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Penelitian

Abstract: Lithocarpus bancanus is a medicinal plant used by communities in Riau
Province, Indonesia. This plant is a tree locally known in the province as
mempening. In this study, the cytotoxic activity profiles of the methanolic extract,
n-hexane fraction, dichloromethane fraction, and ethyl acetate fraction from L.
bancanus leaves were evaluated against human lung cancer cells (A549 cell line)
using the MTT assay. ICs, values were calculated from dose-response curves
analyzed using the 4-parameter logistic (4PL) model. The results showed ICs,
values of 455.1, 361.9, 132.9, and 304.7 ug/mlL for the methanolic extract,
n-hexane fraction, dichloromethane fraction, and ethyl acetate fraction,
respectively, with the dichloromethane fraction exhibiting relatively higher
cytotoxic activity (ICsg = 132.9 ug/mlL). Cisplatin was used as the positive control
and showed an ICsy of 103.9 ug/mL. Meanwhile, the methanolic extract as well as
the n-hexane and ethyl acetate fractions showed low cytotoxic activity, with ICs,
values greater than 300 ug/mL. Therefore, the dichloromethane fraction can
serve as a basis for further isolation to identify bioactive anticancer compounds.
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1 Jurusan Kimia FMIPA Abstrak: Lithocarpus bancanus merupakan tumbuhan obat yang digunakan
Universitas Riau, Pekanbaru, oleh masyarakat Provinsi Riau, Indonesia. Tumbuhan ini berupa pohon yang di
28293, Indonesia provinsi ini dikenal dengan nama mempening. Dalam penelitian ini telah dikaji

2 Sekolah Tinggi [lmu Farmasi profil aktivitas sitotoksik ekstrak metanol, fraksi n-heksana, fraksi
Riau, Pekanbaru 28293, diklorometana, dan fraksi etil asetat dari daun L. bancanus terhadap sel kanker

paru -paru (lini sel A549) dengan menggunakan metode MTT assay. Metode

perhitungan IC50 menggunakan kurva dosis-respon yang dianalisis dengan

dan Farmasi Klinik, model 4PL. Hasil penelitian menunjukkan bahwa aktivitas sitotoksik ekstrak

Universitas Padjadjaran, metanol, fraksi n-heksana, fraksi diklorometana, dan fraksi etil asetat dengan

Indonesia aktivitas IC50 berturut-turut 455,1, 361,9, 132,9 dan 304,7 uL dengan fraksi

diklorometana memiliki aktivitas sitotoksik yang relatif tinggi dengan nilai ICso

sebesar 132,9 uL. Senyawa obat untuk kontrol positif yang digunakan adalah

cisplatin dengan IC50 103,9 pL. Sementara itu ekstrak metanol, fraksi

n-heksana dan etil asetat memiliki aktivitas sitotoksik yang rendah dengan nilai

ICso besar dari 300 pL. Dengan demikian dapat disimpulkan bahwa fraksi

Korespondensi: diklorometana dapat dijadikan dasar untuk pencarian senyawa bioaktif
antikanker melalui proses isolasi lebih lanjut.
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Pendahuluan

Pencarian senyawa bioaktif sebagai agen anti-
kanker secara umum dapat diawali dari skrining
ekstrak tumbuhan dan fraksi-fraksinya. Strategi
ini didasarkan pada prinsip bahwa sebagian besar
senyawa antikanker berasal dari metabolit
sekunder tumbuhan yang beragam polaritasnya,
sehingga  fraksinasi bertahap  membantu
memusatkan sejumlah senyawa yang berpotensi
memiliki aktivitas biologis terhadap sel kanker.
Dalam konteks penelitian terhadap Lithocarpus
bancanus, ekstrak metanol dan fraksi-fraksinya
telah digunakan sebagai titik awal skrining,
dengan urutan pemisahan yang mengikuti
gradasi kepolaran pelarut untuk meningkatkan
peluang identifikasi senyawa bioaktif [1]. Fraksi
yang dihasilkan adalah n-heksana,
diklorometana, dan etil asetat yang mana ini
mewakili rentang kepolaran yang luas dan secara
praktis memungkinkan penyaringan aktivitas
antikanker dari berbagai kelas senyawa fenolik,
terpenoid, steroids, dan flavonoid yang umum
ditemukan dalam tumbuhan [1, 2, 3].

