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INTISARI

UJI SITOTOKSISITAS FRAKSI-FRAKSI HASIL PEMISAHAN
CRUDE EXTRACT DAUN KITOLOD (lIsotoma longiflora L.)
TERHADAP CELL LINE KANKER KOLON WiDr

Oleh:
Luluk Magfiroh
NIM. 11630002

Studi untuk mengetahui kemampuan suatu tanaman sebagai salah satu
alternatif pengobatan kanker yang sedang dikembangkan di Indonesia. Beberapa
tanaman obat diketahui tidak hanya memiliki potensi untuk satu jenis penyakit,
tetapi juga berpotensi terhadap penyakit yang lain. Untuk itu, studi tentang
Kitolod dilakukan pada penelitian ini untuk mengetahui aktivitasnya terhadap cell
line kanker kolon WiDr.

Penelitian ini dilakukan dengan tiga tahapan, yaitu pemisahan crude extract
etil asetat dengan metode kromatografi kolom vakum (KKV), uji sitotoksisitas
terhadap cell line kanker kolon WiDr dengan metode MTT (3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) dan analisis senyawa
dengan GC-MS.

Pemisahan crude extract etil asetat dengan metode KKV menghasilkan 21
fraksi. Empat fraksi (fraksi 9, 11, 15 dan 18) dipilih untuk pengujian lebih lanjut
dengan metode MTT. Hasil menunjukkan bahwa fraksil5memiliki 1Csy terendah
yaitu191,74 ug mL™. Hasil analisis GC-MS menunjukkan adanya enam senyawa
dominan antara lain benzaldehyde, ethanone-1-phenyl,E-2-Tetradecene-1-ol,1-
isobutyl-2,5-dimethyl-4-phenyl-4-piperidinol,stigmasterol dangamma sitosterol.
Aktivitas  antikanker  pada  fraksi 15 diduga disebabkan  oleh
senyawabenzaldehyde,ethanone-1-phenyl, E-2-Tetradecene-1-ol.

Kata Kunci : antikanker, Isotoma longiflora L., WiDr, MTT, skrining fitokimia,
GC-MS.
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BAB |
PENDAHULUAN

A. Latar Belakang Masalah

Kanker menempati urutan kedua setelah penyakit jantung dengan jumlah
rasio 23% dari total penyebab kematian yang disebabkan oleh penyakit (Anonim,
2004). Data serupa menyatakan bahwa, pada tahun 2012 sekitar 8,2 juta kematian
di Indonesia disebabkan oleh kanker. Setiap tahunnya, terdeteksi lebih dari 60%
kasus baru dan 70% kematian yang diakibatkan oleh kanker di Afrika, Asia,
Amerika Tengah dan Selatan. Peningkatan kasus kanker diperkirakan akan terjadi
dalam dua dekade mendatang dari 14 juta (2012) menjadi 22 juta penderita
(Anonim, 2015).

Secara umum, kanker merupakan penyakit yang terjadi karena pembelahan
sel yang tidak terkontrol dan tidak terbatas (Masters dan Palsson, 2002). Jenis
penyakit kanker yang sering ditemui di masyarakat adalah kanker payudara,
kolon, mulut rahim, darah dan hati. Jenis kanker yang menempati urutan ketiga
pada laki-laki sebagai kanker terganas di dunia setelah kanker paru-paru dan
kanker prostat adalah kanker kolon dengan persentase kasus baru sebesar 21% dan
kematian sebesar 10%. Sedangkan pada perempuan, kanker kolon menempati
urutan kedua sebagai kanker terganas di dunia setelah kanker payudara dengan
persentase kasus baru sebesar 14% dan kematian sebesar 7% (Anonim, 2012).
Lebih lanjut, data yang diperoleh dari Instalasi Deteksi Dini dan Promosi

Kesehatan RS Kanker Dharmais menyatakan bahwa pada tahun 2010-



2013 jumlah penderita kanker kolon semakin meningkat dari 86 pasien menjadi
133 pasien (Anonim, 2015).

