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Abstract: Tiger orchid (Grammatophyllum scriptum (Lindl.) BL) It is one of the plants
that are favored among the community as ornamental plants because of its beautiful
flowers. Tiger orchids have secondary metabolite compounds of alkaloids, flavonoids,
and tannins that can be used as traditional medicine. However, research on tiger
orchids in the field of pharmacology is still very limited. The purpose of this study is to
find out the content of chemical compounds contained in the herb extract of tiger
orchids (Grammatophyllum scriptum (LindL) BL) as well as Icsy and concentration of
tiger orchid herb extract (Grammatophyllum scriptum (Lindl.) BL) It most effectively
kills shrimp larvae (Artemia salina Leach.). The sample used was sampled using 96%
ethanol. Tiger orchid (Grammatophyllum scriptum (Lindl) BL) pregnant 2',6"-
Dihydroxy-4'-methoxy-dihydrochalcone,  Apigenin-7-0-a-L-rhamnose(1-4)-6"-0-
acetyl-f3-D-glucoside, Kushenol H, Rubrofusarin, 3-Hydroxy baicalein and Luteolin
obtained from the results of the analysis using Liquid Chromatography Mass
Spectrometry (LCMS). The results showed that the herb extract of tiger orchid
(Grammatophyllum scriptum (Lindl.) Bl.) has cytotoxic activity with an LCs, value of
150.96 ppm.

Keywords: tiger orchid (Grammatophyllum scriptum), cytotoxic, LCMS, Artemia
salina larvae

Abstrak: Anggrek macan (Grammatophyllum scriptum (Lindl.) Bl.) merupakan
salah satu tanaman yang digemari di kalangan masyarakat sebagai tanaman hias
karena bunganya yang indah. Aggrek macan memiliki senyawa metabolit sekunder
alkaloid, flavonoid dan tannin yang dapat digunakan sebagai pengobatan
tradisional. Namun, penelitian mengenai anggrek macan di bidang farmakologi
masih sangat terbatas. Tujuan penelitian ini adalah mengetahui kandungan
senyawa kimia yang terdapat dalam ekstrak herba anggrek macan secara LC-
MS/MS serta nilai LCso dan konsentrasi dari ekstrak herba Anggrek macan yang
paling efektif membunuh larva udang (Artemia salina Leach.). Metode yang
digunakan dalam penelitian ini adalah pengambilan sampel dari kebun Anggrek
yang ada di Lingkungan FMIPA Universitas Cenderawasih Papua-Indonesia,
selanjutnya sampel dibuat dalam bentuk simplisia, diekstraksi dengan etil asetat.
Ekstrak selanjutnya dianalisis dengan LC-MS/MS dan dari ekstrak tersebut juga
dilakukan uji sitotoksik dengan metode BSLT (Brine Shrimp Lethality Test). Hasil
penelitian menunjukkan bahwa anggrek macan (Grammatophyllum scriptum
(Lindl.) BL) mengandung 2',6’-Dihydroxy-4'-methoxy-dihydrochalcone, Apigenin-
7-0-a-L-rhamnose(1—4)-6"-0-acetyl-B-D-glucoside, Kushenol H, Rubrofusarin, 3-
Hydroxy baicalein dan Luteolin yang diperoleh dari hasil analisis menggunakan
Liquid Chromatography tandem Mass Spectrometry (LC-MS/MS). Ekstrak herba
anggrek macan memiliki aktivitas sitotoksik dengan nilai LCs5o 150,96 ppm dengan
tergolong kurang toksik.

Kata kunci: anggrek macan (Grammatophyllum scriptum), BSLT, sitotoksik, LC-
MS, larva Artemia salina
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Pendahuluan

Provinsi Papua memiliki hutan terluas di
Indonesia yaitu 34.209.769 ha, di mana hutan ini
memiliki tumbuhan kayu dan non kayu khas yang
dapat dimanfaatkan sebagai obat tradisional oleh
masyarakat setempat (1). Saat ini, pencarian
senyawa baru masa depan beralih ke bahan alam
(2). Target tanaman tumbuhan yang menjadi
sumber obat baru sekarang banyak beralih ke
anggrek vyang ternyata sejak dulu sudah
digunakan sebagai etnomedicine dan obat
tradisional (3, 4, 5).

