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EFEK SINERGISME FRAKSI ETIL ASETAT RIMPANG LENGKUAS
DENGAN FRAKSI ETIL ASETAT BUAH KEMUKUS, KULIT
KAYUMANIS, DAUN JERUK PURUT DAN BIJI PINANG TERHADAP
SEL KANKER T47D

Abstrak

Lengkuas (Alpinia galanga (L.) Wild.) merupakan tanaman yang
banyak diteliti sebagai agen antikanker. Tanaman lain yang juga
memiliki aktivitas sitotoksik yaitu kemukus (Piper cubeba L.f.),
kayumanis (Cinnamomum zeylanicum), jeruk purut (Citrus hystrix
DC.) dan pinang (Areca catechu L.). Penelitian dilakukan untuk
mengetahui efek sinergisme antara lengkuas dengan keempat tanaman
tersebut terhadap sel T47D. Penelitian dilakukan dengan ekstraksi
simplisia selama 3 hari. Selanjutnya dilakukan fraksinasi dengan
pelarut etil asetat:akuades. Aktivitas sitotoksik dilakukan dengan
metode MTT. Efek sinergisme ditunjukkan dengan perbandingan nilai
ICsp antara sampel tunggal dan kombinasi. Hasil penelitian
menujukkan bahwa kombinasi lengkuas dengan kemukus, kayumanis,
jeruk purut dan pinang tidak menghasilkan efek sinergis. Aktivitas
sitotoksik keempat tanaman terhadap sel kanker T47D meningkat
dengan adanya kombinasi dengan lengkuas. Nilai ICsy lengkuas
tunggal sebesar 60,96 pg/mL sedangkan nilai 1Csy kombinasi lengkuas-
kemukus; lengkuas-kayumanis; lengkuas-jeruk purut dan lengkuas-
pinang berurutan sebesar 98,88; 83,24; 69,30 dan 85,56 pg/mL.

Kata Kunci: lengkuas, MTT assay, sinergisme, T47D

Abstract

Galangal (Alpinia galanga (L.) Wild.) is a plant that has been studied
as an anticancer agent. Other plants that also have cytotoxic activity are
kemukus (Piper cubeba L.f.), cinnamon (Cinnamomum zeylanicum),
kaffir lime (Citrus hystrix DC.) and areca nut (Areca catechu L.). The
study was conducted to determine the effect of synergism between
galangal and the four plants on T47D cells. The study was conducted
by extraction of simplicia for 3 days. Then the fractionation was
carried out with ethyl acetate : aquades. Cytotoxic activity was tested
by using MTT assay. The synergistic effect is indicated by comparing
of 1Csy values between single and combination sample. The results
showed that the combination of galangal with kemukus, cinnamon,
kaffir lime and areca nut does not showed sinergism effect. The
cytotoxic activity of the four plants against T47D cancer cells
increased with combination with galangal. The ICsy value of single
galangal is 60.96 pg/mL while the ICsy value of galangal is a



combination of galangal; galangal-cinnamon; galangal kaffir lime and
areca nut respectively 98.88; 83.24; 69.30 and 85.56 pg/mL.

Keywords: galangal, MTT assay, synergism, T47D.

1. PENDAHULUAN

Kanker merupakan salah satu penyakit yang menjadi penyebab utama kematian di
dunia. Persentase penyakit kanker di Indonesia tahun 2013 sebesar 1,4% atau
diperkirakan sekitar 347.792 jiwa. Kanker payudara menempati posisi kedua
setelah kanker serviks vyaitu sebesar 0,5% (Kemenkes RI, 2015). Kanker
merupakan penyakit yang ditandai dengan pertumbuhan sel secara terus-menerus,
invasi jaringan lokal, dan tidak terbatasnya metastasis. Perbedaan antara sel normal
dengan sel kanker adalah sel normal diatur dengan sinyal yang mengontrol
pertumbuhan dan proliferasi sel, sedangkan sel kanker merupakan sel normal yang
mengalami perubahan genetik atau epigenetik akibat agen fisik, kimia atau biologis
yang merusak sel, memperbanyak sel yang rusak tersebut, menghambat proses
apoptosis, membuat jalan melalui pembuluh darah baru dan akhirnya menyebar ke
tempat lainnya secara luas (Dipiro et al., 2017).

