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Abstract 

Temulawak (Curcuma xanthorrhiza) and temuputih (Curcuma zedoaria) are herbs that have potential 
anticancer and antitumor properties. Some anticancer drugs and herbal extracts have high toxicity levels and can 
cause malformations in zebrafish embryos. This study aimed to compare the toxicity of ethanol extracts from 
C. xanthorrhiza, C. zedoaria, and their mixture (ratio of 1:6) in zebrafish (Danio rerio) embryos. The rhizomes 
of C. xanthorrhiza and C. zedoaria were extracted by maceration in 80% ethanol. The extracts were tested for 
acute toxicity with zebrafish embryos using protocol from OECD Guidelines for the Testing of Chemicals No. 
236 (2013). The extract mixture’s lethal concentration 50 (LC50) value was 82.9 ppm, between the LC50 values 
of each extract (16,5 ppm and 112,1 ppm for C. xanthorrhiza and C. zedoaria, respectively). The hatching 
process in zebrafish embryos was low in the C. xanthorrhiza extract and high in the C.zedoaria extract and 
the mixture. Notochord malformation and yolk sac edema were high in the C. xanthorrhiza extract but low in 
the C. zedoaria extract and the mixture. Blood circulation malformation was low in the C. zedoaria extract 
but high in the mixture. Pericardial edema and blood coagulation were major malformations in all groups. In 
conclusion, the extract mixture of C. xanthorrhiza and C. zedoaria caused pericardial edema malformation, 
blood coagulation, and synergistically inhibited blood circulation, which associated with anticancer potential. 
In addition, the mixture could reduce hatching inhibition, notochord malformation, and yolk sac edema.

Keywords: acute toxicity; Curcuma xanthorrhiza; Curcuma zedoaria; LC50; zebrafish embryo

Abstrak 
Temulawak (Curcuma xanthorrhiza) dan temuputih (Curcuma zedoaria) termasuk tanaman herbal yang 

mempunyai potensi sebagai antitumor dan antikanker. Beberapa obat antikanker dan ekstrak herbal telah 
dilaporkan memiliki toksisitas yang tinggi dan menyebabkan malformasi pada embrio ikan zebra (Danio 
rerio). Penelitian ini bertujuan membandingkan toksisitas ekstrak etanol C. xanthorrhiza, C. zedoaria, dan 
campurannya (rasio 1:6) terhadap embrio ikan zebra. Rimpang C. xanthorrhiza dan C. zedoaria diekstrak 
dengan cara maserasi dalam etanol 80%. Ekstrak diuji toksisitas akut dengan embrio ikan zebra menggunakan 
metode OECD Guidelines for the Testing of Chemicals No. 236 (2013). Nilai lethal concentration 50 (LC50) 
campuran ekstrak adalah 82.9 ppm, berada di antara nilai LC50 masing-masing ekstrak (16.9 ppm untuk C. 
xanthorrhiza dan 112.1 ppm untuk C. zedoaria). Tingkat menetas embrio rendah pada ekstrak C. xanthorrhiza 
tetapi tinggi pada ekstrak C. zedoaria dan ekstrak campuran. Kelainan notokorda dan edema kantong kuning 
telur tinggi pada ekstrak C. xanthorrhiza tetapi rendah pada ekstrak C. zedoaria dan ekstrak campuran. Kelainan 
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Pendahuluan 

Temulawak (Curcuma xanthorrhiza) 
banyak digunakan sebagai obat tradisional 
oleh masyarakat Indonesia. Rimpang C. 
xanthorrhiza telah dilaporkan sebagai 
antimikrob (Mary et al., 2012), antiinflamasi 
(Nurcholis et al., 2012), antioksidan (Qader et 
al., 2011), dan anti nociceptive (Devaraj et al., 
2010). Handayani (2008) melaporkan bahwa 
pemberian C. xanthorrhiza pada kultur sel 
tumor hati dapat mempercepat proses apoptosis 
pada sel tumor. Selain itu, Cheah et al. (2009) 
telah melaporkan potensi C. xanthorrhiza 
sebagai antikanker payudara pada manusia. 
Manfaat C. xanthorrhiza yang beragam 
disebabkan oleh kandungan utama yang 
terdapat dalam rimpangnya, yaitu kurkuminoid 
dan minyak atsiri. Ruslay et al. (2007) dan 
Syahbirin et al. (2017) melaporkan komponen 
aktif kurkuminoid dalam C. xanthorrhiza 
adalah kurkumin, demetoksikurkumin, dan 
bisdemetoksikurkumin. Minyak atsiri pada 
C. xanthorrhiza mengandung seskuiterpen 
(β-kurkumena, ar-kurkumena), xantorizol, dan 
sebagian kecil kamfor (Jarikasem et al., 2005). 
Temuputih (Curcuma zedoaria) juga memiliki 
banyak manfaat sebagai obat herbal. Kim 
et al. (2005) melaporkan bahwa ekstrak air 
rimpang C. zedoaria dapat digunakan sebagai 
hepatoprotektif. Senyawa alkaloid, fenolik, 
flavonoid, saponin, glikosida, dan steroid yang 
terkandung dalam ekstrak metanol rimpang C. 
zedoaria berkhasiat menangkal radikal bebas 
1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH) (Sumathi et 
al., 2013). Jang et al. (2001) mengisolasi 3 senyawa 
aktif dari fraksi etil asetat yang terbukti sebagai 
antiradang, yaitu 1,7-bis(4-hidroksifenil)-
1,4,6-heptatrien-3-on, prokurkumenol, dan 
epiprokurkumenol. Rahman et al. (2013) 
berhasil mengisolasi kurzerenon dan alismol 
yang terbukti mampu menghambat pertumbuhan 