Lithocarpus bancanus merupakan tumbuhan
obat yang digunakan oleh masyarakat daerah
Riau yang dikenal dengan nama mampening dan
termasuk kedalam family Fagaceae. Daun
tumbuhan ini diketahui mengandung senyawa
steroid, flavonoid, fenolik dan saponin serta
ekstrak dan fraksinya memiliki aktivitas
toksisitas terhadap larva Artemia salina Leach
dimana fraksi n-heksana memiliki aktivitas yang
tinggi dengan nilai LCso sebesar 3,15 ppm [4].

Hasil penelitian yang lain menunjukkan bahwa
ekstrak dan fraksi daun L. bancanus memiliki
aktivitas antioksidan terhadap radikal DPPH,
dimana ekstrak metanol dan fraksi etil asetat
memiliki aktivitas antioksidan yang sangat tinggi
dengan nilai ICsp masing - masing sebesar 39,469
+ 0,273 dan 40,063 + 1,604 ppm [5]

Penelitian aktivitas antikanker beberapa
tumbuhan famili yang sama yaitu famili Fagaceae
telah ada dilaporkan bahwa ekstrak kasar daun L.
polystachyus yang mengandung senyawa
flavonoid seperti phloridzin, phloretin, dan
quercetin memilki aktivitas antikanker terhadap

sel kanker payudara (MF-7) [6]. Namun aktivitas
antikanker L. bancanus belum ada dilaporkan.
Oleh karena itu, tujuan penelitian ini adalah untuk
mengetahui aktivitas sitotoksik ekstrak dan fraksi
L. bancanus terhadap lini sel kanker paru-paru
(cell line A549). Ekstrak dan fraksi yang memiliki
aktivitas sitotoksik dapat dijadikan dasar
pencarian senyawa aktif anti kanker melalui
proses isolasi senyawa murni.

Bahan dan Metode
Bahan

Daun mempening (L. bancanus) diperoleh dari
Desa Kelayang, Kabupaten Indragiri Hulu. Lini sel
kanker paru -paru (A549) merupakan koleksi
kultur dari Departemen Farmakologi dan Farmasi
Klinik Universitas Padjadjaran.,

Metode

Ekstraksi

Sampel kering daun L. bancanus yang sudah
dihaluskan dimaserasi menggunakan pelarut
metanol pa (Merk), kemudian maserat
dipekatkan dengan rotary evaporator pada
temperature 40 °C hingga membentuk ekstrak
kental metanol. Selanjutnya ekstraks methanol
difraksinasi dengan pelarut n-heksana pa.
(Merck), diklorometana pa. (Merck) dan etil
asetat pa. (Merck) secara berurutan hingga
diperoleh fraksi n-heksana, diklorometana dan
etil asetat. Pelarut yang terkandung pada fraksi-
fraksi tersebut diuapkan hingga diperoleh fraksi
kental.

Uji aktivitas sitotoksik terhadap sel kanker paru -
paru (A549)

Lini sel kanker paru ditanam dalam medium
Dulbecco's Modified Eagle's (DMEM) yang
mengandung 10% Fetal Bovine Serum dan 1%
larutan penicillin-streptomycin (Gibco, Paisley,
UK). Biakan dipertahankan pada suhu 37 °C
dalam atmosfer 5% CO: di dalam 96-wells tissue
culture plate. Sel dengan confluency 70-80%
diremajakan dengan media baru bebas serum,
selanjutnya diinkubasi selama 4 jam, dan
kemudian diberi ekstrak dengan konsentrasi
1000; 500; 250; 125; 62,5 dan 31,25 ppm. Setelah
24 jam inkubasi, reagen Cell Counting Kit-8
(Dojindo, Rockville-MD, USA) ditambahkan dan
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campuran diinkubasi selama 2 jam. Absorbansi
suspensi sel diukur menggunakan
spektrofotometer Tecan Infinite (Tecan, Grodig,
Austria) pada 450 nm dengan Cisplatin dengan
(200; 100; 50; 25; 12,5 dan 6,25 ppm) sebagai
kontrol positif diuji dengan metode yang sama
dengan ekstrak [7].