Pada saat ini, terdapat empat metode pengobatan penyakit kanker yaitu
operasi, kemoterapi, radioterapi, dan terapi biologi (Dipiro dkk., 2009). Metode
operasimerupakan upaya pengobatan kanker dengan cara mengangkat jaringan
tubuh yang terkena kanker. Sementara itu, metode kemoterapi merupakan metode
pengobatan kanker dengan menggunakan obat-obatankimia untuk mematikan atau
menghambat pertumbuhan sel kanker (Pelengaris dan Khan, 2006). Sedangkan
metode radiasi adalah metode pengobatan dengan menggunakan gelombang
berenergi tinggi seperti sinar gamma, berkas elektron, proton, foton, dan neutron
untuk menghancurkan DNA sel kanker sehingga sel mati dan tidak berproliferasi
(Khosravi-Far dan White, 2008). Selain ketiga metode tersebut, dikenal juga
metode terapi biologi yang merupakan suatu metode pengobatan kanker yang
memanfaatkan bahan alam. Kandungan senyawa bioaktif pada bahan alam dapat
bekerja dengan mengaktivasi, mengubah struktur membran sel, menekan DNA
dan menghambat replikasi sel sehingga terjadi kondisi anti-proliferatif (Maat,
2003).

Idealnya, pengobatan kanker dapat mematikan sel kanker tanpa
menimbulkan efek samping pada jaringan lainnya. Namun, metode operasi
memiliki efek samping yang dapat menyebabkan komplikasi awal dan lanjut,
infeksi, serta disfungsi organ operasi (Cassidi dkk., 2006). Begitu pula dengan
metode kemoterapi memiliki efek samping terjadinya diare, kerontokan rambut,

rentan terinfeksi, supresi sumsum tulang dan gangguan saraf (Huber dan Magrath,



1998). Sedangkan untuk metode radiasi dapat memicu timbulnya kanker baru
dalam jangka waktu beberapa tahun kemudian dan dapat menurunkan Kinerja
jaringan tubuh yang sehat yang terpapar oleh gelombang energi tinggi
(Huber dan Magrath, 1998). Oleh karena itu, pengobatan kanker yang ada saat ini
dianggap belum mampu mengatasi permasalahan kanker di Indonesia yang
semakin meningkat, sehingga sangat perlu dikembangkan metode pengobatan
kanker yang lebih aman.

Metode pengobatan kanker yang masih terus dikembangkan adalah
pemanfaatan bahan alam sebagai agen antikanker atau yang lebih dikenal dengan
istilah kemopreventif (Pelengaris dan Khan, 2006). Metode ini lebih aman untuk
digunakan dan memiliki efek samping yang kecil jika dibandingkan dengan
metode operasi, kemoterapi dan radiasi (Baguley dan Kerr, 2002). Senyawa-
senyawa yang terkandung pada bahan alam dapat bereaksi pada sel kanker dengan
mekanisme yang kompleks, sehingga dapat mencegah dan menekan
perkembangan kanker (Tsao dkk., 2004).

Penelitian tentang aktivitas sitotoksik bahan alam dilakukan oleh
Muhtadi dkk. (2013) terhadap sel WiDr menggunakan tumbuhan Sala (Cynometra
ramiflora Linn). Hasil penelitian tersebut menunjukkan bahwa ekstrak kulit
batang tumbuhan Sala memiliki 1Csy sebesar 6,29 g mL™* sedangkan ICs, ekstrak
daun Sala yaitu 0,41 pg mL™" sehingga, ekstrak daun Sala memiliki aktivitas
sitotoksik yang lebih tinggi dibandingkan ekstrak batang Sala.

Sementara itu, Katrin dan Winarno (2008) melakukan penelitian mengenai

aktivitas sitotoksik kulit batang mahkota dewa (Phaleria macrocarpa (Sceff.)



Boerl) terhadap sel kanker. Hasil penelitian tersebut menyatakan bahwa ekstrak
etil asetat memiliki nilai ICs tertinggi sebesar 10,15 ug mL™ terhadap sel kanker
leukimia L1210 diikuti dengan ekstrak etanol (12,92 pg mL™) dan ekstrak
n-heksana (13,35 pug mL™). Fraksi dari ekstrak etil asetat yang merupakan ekstrak
paling potensial kemudian diuji sitotoksisitasnya terhadap empat jenis sel kanker,
yaitu servik HelLa, leukimia THP1, karsinoma paru-paru A549 dan limfoma HUT
78 yang menunjukkan bahwa dua dari delapan fraksi aktif terhadap keempat sel
uji dengan ICsp antara 4,75 pg mL™* sampai 14,85 pg mL™.