sel kanker. Paramapojn dan Gritsanapan (2009) 
melaporkan bahwa ekstrak kasar etanol rimpang 
C. zedoaria juga mengandung kurkuminoid 
yang terdiri atas kurkumin, demetoksikurkumin, 
dan bisdemetoksikurkumin. Kurkuminoid 
dilaporkan mampu menghambat perkembangan 
sel kanker ovarium OVCAR-3 (Syu et al., 1998). 
Ikan zebra merupakan salah satu hewan 
yang sering digunakan sebagai model dalam 
penelitian biomedis. Sifat embrio ikan zebra 
yang permeabel memungkinkan terjadi 
distribusi senyawa aktif ke dalam embrio (Kari 
et al., 2007) sehingga dapat digunakan untuk 
uji toksisitas. Ikan zebra telah digunakan untuk 
penelitian toksisitas kardiovaskular (Hill et al., 
2005). Syahbirin et al. (2017) melaporkan bahwa 
embrio ikan zebra yang dipaparkan dengan 
ekstrak etanol C. xanthorrhiza memperlihatkan 
efek teratogenik berupa malformasi pada 
jantung, sumbu tubuh, ekor, pigmentasi, somit, 
dan kantong kuning telur serta menghambat 
proses menetas (hatching). 

Penelitian mengenai campuran ekstrak 
temulawak dan temuputih sudah dilakukan 
oleh peneliti sebelumnya pada unggas (Golla et 
al., 2014; Kaselung et al., 2014), tetapi belum 
dilaporkan pada embrio ikan zebra. Campuran 
kedua ekstrak diduga dapat memberikan 
efek sinergis atau efek antagonis terhadap 
perkembangan embrio ikan zebra. Penelitian 
ini bertujuan untuk mengkaji perbandingan 
toksisitas akut ekstrak etanol C. xanthorrhiza, 
C. zedoaria, dan campurannya serta mengetahui 
kelainan organ utama yang disebabkan oleh 
paparan masing-masing ekstrak tersebut. 

Materi dan Metode

Identifikasi tanaman 
Rimpang C. xanthorrhiza dan C. zedoaria 

dikoleksi dari Unit Konservasi dan Pembibitan, 
Pusat Studi Biofarmaka, Bogor, Indonesia pada 

sirkulasi darah rendah pada ekstrak C. zedoaria tetapi tinggi pada ekstrak campuran. Edema perikardium 
dan koagulasi darah merupakan malformasi mayor pada semua ekstrak. Dapat disimpulkan bahwa campuran 
ekstrak etanol temulawak dan temuputih menyebabkan malformasi edema perikardium, koagulasi darah, dan 
secara sinergis menghambat sirkulasi darah, yang berkaitan dengan potensi antikanker. Selain itu, ekstrak 
campuran dapat menurunkan hambatan menetas, malformasi notokorda, dan edema kantong kuning telur.

Kata kunci: embrio ikan zebra; LC50; temulawak; temuputih; toksisitas akut
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Maret 2014. Identifikasi tanaman dilakukan 
oleh Divisi Botani, Herbarium Bogoriense, 
Badan Riset dan Inovasi Nasional (BRIN) 
(dahulu Pusat Penelitian Biologi, Lembaga 
Ilmu Pengetahuan Indonesia), Cibinong, Bogor, 
Indonesia. 

Preparasi sampel 
Rimpang C. xanthorrhiza dan C. zedoaria 

dicuci di air mengalir, dikeringkan, lalu dicacah 
menjadi ukuran kecil-kecil. Cacahan rimpang 
selanjutnya dikeringkan di oven pada suhu 40ºC 
selama 24 jam. Rimpang yang telah kering 
digiling halus menjadi bentuk serbuk. 