Anggrek diketahui banyak mengandung
senyawa alkaloid, flavonoid, glikosida,
karbohidrat dan senyawa fitokimia lainnya
sehingga sudah dimanfaatkan sebagai traditional
healing dan traditional medicine (6, 7). Anggrek
macan merupakan salah satu tanaman hias dari
suku Orchidaceae yang banyak diminati karena
bentuk dan warnanya yang unik dan cantik (8).
Anggrek macan banyak dijumpai di daerah hutan
Timur seperti Maluku (9) dan Papua khususnya di
daerah Parai, Distrik Biak Timur, Kabupaten Biak
Numfor (wilayah adat Saireri).

Menurut penelitian sebelumnya, anggrek
macan (Grammatophyllum scriptum (Lindl.) Bl)
berpotensi sebagai obat (10, 11) karena
mengandung alkaloid, flavonoid dan tannin (12).
Menurut penelitian Coe pada tahun 2010, ekstrak
yang mengandung alkaloid berpotensi bersifat
sitotoksik yang dapat menyebabkan kematian
pada hewan uji larva udang pada konsentrasi LCs,
di bawah dari 2000 pg/mL dan esktrak yang tidak
mengandung alkaloid namun berpotensi bersifat
sitotoksik disebabkan oleh kandungan terpen
pada ekstrak sampel (13). Sejauh ini senyawa
aktif yang terdapat dalam tanaman ini belum
dilaporkan, sehingga perlu secara terus-menurus
mengkaji senyawa aktif yang terkadung di dalam
anggrek macan.

Uji praklinis toksisitas terhadap ekstrak
tumbuhan obat merupakan pengujian awal untuk
dapat memprediksi tingkat keamanannya
sehingga dapat dilanjutkan dengan uji
farmakologi lainnya. Uji sitotoksik terhadap
ekstrak tumbuhan obat juga dapat dikembangkan
untuk obat alternatif antikanker (2, 14, 15, 16).

Pada pengujian ini digunakan metode BSLT
(Brine Shrimp Lethality Test). Metode BSLT

merupakan salah satu uji toksisitas yang memiliki
spektrum aktivitas farmakologi yang luas,
prosedur pengujian yang sederhana, cepat serta
hasilnya dapat dipertanggungjawabkan untuk
skrining toksisitas dari ekstrak tanaman dengan
menggunakan hewan laut yaitu larva udang
Artemia salina Leach. Dari perhitungan jumlah
larva udang yang mati, nanti akan dikonversikan
ke LC (lethal concentration) dari ekstrak yang
dapat membunuh larva (17, 18).

Metodologi Penelitian
Penyiapan Bahan

Dalam penelitian ini, sampel yang digunakan
adalah herba Anggrek Macan. Anggrek ini diambil
dari hutan lindung yang ada di Lingkungan FMIPA
Universitas Cenderawasih  Papua-Indonesia.
Sampel dicuci dengan air mengalir hingga tidak
terdapat kotoran-kotoran yang menempel
(sortasi basah), dicuci dengan air mengalir
sampai  bersih, Kkemudian ditiriskan untuk
membebaskan tumbuhan dari sisa-sisa air cucian.
Tumbuhan yang telah bersih dan bebas dari sisa
air cucian kemudian dikeringkan dengan cara
diangin - anginkan. Simplisia kering dibersihkan
kembali dari kotoran yang mungkin tidak hilang
pada saat pencucian (sortasi kering). Tahap
selanjutnya  simplisia  kering  dihaluskan
sehingga menjadi simplisia serbuk kemudian
disimpan dalam wadah bersih dan tertutup rapat
dengan suhu ruang.

Ekstraksi

Sampel yang telah dihaluskan ditimbang
sebanyak 100 gram kemudian diekstraksi
menggunakan maserasi dengan pelarut etanol
96% sebanyak 1,2 L selama 3 hari sambil diaduk
setiap satu kali 24 jam lalu disaring. Ekstrak yang
diperoleh kemudian diuapkan dengan rotary
evaporator sampai kental dan dipekatkan.