Tujuan terapi kanker berkaitan dengan stadium kanker yang dialami dan
keadaan patofisiologi pasien. Pertama, sebagai agen kuratif untuk menyembuhkan
pasien dengan kanker lokal atau regional. Kedua, sebagai agen paliatif untuk
memperlambat perkembangan kanker dan memperpanjang kelangsungan hidup
pada pasien dengan kanker metastatik (Dipiro et al., 2017). Obat herbal yang
biasanya digunakan sebagai agen antikanker adalah alkaloid vinka, taxan,
podofilotoksin, dan kamptotekin. Hampir 50% dari obat yang ada berasal dari
tanaman, sehingga sumber-sumber alami, terutama tanaman dapat diselidiki untuk
obat-obatan yang efektif dalam pengobatan kanker (Safarzadeh et al., 2014).

Tanaman yang diselidiki memiliki aktivitas antikanker diantaranya,
lengkuas, kemukus, kayumanis, jeruk purut dan pinang. Lengkuas mengandung
senyawa 1°-S-1’-acetoxyeugenol acetate, 1’-S-1’-acetoxychavicol acetate, 2-
propenal, 3-[4-(acetyloxy)-3-methoxyphenyl], socoronarin D dan caryolane-1, 9p-

diol (Zeng et al., 2015). Penelitian yang dilakukan Hidayati (2019) menunjukkan



bahwa fraksi etil asetat rimpang lengkuas yang berasal dari Boyolali memiliki
aktivitas sitotoksik dengan 1Csy sebesar 52,17 pg/mL. Ekstrak kemukus
mengandung senyawa metabolit sekunder golongan alkaloid, lignan dan terpenoid
termasuk aschantin, dihidrocubebin, piperin alkaloid dan piperol Junqueira et al.,
(2007). Penelitian sebelumnya yang dilakukan oleh Mulyawati (2017),
menunjukkan bahwa ekstrak metanol dan fraksi kloroform kemukus memiliki
aktivitas sitotoksik terhadap sel kanker T47D dengan nilai ICsq sebesar 134,95 dan
225,30 pg/mL.

Kulit kayumanis mengandung 65-80% sinamaldehid dan 5-10% eugenol
(Rao and Gan, 2014). Ekstraksi kayumanis dengan metode sokletasi menghasilkan
ekstrak yang memiliki aktivitas sitotoksik terhadap sel MCF-7. Aktivitas sitotoksik
tersebut memiliki nilai 1Cso sebesar 58,00 ug/mL (Wahab et al., 2017). Daun jeruk
purut mengandung alkaloid, flavonoid, terpenoid, tannin dan saponin (Tunjung et
al., 2015). Penelitian yang dilakukan oleh Anggraini (2014) menunjukkan bahwa
ekstrak etanol, kloroform dan etil asetat daun jeruk purut memiliki aktivitas
sitotoksik yang moderat terhadap sel kanker payudara T47D dengan nilai ICsg
berurutan sebesar 444,00; 128,89 dan 283,12 ug/mL. Pinang mengandung alkaloid,
flavonoid, tannin, triterpen dan steroid. Flavonoid yang terkandung dalam pinang
yaitu jacareubin memiliki aktivitas sitotoksik terhadap sel SGC-7901 dan sel
SMMC-772 (Peng et al., 2015). Penelitian sebelumnya yang dilakukan oleh Fitria
(2007) menunjukkan bahwa ekstrak etanol, fraksi heksan dan fraksi kloroform biji
pinang memiliki aktivitas sitotoksik yang potensial tinggi terhadap sel kanker
T47D dengan nilai 1Csg berurutan sebesar 50, 39 dan 27 pg/mL.

Kombinasi merupakan salah satu strategi untuk meningkatkan efektivitas
pengobatan. Efek kombinasi yang ideal adalah senyawa yang dikombinasi
memiliki efek sinergis melawan sel kanker (CCRC, 2009). Sinergisme merupakan
peningkatan efek suatu senyawa karena adanya satu atau beberapa senyawa
tertentu, jika suatu senyawa dalam keadaan tunggal efeknya sangat lemah ataupun
tidak berefek. Senyawa-senyawa dapat berupa ajuvan, meningkatkan absorbsi,
meningkatkan transport ke dalam sel terhadap molekul prinsip, mencegah efluks

pengeluaran dari sel (Saifudin, 2014).



