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UJI SITOTOKSIK EKSTRAK KLOROFORM KULIT BATANG
KRANGEAN (Litsea cubeba Pers.) TERHADAP SEL KANKER

MCF-7 dan T47D

Abstrak

Kematian akibat kanker pada wanita didominasi oleh kanker payudara
dengan persentase sekitar 21,4%. Kulit batang krangean merupakan salah satu
tanaman yang berpotensi dikembangkan sebagai obat anti kanker. Penelitian ini
dilakukan untuk mengetahui efek sitotoksik ekstrak kulit batang krangean
terhadap sel MCF-7 dan T47D. Kulit batang krangean diekstraksi dengan metode
maserasi menggunakan pelarut kloroform.Uji sitotoksik dibuat 5 seri kosentrasi
(25, 50, 100, 200, 400ug/mL) dan aktivitas sitotoksik diuji dengan metode
MTT.Uji KLT dilakukan untuk mengetahui kandungan senyawa pada ekstrak
kloroform kulit batang krangean. Hasil penelitian menunjukkan bahwa ekstrak
kloroform kulit batang krangean mempunyai aktivitas sitotoksik terhadap sel
T47D dengan nilai 1Cs0 99,98 pg/mL dan pada sel MCF-7 dengan nilai 1Cso 42,92
pg/mL. Hasil uji KLT menunjukan bahwa ekstrak kloroform kulit batang
krangean mengandung flavanoid, anisaldehid dan terpenoid.

Kata Kunci: Sitotoksik, krangean, MCF-7 dan T47D.

Abstract

Mortality caused by cancer for women is dominated by breast cancer with
presentation of 21,4%. Litsea cubeba is one of the plant that have the potential to
be developed as an anti-cancer drug. The research was done to find out ICs
extract value of crude litsea cubeba against MCF-7 dan T47D cells. Litsea cubeba
a were extracted by maceration metode using chloform solvent. A cytotoxic test was
made 5 series of concentrations of (25, 50, 100, 200, 400 pg/mL) and
cytotoxicactivity was test using MTT method.KLT method was performed to
determine the compound content of chloroform extract of krangean stem bark.The
result of the study showed that chloroform extract of litsea cubeba had cytotoxic
activity on cell T47D with score 1Cso 99,98 pg/mL and cell MCF-7 the score was
ICs0 42,92 pg/mL and compound of chloform extract litsea cubeba done. KLT test
results showed that chloroform extract of krangean bark contains flavanoid,
anisaldehid and terpenoid.

Keywords: Cytotoxic, krangean, MCF-7 and T47D



1. PENDAHULUAN

Kanker merupakan salah satu penyakit yang paling mengkhwatirkan dalam
beberapa dekade ini. Kanker dapat terjadi karena adanya beberapa faktor, antara
lain: lingkungan, alkohol, infeksi kronis, paparan radiasi, dan perubahan gaya
hidup.Kanker merupakan jenis penyakit yang menyebabkan sel-sel dalam tubuh
berubah atau tumbuh diluar kendali. Sel kanker yang berbentuk tonjolan (America
Cancer Society, 2016). Kanker payudara termasuk jenis kanker yang sering terjadi
pada wanita. Dari semua kasus kanker pada wanita di Amerika serikat, kanker
payudara menduduki peringkat pertama (32%) dan kematian akibat kanker
payudara mencapai (18%). Kanker payudara (Carcinoma mammae) merupakan
penyakit dengan kematian angka tertinggi. Umumnya terjadi karena kurangnya
kesadaran atau terlambatnya dalam pengobatan sehingga untuk ditangani ketahap
selanjutnya itu sangat sulit (Amir et al., 2017). Di Indonesia, penyebab kematian
akibat kanker pada wanita didominasi oleh kanker payudara dengan persentasi
sekitar 21,4% (WHO, 2014).Lebih dari 30 % dari kematian akibat kanker yang
disebabakan oleh lima faktor risiko perilaku dan pola makan, diantaranya (1)
indeks massa tubuh tinggi (2) kurang konsumsi buah dan sayur (3) kurang aktivitas
fisik (4) merokok dan (5) konsumsi alkohol berlebih (Kemenkes RI, 2015)