Selain bahan alam diatas, Kitolod juga termasuk dalam salah satu bahan
alam yang biasanya dimanfaatkan untuk pengobatan.Kitolod (lIsotoma
longifloral.) merupakan tanaman yang dapat tumbuh di tempat yang teduh dan
lembab. Tanaman ini telah digunakan sebagai obat tradisional untuk mengobati
sakit gigi dan sakit mata (Wiart, 2006). Kandungan senyawa aktif dalam tanaman
Kitolod adalah alkaloid, saponin, flavonoid dan polifenol (Basirun, 2010). Selain
itu, pada batang, akar dan daun Kitolod terdapat aktinomisetes endofit yang dapat
menghasilkan metabolit sekunder yang berpotensi sebagai antibakteri,
antiinflamasi, antitumor dan antikanker (Peng, dkk., 2015; Sunaryanto dan
Marsunah, 2013).

Meskipun demikian, diketahui bahwa penelitian terkait efek sitotoksisitas
daun Kitolod belum banyak ditemukan, terlebih pada kanker kolon. Oleh karena
itu, pada penelitian ini dilakukan uji sitotoksisitas esktrak daun Kitolod terhadap

cell line kanker kolon WiDr menggunakan pelarut n-heksana, etil asetat dan



etanol. Crude extract yang terpilih, dipisahkan menjadi beberapa fraksi yang

kemudian diuji aktivitasnya sebagai agen antikanker dengan metode MTT.

B. Rumusan Masalah

1. Bagaimanakah potensi antikanker fraksi-fraksi hasil pemisahan dari crude
extract terpilih daun Kitolod (Isotoma longiflora L.) terhadap cell line
kanker kolon WiDr?

2. Bagaimanakah profil metabolit sekunder yang terdapat dalam fraksi-fraksi
hasil pemisahan dari crude extract terpilih daun Kitolod (Isotoma

longiflora L.) ?

C. Tujuan Penelitian

1. Mengetahui potensi antikanker fraksi-fraksi hasil pemisahan dari crude
extract terpilih daun Kitolod (Isotoma longiflora L.) terhadap cell line
kanker kolon WiDr ?

2. Mengetahui profil metabolit sekunder yang terdapat dalam fraksi-fraksi
hasil pemisahan dari crude extract terpilih daun Kitolod (Isotoma

longiflora L.) ?

D. ManfaatPenelitian

Penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi mengenai potensi
antikanker dari daun Kitolod (Isotoma longiflora L.) terhadap cell line kanker

kolon WiDr.



BAB V
PENUTUP

A. KESIMPULAN

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan, dapat disimpulkan

beberapa hal diantaranya:

a.

Empat fraksi terpilin (fraksi 9, 11, 15 dan 18) dari 21 fraksi yang berhasil
dipisahkan dapat diuji aktivitas sitotoksiknya terhadap cell line kanker kolon
WiDr. Fraksi 15 memiliki aktivitas sitotoksik tertinggi dibandingkan dengan
ketiga fraksi lainnya dengan nilai ICso sebesar 191,74 pug mL™. Berdasarkan
nilai tersebut, fraksi-fraksi hasil pemisahan crude extract etil asetat daun
Kitolod(Isotoma longiflora L.) dinyatakan tidak potensial sebagai agen
antikanker terhadap cell line kanker kolon WiDr.

Analisis GC-MS menunjukkan adanya enam senyawa dominan antara lain:
benzaldehyde, ethanone-1-phenyl, E-2-Tetradecene-1-ol, 1-isobutyl-2,5-
dimethyl-4-phenyl-4-piperidinol,  stigmasterol dan gamma sitosterol.
Sedangkan senyawa yang diduga memiliki  aktivitas  sebagai
antikankerterhadap cell line kanker kolon WiDr adalah benzaldehyde,

ethanone-1-phenyl, E-2-Tetradecene-1-ol.

