel uji (masing-
masing ekstrak) dengan konsentrasi 200 ppm
dan 1000 ppm dimasukkan ke dalam inhibitor
wells. Pelarut 10 pL ditambahkan masing-
masing ke dalam 100 % initial activity wells
dan background wells. Plate dikocok beberapa
detik dan diinkubasi selama 5 menit pada
25°C. Kemudian semua wells yang digunakan
ditambahkan larutan substrat kolorimetrik 20
pL dan asam arakidonat 20 pl. Plate dikocok
secara hati-hati selama beberapa detik dan
diinkubasi kembali selama 10 menit pada
25°C, lalu dilakukan pembacaan absorbansi
pada A 590 nm menggunakan microplate
reader.

Nilai absorbansi background wells,
100% initial activity wells, dan setiap sampel
pada inhibitor wells diambil nilai rata-ratanya,
kemudian dilakukan perhitungan sebagai
berikut:

a=A 100% initial wells — A Background wells

b=A inhibitor wells — ABackground wells

% Penghambatan = (aT_b) x 100%




2.3.4.Ekstraksi sampel untuk analisis

metabolomik

Proses ekstraksi menggunakan metode
sebagaimana yang dilakukan oleh Windarsih
A, dkk (2022) yaitu sebanyak 50 mg sampel
ekstrak etanol sambiloto ditimbang dan
ditempatkan ke dalam tabung mikrosentrifuge.
Sampel diekstraksi dengan menggunakan
I mL MeOH grade MS, divortex selama
30 detik, dan kemudian disonikasi selama
30 menit pada suhu ruangan. Setelah itu,
sampel disentrifugasi pada kecepatan
1400xg selama 5 menit untuk memisahkan
supernatan dan pellet. Supernatan diambil
dan difiltrasi menggunakan filter PTFE 0,22
um. Supernatan yang telah difiltrasi siap
untuk diinjeksikan dalam analisis LC-HRMS.
Sebagai langkah persiapan, MeOH grade
MS digunakan sebagai sampel kosong dalam
analisis metabolomik."

2.3.5. Analisis
HRMS
Analisis  sampel (ekstak kunyit,

sambiloto, coklat dan jahe merah) dilakukan

menggunakankromatograficair(PompaBinari

UHPLC Thermo Scientific™ Vanquish™) dan

spektrometri massa resolusi tinggi Orbitrap

(Spektrometer Massa Resolusi Tinggi Hybrid

Quadrupole-Orbitrap™  Q  Exactive™

Thermo  Scientific™) sebagaimana yang

dilakukan oleh Windarsih A, dkk (2022) yaitu

Kromatografi cair dilakukan menggunakan

kolom  analitis = Thermo  Scientific™

Accucore™ Phenyl-Hexyl 100 mm X 2,1 mm

ID x 2,6 um. Fasa gerak yang digunakan

adalah air MS-grade yang mengandung 0,1%

asam formik (A) dan metanol MS-grade yang

mengandung 0,1% asam formik (B), dengan
teknik gradien pada laju alir 0,3 mL/menit.

Pertama, fase gerak B diatur pada 5% dan

ditingkatkan secara bertahap hingga 90%

dalam 16 menit. Kemudian, dipertahankan

pada 90% selama 4 menit dan kembali ke
kondisi awal (5% B) hingga 25 menit. Suhu
kolom diatur pada 40°C, dan volume injeksi
adalah 3 pl. Skrining tanpa target dilakukan
menggunakan mode akuisisi full MS/dd-

MS?2 pada polaritas/ionisasi positif. Nitrogen

digunakan untuk gas sheath, auxiliary, dan

metabolomik dengan LC-
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sweep dengan pengaturan pada 32, 8, dan 4
arbitary unit (AU). Tegangan semprot adalah
3,30 kV, suhu kapiler diatur pada 320-C,
dan suhu pemanas gas tambahan diatur pada
30°C. Rentang pemindaian dilakukan pada
66,7-1000 m/z, dan resolusi yang digunakan
adalah 70.000 untuk ful/l MS dan 17.500
untuk dd-MS2 dalam mode ionisasi positif.
Sistem diatur oleh perangkat lunak XCalibur
4.4 (Thermo Scientific, Bremen, Jerman)."