Tanaman krangean (Litsea cubeba Pers.) diketahui memiliki manfaat dalam
pengobatan kanker seperti kanker payudara dan kanker paru-paru. Tanaman ini
juga terbukti bioaktivitasnya sebagai antikanker, antiinflamasi, antibiotik, dan
antioksidan (Piyapat, 2014). Tanaman krangean (kilimo) telah banyak dilaporkan
memiliki aktivitas sebagai antiinflamsi, antifungi, antioksidan, dan sebagai
sitotoksik. (Ho et al., 2010) mengungkapkan bahwa Litsea cubeba Pers (Krangean)
menghasilkan minyak atsiri yang memiliki banyak kandungan senyawa untuk
menguji sebagai antikanker. Minyak atsiri diketahui memiliki aktivitas sebagai
antikanker serta dapat meningkatkan kualitas hidup pasien kanker.Tanaman

krangean banyak digunakan sebagai pengobatan tradisional China dikarenakan



memiliki manfaat diantaranya untuk pengobatan asma, gangguan pencernaan,

antiseptik, obat kejang urat, dan antibakteri (Rahayu et al., 2015).

Berdasarkan penelitian yang dilakukan Xiangchun (2013), menunjukan
bahwa tanaman krangean memiliki aktivitas sitotoksik terhadap sel MCF-7
dengan nilai ICsy sebesar 75 pg/ml. Selain itu penelitian Zhang et al. (2012)
mengemukakan sel MCF-7 nilai ICsy antara 10.34 -11.86 pM. Menurut
Dalimunthe et al. (2017), ekstrak buah Litsea cubeba Pers dapat menghambat
kanker T47D nilai ICs, secara berturut-turut sebesar 67.52+2.45, 75.59+3.24, dan
63.70£2 pg/mL. Penelitian ini dilakukan untuk mengetahui efek sitotoksik ekstrak
kloroform kulit batang krangean (Litsea cubeba Pers.) terhadap sel kanker MCF-
7 dan T47D dan nilai ICs,.

2. METODE
2.1 ALAT

Mikropipet, propipet, pipet volume (Pyrex), kertas saring, benjana KL,
lampu UV 254 nm dan UV 366 nm. Alat yang digunakan uji sitotoksik yaitu
mikroplate 96 sumuran (iwaki), culture microsope (Olympus, tipe CKX41),
incubator (binder, tipe inkubator CO2), absorbance microplate reader (Biotek, tipe
EIx800), haemocytommeter (assistent), cytotoxic safety cabinet (Esco, tipe
cytoculture), tabung sentrifugasi 1,5 ml (Ependorf, Handtally counter (Kenko,
model HT-302), oven (Memmert), Waterbath (mamaers), Sonikator (Branson),
mikropipet (Socorex), timbangan elektrik (Precisa, tipe XT120A), pipet ukur 5 dan

10 mL (Pyrex), alumnium foil, dan kamera digital.

2.2 Bahan
Kulit batang krangean, kloroform, sel MCF-7, sel T47D MTT dalam FBS

(Fetal Bovine Serum) 5 mg/mL,SDS 10% dalam 0,01% N HCI, media kultur
DMEM, NaHCO3, DMSO, penisilin-streptomisin 1%, DMSO 100% prokultur,
SDS (Sodium Dodecyl Sulfate) 10% (Sigma) dalam HCI 0,01 N (Merck). Silika gel
GF,s4, n-hexane, aseton, reagen semprot dragondroff, reagen sitroborat, dan

anisaldehid



2.3 Ekstraksi kulit batang krangean

Kulit batang krangen sebanyak 250 gram dicampur dengan kloroform 1,75
liter dimasukkan dalam benjana (wadah kaca) kemudian dimaserasi selama 6
hari.Ekstrak disaring dalam bentuk cair selanjutnya akan dilakukan pengentalan
dengan menggunakan rotary evavatori 50°C. Selanjutnya ekstrak diuapkan dengan

waterbath sampai memperoleh ekstrak kental

2.4 Uji Kandungan Senyawa

Uji kandungan senyawa dengan metode KLT (kromatografi lapis tipis)
dengan menggunakan silika GF,c, dan fase geraknya n-hexana: aseton (6:4),
dijenuhkan dibenjana (chamber) terlebih dahulu selanjutnya sampel ditotolkan
pada silika kemudian dimasukan ke chamber ditunggu hingga terelusi sampai batas
yang sudah ditentukan. Plat KLT disemprotkan dengan reagen sitroborat,
anisaldehid.