Penelitian terkait kombinasi biji pinang dengan doksorubisin dilakukan
oleh Fitria (2007) terhadap sel kanker T47D menunjukkan bahwa ekstrak etanol
(EP), fraksi heksan (FHP) dan fraksi kloroform Pinang (FKP) memiliki aktivitas
sitotoksik dengan nilai ICsy berurutan sebesar 50, 39 dan 27 pg/mL. Doksorubisin
memiliki efek sitotoksik dengan nilai 1Csy sebesar 32 nM (0,017 pg/mL).
Kombinasi doksorubisin-EP dan doksorubisin-FKP pada sel T47D memberikan
efek sinergisme dengan konsentrasi kombinasi berurutan sebesar 6 nM-8 pg/mL
dan 11 nM-10 pg/mL dengan nilai CI<0,5.

Berdasarkan pemaparan di atas, maka penting dilakukan penelitian untuk
mengetahui efek sinergisme fraksi etil asetat rimpang lengkuas dengan fraksi etil
asetat buah kemukus, kulit kayumanis, daun jeruk purut dan biji pinang terhadap
aktivitas sel kanker T47D. Harapannya kombinasi keempat tanaman dengan
lengkuas memiliki aktivitas sitotoksik yang sinergis terhadap sel kanker sehingga

dapat dijadikan alternatif pengobatan kanker khususnya kanker payudara.

2.METODE

2.1 Alat dan Bahan

2.1.1 Alat

Almari pengering (Autonics), neraca analitik (Ohauss, Precissa), bejana maserasi,
vacuum Buchner, rotary evaporator (Heidolph), almari asam, tabung konikal steril
(Nunclone), eppendorf, mikropipet (Socorex), cell counter, incubator CO,
(Binder), 96-well plate (Iwaki), vortex (Thermolyne), Cytotoxic Safety Cabinet
(Isocide), haemocytometer (Assistent), low vacuum (GEA Medical), optilab
(Miconos), inverted microscope (Olympus CKX41), dan ELISA reader (Elx 800
Bio Tech).

2.1.2 Bahan

Rimpang lengkuas diperoleh dari daerah Boyolali. Sementara daun jeruk purut,
simplisia buah kemukus, kulit kayu manis, dan biji pinang diperoleh dari daerah
Surakarta. Bahan lainnya seperti metanol, etil asetat, akuades, sel T47D, penisilin-
streptomisin 1%, Fetal Bovine Serum (FBS) 10%, media Rosewell Park Memorial
Institute (RPMI) 1640, Phosphate Buffer Saline (PBS), Tripsin-EDTA



(Ethylenediaminetetraacetic acid), Dimethyl Sulfoxide (DMSO) 0,1%, reagen
Microculture Tetrazolium (MTT) 0,5% (50mg MTT dalam 10 mL PBS), Sodium
Dodecyl Sulfate (SDS) 10% dalam HCI 0,01N, doksorubisin 2%, alumunium foil,
yellow tips dan blue tips.

2.2 Jalannya Penelitian

2.2.1 Ekstraksi dan Fraksinasi

Simplisia masing-masing tanaman dimaserasi sebanyak 100 g dengan 10 bagian
metanol selama 3 hari dalam keadaan gelap kemudian diaduk. Maserat dipisahkan
dari ampas dengan proses penyaringan menggunakan vacuum Buchner. Pelarut
diuapkan menggunakan rotary evaporator pada suhu 64,7°C dan dilanjutkan
penguapan sisa pelarut pada suhu ruang selama 2 hari. Selanjutnya satu gram
ekstrak kental dilarutkan dengan akuades dan dipartisi menggunakan etil asetat.
Lapisan atas (partisi etil asetat) diambil dan diuapkan menggunakan rotary
evaporator pada suhu 77,1°C dan dilanjutkan penguapan sisa etil asetat dalam
lemari asam pada suhu ruang selama 2 hari.