3.  Hasil dan Pembahasan

Cyclooxygenase (COX) atau yang
disebut juga dengan Prostaglandin H Sintase
(PGHS) adalah enzim bifungsional yang
menunjukkan aktivitas COX dan peroksidase.
Komponen COX mengubah asam arakidonat
menjadi hidroperoksil endoperoksida
(PGG2), dan enzim peroksidase mengubah
PGG2 menjadi PGH2 (prostaglandin H2).'®
Uji  skrining kolorimetri penghambatan
COX (ovine) Cayman bekerja dengan cara
mengukur komponen peroksidase COX.
Aktivitas peroksidase diuji secara kolorimetri
dengan memantau munculnya TMPD yang
teroksidasi pada panjang gelombang 590 nm.

Pada penelitian ini, hasil pengujian
aktivitas antiinflamasi dinyatakan dengan
% inhibisi enzim COX. Hasil pengujian
menunjukkan ekstrak sambiloto memiliki
aktivitas penghambatan baik pada enzim
COX-1 maupun enzim COX-2 dengan
persen inhibisi masing-masing sebesar
4.5% (1000 ppm) dan 74.29% (1000 ppm).
Sedangkan ekstrak kelor, jahe merah, kunyit
dan coklat hitam hanya memiliki aktivitas
penghambatan pada enzim COX-2 masing-
masing 71.02%, 67.14%, 65.78%, dan
68.99% pada konsentrasi 1000 ppm. Namun,
natrium diklofenak sebagai pembanding tetap
memiliki aktivitas penghambatan paling baik
(Tabel 1).

Berdasarkan hasil analisis metabolomik
menggunakan LC-HRMS, data kandungan
senyawa sampel uji, formula senyawa,
retention time (RT) dan kadar senyawa
ditunjukkan pada tabel 2. Pada penelitian
ini, senyawa dominan yang dilaporkan
jika kadarnya melebihi 3 %. Analisis
metabolomik sampel dengan LC-HRMS



Tabel 1. Hasil Pengujian Aktivitas Antiinflamasi Ekstrak Sampel Terhadap Enzim COX

% Inhibisi

Sampel COX-1 COX-2
200ppm 1000ppm 200ppm 1000ppm
Sambiloto 4.073 4.515 10.96 74.29
Kelor 4.578 - 26.72 71.02
Jahe Merah - - 2.12 67.14
Kunyit - - 2.34 65.78
Coklat Hitam - - 14.70 68.99
Na. diklofenak 6.26 10.009 67.39 76.50
menggunakan [library ChemSpider dan sambiloto, teobromin pada coklat, betain

mzCloud. Kromatogram sampel uji disajikan
pada gambar 1, 2, 3, 4.

Senyawa-senyawa  dominan  yang
terkandung pada sampel uji turut berkontribusi
terhadap aktivitas penghambatan pada enzim
siklooksigenasesepertisenyawa andrografolid
dan turunannya yaitu 14-Deoksi-11,12-
didehidro andrografolid yang terdapat pada

yang terkandung pada rimpang jahe merah,
herba sambiloto dan rimpang kunyit serta
asam pipekolat pada rimpang jahe merah.
Aktivitas anti inflamasi ini juga didukung oleh
berbagai riset seperti senyawa andrografolid
dan turunannya (14-Deoksi-11,12-didehidro
andrografolid) telah dilaporkan memiliki
aktivitas antiinflamasi dengan berbagai model