B. SARAN

Berdasarkan hasil penelitian, perlu dilakukan uji sitotoksisitas daun Kitolod

terhadap cell line selain cell line WiDr.
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Lampiranl. Determinasi Daun Kitolod
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Biologi UGM, mencrangkan dengan sesunggubnya bahwa,

Nama : Luluk Magfiroh
NIM : 11630002
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teluh melakukan identifikasi tumbuban dengan hasil sebagai berikut,
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— ~
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Demikian surat keterangan ini diberikan untuk dapat dipergunakan seperfunya.
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Lampiran 2. KLT hasil pemisahan crude extract etil asetat daun Kitolod
dengan pelarut campuran n-heksana : etil asetat (1) 1:3, (2)
3:1, (3) 2:3, (4) 3:2 dan campuran etil asetat : etanol (5) 1:3,
(6) 3:1, (7) 2:3, (8) 3:2.
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Lampiran 3.Profil hasil pemisahan dengan KLT terhadap 21 fraksi hasil
KKV crude extract etil asetat daun Kitolod dengan eluen etil
asetat : etanol (2:3).

Lampiran 4. Perhitungan nilai 1Cs

1. Fraksi 9
Konsentrasi Absorbansi rata2 % sel :
(ug mL™) 1 5 3 o) absm | absk mati Probit
62,5 0,63 | 0,62 | 0,62 0,62 2,59 3,12
125 063 | 062 | 060 | 0,61 4,01 3,24
250 063 | 0,61 | 0,58 0,60 | 0,07 | 0,64 6,01 3,44
500 0,62 | 0,57 0 0,59 7,22 3,52
1000 0,57 | 0,56 | 0,53 0,55 15,43 3,96

abs perlakuan - abs media

% sel mati = 100 — X 100 %
° abs kontrol - abs media °




1)

2)

3)

4)

5)

Konsentrasi 62,5 ug mL™

_ 0,62 — 0,07
% sel mati = 100 - ——x 100 % = 2,59 %
0,64 — 0,07

Konsentrasi 125 pug mL™

_ 0,61 - 0,07
% sel mati = 100 - mx 100 % = 4,01 %

Konsentrasi 250 ug mL™

_ 0,60 - 0,07
% sel mati =100 -—x 100 % =6,01 %
0,64 - 0,07

Konsentrasi 500 ug mL™

0, ,07
% sel mati =100 - ——x 100 % =7,22 %
0,64 - 0,07

Konsentrasi 1000 pg mL™
) 0,55-0,07
% sel mati = 100 - —————x 100 % = 15,43 %
0,64 - 0,07
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Fraksi 9

Angka Probit

o N W b~ O

15 2
Log Konsentrasi

(@)

0,5 1
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Y =0,6511x + 1,8947 , Y=5
5 =0,6511x + 1,8947
_5-1,8947
"~ 06511
X =4,785
Antilog x = 60889,73
1Cso = 60889,73pug mL™*
R =0,9584
R2 =0,9192
2. Fraksi 11
Konsentrasi Absorbansi rata2 % sel .
(Lg mL'l) 1 > 3 . abs m abs k mati Probit
62,5 053 | 0,53 [ 053 | 0,53 19,03 4,12
125 052 | 052 | 049 | 051 22,62 4,26
250 0,48 | 0,48 | 0,50 | 0,49 0,07 0,64 26,39 4,36
500 0,39 | 0,39 | 0,39 | 0,39 44.30 4,84
1000 0,14 | 0,15 | 0,24 | 0,15 87,01 6,12

1) Konsentrasi 62,5 ug mL™

2) Konsentrasi 125 pg mL™

% sel mati = 100 -

_ 0,53 —
% sel mati = 100 -

0,51 -0,07

0,64 - 0,07

0,07
—x 100 % = 19,03 %
0,64 — 0,07

X 100 % = 22,62 %




3) Konsentrasi 250 pg mL™

_ 0,49 - 0,07
% sel mati = 100 - ———————x 100 % = 26,39 %
0,64 - 0,07

4) Konsentrasi500 ug mL™

0, ,07
% sel mati = 100 - ——x 100 % = 44,30 %
0,64 - 0,07

5) Konsentrasi 1000 pg mL™

) 0,15-0,07
% sel mati =100 - ———x 100 % =87,01 %
0,64 - 0,07
Fraksi 11
7 -
6 u
=2 5 4
S
5 4
T 3 y =1,5214x + 1,0917
X 5 | R2=0,7846
<
1 u
0 T T T
0 1 2 3
Log konsentrasi
Y =1,5214x + 1,0917 Y=5

