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 Inflamasi merupakan proses dalam tubuh untuk merespon adanya 
rangsangan bahaya dari lingkungan. Kondisi inflamasi yang berlangsung 
lama dapat memicu beberapa penyakit kronis. Penelitian ini bertujuan 
untuk mengevaluasi aktivitas inhibisi ekstrak terpurifikasi herba 
sambiloto (Andrographis paniculata) terhadap enzim siklooksigenase 
(COX). Ekstraksi dilakukan dengan maserasi menggunakan pelarut etanol 
90 %, dilanjutkan fraksinasi menggunakan pelarut n-heksan dan etil asetat. 
Hasil proses ekstraksi menghasilkan ekstrak terpurifikasi herba sambiloto 
dengan rendemen sebesar 2,3% dari bobot kering herba sambiloto. 
Pengujian aktivitas inhibisi terhadap enxzim COX dilakukan secara 
kolorimetri menggunakan COX activity assay kit. Hasil pengujian diperoleh 
nilai IC50 sebesar 563,2 µg/mL untuk enzim COX-1 dan 5097,4 µg/mL 
untuk COX-2. Berdasarkan hasil ini, ekstrak terpurifikasi herba sambiloto 
lebih selektif terhadap COX-1 dibandingkan COX-2. 
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ABSTRACT 

Inflammation is a natural respond of the body to harmful stimuli from 
external environment. However, persistent and prolonged inflammation 
has been associated with the development of various chronic diseases. The 
objective of this study is to investigate the cyclooxygenase (COX) inhibitory 
activity of purified extract of Andrographis paniculata (sambiloto) herb. 
The extraction process was performed through maceration using ethanol 
90 %, followed by fractionation with n-hexane and ethyl acetate solvent. 
This procedure yielded a purified extract of sambiloto herb 2.3 % relative 
to the dry weight of herb. The COX inhibition assay demonstrated IC50 value 
of 563.2 µg/mL and 5097.4 µg/mL for COX-1 and COX-2 respectively. These 
results indicate that purified extract of sambiloto herb exhibits greater 
inhibition selectivity towards COX-1 compared to COX-2.  
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1. PENDAHULUAN 
 Inflamasi merupakan respon alami tubuh terhadap adanya rangsangan bahaya 
misalnya infeksi, benturan mekanis, panas, hingga toksin. Respon inflamasi dibutuhkan 
sebagai alarm untuk proses perbaikan dan homeostasis dalam tubuh. Akan tetapi, kondisi 
inflamasi dalam waktu lama dapat menyebabkan ketidaknyamanan pada penderita serta 
merupakan salah satu factor penyakit kronis misalnya arthritis hingga kanker [1][2]. 
Salah satu mekanisme utama dalam terjadinya inflamasi adalah aktivitas enzim 
siklooksigenase (COX). Enzim ini mengubah asam arkidonat menjadi prostaglandin, yang 
merupakan mediator nyeri dan inflamasi. Ada dua isoform utama dari enzim 
siklooksigenase, yaitu siklooksigenase-1 (COX-1) dan siklooksigenase-2 (COX-2). Enzim 
COX-1 diekspresikan di hampir seluruh jaringan dan bekerja secara konstitutif. Isoform 
ini memiliki fungsi fisiologis yang penting dalam tubuh, misalnya berperan pada proses 
penggumpalan darah dan melindungi lapisan saluran pencernaan dari asam lambung. 
Sementara itu,. COX-2 akan mengalami upregulasi dan secara aktif akan bekerja ketika 
ada rangsangan inflamasi dan kerusakan jaringan. isoform ini memproduksi 
prostaglandin yang memiliki peran penting pada kondisi inflamasi [3][4]. 
 Obat-obat antiinflamasi non-steroid (OAINS) secara umum memiliki mekanisme 