2.2.2 Pembuatan Larutan Uji

Sampel sebanyak 10 mg ditimbang dan dilarutkan dalam 100 ul DMSO kemudian
di vortex selama 5 menit dan ditambahkan 900 pl media. Dibuat larutan stok 1%
dan dilakukan pengenceran bertingkat dengan seri konsentrasi 25; 50; 100; 200;
dan 400 pg/mL. Pembuatan seri konsentrasi 400 pg/mL diambil 40 pl dari stok 1%
dan ditambahkan media RPMI hingga 1 mL, sedangkan untuk kombinasi diambil
20 pl dari stok 1% lengkuas dan 20 ul dari stok 1% sampel tanaman lain dan
ditambahkan media RPMI hingga 1 mL.

2.2.3 Uji Aktivitas Sitotoksik

Sel T47D dengan kepadatan 1x10* sel/sumuran dimasukkan ke dalam 96-well
plate sebanyak 100 pl, dibiarkan 3 sumuran kosong untuk kontrol media (RPMITI).
Sebanyak 100 ul seri konsentrasi sampel, kontrol positif doksorubisin, kontrol
pelarut DMSO, kontrol media RPMI, dan kontrol sel T47D dimasukkan dalam
sumuran (triplo) kemudian diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37°C dalam
inkubator CO,. Selanjutnya media sel dibuang, dan ditambahkan reagen MTT pada

tiap-tiap sumuran sebanyak 100 pL. Sel diinkubasi selama 2-4 jam dalam



inkubator CO, hingga terbentuk kristal formazan, kemudian ditambahkan 100 uL
larutan stopper SDS 10% dalam 0,01N HCI. Plate dibungkus dengan alumunium
foil diinkubasi di tempat gelap pada suhu kamar selama 24 jam. Absorbansi sel
dibaca dengan ELISA reader pada panjang gelombang 550 nm. Dibuat grafik
absorbansi vs konsentrasi dan dihitung nilai ICs.

2.2.4 Model Analisis Data

e Jika absorbansi kontrol pelarut sama dengan kontrol sel

% Sel Hidup = (Absorbansi perlakuan-Absorbansi kontrol media) x 100%
P (Absorbansi kontrol sel-Absorbansi control media)

¢ Jika absorbansi kontrol pelarut lebih rendah dari absorbansi kontrol sel

(Absorbansi perlakuan-Absorbansi kontrol media) x 100%

% Sel Hidup =

(Absorbansi kontrol pelarut-Absorbansi kontrol media)

Dibuat grafik log konsentrasi vs prosentase sel hidup, dihitung persamaan
regresi linearnya, y= Bx + A. Nilai x di cari dengan memasukkan nilai y=50%.
Nilai 1Csq diperoleh dari antilog konsentrasi (CCRC, 2009).

3.HASIL DAN PEMBAHASAN

3.1 Ekstraksi dan Fraksinasi

Metode ekstraksi yang digunakan adalah maserasi dengan pelarut metanol.
Pemilihan pelarut didasarkan pada kandungan senyawa yang terdapat pada masing-
masing tanaman. Lengkuas (Alpinia galanga (L.) Will.) mengandung senyawa
golongan fenilpropanoid (Chouni and Paul, 2018) diantaranya 1°’-S-1’-
acetoxyeugenol acetate dan 1°-S-1’-acetoxychavicol acetate (Zeng et al., 2015).
Menurut Suhendi et al., (2017) senyawa golongan fenilpropanoid bersifat
semipolar. Senyawa yang bersifat semi polar ini mudah larut dalam pelarut
kloroform, DMSO dan metanol (TCI, 2018).

Menurut Junqueira et al., (2007), ekstrak kemukus mengandung senyawa
metabolit sekunder golongan alkaloid, lignan dan terpenoid termasuk aschantin,
dihidrocubebin, piperin alkaloid dan piperol. Senyawa terpenoid yang tersusun atas
rantai panjang hidrokarbon menyebabkan senyawa ini bersifat nonpolar. Pada
umumnya, sebagian besar terpenoid tidak larut dalam air tetapi larut dalam pelarut
seperti etanol, metanol, kloroform dan dietil eter (TCI, 2018). Sameni et al., (2017)



menyatakan bahwa lignin akan banyak terlarut dalam pelarut terhidroksilasi seperti
metanol dan etanol dibandingkan pelarut nonpolar. Kulit kayumanis mengandung
65-80% sinamaldehid dan 5-10% eugenol (Rao and Gan, 2014). Penelitian oleh
Astuti (2017) menunjukkan bahwa senyawa sinamaldehid yang terdapat dalam
ekstrak kulit batang kayumanis dapat larut dalam metanol.