5=1,5214x + 1,0917

51,0917
T 1,5214

X =2,606

Antilog x = 403,21
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ICso = 403,21pg mL*
R = 0,8858
R2 =0,7846
3. Fraksi 15
Konsentrasi Absorbansi % sel .
(ug ML) 1 > 3 rata2 abs | absm | abs k mati Probit
62,5 0,49 0,56 0,49 0,52 21,74 4,22
125 0,47 0,46 0,37 0,43 36,23 4,64
250 0,35 0,38 0,37 0,36 0,07 0,64 | 48,25 4,95
500 0,18 0,18 0,21 0,19 78,88 577
1000 0,11 0,10 0,11 0,11 93,73 6,53
1) Konsentrasi 62,5 pg mL™
_ 0,52 — 0,07
% sel mati = 100 - —————x 100 % = 21,74 %
0,64 — 0,07
2) Konsentrasi 125 pg mL™
. 0,43 - 0,07
% sel mati = 100 ——————x 100 % = 36,23 %
0,64 - 0,07
3) Konsentrasi 250 pg mL™
) 0,36 - 0,07
% sel mati = 100 ——————x 100 % = 48,25 %
0,64 - 0,07
4) Konsentrasi500 pg mL™

0,19- 0,07

% sel mati = 100 —
0,64 - 0,07

X 100 % = 78,88 %




5) Konsentrasi 1000 ug mL™

0,1 ,07
% sel mati = 100 - —————x 100 % = 93,73 %
0,64 - 0,07

Fraksi 15

y=19101x +0,6417 2
R2 = 0,9645

Angka Probit

O P N W b 01 OO0

2 8
Log Konsentrasi

o
(SN

Y =1,9101x + 0,6417, Y=5
5=1,9101x + 0,6417

_5-0,6417
~ 1,9101

X =2,283
Antilog x = 191,74
ICs0 =191,74ug mL™*

R =0,9820

R? =0,9645
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4. Fraksi 18
Konsentrasi Absorbansi % sel .
(Lg mL'l) 1 > 3 rata2 abs | absm | abs k mati Probit
62,5 0,53 0,55 0,59 0,56 14,55 | 3,96
125 0,52 0,54 0,56 0,54 16,73 4
250 0,45 0,46 0,43 0,45 0,07 | 0,64 | 33,81 | 4,56
500 0,25 0,24 0,23 0,24 70,40 | 5,52
1000 0,09 0,09 0,09 0,09 96,44 | 6,78
1) Konsentrasi 62,5 pg mL™

2)

3)

4)

5)

,56
% sel mati = 100 - m

Konsentrasi 125 ug mL™

% sel mati = 100 - —

Konsentrasi 250 ug mL™

0,
% sel mati =100 -—
0,64 - 0,07

45-0,07

- 0,07
X 100 % = 14,55 %

,07
——x 100 % = 16,73 %
0,64 - 0,07

—x 100 % = 33,81 %

Konsentrasi500 pg mL™

0,
% sel mati = 100 -

Konsentrasi 1000 pg mL™

0,
% sel mati = 100 -

,07
—X 100 % = 70,40 %
0,64 - 0,07

,07
——x 100 % = 96,44 %
0,64 - 0,07




Fraksi 18

y =2,3785X - 0,739%

R2=10,898~

Angka Probit
o N SN » (e}

(@)

0,5 1

15 2 . 15) 3
Log Konsentrasi

3,5

80

Y =2,3785x - 0,7395,
5 =2,3785%—0,7395

3 5+7395
"~ 23785

X = 2,422
Antilog x = 264,20
ICs0 = 264,20ug mL™*

R=0,9477

R2? = 10,8982

Y=5
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Lampiran 5. Hasil pengamatan sel WiDrsetelah perlakuan menggunakan
mikroskop inverted

(9) Kontrol sel setelah pemberian
MTT, cell line kanker kolon
WiDr yang hidup membentuk
kristal formazan dengan
morfologi sel yang berupa serabut
dan bergerombol
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Lampiran 6. Skrining fitokimia fraksi 15 hasil pemisahan crude extractetil
asetat daun Kitolod

(@) (b) (© ()

Keterangan :

(a) Fasa gerak =etil asetat:asam formiat: toluena :air (6:1,5:3:0,5)
(b) Fase gerak = toluena : etil asetat:dietil amin (7:2:1)
(c) Fase gerak = etil asetat :asam formiat:asam asetat glassial: air (100:11:11:27)

(d) Fase gerak = n- heksana :etil asetat (93:7)
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