Ekstraksi rimpang
Metode ekstraksi serbuk rimpang C. 

xanthorrhiza dan C. zedoaria diadopsi dari 
Srijanto & Syahbirin (2007). Ekstraksi 
dilakukan dengan cara maserasi di dalam pelarut 
etanol 80% (v/v). Seratus gram serbuk rimpang 
dimaserasi dalam pelarut etanol 80% (rasio 
serbuk rimpang dan pelarut adalah 1:6) di dalam 
maserator selama 3 jam pada suhu 40–45ºC. 
Larutan ekstrak disaring dengan kertas saring 
untuk memisahkan ekstrak dengan pelarut. 
Hasil penyaringan diuapkan dengan vacuum 
evaporator untuk menghasilkan ekstrak pekat 
yang akan digunakan untuk tahapan berikutnya. 
Ekstrak etanol dilarutkan dengan air yang 
digunakan untuk uji toksisitas menggunakan 
embrio ikan zebra (air sumur:milli-Q = 3:1). 
Air uji terlebih dahulu difilter, diaerasi dan 
ditambahkan DMSO sebanyak 20µL/100mL 
pada larutan ekstrak untuk mempermudah proses 
pelarutan. Larutan ekstrak disonikasi (20 menit 
pada suhu 40°C) sampai semua bahan larut. 
Larutan C. xanthorrhiza (X), C. zedoaria (Z), 

dan campurannya (M) dibuat dengan konsentrasi 
seperti tercantum pada Tabel 1. Penelitian 
pendahuluan telah dilakukan sebelumnya untuk 
menghitung lethal concentration 50 (LC50) dari 
masing-masing ekstrak dan diperoleh ekstrak C. 
xanthorrhiza lebih toksik dibandingkan dengan 
ekstrak C. zedoaria, dengan perbandingan LC50 
keduanya 1:6. Berdasarkan hasil pendahuluan ini, 
konsentrasi larutan campuran dari kedua bahan 
tersebut juga dibuat dengan perbandingan 1:6, 
dengan tujuan agar tingkat toksisitas kandungan 
kedua ekstrak pada larutan campuran menjadi 
setara. Jika abnormalitas muncul, diharapkan 
pada tingkat konsentrasi/toksisitas yang sama 
dapat diketahui apakah terdapat perbedaan efek 
dari kedua ekstrak tersebut.

Ekstrak dilarutkan dengan konsentrasi 
tertentu (Tabel 1), difilter, dan dimasukkan ke 
dalam cawan petri 24 sumur. Uji menggunakan 
metode fish embryo toxicity test berdasarkan 
OECD Guidelines for the Testing of Chemicals 
No. 236 (OECD, 2013). Setiap cawan petri 24 
sumur terdapat 4 sumur kontrol internal yang 
berisi air yang telah difilter, dan 20 sumur 
yang berisi larutan ekstrak dengan konsentrasi 
tertentu, masing-masing sebanyak 2 mL. Secara 
keseluruhan penelitian menggunakan 17 cawan 
petri 24 sumur, terdiri dari 5 cawan petri untuk 
ekstrak C. xanthorrhiza, 5 cawan petri untuk 
ekstrak C. zedoaria, 5 cawan petri untuk ekstrak 
campuran, serta ditambah satu cawan petri untuk 
kontrol negatif, dan satu cawan petri sebagai 
kontrol pelarut (DMSO).

Preparasi embrio ikan zebra
Embrio ikan zebra dibeli dari petani ikan 

di Cibinong Bogor. Embrio ikan dimasukkan 
ke dalam gelas piala yang berisi air yang 

Tabel 1.  Konsentrasi ekstrak Curcuma xanthorrhiza, Curcuma zedoaria, dan campurannya (rasio 1:6).

C. xanthorrhiza (X) C. zedoaria (Z) Campuran (M)

Kode Konsentrasi Kode Konsentrasi Kode Konsentrasi

X1 10 ppm Z1 40 ppm M1 2.5 ppm X+15 ppm Z

X2 20 ppm Z2 80 ppm M2 5 ppm X+30 ppm Z

X3 30 ppm Z3 120 ppm M3 10 ppm X+60 ppm Z

X4 40 ppm Z4 160 ppm M4 15 ppm X+90 ppm Z

X5 50 ppm Z5 200 ppm M5 20 ppm X+120 ppm Z
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telah diaerasi sebelumnya selama 12 jam dan 
difilter. Embrio yang fertil dikumpulkan dalam 
cawan petri untuk pemeriksaan fertilitas. 
Fertilitas embrio dilihat dengan menggunakan 
mikroskop, yaitu embrio yang fertil memiliki 
warna transparan, kantong amnion utuh, dan 
perkembangan embrio yang normal. Jumlah 
embrio yang dikoleksi untuk keperluan seleksi 
adalah dua kali lipat dari jumlah embrio yang 
akan digunakan. Total embrio yang digunakan 
sebanyak 17 cawan petri×24 sumur×1 embrio = 
408 embrio. Embrio hasil seleksi dicuci dengan 
cara memindahkan embrio dari satu cawan 
petri ke cawan petri yang lain, masing-masing 
sebanyak tiga kali. Embrio yang telah diseleksi 
selanjutnya diambil dengan menggunakan pipet 
mikro dan ditempatkan satu embrio untuk setiap 
sumur. Embrio diinkubasi pada suhu ruangan 
(±26°C). 