Analisis ekstrak herba Anggrek Macam
menggunakan cair spektrometri massa
tandem (LC-MS/MS)

Sebanyak 0.5 gr ekstrak etil asetat Anggrek
Macam dimasukan dalam labu 10 ml kemudian
ditambahkan metanol. Sonikasi selama 30 menit,
kemudian disaring menggunakan membran filter
PTFE 0,22 pum. Sampel yang telah disaring
kemudian injeksikan ke dalam sistem UHPLC
Waters Aqcuity Tandem Xevo G2S QTOF. Analisis
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menggunakan LC-MS/MS dilengkapi dengan
pompa biner dan detector spectrometer masssa
Quadropole Time of Flight (MS-QTOF) dengan
sumber Ionisasi Elektro Spray (ESI). Analisis
sampel menggunakan MS-QTOF dengan mode
ionisasi positif dan negative, acquisition range 50-
1200 Da, kolom non polar C18 XTerra® RP 18
3,5um, suhu kolom 400°C, eluen yang digunakan
adalah Asam format 0.1% dalam asetonitril (A)
dan Asam 0.1% aquadest (B) dengan sistem elusi
isokratik. Sistem elusi isokratik dilakukan pada
0-1 menit 95: 5 rasio, 0 menit gradien elusi linier
A dari 95% hingga 5%, elusi isokratis 6-7 menit 0:
100 rasio, 6-7 menit pelarut elusi gradien linier A
dari 0% hingga 100%, min 7,5-9 elusi isokratik
95: 5 rasio, hingga 7,5-9 menit gradien elusi linier
A pelarut dari 95% sampai 5%. Eluen diatur pada
laju alir 0,6 mL/menit dan volume injeksi 10 pl.
Interpretasi data spektrum massa LC-MS/MS
menggunakan software UNIFI yang didalamnya
telah memiliki library spektrum massa zat aktif
bahan alam dari database waters (19, 20).

Penetasan Telur Artemia salina (Leach.)

Telur A. salina Leach. ditetaskan dalam wadah
penetas telur dengan dua bagian ruang bersekat,
satu bagian ruang gelap dan yang satu terang.
Sekat dibuat berlubang dengan diameter 2 mm.
Air laut dimasukkan ke dalam wadah serta
diaerasi menggunakan aerator. Sejumlah A. salina
Leach. dimasukkan kedalam satu ruang,
kemudian ruang ini ditutup. Sisi yang lain
dibiarkan terbuka dan diberi lampu untuk
menarik A. salina Leach. yang telah menetas
melalui lubang sekat. Telur akan menetas setelah
kira-kira 24 jam menjadi larva. Larva yang
berumur 48 jam dapat digunakan untuk uji
toksisitas (17).

Preparasi Sampel Uji

Ekstrak anggrek dibuat larutan stok yaitu
masing-masing dengan cara melarutkan 200 mg
sampel dalam 200 mL pelarut yang sesuai
sehingga diperoleh larutan stok dengan
konsentrasi 1000 ppm. Pelarut etil asetat yang
digunakan disesuaikan dengan sifat kelarutan
sampel. Seri konsentrasi sampel uji dibuat dengan
pengambilan volume tertentu dari larutan stok
menggunakan mikropipet dan dimasukkan dalam
vial. Ekstrak ditimbang dan dilarutkan dalam air

laut sehingga didapatkan konsentrasi 0,10, 50,
100,250, 500, 750 dan 1000 ppm (17).