kerja dengan menghambat aktivitas enzim COX. Akan tetapi, sebagian besar OAINS ini 
tidak selektif dalam menghambat enzim COX, sehingga pemakaian dalam jangka panjang 
akan memiliki efek samping yang signifikan terutama pada system gastrointestinal [4]. 
Beberapa obat yang selektif terhadap COX-2, seperti rofecoxib juga memiliki efek samping 
berupa kardiotoksisitas seperti risiko serangan jantung dan stroke [5]. Oleh karena itu, 
diperlukan penelitian dan pengembangan obat-obat antiinflamasi yang aman digunakan 
secara jangka panjang. 
 Andrographis paniculata atau tanaman sambiloto merupakan salah satu tanaman 
yang sering digunakan dalam pengobatan tradisional di Indonesia. Tanaman ini diketahui 
memiliki beberapa aktivitas biologis antara lain antidiabetes, antioksidan, 
hepatoprotektif, antivirus dan antiinflamasi [6][7][8]. Secara fitokimia, sambiloto 
memiliki kandungan metabolit antara lain andrographolide, neoandrographolide, 
deoksiandrografolid, andrograpanin serta senyawa-senyawa golongan flavonoid, 
xanthone, polifenol dan asam kuinat [7][8]. Di antara senyawa-senyawa tersebut, 
andrografolid merupakan metabolit utama dari tanaman sambiloto yang telah diteliti 
memiliki berbagai aktivitas biologis yang signifikan [8]. Salah satu efek dari senyawa ini 
adalah aktivitasnya sebagai agen antiinflamasi [9][10].  
 Beberapa penelitian melaporkan bahwa andrografolid memiliki aktivitas 
antiinflamasi melalui beberapa mekanisme antara lain menghambat aktivitas NF-kB 
[6][11][12]. NF-kB merupakan factor transkripsi yang terlibat dalam beberapa proses 
selular, termasuk respon inflamasi. Selain itu, andrografolid juga menunjukkan aktivitas 
penghambatan jalur persinyalan TNFα-JNK, dimana jalur ini merupakan regulator 
penting dalam ekspresi gen-gen terkait inflamasi [6][13]. Secara in silico, andrografolid 
juga dilaporkan memiliki afinitas yang kuat dan selektif terhadap enzim COX-2. Aktivitas 
ini diperantarai oleh adanya ikatan hydrogen antara andrografolid dengan binding pocket 
pada enzim COX-2 [14]. Meskipun demikian, sejauh ini belum ada studi secara in vitro 
mengenai selektifitas andrografolid terhadap enzim siklooksigenase untuk membuktikan 
hipotesis tersebut. Penelitian ini bertujuan untuk mengevaluasi aktivitas inhibisi secara 
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in-vitro dari ekstrak terpurifikasi herba sambiloto terhadap enzim siklooksigenase serta 
mengetahui selektivitasnya terhadap salah satu isoform enzim tersebut. 
2. METODE  
Alat dan Bahan 
 Bejana ekstraksi digunakan untuk proses maserasi, cawan porselen, vortex dan 
penangas air digunakan untuk purifikasi dan fraksinasi. Neraca analitik, mikropipet dan 
tabung reaksi digunakan untuk pengenceran sampel. Microplate dan microplate reader 
(Merck) digunakan untuk pengukuran aktivitas inhibisi enzim siklooksigenase.  
 Herba sambiloto diperoleh dari Desa Girimulyo, Kabupaten Kulon Progo, Daerah 
Istimewa Yogyakarta. Pelarut yang digunakan untuk ekstraksi dan purifikasi adalah 
etanol 90%, n-heksana dan etil asetat. Uji in vitro penghambatan enzim siklooksigenase 
menggunakan Colorimetric COX inhibitor Screening Assay Kit (Cayman Chemical) dan 
DMSO digunakan sebagai pelarut sampel. 
Ekstraksi dan Purifikasi herba sambiloto 