Waktu pengamatan dan analisis data
Pengamatan dilakukan pada 24 jam, 48 

jam, 72 jam, dan 96 jam setelah pemaparan. 
Pengamatan dilakukan terhadap kematian dan 
abnormalitas yang terjadi pada embrio. Data 
abnormalitas berupa kelainan pada: sumbu 
tubuh, ekor, pigmentasi, otak, rahang, mata, 
gelembung pendengaran, jantung, darah, 
sirkulasi darah, somit, notokorda, dan kantung 
kuning telur. Data kematian dianalisis dengan 
menggunakan probit untuk memperoleh nilai 
LC50. Abnormalitas mayor ditentukan oleh 
persentase abnormalitas ≥ 50%. 

Hasil dan Pembahasan
Hasil menunjukkan paparan pada ekstrak C. 

xanthorrhiza (Gambar 1A) mulai menyebabkan 
kematian embrio ≥ 50% pada kelompok X2 (20 
ppm) pada waktu 96 jam, kelompok X3 (30 
ppm) pada waktu 72 jam, serta kelompok X4 
(40 ppm) dan X5 (50 ppm) pada waktu paparan 
48 jam. Ekstrak C. zedoaria (Gambar 1B) mulai 
menyebabkan kematian embrio ≥ 50% pada 
kelompok Z4 (160 ppm) pada waktu paparan 
24 jam dan Z5 (200 ppm) pada waktu paparan 
48 jam. Pada ekstrak campuran (Gambar 1C), 
kematian embrio ≥ 50% mulai terjadi pada 
kelompok M4 (15 ppm C. xanthorrhiza dan 90 
ppm C. zedoaria) pada waktu paparan 96 jam, 
dan kelompok M5 (20 ppm X + 120 ppm Z) 

pada waktu paparan 48 jam. Hasil perhitungan 
LC50 menggunakan probit dari data kematian 
96 jam setelah fertilisasi menunjukkan nilai 
LC50 sebesar 16,91 ppm untuk ekstrak C. 
xanthorrhiza, 112,1 ppm untuk C. zedoaria, dan 
82,91 ppm untuk campuran keduanya (Tabel 2). 

Hasil LC50 menggunakan embrio ikan 
zebra menunjukkan temulawak lebih toksik 
dari temuputih. Hasil ini mendukung penelitian 
sebelumnya yang menggunakan uji larva 
udang atau (brine shrimp lethality test (BSLT), 
yaitu nilai LC50 dari temulawak 14,80 ppm 
(Prasetyorini et al., 2011) dan nilai LC50 
temuputih 145,87 ppm (Akter et al., 2012). 
Nilai LC50 dari ekstrak campuran berada di 
antara nilai LC50 dari ekstrak temulawak dan 
temuputih secara sendiri-sendiri (Tabel 2). 
Seperti diketahui, nilai LC50 tersebut berasal dari 
campuran ekstrak dengan perbandingan ekstrak 
C. xanthorrhiza berbanding ekstrak C. zedoaria 
adalah 1:6 (lihat pada metode). Pada konsentrasi 
M5 dengan campuran temulawak 20 ppm dan 
temuputih 120 ppm, maka seharusnya M5 
lebih toksik dari X2 yang hanya mengandung 
temulawak 20 ppm saja. Akan tetapi, Gambar 
1 justru memperlihatkan tingkat kematian M5 
lebih rendah dibandingkan dengan tingkat 
kematian X2. Hasil ini menunjukkan bahwa 
pada ekstrak campuran keberadaan ekstrak C. 
zedoaria mampu menekan tingkat kematian 
akibat ekstrak C. xanthorrhiza. Dengan kata lain, 
ekstrak C. zedoaria menyebabkan penurunan 
tingkat toksisitas ekstrak C. xanthorrhiza. 

Nilai LC50 yang kurang dari 1000 ppm 
menunjukkan bahwa kedua ekstrak dan 
campurannya bersifat toksik (Prasetyorini et 
al., 2011) dan berpotensi sebagai antikanker 
(Sukmarianti et al. 2013). Hal ini sesuai dengan 
penelitian sebelumnya yang melaporkan bahwa 
temulawak dan temuputih memiliki potensi 
sebagai obat antikanker (Itokawa et al., 2008; 
Lakshmi et al., 2010). 