Uji Sitotoksik dengan Metode BSLT

Uji BSLT dilakukan dengan mengambil
sebanyak 1 gram telur A. salina Leach (Supreme
plus) ditetaskan dalam 1.000 mL air laut selama
48 jam. Setelah dua hari, telur A. salina Leach akan
menetas menjadi naupili atau larva A. salina
Leach dan digunakan untuk uji toksisitas. Larutan
ekstrak etanol 96% masing-masing dibuat
dengan konsentrasi 10 ppm, 50 ppm, 100 ppm,
250 ppm, 500 ppm, 750 ppm, dan 1000 ppm
dengan kontrol 0 ppm. Larutan kontrol digunakan
sebagai acuan untuk melihat pengaruh pelarut
terhadap larva A salina Leach. Pengujian
dilakukan dengan membuat seri konsentrasi yang
telah ditentukan dari masing-masing pelarut
kemudian mengisi ke dalam vial sebanyak 5 mL.
Pelarut  dalam  vial diuapkan  untuk
menghilangkan pelarutnya dengan tujuan agar
aktivitas murni dari ekstrak tanpa adanya
pengaruh dari pelarutnya. Setiap konsentrasi dari
ekstrak menggunakan 10 larva udang sebagai
hewan uji sitotoksik, dengan air laut yang
ditambahkan sebanyak 4 mL. Perlakuan uji
sitotoksik ini dilakukan 10 kali pengulangan
untuk mendapatkan data yang baik sehingga
dapat dihitung secara statistik dari data yang
diperoleh (18).

Uji LCsp

Vial yang berisi larutan uji dikeringkan
sampai semua pelarutnya menguap. Pengerjaan
ini dilakukan agar kematian larva tidak
dipengaruhi oleh pelarutnya. Larutan kontrol
negatif dibuat dengan cara yang sama tanpa
menambahkan ekstrak. Larutan kontrol negatif
terdiri atas 5 mL air laut yang berisi pelarut dan
1-2 tetes DMSO 1 % dan 10 ekor larva A. salina
Leach. Penggunaan DMSO 1 % sebanyak 1-2 tetes
(50-100 pL) Dberfungsi untuk membantu
kelarutan.

Dimetilsulfoksida (DMSO) merupakan cairan
tak berwarna yang memiliki rumus (CH3)2SO
merupakan pelarut yang dapat melarutkan
senyawa polar maupun non polar. Larva udang
yang digunakan yaitu larva yang berumur 48 jam
setelah menetas. Larva yang berumur 48 jam
adalah keadaan paling peka hewan uji karena
dinding selnya masih lunak sehingga hanya
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diperlukan konsentrasi sampel yang kecil untuk
menimbulkan efek yang mematikan. Jumlah larva
udang yang mati dihitung setelah 24 jam. Jumlah
larva udang yang masih hidup setelah diinkubasi
dihitung (17). Persen larva udang yang mati
dihitung menurut persamaan:

Jumlah larva mati

X 0,
Jumlah larva awal 100%

% Kematian =

Jika terjadi kematian pada kontrol uji dapat
dikoreksi dengan rumus Aboot,yaitu :
Jumlah larva (mati — kontrol)

Jumlah larva uji
X 100%

% Kematian =

Analisis Data

Nilai data hasil penelitian adalah data primer
yang didapatkan dari jumlah larva A. salina Leach.
yang mati 24 jam setelah perlakuan pada tiap-tiap
konsentrasi ekstrak anggrek aacan. Data
dianalisis dengan menggunakan analisis adalah
konsentrasi yang diperlukan untuk membunuh
50% larva udang A. salina Leach. nilai ditentukan
dengan analisis probit . Efek toksisitas terhadap A.
salina Leach. ditentukan berdasarkan analis
probit melalui tabel probit dan dibuat persamaan
regresi linier antara log konsentrasi dan nilai
probit.

y =bx+a
Dimana y = angka probit, dan x = log konsentrasi

Persamaan tersebut dapat digunakan untuk
mengetahui nilai LCsp komponen herba anggrek
macan (G. scriptum (Lindl) Bl), dengan
memasukkan nilai probit 5 (50% kematian) ke
persamaan  tersebut sehingga  diperoleh

konsentrasi yang menyebabkan 50% kematian
(17).

Hasil dan Pembahasan

Metode ekstraksi yang digunakan pada penelitian
ini adalah metode maserasi karena pada metode
ini tidak menggunakan pemanasan sehingga
rusaknya senyawa yang tidak tahan panas dapat
dihindari. Serbuk simplisia herba anggrek macan
sebanyak 100 gram dimaserasi menggunakan
pelarut etanol 96% dengan perbandingan 1:12
dan dilakukan perendaman selama 3x24 jam,
pengadukan  dilakukan untuk  meratakan
konsentrasi larutan di luar serbuk sampel
sehingga tetap terjaga adanya derajat perbedaan
konsentrasi yang sekecil-kecilnya antara larutan
di dalam dan di luar sel (21, 22, 23).