Uji Statistika

Data absorbansi yang diperoleh dikonversi ke
dalam persen sel hidup. Persentase kematian
dihitung dengan rumus berikut:

Y Sel hidup Kontrol - ¥, Sel hidup Periakuan

Y% Kematian sel = x100%

YSel hidup Kontrol

Analisis akhir dilakukan dengan perhitungan nilai
ICso dengan kurva dosis-respon yang dianalisa
dengan metode 4PL.

Hasil dan Diskusi

Gambar 1 adalah grafik perhitungan nilai ICso
dengan kurva dosis-respon yang dianalisa dengan
metode 4PL

100 1 —— F-Etilasetat (IC:0=304.7 ppm)
—— F-Diklorometana (IC:=132.9 ppm)
= F-Heksana (IC:=361.9 ppm)
—— Ekstrak Metanol (IC«=455.1 ppm)

Inhibition (%)

Concentration (ppm)

Gambar 1. Grafik perhitungan nilai ICso dengan
kurva dosis-respon (metode 4PL).

Hasil pengujian aktivitas sitotoksik dari
masing-masing ekstrak dan fraksi daun
L. bancanus terhadap lini sel kanker paru-paru
(Tabel 1) menunjukkan bahwa fraksi
diklorometana menunjukkan aktivitas yang
cukup menjanjikan dengan nilai 1Cso sebesar
132,9 uL sedangkan aktivitas ekstrak metanol,
fraksi n-heksana dan etil asetat memiliki ativitas
sitotoksik yang rendah dengan nilai ICso besar
dari 300 pL.

Tabel 1. Aktivitas sitotoksik ekstrak dan fraksi
daun L. bancanus terhadap lini sel kanker paru-
paru (Cell line A549).

No Ektrak dan fraksi ICso (L)
1 Fraksi n-heksana 361,9
2 Fraksi diklorometana 132,9
3 Fraksi etil asetat 304,7
4 Ekstrak metanol 455,1
5 Cisplatin 103,9

Gambar 2 memperlihatkan perbandingan ICsp
dalam bentuk diagram batang. Ekstrak atau fraksi
dalam pelarut yang berbeda menunjukkan pola
penghambatan berbeda terhadap aktivitas
sitotoksiknya karena perbedaan polaritasnya [5].
Rendahnya aktivitas sitotoksik ekstrak metanol
karena masih berbagai senyawa dengan
kepolaran yang berbeda, sedangan pada fraksi n-
heksana dan etil asetat disebabkan kandungan
metabolit sekunder yang terdapat pada ekstrak
dan fraksi tersebut yang tidak mendukung
aktivitas ini. Dari diagram ini terlihat bahwa
perbedaan ICs cisplatin dan fraksi diklorometan
tidak terlalu signifikan.

400

100

Gambar 2. Diagram ICso (puL) ekstrak dan fraksi
daun L. bancanus terhadap lini sel kanker paru -
paru (cell line A549).

Fraksi diklorometana memiliki aktivitas
sitotoksik yang cukup tinggi, hal ini dipengaruh
oleh kandungan metabolit sekunder yang
dikandung fraksi tersebut. Pada umumnya
pelarut diklorometana mampu mengekstrak
senyawa yang bersifat semi polar terutama
golongan terpenoid dimana golongan senyawa ini
banyak  dilaporkan  aktivitasnya  sebagai
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antikanker [8]. Berdasarkan uji fitokimia pada
penelitian sebelumnya, ekstrak yang difraksi
dengan Kkloroform diketahui mengandung
senyawa terpenoid [4].

Kesimpulan

Fraksi diklorometana dari daun tumbuhan
L. bancanus memiliki aktivitas sitoksisik yang
kuat bila dibandingkan dengan ekstrak metanol,
fraksi n-heksana dan etil asetat. Dengan demikian
fraksi diklorometana ini dapat dijadikan dasar
dalam pencarian senyawa bioaktif antikanker
melalui proses isolasi senyawa murni.
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