Ekstraksi dan purifikasi herba sambiloto dilakukan sesuai dengan metode Syamsul 
et al [15]. Metode ini dilakukan melalui dua tahap yaitu maserasi dan purifikasi. 

 
Maserasi Serbuk 
 Sebanyak 1 kg serbuk herba sambiloto dimaserasi dengan 10 L pelarut etanol 90% 
di dalam bejana maserasi yang tertutup dan terlindung dari sinar matahari. Proses 
maserasi dilakukan selama 24 jam sambil sesekali diaduk. Setelah 24 jam, hasil maserasi 
disaring menggunakan kain flannel dan disimpan dalam wadah kaca. Hasil penyaringan 
ini merupakan maserat pertama. Residu yang tertinggal dari proses penyaringan, 
kemudian dilakukan remaserasi dengan pelarut etanol 90% sebanyak 4 L selama 24 jam, 
hasil remaserasi ini kemudian disebut maserat kedua. Maserat pertama dan kedua 
kemudian digabungkan lalu dienapkan selama 2 hari untuk selanjutnya dilakukan 
pemekatan ekstrak. 
 
Pemekatan dan purifikasi ekstrak 
 Pemekatan ekstrak dilakukan dengan memindahkan maserat yang diperoleh ke 
cawan porselin di atas penangas air untuk menguapkan sebagian pelarut dan 
mendapatkan ekstrak kental. Ekstrak kental yang didapat kemudian dimurnikan lagi 
dengan menambahkan pelarut n-heksana dan divortex, tujuannya untuk menarik zat-zat 
ballast seperti senyawa klorofil, resin, lilin, dan zat yang lain dari ekstrak, sehingga residu 
yang terbentuk lebih murni. Tiap 50 g ekstrak dipurifikasi dengan 50 mL n-heksana, 
campuran divortex selama 5 menit. Pencucian ini akan mengubah warna pelarut n-
heksana menjadi hijau (pelarut ini dibuang). Prosedur ini dilakukan berulang-ulang 
sampai tidak tampak warna hijau pada pelarut n-heksana. Fraksi tak larut heksana 
kemudian difraksinasi kembali menggunakan pelarut etil asetat. Fraksinasi dilakukan 
berulang-ulang hingga tidak dihasilkan warna kecoklatan pada pelarut etil asetat.. Fraksi 
tak larut etil asetat ini kemudian dipekatkan dan digunakan sebagai sampel penelitian. 
Fraksi ini kemudian disebut sebagai ekstrak terpurifikasi herba sambiloto.  
 
Uji Inhibisi Enzim Siklooksigenase 

Pengujian aktivitas enzim COX dilakukan dengan menggunakan Colorimetric COX 
inhibitor Screening Assay Kit. Assay ini mengukur komponen peroksidase dari enzim COX. 
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Aktivitas peroksidase diukur secara kolorimetri pada panjang gelombang 590 nm. Pada 
kit ini terdapat dua enzim COX yaitu COX-1 dan COX-2, sehingga dapat digunakan untuk 
mengevaluasi selektivitas senyawa terhadap salah satu enzim COX. Dibuat seri kadar dari 
ekstrak terpurifikasi herba sambiloto menggunakan DMSO sebagai pelarut dengan 
konsentrasi 0; 5; 10; 12,5; 25; 50; 100; 125; 250; 500; 1000 dan 2500 µg/mL. Tiap kadar 
sampel kemudian diuji sesuai petunjuk yang disediakan dalam Colorimetric COX inhibitor 
Screening Assay Kit. Pengujian dilakukan secara triplicate dan data yang diperoleh berupa 
absorbansi, dianalisis aktivitas inhibisi enzimnya dengan persamaan berikut:  
 

% inhibisi enzim = (Ab1-Ab2)/Ab1 x 100 %  
Dimana: 

 Ab1: Absorbansi aktivitas 100% dikurangi absorbansi background 
 Ab2: Absorbansi sampel uji dikurangi absorbansi background 
  
 Hasil analisis kemudian dibuat grafik hubungan persen penghambatan vs 
konsentrasi sampel. Grafik dan nilai IC50 dihitung menggunakan program GraphPad 
Prism versi 10.6.0. Nilai IC50 ekstrak terpurifikasi herba sambiloto kemudian dianalisis 
lebih lanjut untuk menentukan selektifitas terhadap COX-2 dengan persamaan: 
 
 Indeks selektivitas: IC50 COX-1/IC50 COX-2 
 
3. HASIL 
  Ekstraksi dan purifikasi herba sambiloto didapatkan rendemen ekstrak etanolik 
sebesar 8,24 %, fraksi tak larut heksan 7,29 % dan ekstrak terpurifikasi herba sambiloto 
sebesar 2,53 % dari serbuk kering herba sambiloto. Secara organoleptik, ekstrak 
terpurifikasi herba sambiloto ini berwarna hijau gelap, berbau khas dan rasanya sangat 
pahit. Hal ini mengindikasikan adanya kandungan andrografolid yang merupakan zat 
pahit dari sambiloto. Berdasarkan uji kepahitan, diketahui bahwa herba sambiloto 
memiliki rasa pahit hampir 3 kali lipat dibandingkan dengan kuinin HCl [16].  

Selanjutnya, dilakukan pengujian inhibisi COX terhadap ekstrak terpurifikasi 
herba sambiloto. Uji Inhibisi enzim COX ini menggunakan kit pengujian COX secara 
kolorimetri. Prinsip dari uji ini adalah mereaksikan asam arakidonat sebagai substrat 
dengan enzim COX. Hasil dari reaksi ini kemudian dikopling dengan senyawa 
kolorimetrik N,N,N’,N’-tertramethyl-p-phenylenediamine (TMPD) sehingga dihasilkan 
produk yang berwarna yang dapat diukur pada panjang gelombang 590 nm. Semakin 
besar intensitas warna yang terbentuk maka semakin besar aktivitas dari enzim COX. Seri 
kadar dari larutan ekstrak terpurifikasi herba sambiloto dibuat dalam pelarut DMSO 
dengan konsentrasi 0; 5; 10; 12,5; 25; 50; 100; 125; 250; 500; 1000 dan 2500 µg/mL dan 
diujikan inhibisinya terhadap enzim COX-1 dan COX-2.  