Liquid Chromatograph Mass Spectrometry (LC-
MS) ialah teknik analisis yang menggabungkan
kemapuan pemisahan fisik dari kromatografi cair
dengan spesifitas deteksi spektrometri massa.
Kromatografi cair memisahkan komponen-
komponen sampel dan kemudian ion bermuatan
dideteksi oleh spekttrometer massa. Keuntungan
menganalisis menggunakan LC-MS/MS ialah
dapat menganalisis lebih luas berbagai komponen
seperti senyawa termal labil, polaritas tinggi atau
bermassa molekul tinggi bahkan juga protein (24)
(25). Dari hasil analisis ekstrak herba G. scriptum
(Lindl) Bl. menggunakan LC-MS/MS diperoleh
beberapa senyawa kimia yang terkandung dalam
ekstrak sampel yang digunakan. Pengujian
kualitatif ini dibandingkan dengan Natural
Product Library (26).

Apigenin-7-0-a-L-rhamnose(1—4)-6"-0-acetyl-B-D-glucoside [-H] : (33.3 PPM) 619.1663
Apigenin-7-0O-a-L-rhamnose(1—+4)-6"-0-acetyl-B-D-glucoside
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Gambar 1. Kromatogram senyawa hasil LC-MS terhadap waktu retensinya
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Simaremare et al “LC-MS Ekstrak Herba Anggrek Macan ..................

169



)

Jurnal Farmasi Indonesia: Volume 13 Nomor 2 (2021)

Dari hasil analisis menggunakan LC-MS,
ekstrak herba anggrek macan (G. scriptum (Lindl.)
Bl.) mengandung 2',6'-Dihydroxy-4'-methoxy-
dihydrochalcone,  Apigenin-7-O-a-L-rhamnose
(1-4)-6"-0-acetyl-B-D-glucoside, Kushenol H, 3-
Hydroxy baicalein, Luteolin dan Rubrofusarin
(Tabel 1). Dimana rubrofusarin merupakan
turunan dari poliketida (27). Menurut Wang,
poliketida memiliki manfaat sebagai antibiotik
serta antikanker (28). Pada genus yang sama,
spesies yang berbeda diperoleh isolate Gastrodin,
[sovitexin, R-asam-2-benzilamat, dan R-asam
eucomic (28).

Pada pengujian penelitian ini digunakan
metode Brine Shrimp Lethality Test (BSLT). BSLT
sering digunakan sebagai uji pendahuluan/
praskrining aktivtas biologis yang sederhana
untuk menentukan toksisitas suatu senyawa dari
sampel dengan menggunakan hewan uji larva
udang (A. salina Leach.). Hasil yang diperoleh
dihitung sebagainilai LCso (Lethal Concentration),
yaitu jumlah konsentrasi ekstrak uji yang dapat
menyebabkan kematian larva udang sejumlah
50% setelah masa inkubasi 24 jam (29). Nilai LCs,
>1000 ppm dikategorikan tidak beracun (30).

Beberapa kelebihan dari metode Brine Shrimp
Lethality Test (BSLT) menggunakan larva udang
(A. salina Leach.) adalah cepat waktu ujinya,
mudah, tidak memerlukan peralatan khusus,
sederhana (tanpa teknik aseptik), murah (tidak
perlu serum hewan), jumlah organisme banyak,
memenuhi kebutuhan validasi statistik dengan
sedikit sampel, hasilnya representative dan dapat
dipercaya (17) (30).

Hewan uji larva udang yang digunakan dalam
penelitian ini adalah sepuluh ekor larva udang
dalam setiap konsentrasi masing-masing ekstrak.
Pengujian ini dilakukan sebanyak sepuluh kali
pengulangan/ replikasi agar mendapatkan data
yang akurat dan baik sehingga dapat dihitung
secara statistik dari data yang diperoleh. Jumlah
larva yang digunakan untuk keseluruhan larutan
uji ialah 800 ekor dengan sepuluh Kkali
pengulangan. Kemudian larva yang telah
berumur 48 jam dimasukkan ke dalam vial yang
berisi larutan uji masing-masing 10 ekor yang

telah ditetes DMSO yang berguna untuk
membantu melarutkan hampir semua senyawa
baik polar maupun non polar (31) (32).