Daun jeruk purut diketahui mengandung alkaloid, flavonoid, terpenoid,
tanin dan saponin (Tunjung et al., 2015). Sementara Pinang mengandung alkaloid,
flavonoid, tanin, triterpen dan steroid. Menurut penelitian yang dilakukan oleh
Yubin et al., (2014), alkaloid dapat larut dalam metanol dan etanol. Senyawa
flavonoid umumnya tidak larut dalam air, tetapi larut dalam metanol, etanol,
aseton, etil asetat, etil eter, dan pelarut organik lainnya (Ferreira dan Pinho, 2012).

Ekstrak yang diperoleh dari hasil maserasi masih kasar dan mengandung
senyawa yang sangat kompleks sehingga dilakukan fraksinasi untuk mengisolasi
dan memurnikan senyawa. Proses fraksinasi digunakan etil asetat yang bersifat
semipolar. Hal ini dikarenakan komponen yang dianalisis bersifat semipolar
(Saifudin, 2014). Rendemen hasil ekstraksi dan fraksinasi ditunjukkan pada Tabel
1.

Tabel 1. Persentase Rendemen Ekstrak Metanol dan Fraksi Etil Asetat Rimpang
Lengkuas, Buah Kemukus, Kulit Kayumanis, Daun Jeruk Purut dan Biji Pinang

Si?negl?:ia Berat Rendeman Berat_ Rendemen
Sampel Kering Ekstrak Ekstrak Fraksi Fraksi
©) Kental (g) (%) Kental (g) (%)
Lengkuas 300,08 42,04 14,01 12,60 4,20
Kemukus 100,00 37,11 37,11 27,03 27,03
Kayumanis 100,02 28,60 28,59 2,85 2,85
Jeruk purut 100,01 25,91 25,91 2,76 2,76
Pinang 100,00 26,23 26,23 2,06 2,06

3.2 Aktivitas Sitotoksik
MTT assay, 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolium bromid didasarkan

pada reduksi garam kuning tetrazolium oleh sistem reduktase. Suksinat tetrazolium



yang termasuk dalam rantai respirasi dalam mitokondria sel-sel yang hidup
membentukan kristal formazan yang berwarna ungu dan tidak larut. Kristal
tersebut dilarutkan dengan reagen stopper dan pengukuran absorbansi
menggunakan ELISA reader. Jumlah sel yang hidup sebanding dengan intensitas

warna ungu yang terbentuk (CCRC, 2009).
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Gambar 1. Grafik perlakuan doksorubisin pada sel T47D

Doksorubisin merupakan obat kemoterapi golongan Antrasiklin yang
memiliki aktivitas antineoplastik. Menurut Aghaee et al., (2013) doksorubisin
dosis rendah memiliki efek sitotoksik terhadap sel T47D, sehingga doksorubisin
digunakan sebagai kontrol positif. Kegunaan kontrol positif adalah untuk melihat
adanya perbedaan efek sitotoksik yang dihasilkan sampel dengan efek sitotoksik
obat antikanker. Mekanisme sitotoksik yang ditimbulkan doksorubisin berasal dari
interkalasi doksorubisin ke dalam DNA dan gangguan perbaikan DNA yang
dimediasi topoisomerase Il, serta pembentukan radikal bebas dan kerusakannya
pada membran sel, DNA dan protein (Thorn, 2011). Hasil penelitian menunjukkan
bahwa persen sel hidup menurun dengan adanya peningkatan konsentrasi
doksorubisin (dose dependent respone) (Gambar 1) dengan nilai ICsq sebesar 6,35
pg/mL. Penelitian sebelumnya memiliki nilai 1Csq sebesar 15 nM (0,008 pg/mL)
(Anindyajati et al., 2010).