Kurva dosis-respon ekstrak terhadap masing-masing enzim tersaji pada Gambar 
1. Persen inhibisi dari ekstrak mengalami peningkatan dari dosis 5 hingga 500 µg/mL. 
Pada dosis di atas 1000 ug/mL nilai inhibisi mulai stabil dan menunjukkan bahwa pada 
konsentrasi 2500 µg/mL diperkirakan enzim sudah mengalami kejenuhan dan nilai 
inhibisi telah mencapai maksimal. Berdasarkan hasil analisis, diperoleh nilai IC50 ekstrak 
terpurifikasi herba sambiloto sebesar 563,2 µg/mL untuk COX-1, sementara nilai IC50 
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terhadap COX-2 dilakukan ekstrapolasi dan didapatkan nilai sebesar 5097,4 µg/mL untuk 
COX-2.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gambar 1. Kurva dosis – respon, korelasi antara konsentrasi ekstrak terpurifikasi herba sambiloto 

dengan % inhibisi terhadap COX-1 dan COX-2. 

 
Analisis terhadap kedua nilai IC50 menghasilkan indeks selektivitas terhadap COX-

2 sebesar 0,1105. Nilai indeks selektivitas > 1 menunjukkan selektivitas sampel uji 
terhadap COX-2 dan demikian pula sebaliknya. Pada penelitian ini didapatkan hasil 
bahwa ekstrak terpurifikasi herba sambiloto memiliki selektivitas yang lebih kuat pada 
COX-1, dimana aktivitas pada COX-1 sembilan kali lebih besar dibandingkan pada COX-2.  
 
4. PEMBAHASAN 

Tanaman sambiloto telah dilaporkan memiliki aktivitas anti-inflamasi. Salah satu 
metabolit utama pada tanaman sambiloto adalah andrografolid. Penelitian-penelitian 
sebelumnya menunjukkan bahwa andrografolid memiliki aktivitas anti-inflamasi melalui 
berbagai macam mekanisme dan target. Penelitian ini bertujuan untuk mengevaluasi 
selektivitas ektrak terpurifikasi herba sambiloto terhadap enzim COX. Proses purifikasi 
pada ekstrak herba sambiloto bertujuan untuk mendapatkan kadar andrografolid yang 
lebih tinggi dan menghilangkan zat-zat ballast. Proses ini dilakukan dengan mencuci 
ekstrak etanolik herba sambiloto menggunakan n-heksana untuk mengambil zat-zat 
pengotor yang bersifat non polar. Andrografolid merupakan senyawa golongan diterpene 
lakton yang bersifat relatif polar, sehingga sebagian besar senyawa andrografolid akan 
tertinggal di fraksi tak larut heksana [17]. Selanjutnya, fraksi tak larut heksana tersebut 
difraksinasi kembali menggunakan pelarut etil asetat untuk mengurangi zat-zat pengotor 
yang bersifat semipolar. Fraksi tak larut etil asetat yang kemudian disebut sebagai ekstrak 
terpurifikasi herba sambiloto diprediksi memiliki kandungan andrografolid yang tinggi. 
Penelitian yang dilakukan oleh Syamsul et al. [15] menyebutkan bahwa berdasarkan hasil 
densitometri KLT, ekstrak terpurifikasi herba sambiloto ini memiliki kadar andrografolid 
sebesar 16,13 %. 