Tingkat mortalitas/ kematian larva udang
dengan berbagai konsentrasi ekstrak herba
anggrek macan (G. scriptum (Lindl.) BL) disajikan
pada Tabel 2. Dari nilai probit dan log
konsentrasi diperoleh regresi linier
Y=1,997x+0.7169 dengan R2=0.9148.
Berdasarkan hasil perhitungan nilai LCs, dari
ekstrak herba anggrek macan diperoleh nilai LCs,
sebesar 150,96 ppm dimana nilai tersebut lebih
kecil atau kurang dari 1000 ppm. Hal ini
menunjukkan bahwa ekstrak herba anggrek
macan termasuk dalam kategori toksik dan dapat
dikembangkan  sebagai  tumbuhan  yang
berpotensi sebagai obat.

Hasil penelitian uji sitotoksik ekstrak herba
anggrek macan menunjukkan bahwa LCs sebesar
150.96ppm dengan aktivtas toksik. Hal ini
mengindikasikan semakin tinggi konsentrasi
yang digunakan maka semakin tinggi persen
kematian pada hewan uji larva udang. Ekstrak
herba anggrek macan memiliki aktivitas toksik
dapat didukung juga dengan terkandungnya
senyawa metabolit sekunder yang dapat
bertindak sebagai stomach poisoning atau racun
perut. Apabila senyawa tersebut masuk ke dalam
tubuh larva maka alat pencernaan dari hewan uji
tersebut akan terganggu (33). Senyawa metabolit
sekunder yang terkandung dalam anggrek macan
adalah flavonoid, alkaloid dan tannin.

Penelitian sejenis dari anggrek Papua
Dendobium lasianthera menunjukkan bahwa
ekstrak etanol batang D. lasianthera memiliki
aktivitas sitotoksik dengan nilai LCso 699,3 ppm,
ekstrak etil asetat batang 602,1 ppm, fraksi n-
heksana batang LCso 329,6 ppm, fraksi etanol
96% batang 676 ppm dan fraksi etil asetat daun
D. lasianthera 833,2 ppm (Agustini et al, 2020).
Dari  hasil penelitian sebelumnya jika
dibandingkan dengan penelitian ekstrak herba
anggrek macan, nilai toksisitas anggrek macan
lebih toksik karena memiliki senyawa-senyawa di
dalam ekstrak etanol lebih kuat menginhibisa sel
dari larva udang.
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Tabel 1. Hasil analisis LC-QTOF/MS ekstrak etanol herba anggrek macan (G. scriptum (Lindl.) Bl.)

No Senyawa Formula Waktu Massa Mode [M-H+*]atau
retensi  Error ESI [M+H+]
(min) (m/z)
1 2',6'-Dihydroxy-4'-methoxy- C16H1604 16.58 -5.5 ) 271.09610
dihydrochalcone
OH O
\o
2 Apigenin-7-0-a-L- C29H3,045  12.02 -0.9 () 619.16626
rhamnose(1—-4)-6"-0-acetyl-B-D-
glucoside
o
PN
OH 0
0
%Omo
on O oH
3 Kushenol H C26H3205 9.59 -2.7 () 471.20119
0
=Ty g
oH"
o_ O
4 Rubrofusarin C,15H1,05 10.46 -4.5 ) 271.0600
O OH O
L
(@) (@)
5 3-Hydroxy baicalein C15H1006 9.63 0.2 (+) 287.05469
oo L
()
HO OH
OH O
6 C15H1006 9.77 -0.5 (+) 287.05512
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Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian menunjukkan

bahwa terdapat aktivitas sitotoksik dari ekstrak
herba anggrek macan (G. scriptum (Lindl.) Bl.)
dengan metode BSLT. Hasil uji sitotoksik ekstrak
herba anggrek macan menunjukkan bahwa nilai
LCso adalah 150,96 ppm. Disimpulkan bahwa
ekstrak etanol herba anggrek macam toksik
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