Gambar 2. Pengamatan sel T47D secara mikroskopis dengan perbesaran 100x. Sel
80% konfluen (A); perlakuan sampel tunggal: fraksi etil asetat rimpang lengkuas
konsentrasi 50 pug/mL (B); fraksi etil asetat buah kemukus konsentrasi 100 pg/mL
(C); fraksi etil asetat kulit kayumanis konsentrasi 200 pg/mL (D); fraksi etil asetat
daun jeruk purut konsentrasi 100 pug/mL (E); dan fraksi etil asetat biji pinang
konsentrasi 400 pug/mL (F).

Morfologi sel T47D yang diamati seperti sel epitel (CCRC, 2009)
berbentuk lonjong, menggerombol dan memiliki inti sel (Gambar 2A). Perlakuan
sampel lengkuas pada sel T47D menunjukkan adanya kematian sel yang ditandali
dengan perubahan bentuk sel yang mengecil, berwarna hitam dan tidak memiliki
inti sel (Gambar 2B). Perlakuan sampel kemukus, kayumanis dan jeruk purut juga
menunjukkan adanya kematian sel T47D (Gambar 2C, 2D, 2E). Sedangkan
perlakuan sampel pinang pada sel T47D tidak menunjukkan adanya kematian sel
(Gambar 2F).

Tabel 2. Nilai 1Csp dan Kategori Aktivitas Sitotoksik menurut National Centre
Institute (NCI) and Green et al., (1972) serta Srisawat et al., (2013):

No. Nilai 1Csp (ug/mL) Kategori Aktivitas Sitotoksik

1. <20 Sangat aktif
2. 21-200 Moderat
3. 201-500 Lemah

4, >500 Tidak aktif




Aktivitas sitotoksik suatu agen kemoterapi ditetapkan dengan nilai 1Cs
(Median Inhibitor Consentration) atau konsentrasi yang dapat menghambat 50%
populasi. Kategori aktivitas sitotoksik ditunjukkan pada Tabel 2. Suatu agen
sitotoksik dapat dikatakan memiliki aktivitas sitotoksik yang sangat poten apabila

memiliki nilai 1Cso kurang dari 20 pg/mL.

Tabel 3. Nilai 1Csodan Kategori Aktivitas Sitotoksik Uji Tunggal Fraksi Etil Asetat
Rimpang Lengkuas, Buah Kemukus, Kulit Kayumanis, Daun Jeruk Purut dan Biji

Pinang

|Cso (Hg/mL) Rata-rata ICs | oredOr!
No Sampel Uii 1 Ui 2 (g/mL) Aktivitas

] J Ho Sitotoksik
1. Lengkuas 46,06 75,86 60,96 Moderat
2. Kemukus 183,23 97,66 140,44 Moderat
3. Kayumanis 291,07 116,65 203,86 Lemah
4. Jeruk Purut 101,62 177,83 139,73 Moderat
5. Pinang >500 >500 >500 Tidak Aktif

Lengkuas merupakan salah satu tanaman yang banyak diteliti sebagai agen
antikanker. Lengkuas mengandung senyawa golongan fenilpropanoid (Chouni and
Paul, 2018) diantaranya 1°’-S-1’-acetoxyeugenol acetate dan 1’-S-1’-
acetoxychavicol acetate (Zeng et al., 2015). Menurut Suhendi et al., (2017) 1°-S-
1’-acetoxychavicol acetate (ACA) memiliki aktivitas sitotoksik terhadap sel T47D.
Penelitian yang dilakukan Hidayati (2019) menunjukkan bahwa fraksi etil asetat
rimpang lengkuas yang berasal dari Boyolali memiliki aktivitas sitotoksik terhadap
sel kanker T47D dengan nilai 1Csy sebesar 52,17 pg/mL. Hasil penelitian
menunjukkan bahwa lengkuas memiliki aktivitas sitotoksik dengan nilai I1Cs
sebesar 60,96 pg/mL. Hal ini menunjukkan bahwa lengkuas memiliki kategori
aktivitas sitotoksik moderat (Tabel 3).