Proses menetas pada embrio ikan zebra 
terjadi pada 48 jam setelah fertilisasi (OECD, 
2013). Paparan ekstrak C. xanthorrhiza (Gambar 
2A) menghambat proses menetas (menetas 
<50%) pada embrio ikan zebra mulai pada 
kelompok X2 (20 ppm). Sementara itu, ekstrak 
C. zedoaria (Gambar 2B) mulai menunjukkan 
penghambatan proses menetas <50% pada 
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konsentrasi yang lebih tinggi, mulai pada 
kelompok Z4 (160 ppm). Campuran ekstrak 
C. xanthorrhiza dan C. zedoaria (Gambar 2C) 
menunjukkan penghambatan proses menetas 
pada embrio yang hidup pada konsentrasi 
tertinggi, yaitu kelompok M5 (20 ppm X + 
120 ppm Z). Hasil ini menunjukkan campuran 
ekstrak C. zedoaria mampu mengurangi 
efek penghambatan menetas pada ekstrak C. 
xanthorrhiza.

Tabel 2.  Nilai lethal concentration 50 (LC50) ekstrak Curcuma 
xanthorrhiza, Curcuma zedoaria, dan campurannya 
(1:6)

Ekstrak LC50 (ppm) Selang kepercayaan (R2)

C. xanthorrhiza 16,9 0,98

C. zedoaria 112,1 0,91

Campuran (1:6) 82,9 0,94

Ekstrak temulawak mampu menghambat 
proses menetas pada embrio ikan zebra. Proses 
menetas pada embrio ikan zebra terjadi pada 
48 jam setelah fertilisasi. Berdasarkan hasil 
penelitian yang ditunjukkan pada Gambar 4 
dapat dilihat bahwa pada ekstrak temulawak 
hanya pada konsentrasi X1 (10 ppm) embrio 

mengalami proses menetas lebih dari 50% dari 
embrio yang hidup, sedangkan pada konsentrasi 
lebih tinggi embrio tidak mengalami menetas 
sama sekali. Hasil penelitian ini juga mendukung 
penelitian sebelumnya yang menyebutkan 
bahwa konsentrasi ekstrak temulawak di 
atas 62,50 μg/mL menyebabkan tidak ada 
embrio yang menetas (Alafiatayo et al., 2019). 
Ketidakmampuan embrio menetas merupakan 
salah satu efek toksisitas selain kematian embrio 
pada uji toksisitas menggunakan embrio ikan 
zebra. Toksisitas penghambatan proses menetas 
juga ditunjukkan oleh obat antikanker. Chang 
et al. (2014) telah melaporkan bahwa paparan 
obat antikanker doksorubisin menunjukkan 
penghambatan proses penetasan pada embrio 
ikan zebra. 

Sebagian besar embrio yang hidup pada 
ekstrak temuputih mengalami proses menetas, 
sekalipun pada konsentrasi tinggi, berbeda 
dengan ekstrak temulawak yang menunjukkan 
penghambatan proses menetas. Pada ekstrak 
campuran, embrio juga mengalami proses 
menetas sama seperti pada ekstrak temuputih. 
Ekstrak temulawak, yang awalnya menghambat 
proses menetas, jika digabungkan dengan 
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Gambar 1.  Tingkat kematian embrio ikan zebra setelah paparan ekstrak etanol dari A. Curcuma 
xanthorrhiza (X), B. Curcuma zedoaria (Z), dan C. Campurannya (M). X1: 10 ppm, X2: 20 
ppm, X3: 30 ppm, X4: 40 ppm, X5: 50 ppm, Z1: 40 ppm, Z2: 80 ppm, Z3: 120 ppm, Z4: 160 
ppm, Z5: 200 ppm, M1: 2,5 ppm X+15 ppm Z, M2: 5 ppm X+30 ppm Z, M3: 10 ppm X+60 
ppm Z, M4: 15 ppm X+90 ppm Z; M5: 20 ppm X+120 ppm Z.
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ekstrak temuputih menyebabkan embrio 
menjadi menetas. Hasil ini menunjukkan bahwa 
toksisitas ekstrak temulawak yang menghambat 
proses menetas dapat dinetralkan oleh ekstrak 
temuputih sehingga campuran kedua ekstrak 
tersebut menjadi tidak toksik terhadap proses 
penetasan. Embrio ikan zebra bisa menetas 
lebih awal (kurang dari 48 jam) yang terjadi di 
alam ketika ada rangsangan senyawa kimia yang 
dilepas oleh predator. Akan tetapi penetasan 
yang lebih awal ini diikuti kelainan tubuh yang 
memendek pada embrio tersebut (Wisenden et 
al., 2022). Pada penelitian ini tidak ditemukan 
penetasan yang lebih awal pada ekstrak C. 
zedoaria seperti pada penelitian sebelumnya 
(Syahbirin et al., 2024). Selain itu, embrio 
yang menetas pada ekstrak C. zedoaria dan 
ekstrak campuran semuanya tidak menunjukkan 
kelainan tubuh yang memendek. Dengan 
demikian, kemampuan ekstrak C. zedoaria 
yang ada di dalam ekstrak campuran mampu 
mengurangi toksisitas ekstrak temulawak pada 
proses menetas pada embrio ikan zebra. 