2.5 Uji Sitotoksik

Uji Sitotoksik dilakukan menggunakan metode MTT, sel dengan kepadatan
5 x 10%iap sumuran sebanyak 100pL dimasukan kedalam 96-well plate. tahap,
selanjutnya diinkubasi dengan inkubator CO, selama 24 jam . Sel diamati di bawah
mikroskop setelah sel konfluen ditambahkan sampel dengan ekstrak ,media kultur
yang digunakan untuk sel MCF-7 DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium)
dan sel T47D RPMI (Roswell Park Memorial Institu). Kemudian diinkubasi pada
inkubator CO, selama 48 jam. Sel diberi perlakuan ekstrak uji dengan konsentrasi
(25; 50; 100; 200 dan 400 pg/mL) selanjutnya diinkubasi selama 24 jammedia
dibuang, ditambahkan 100 pL larutan MTT ke dalam sumuran dan diinkubasi
selama 2-4 jam diinkubator CO, pada suhu 37°C (sampai terbentuk formazan).
Formazan telah terbentuk, maka ditambahkan stopper SDS 10% dalam 0,1% HCI.
Jika sel hidup akan bereaksi pada MTT dan membentuk kristal formazan berwarna
ungu. Kemudian bungkus plate dengan kertas atau almunium foil dan diinkubasi
ketempat gelap (suhu ruangan) semalaman (jangan letakan diinkubator) lalu
hidupkan ELISA reader, tunggu progressing hingga selesai. Selanjutnya buka
bungkus dan penutup plate. Dibaca absorbansi dengan ELISA dengan A=550-600



dan didapat data sampel. Hitung presentasi sel hidup dari data absorbansi sel, lalu
dibuat kurva hubungan antara log konsentrasi versus % sel hidup dan dihitung
1C50(CCRC, 2009).

Jika absorbansi kontrol pelarut sama dengan kontrol sel maka hitung

prosentase sel hidup dengan rumus :

absorbansi perlakuan—absorbansi kontrol 0
absorbansi kontrol sel—absorbansi kontrol mediax 100% (1)

%sel hidup=

Jika absorbansi kontrol pelarut lebih rendah dari absorbansi kontrol sel

maka hitung prosentase sel hidup dengan rumus :

0 . - absorbansi perlakuan—absorbansi kontrol )
Yosel hIdUp absorbansi kontrol pelarut—absorbansi kontrol mediax 100% (2) (CCRC’

2009)

3. HASIL DAN PEMBAHASAN
3.1 Ekstraksi kulit batang krangean
Ekstrak 250 gram kulit batang krangean dihasilkan rendemen 38,94%.

3.2 Analisis kandungan senyawa sampel

Hasil KLT (Gambar 1) menunjukan bahwa ekstrak kloroform kulit batang
krangean mengandung golongan senyawa flavanoid dengan ditandai adanya
warna biru setelah disemprot reagen sitroborat dan golongan senyawa terpenoid
dengan adanya bercak berwarna kuning coklat setelah disemprotkan dengan
reagen anisaldehid.

Pereaksi reagen semprot sitroborat untuk deteksi flavonoid, reagen
anisaldehid untuk deteksi senyawa terpenoid.Reaksi positif adanya flavonoid
ditunjukan dengan adanya bercak kuning, kuning kehijauan atau kuning
kemerahan di bawah sinar UV 366 nm dengan reagen semprot sitroborat
(Markham, 1982). Sedangkan menurut Wagner, 1984 flavanoid akan menujukan
bercak pada pemadaman UV 254 nm sedangkan UV 366 nm bercak akan
berwarna kuning gelap, hijau atau biru. Menggunakan reagen semprot
anisaldehida akan menghasilkan senyawa warna-warna ungu, kuning coklat, dan
hitam pada sinar tampak dan akan menghasilkan senyawa terpenoid (Saifudin,
2014).
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Gambar 1. Hasil KLT ekstrak kloroform kulit batang krangean dengan
fase gerak n-hexana:aseton (6:4) dan fase diam silika gel
GF254

Keterangan :
(a) Deteksi UV 254 nm
(b) Deteksi UV 366 nm
(c) Deteksi reagen semprot sitroborat pada sinar tampak

(d) Deteksi reagen semprot anisaldehid pada sinar tampak
(e) Deteksi reagen semprot sitroborat pada UV 366 nm

3.3 Uji Sitotoksik

Uji sitotoksik pada sel MCF-7 dan T47D dilakukan dengan metode
MTT(3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium bromid). Prinsip kerja dari
MTT terjadinya reduksi garam kuning tetrazolium MTT(3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-
2,5-difeniltetrazolium bromid) oleh sistem reduktase (CCRC, 2009).