Penelitian yang dilakukan Mulyawati (2017) menunjukkan bahwa ekstrak
metanol dan fraksi kloroform kemukus memiliki aktivitas sitotoksik terhadap sel
kanker T47D dengan nilai 1Csy sebesar 134,95 dan 225,30 ug/mL. Hasil penelitian

menunjukkan bahwa kemukus memiliki aktivitas sitotoksik dengan nilai 1Csg
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sebesar 140,44 pg/mL. Hal ini menunjukkan bahwa kemukus memiliki kategori
aktivitas sitotoksik moderat. Ekstraksi kayumanis dengan metode sokletasi
menghasilkan ekstrak yang memiliki aktivitas sitotoksik terhadap sel MCF-7.
Aktivitas sitotoksik tersebut memiliki nilai 1Csp sebesar 58 pug/mL (Wahab et al.,
2017). Penelitian yang dilakukan menunjukkan bahwa fraksi etil asetat kayumanis
memiliki aktivitas sitotoksik lemah terhadap sel T47D dengan nilai 1Csy sebesar
203,86 pg/mL. Perbedaan hasil penelitian dengan penelitian sebelumnya
disebabkan oleh banyaknya senyawa sinamaldehida dan eugenol yang terlarut
dalam air pada saat proses fraksinasi serta perbedaan jenis sel yang digunakan
dalam penelitian.

Daun jeruk purut mengandung alkaloid, flavonoid, terpenoid, tannin and
saponin (Tunjung et al., 2015). Daun jeruk purut memiliki aktivitas sitotoksik yang
moderat terhadap sel kanker payudara T47D. Penelitian dilakukan terhadap ekstrak
etanol, klorofoform, dan etil asetat. Ekstrak kloroform menunjukkan antivitas
sitotoksik tertinggi dengan nilai 1Csy sebesar 128,89 pg/mL, selanjutnya diikuti
ekstrak etil asetat dengan nilai 1Csy sebesar 283,12 pug/mL dan ekstrak etanol
memiliki nilai 1Cso sebesar 444 ng/mL (Anggraini, 2014). Penelitian yang
dilakukan menunjukkan bahwa fraksi etil asetat daun jeruk purut memiliki
aktivitas sitotoksik dengan nilai 1Cso sebesar 139,73 pg/mL. Hal ini menunjukkan
bahwa jeruk purut memiliki konsistensi kategori aktivitas sitotoksik moderat.

Pinang mengandung alkaloid, flavonoid, tannin, triterpen dan steroid.
Flavonoid yang terkandung dalam pinang yaitu jacareubin memiliki aktivitas
sitotoksik terhadap sel SGC-7901 dan sel SMMC-772 (Peng et al., 2015).
Penelitian oleh Fitria (2007) menunjukkan bahwa ekstrak etanol, fraksi heksan dan
fraksi kloroform biji pinang memiliki aktivitas sitotoksik yang potensial tinggi
terhadap sel kanker T47D dengan nilai ICsy berurutan sebesar 50, 39 dan 27
ug/mL. Penelitian yang dilakukan menunjukkan bahwa fraksi etil asetat biji pinang
tidak memiliki aktivitas sitotoksik terhadap sel T47D dengan nilai 1Csp >500
pg/mL.

Perbedaan hasil penelitian dengan penelitian sebelumnya disebabkan

karena perbedaan pelarut yang digunakan. Menurut Ferreira dan Pinho (2012)
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senyawa flavonoid umumnya larut dalam metanol, etanol dan pelarut organik
lainnya. Hal ini yang menyebabkan crude ekstrak pinang lebih poten dibandingkan
fraksi etil asetat pinang. Efek sitotoksik pinang meningkat apabila difraksi dengan
pelarut yang cenderung bersifat nonpolar yaitu fraksi heksan dan fraksi kloroform
karena senyawa golongan flavonoid dapat terekstraksi pada pelarut dengan

polaritas lemah (Gupta et al., 2018).

Tabel 4. Nilai 1Csy dan Kategori Aktivitas Sitotoksik Uji Kombinasi Fraksi Etil
Asetat Rimpang Lengkuas dengan Fraksi Etil Asetat Buah Kemukus, Kulit
Kayumanis, Daun Jeruk Purut dan Biji Pinang

1Cso (H/ML) Rata-rata Kategori
No Sampel Aktivitas

Uiz uji2 1Csoamb) geooik
1. Lengkuas- Kemukus 104,23 93,54 98,88 Moderat
2. Lengkuas- Kayumanis 86,49 79,98 83,24 Moderat
3. Lengkuas- Jeruk Purut 84,53 54,07 69,30 Moderat
4, Lengkuas- Pinang 98,17 72,95 85,56 Moderat