Hasil penelitian menunjukkan bahwa 
peningkatan konsentrasi dan lama waktu paparan 
menyebabkan peningkatan abnormalitas 

(Gambar 3). Paparan ekstrak C. xanthorrhiza 
pada kelompok X1 (10 ppm) menyebabkan 
abnormalitas embrio ≥ 50% dengan waktu 
paparan 72 jam, sedangkan pada konsentrasi 
lebih besar membutuhkan waktu paparan 48 
jam (Gambar 3A). Pada ekstrak C. zedoaria, 
abnormalitas embrio ≥ 50% terjadi pada 
konsentrasi Z2 (80 ppm) pada waktu paparan 
72 jam, konsentrasi Z3 (120 ppm) pada waktu 
paparan 48 jam, konsentrasi Z4 (160 ppm) pada 
waktu paparan 24 jam, dan konsentrasi Z5 (200 
ppm) pada waktu paparan 48 jam (Gambar 3B). 
Ekstrak campuran juga menunjukkan pola yang 
sama, yaitu embrio mengalami abnormalitas ≥ 
50% pada konsentrasi M2 (5 ppm X + 30 ppm 
Z) pada waktu paparan 96 jam, konsentrasi M3 
(10 ppm X + 60 ppm Z) pada waktu paparan 72 
jam, konsentrasi M4 (15 ppm X + 90 ppm Z) 
dan M5 (20 ppm X + 120 ppm Z) pada waktu 
paparan 48 jam (Gambar 3C). 

Malformasi yang terjadi pada embrio dapat 
memberikan gambaran kerja atau organ target 
dari ekstrak tersebut. Hasil pada Tabel 3 dan 
Gambar 4 menunjukkan jenis dan persentase 
abnormalitas yang terjadi akibat paparan ekstrak 
C. xanthorrhiza, C. zedoaria, dan campurannya. 

Gambar 2. Jumlah embrio ikan zebra yang hidup dan menetas setelah paparan ekstrak etanol dari A. 
Curcuma xanthorrhiza (X), B. Curcuma zedoaria (Z), dan C. Campurannya (M). X1: 10 ppm, 
X2: 20 ppm, X3: 30 ppm, X4: 40 ppm, X5: 50 ppm, Z1: 40 ppm, Z2: 80 ppm, Z3: 120 ppm, 
Z4: 160 ppm, Z5: 200 ppm, M1: 2,5 ppm X+15 ppm Z, M2: 5 ppm X+30 ppm Z, M3: 10 ppm 
X+60 ppm Z, M4: 15 ppm X+90 ppm Z; M5: 20 ppm X+120 ppm Z.
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Paparan ekstrak C. xanthorrhiza menyebabkan 
kelainan mayor berupa edema perikardium, 
koagulasi darah, kelainan notokorda, dan 
edema kantong kuning telur, serta malformasi 
minor berupa kelainan pada sumbu tubuh dan 
ekor (caudal fin). Paparan ekstrak C. zedoaria 
menyebabkan malformasi mayor berupa 
edema perikardium dan koagulasi darah, serta 
malformasi minor berupa kelainan pada sumbu 
tubuh, ekor, sirkulasi darah, notokorda, dan 
edema kantong kuning telur. Paparan campuran 
kedua ekstrak menyebabkan malformasi mayor 
berupa edema perikardium, koagulasi darah, 
dan sirkulasi, serta malformasi minor berupa 
kelainan pada sumbu tubuh, ekor, notokorda, 
dan edema kantong kuning telur. Tingkat 
abnormalitas juga menunjukkan pola yang sama 
seperti pada tingkat penetasan, yaitu ekstrak 
temulawak memiliki tingkat abnormalitas 
yang lebih tinggi dibandingkan dengan tingkat 
abnormalitas temuputih. Ekstrak campuran 
mampu menunjukkan pengurangan tingkat 
abnormalitas akibat toksisitas temulawak. 