Ekstrak terpurifikasi herba sambiloto kemudian dilakukan uji penghambatan 
terhadap enzim COX-1 dan COX-2. Selektivitas terhadap COX-2 dianalisis berdasarkan 
nilai indeks selektivitas. Suatu senyawa dikatakan cenderung selektif terhadap COX-2 
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apabila nilai indeks selektivitasnya > 1. Pada penelitian ini didapatkan nilai indeks 
selektivitas ekstrak terpurifikasi herba sambiloto adalah sebesar 0,1105 yang 
menunjukkan bahwa ekstrak ini lebih selektif terhadap isoform COX-1. Hasil ini berbeda 
dengan prediksi aktivitas secara in silico dimana andrografolid memiliki ikatan yang lebih 
selektif terhadap isoform COX-2. Pada penelitian tersebut diketahui bahwa andrografolid 
dipresiksi mampu berikatan pada binding pocket isoform COX-2 melalui ikatan hidrogen 
dengan residu Arg 513, His 90 dan beberapa residu asam amino lainnya. Sementara itu, 
pada COX-1, andrografolid tidak mampu melakukan interaksi, disebabkan oleh ukuran 
binding pocket COX-1 yang lebih kecil [14]. Perbedaan hasil ini dapat disebabkan oleh 
masih adanya zat-zat lain yang terkandung dalam ekstrak terpurifikasi herba sambiloto, 
sehingga berpotensi mengganggu ikatan senyawa aktif dengan enzim COX-2. 

Sambiloto diketahui memiliki kandungan berbagai macam golongan senyawa 
metabolit sekunder seperti diterpeneoid, flavonoid dan senyawa polifenol [8]. Beberapa 
senyawa flavonoid dan flavanon seperti eriositrin dan neoeriositrin diketahui memiliki 
aktivitas inhibisi terhadap COX-1 [18]. Menariknya, beberapa senyawa flavonoid dapat 
mempengaruhi efektivitas senyawa lain dalam menghambat enzim COX, misalnya adanya 
kuersetin dapat meningkatkan nilai IC50 dari galangin [19]. Kuersetin dan diosmin juga 
dilaporkan memiliki aktivitas inhibisi yang kuat terhadap COX-1 dan memiliki efek 
antiplatelet [20]. Selain itu, metabolit sekunder lain misalnya beberapa senyawa golongan 
triterpenoid diketahui memiliki selektivitas terhadap isoform enzim ini [21].  

Meskipun pada penelitian ini ekstrak terpurifikasi herba sambiloto memiliki 
selektivitas yang lebih kuat terhadap COX-1, akan tetapi nilai IC50 ekstrak ini tergolong 
tinggi. Hal ini mengindikasikan bahwa terdapat mekanisme lain yang terlibat pada efek 
antiinflamasi dari herba sambiloto. Ekstrak daun sambiloto dilaporkan mampu 
menghambat ekspresi TNF-α pada tikus yang diinduksi LPS [22]. TNF-α merupakan 
molekul sitokin yang berperan penting dalam regulasi inflamasi dengan cara memicu 
ekspresi molekul-molekul inflamasi seperti kemokin dan molekul sitokin lainnya [23]. 
Selain TNF-α, metabolit dari sambiloto juga memiliki aktivitas penghambatan pada jalur 
NF-kB. Beberapa senyawa isolat dari tanaman sambiloto diketahui mampu mengurangi 
transkripsi gen-gen yang terlibat pada jalur NF-kB serta mampu menghambat produksi 
nitric oxide (NO), interleukin-6 (IL-6), dan macrophage inflammatory protein-2 (MIP-2) 
[11]. Berdasarkan hal tersebut, sambiloto memiliki potensi yang sangat tinggi sebagai 
agen antiinflamasi dan perlu ditelusuri lebih lanjut mengenai mekanisme-mekanisme lain 
yang terlibat dalam aktivitasnya.  

Kedepannya diperlukan pengujian inhibisi dari andrografolid murni terhadap 
enzim COX untuk mengetahui selektivitasnya. Hal ini penting, untuk mengurangi bias 
akibat adanya senyawa pengganggu lain yang masih terdapat pada ekstrak terpurifikasi 
herba sambiloto. Hasil uji tersebut dapat dijadikan dasar untuk pengembangan senyawa 
turunan dari andrografolid yang dapat dikembangkan lebih jauh sebagai obat 
antiinflamasi yang selektif dan aman digunakan dalam jangka panjang. Selain itu, 
diperlukan penelitian lanjutan berupa uji antiinflamasi secara in vivo pada hewan uji 
untuk mengkonfirmasi efek ekstrak terpurifikasi herba sambiloto pada sistem biologis. 
 
5. KESIMPULAN 

Ekstrak terpurifikasi herba sambiloto memiliki nilai IC50 masing-masing sebesar 
563,2 µg/mL dan 5097,4 µg/mL terhadap enzim COX-1 dan COX-2. Nilai IC50 tersebut 
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memberikan indeks selektivitas sebesar 0,1105, sehingga ekstrak terpurifikasi herba 
sambiloto memiliki selektivitas sembilan   besarterhadap COX-1 dibandingkan COX-2. 
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