Sel MCF-7 terlihat dibawah mikroskop sebelum diberi perlakuan memiliki
morfologi bentuknya bulat atau oval dan tidak berwarna pada inti atau tengah
bagian sel (Gambar 2a). Selanjutnya pada (Gambar 2b) sel yang telah diberi
perlakuan dengan konsentrasi tertinggi 400 pg/mL menunjukan adanya kematian
ditandai dengan perubahan warna kehitaman pada bagian tengah sel.Pada uji
sitotoksik ekstrak kulit batang krangean memberikan hasil berupa penurunan sel
hidup seiring dengan peningkatan kadar kosentrasi dan hasil uji menunjukan

bahwa ekstrak kloroform kulit batang krangean mempunyai aktivitas sitotoksik



terhadap sel MCF-7 42,92 pg/mL. Sel MCF-7 yang telah diberi reagen MTT
(Gambar 2c) sel yang masih hidup akan membentuk kristal ungu.

(a) (b) (©)

Gambar 2.Morfologi sel MCF-7:(a) sel konfluens 80 % sebelum diberi
perlakuan(b) sel yang telah diberi perlakuan ekstrak dengan
konsentrasi 400 pL(c) sel yang diberi reagen MTT

@ (®) ©

Gambar 3.Morfologi sel T47D: (a) sel konfluens 80% yang belum diberi
perlakuan (b) sel yang telah diberi perlakuan ekstrak dengan
konsentrasi 400 pL(c) sel yang telah di beri MTT

(Gambar 3a) menunjukan morfologi sel T47D vyang berbentuk
lonjong.Pada (Gambar 3b) menunjukan adanya kematian sel setelah diberi
perlakuan ekstrak Kklorofrom kulit batang krangean konsentrasi tertinggi 400
pg/mL. Ditandai dengan warna sel yang menghitam. Hasil uji menunjukan bahwa
ekstrak ekstrak kloroform kulit batang krangean mempunyai aktivitas sitotoksik
terhadap sel T47D 99,98ug/mL. Sel T47D yang telah diberi reagen MTT (Gambar
2¢) sel yang masih hidup akan membentuk kristal ungu.



Hasil uji sitotoksik diperoleh dari pembacaan plate pada ELISA reader
dengan panjang gelombang 550 nm. Hasil menunjukan bahwa adanya hubungan
yang berbanding terbalik terhadap konsentrasi ekstrak dengan persen sel hidup,
menunjukan semakin besar konsentrasi maka semakin kecil persen sel hidup
(Gambar 4, Gambar 5).
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Gambar 4.Pengaruh ekstrak kloroform kulit batang krangean (Litsea cibeba
Pers.) terhadap sel T47D



%sel hidup
N w D (9] (o)) ~
o o o o o o

[
o

o

Log kosentrasi

Gambar 5.Pengaruh ekstrak kloroform kulit batang krangean (Litsea cubeba
Pers.) terhadap sel MCF-7

Hasil uji menunjukkannilai ICs, ekstrak kloroform kulit batang krangean
terhadap sel T47D adalah 99,98 pg/mL dan untuk sel MCF-7 42,92ug/mL. Dari
hasil penelitian ini dapat disimpulkan bahwa hasil I1Cs, dari sel MCF-7 dan sel
TA47D dapat dimasukan dalam kategori poten. Menurut (Balantyne et al.,
1999)senyawa dikatakan poten apabila nilai 1Cs0<100 pg/mL, aktivitas sitotoksik
moderat jika memiliki nilai 1C5>100 - <1000 pg/mL, dan tidak mempunyai
aktivitas sitotoksik jika nilai 1Cso> 1000 pg/mL. Efek dari kulit batang tergolong
sitotoksik potensial terhadap pertumbuhan sel kanker dan hasil dari persentasi

menunjukan adanya menghambat pertumbuhan sel kanker.

4. PENUTUP

Ekstrak kloroform kulit batang krangean mempunyai aktivitas sitotoksik
pada sel T47D dengan nilai 99,98 pg/mL sedangkan pada sel MCF-7 dengan nilai
42,92pug/mL.

Hasil KLT menunjukan adanya kandungan senyawa pada ekstrak
kloroform kulit batang krangean mengandung senyawa flavonoid, anisaldehid

dan terpenoid.
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