Jenis malformasi mayor pada ekstrak 
temulawak, temuputih, dan campurannya 

selanjutnya dirangkum pada Tabel 4. Berdasarkan 
hasil rangkuman, ada tiga pola kejadian kelainan 
yang dapat diamati. Pola pertama mengikuti 
pola penurunan hambatan proses menetas, 
yakni kelainan mayor pada salah satu campuran 
menurun menjadi kelainan minor pada ekstrak 
campuran. Pola kelainan ini teramati pada 
kelainan notokorda dan kantong kuning telur. 
Hasil ini menunjukkan kelainan notokorda dan 
kantong kuning telur sangat bergantung kepada 
keberadaan senyawa yang ada pada ekstrak 
temulawak (malformasi mayor). Pada ekstrak 
campuran, ketika kandungan ekstrak temulawak 
menjadi lebih sedikit, maka kedua jenis kelainan 
pada notokorda dan kantong kuning telur 
mengalami penurunan pula sehingga menjadi 
kelainan minor. 

Ada kemungkinan bahwa kelainan 
notokorda dan kantong kuning telur ini 
diakibatkan oleh kurkuminoid. Seperti yang 
telah dilaporkan sebelumnya, kurkumin 
merupakan kurkuminoid yang dominan di 
dalam ekstrak temulawak (Ruslay et al., 2007; 
Syahbirin et al., 2017), sebaliknya kandungan 
kurkumin pada temuputih tidak setinggi pada 
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Gambar 3. Tingkat abnormalitas embrio ikan zebra setelah paparan ekstrak etanol dari A. Curcuma 
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temulawak (Syahbirin et al., 2024). Oleh karena 
itu, diduga penyebab kedua kelainan ini adalah 
kurkumin. Wu et al. (2007) melaporkan bahwa 
kelainan khas yang teramati akibat paparan 
senyawa kurkumin murni pada ikan zebra 
adalah kelainan pada ekor (sirip ekor), dan tubuh 
yang memendek. Kelainan pada ekor ditemukan 
pada penelitian ini dengan jumlah minor <50%, 
sedangkan kelainan tubuh yang memendek tidak 
ditemukan pada penelitian ini. Meski kelainan 
tubuh pendek tidak ditemukan, kelainan tubuh 
yang lain berupa sumbu tubuh melengkung 
ditemukan pada penelitian ini, dengan jumlah 
kejadian bersifat minor. Kelainan ekor yang 
bersifat minor ini menunjukkan kemungkinan 
kadar kurkumin pada penelitian ini yang lebih 
rendah dibandingkan dengan kadar kurkumin 
murni yang digunakan oleh Wu et al. (2007) 
dalam penelitian tersebut.

Pola kedua kejadian kelainan pada 
penelitian ini adalah kelainan mayor pada 
masing-masing ekstrak tetap bersifat mayor 
pada ekstrak campurannya. Pola kelainan ini 
teramati pada edema perikardium dan koagulasi 
darah (Tabel 4). Kedua jenis kelainan ini 
menunjukkan kemungkinan efek senyawa-
senyawa yang terdapat pada kedua jenis ekstrak, 
baik pada temulawak maupun pada temuputih, 
sehingga toksisitas masing-masing ekstrak 
(malformasi mayor) tetap tinggi dan sama 
dengan ekstrak campuran (malformasi mayor). 

Tabel 3. Jenis abnormalitas embrio ikan zebra setelah paparan ekstrak Curcuma xanthorrhiza, Curcuma 
zedoaria, dan campurannya

Abnormalitas
Jumlah abnormalitas (%) setelah paparan

C. xanthorrhiza C. zedoaria Campuran (1:6)
Sumbu tubuh 3 (5) 3 (6,98) 3 (5,56)
Ekor 9 (11,67) 4 (9,30) 19 (35,19)
Pigmentasi 0 (0) 0 (0) 0 (0)
Otak 0 (0) 0 (0) 0 (0)
Rahang 0 (0) 0 (0) 0 (0)
Mata 0 (0) 0 (0) 0 (0)
Gel. pendengaran 0 (0) 0 (0) 0 (0)
Edema perikardium 47 (78,33)* 39 (90,70)* 49 (90,74)*
Koagulasi darah 35 (58,33)* 28 (65,12)* 39 (72,42)*
Sirkulasi darah 0 (0) 20 (46,51) 34 (62,96)*
Somit 0 (0) 0 (0) 0 (0)
Notokorda 49 (81,67)* 2 (4,65) 19 (35,19)
Kantong kuning telur 40 (66,67)* 11 (25,58) 17 (37,04)

*Malformasi mayor (≥ 50% abnormalitas)