Tabel 2. Kandungan dan kadar senyawa komponen penyusun ramuan jamu dismenor

No  Sampel Kandungan Senyawa Formula Berat Molekul RT Kadar (%)
1 Kunyit Betaine Cs Hu N O2 117.07877 0.816 12.56
(+)-ar-Turmerone CisH2o O 216.15064 7.509 9.29
alpha-methylstyrene Co Hio 118.078 7.507 5.77
D-(+)-Pipecolinic acid Cs Hui N O2 129.07872 0.886 5.24
2 Coklat Theobromine C7 Hs N4 O2 180.0642 2.018 38.67
Theobromine C7 Hs Na O2 180.0642 1.869 24.36
Caffeine Cs Hio N4 O2 194.0798 4.164 8.40
3 Sambiloto 14-Deoxy-11,12-didehydro C20 Hzs O4 332.1974 9.804 9.66
andrographolide
Andrographolide C20 H30 Os 350.2078 7.802 7.79
Betaine Cs Hu N O2 117.0788 0.804 4.68
Eicosatetraynoic acid C20 H24 O2 296.1766 9.81 4.03
3-{2-[(IR,4aS,5R,8aS)-5,8a-  C26 Hao Os 480.2706 9.08 3.99
dimethyl-2-methylidene-
5-({[(2R,3R,48S,5S,6R)-
3.4,5-trihydroxy-
6-(hydroxymethyl)
oxan-2-yl] oxy} methyl)-
decahydronaphthalen-1-yl]
ethyl}-2,5-dihydrofuran-2-
one
Cannabidivarin Cio Has O2 286.1923 9.677 3.6
4 Jahe D - (+)-Pipecolinic acid Cs Hit N O2 129.0787 0.887 20.18
Merah Betaine Cs Hu N O2 117.0788 0.822 12.18
1-Naphthol CioHs O 144.057 10.26 443
Citral Cio His O 152.1198 3.7 3.99
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Gambar 1. Kromatogram sampel ekstrak herba sambiloto

pendekatan penyakit inflamasi®® salah satunya

14-Deoksi-11,12-didehidro andrografolid
mampu menurunkan NF-«B yang merupakan
faktor transkripsi untuk memproduksi
sitokin proinflamasi baik pada mencit model
asma’' dan pada model hewan fibrosis hati*
sementara andrografolid salah satunya
dilaporkan dapat mengobati artritis yang
diinduksi CFA dengan menghambat ekspresi
sejumlah molekul terkait arthritis, termasuk
COX-2, NF-kB, p-p38, CD40, TNF-a, IL-1p,
dan IL-6.2 Asam pipekolat juga memberikan
efek anti-inflamasi yang signifikan melalui
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Gambar 2. Kromatogram sampel coklat
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pengurangan sitokin pro-inflamasi pada
makrofag melalui penghambatan sinyal
mTORC1.** Betain memiliki efek anti-

inflamasi melalui penghambatan jalur sinyal
NF-«kB yang terlibat dalam produksi sitokin
pro-inflamasi,” sedangkan teobromin juga
bekerja sebagai anti inflamasi dengan cara
menekan produksi sitokin proinflamasi
TNF-a yang diinduksi oleh IL-18.2°

4. Kesimpulan

Pada penelitian ini, dapat disimpulkan
bahwa seluruh komponen penyusun ramuan

12 13
Time (min}
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Gambar 3. Kromatogram sampel infusa rimpang jahe merah

jamu dimenor memiliki aktivitas inhibisi pada
enzim COX khususnya enzim COX-2 dengan
persen penghambatan di atas 50 % pada
konsetrasi 1000 ppm sehingga komponen
penyusun jamu tersebut dapat digunakan
sebagai ramuan untuk mengatasi dismenor.
Hasil LC-HRMS pada komponen penyusun
jamu juga menunjukkan adanya berbagai
senyawa yang sebelumnya telah dilaporkan
memiliki potensi sebagai antiinflamasi seperti
andrografolid dan turunannya, teobromin,
betain serta asam pipekolat dengan kadar
kandungan di atas 7%.
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