Peningkatan aktivitas sitotoksik dilihat dari nilai 1Cs, atau konsentrasi yang
dapat menghambat 50% populasi. Menurut CCRC (2009), efek kombinasi yang
ideal adalah senyawa yang dikombinasi memiliki efek sinergis melawan sel
kanker. Menurut Roell et al., (2017) Sinergis umumnya didefinisikan sebagai efek
dari dua atau lebih agen yang bekerja dalam kombinasi yang lebih besar dari efek
aditif yang diharapkan dari agen tersebut, jika suatu senyawa dalam keadaan
tunggal efeknya sangat lemah ataupun tidak berefek (Saifudin, 2014). Hasil
penelitian kombinasi menunjukkan bahwa lengkuas tunggal memiliki efek
sitotoksik yang lebih besar dibandingkan kombinasi lengkuas dengan keempat
tanaman, sehingga dapat dikatakan bahwa kombinasi lengkuas dengan tanaman
lain tidak memiliki efek sinergisme. Nilai ICsy lengkuas sebesar 60,96 pg/mL,
sedangkan nilai 1Cso kombinasi lengkuas-kemukus, lengkuas-kayumanis, lengkuas-
jeruk purut dan lengkuas-pinang berurutan sebesar 98,88; 83,24; 69,30 dan 85,56
png/mL (Tabel 4). Aktivitas sitotoksik kemukus, kayumanis, jeruk purut dan pinang

jika dikombinasikan dengan lengkuas akan terjadi peningkatan aktivitas sitotoksik.
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Hal ini terjadi karena efek yang dihasilkan merupakan aktivitas sitotoksik yang

berasal dari lengkuas.

140 -+

120 +

100 -+
s == Lengkuas Tunggal
© 80 -
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& 60 -
N Lengkuas-Kayumanis

40 - == Lengkuas-Jeruk Purut
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0 ™ r, T o 1
0 100 200 300 400 500
Konsentrasi (ug/mL)

Gambar 4. Grafik perbandingan konsentrasi dan persen sel hidup uji kombinasi
lengkuas dengan kemukus, kayumanis, jeruk purut dan pinang.

Peningkatan konsentrasi sebanding dengan adanya penurunan persen sel
hidup (dose dependent response) terjadi pada sampel lengkuas tunggal, serta
kombinasi lengkuas dengan kemukus dan kayumanis ditunjukkan pada Gambar 4.
Sedangkan pada sampel kombinasi lengkuas dengan jeruk purut dan pinang terjadi
peningkatan persen sel hidup pada konsentrasi 200 dan 400 pg/mL. Menurut Roell
etal., (2017) Sinergis umumnya didefinisikan sebagai efek dari dua atau lebih agen
yang bekerja dalam kombinasi yang lebih besar dari efek aditif yang diharapkan
dari agen tersebut, jika suatu senyawa dalam keadaan tunggal efeknya sangat
lemah ataupun tidak berefek (Saifudin, 2014). Hasil penelitian menunjukkan
bahwa kombinasi lengkuas dengan keempat tanaman tidak menunjukkan efek
sinergisme. Peningkatan aktivitas sitotoksik yang terjadi pada kombinasi lengkuas-
kemukus, lengkuas-kayumanis, lengkuas-jeruk purut dan lengkuas-pinang
dibandingkan aktivitas sitotoksik kemukus, kayumanis, jeruk purut dan pinang
tunggal dikarenakan aktivitas sitotoksik yang berasal dari senyawa 1°-S-1’-

acetoxyeugenol acetate (ACA) dalam lengkuas.
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4, PENUTUP

4.1 Kesimpulan

Kombinasi fraksi etil asetat rimpang lengkuas dengan fraksi etil asetat buah
kemukus, kulit kayumanis, daun jeruk purut dan biji pinang tidak menghasilkan
efek sinergisme terhadap aktivitas sitotoksik sel T47D.

4.2 Saran

Untuk penelitian lebih lanjut sampel tanaman yang diteliti serta pelarut yang
digunakan baik dalam proses ekstraksi maupun fraksinasi sebaiknya disesuaikan

dengan referensi penelitian yang diacu.
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