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 4. Beberapa jenis abnormalitas yang ditemukan 
pada embrio ikan zebra yang disebabkan oleh 
paparan ekstrak etanol Curcuma xanthorrhiza (X), 
Curcuma zedoaria (Z), dan campurannya (M). A. 
Kontrol 24 jpf. B. Kontrol 48 jpf. C. Kontrol 72 
jpf. D. Kontrol 96 jpf. E. Temulawak X2 48 jpf. 
F. Campuran M1 96 jpf, G. Campuran M3 72 jpf, 
H. Temuputih Z3 48 jpf, I. Temuputih Z1 48 jpf, J. 
Campuran M3 72 jpf. X2: 20 ppm, Z1: 40 ppm, Z3: 
120 ppm, M1: 2,5 ppm X+15 ppm Z, M3: 10 ppm 
X+60 ppm Z. Jpf: jam pascafertilisasi, ax: kelainan 
sumbu tubuh, cf: kelainan ekor, ey: edema kantong 
kuning telur, ep: edema perikardium, kd: koagulasi 
darah, no: kelainan notokorda. Bar: 300µm.
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Pembuktian perbandingan kandungan dan 
konsentrasi senyawa dari kedua ekstrak yang 
memiliki efek toksisitas yang sama masih perlu 
penelitian lebih lanjut.

Pola ketiga kejadian kelainan pada 
penelitian ini adalah kelainan minor pada salah 
satu ekstrak kemudian menjadi mayor pada 
ekstrak campuran. Pola ini merupakan pola 
kebalikan dari pola yang pertama. Pola ini 
teramati pada kelainan sirkulasi darah (Tabel 
4), Kelainan sirkulasi darah yang ditemukan 
adalah darah berhenti bersirkulasi (tanpa aliran 
darah), dan kelainan ini terdapat pada ekstrak 
temuputih, dengan persentase kurang dari 50% 
(malformasi minor). Pada ekstrak campuran, 
kelainan ini meningkat menjadi malformasi 
mayor, maka diduga terdapat senyawa yang 
kandungannya lebih tinggi pada temuputih 
dibandingkan dengan pada temulawak. 
Kemungkinan lain adalah terdapat senyawa 
yang berbeda tetapi memiliki efek sinergis, 
sehingga efek pada ekstrak campuran menjadi 
lebih tinggi dibandingkan efek pada masing-
masing ekstrak.

Ekstrak temuputih menyebabkan kelainan 
pada sirkulasi berupa aliran darah (vaskularisasi) 
yang berhenti. Suplai darah merupakan salah 
satu faktor penting bagi pertumbuhan tumor, 
karena tumor memerlukan sirkulasi dari 
pembuluh darah baru (neovaskularisasi) untuk 
kebutuhan nutrisi dan oksigen bagi pertumbuhan 
jaringan tumor atau sel kanker (Katayama et 
al., 2019). Jika pembentukan pembuluh darah 
dihambat, maka sel kanker akan mati. Hal ini 
menunjukkan temuputih dan ekstrak campuran 
memiliki potensi untuk dikembangkan sebagai 
antikanker.
Penelitian ini telah menunjukkan efek ekstrak 
campuran yang menyebabkan kelainan mayor 
pada edema perikardium, koagulasi darah, dan 
sirkulasi darah. Ketiga jenis kelainan ini sangat 
terkait dengan aktivitas suatu senyawa sebagai 
antikanker. Uji obat antikanker doksorubisin 
menunjukkan penurunan denyut jantung 
pada embrio ikan zebra (Chang et al., 2014). 
Meskipun pada penelitian ini tidak mengukur 
denyut jantung embrio, akan tetapi kelainan 
berupa edema perikardium pada penelitian ini 
termasuk salah satu kelainan pada organ jantung. 
Seperti diketahui, obat anti kanker menyebabkan 

toksisitas pada jantung pada manusia (Morelli et 
al., 2022). Oleh karena itu, penelitian ini yang 
menunjukkan kelainan mayor berupa edema 
perikardium, koagulasi darah, dan sirkulasi 
darah pada embrio ikan zebra dapat mendukung 
kemungkinan potensi antikanker campuran 
ekstrak C. xanthorrhiza dan C. zedoaria.

Kesimpulan
Ekstrak etanol temulawak lebih toksik 

dibandingkan dengan ekstrak temuputih pada 
embrio ikan zebra, dengan nilai LC50 adalah 16,9 
ppm dan 112,1 ppm; dengan toksisitas ekstrak 
campuran pada perbandingan 1:6 terletak di 
antara nilai keduanya, yakni dengan LC50 82,9 
ppm. Campuran ekstrak etanol temulawak dan 
temuputih menyebabkan malformasi mayor (≥ 
50%) berupa edema perikardium, koagulasi 
darah, dan efek sinergis penghambatan sirkulasi 
darah, yang ketiganya berkaitan dengan potensi 
antikanker. Selain itu, ekstrak campuran mampu 
menurunkan toksisitas pada proses menetas, 
malformasi notokorda, dan edema kantong 
kuning telur pada embrio ikan zebra.
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