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ABSTRAK

PENGARUH RADIOPASTEURISASI PADA SIMPLISIA KULIT BATANG
MAHKOTA DEWA (Phaleria macrocarpa (Scheff) Boerl.) TERHADAP AKTIVITAS ANTI
KANKER. Telah dilakukan iradiasi dosis 7,5 kGy simplisia kulit batang mahkota dewa (Phaleria
macrocarpa (Scheff) Boerl.). Tujuan penelitian ini untuk mempelajari pengaruh iradiasi gamma
terhadap aktivitas antikanker simplisia kulit batang mahkota dewa. Simplisia kontrol dan yang
diiradiasi dengan dosis 7,5 kGy dimaserasi dengan n-heksan, lalu dilanjutkan dengan maserasi
menggunakan etil asetat, Filtrat etil asetat dipekatkan, ditimbang dan diuji aktivitas daya hambatnya
terhadap pertumbuhan sel leukemia L1210 memberikan nilai ICsp 11,95 Zg/ml (kontrol) dan 20,69

g.ml (simplisia yang diiradiasi 7,5 kGy). Ekstrak etil asetat kontrol dan simplisia iradiasi
difraksinasi menggunakan kromatografi kolom terbuka sehingga diperoleh 8 fraksi. Fraksi 6
merupakan fraksi paling aktif berpotensi sebagai antikanker. Hasil uji daya hambat fraksi 6 terhadap
pertumbuhan sel leukemia L1210 memberikan nilai ICs; 7,86 Cig.ml (kontrol) dan 17,07 = g/ml
(sampel jradiasi). Antiproliferasi fraksi 6 kontrol terhadap 4 jenis sel kanker lestari HeLa, THP-I,
HUT-78 dan A-549 memberikan nilai ICs, berturut-turut 3,65; 5,59; 3,55; dan 4,06 _g/ml. Fraksi 6
dari simplisia iradiasi memberikan nilai ICs, terhadap 4 jenis sel kanker 8,26; 7,02; 5,03; dan 5.59

g/ml. Iradiasi gamma sebesar 7,5 kGy pada simplisia kulit batang mahkota dewa menurunkan nilai
1Cx fraksi 6. namun masih dalam batas aktif sebagai antikanker. Hasil maserasi 900 g kulit batang
mahkota dewa tanpa radiasi dengan etanol diperoleh ekstrak seberat 42 g (4,7%).

Kata kunci : antikanker, kulit batang, mahkota dewa, Phaleria macrocarpa (Scheff)
Boerl., radiopasteurisasi

ABSTRACT

THE EFFECTS OF RADIOPASTEURIZATION ON MAHKOTA DEWA BARK
(Phaleria macrocarpa (Scheff) Boerl.) AGAINST ANTICANCER ACTIVITIES. It was carried
out irradiation on mahkota dewa bark (Phaleria macrocarpa (Scheff) Boerl.) at dose 7.5 kGy. The
purpose of this research was to study the effects on anticancer activities of mahkota dewa bark.
Control and irradiated samples were macerated with n-hexane, and then macerated in ethyl acetate.
Ethyl acetate filtrate were saturated, weighed and assayed their inhibition activities against leukemia
L1210 cell growth, the results were gave the ICs, value 11.95 pg/ml (control) and 20.69 pg/ml
(irradiated samples). Ethyl acetate extract of control and irradiated samples were fractionated using
open column chromatography and given 8 fraction.. Fraction 6 was the most active fraction as
anticancer. The result of inhibition activities of the fraction 6 against leukemia L1210 cell growth
gave 1Csq value 7.86 ng/ml (control) and 17.07 pg/ml (7,5 kGy). The antiproliferation of control’s
fraction 6 against 4 kinds of lestari cancer cell HeLa, THP-1, HUT-78 and A-549 gave ICs, value
berturut-turut 3.65; 5.59; 3.55; and 4.06 pg/ml. The fraction 6 of irradiated samples gave ICs, value
against 4 Kinds of cancer cells 8.26; 7.02; 5.03; and 5.59 pg/ml. Gamma Irradiation 7,5 kGy on
mahkota dewa bark decreased ICs, value of fraction 6, but they were still active as anticancer agents.
The maceration result of 900 g mahkota dewa bark without radiation using ethanol was obtained 42
g exctract (4.7%).

Keywords : anticancer, bark, mahkota dewa, Phaleria macrocarpa (Scheff) Boerl.,
radiopasteurization
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PENDAHULUAN

Tanaman obat yang berjumlah lebih kurang 30.000 spesies merupakan warisan
kekayaan flora Indonesia yang sangat banyak manfaatnya. Salah satu tanaman obat yang
multi guna adalah mahkota dewa Phaleria macrocarpa (Scheff) Boerl.(Gambar 1).
Batangnya secara bisa mengobati kanker tulang (1). Daun dan buahnya digunakan untuk
mengobati penyakit kulit, gatal-gatal, eksim, diabetes sampai kanker. Buah berkhasiat
sebagai antioksidan dan antikanker (2). Daunnya bisa menyembuhkan lemah syahwat,
disentri, alergi, dan tumor. Cangkang buah berkhasiat untuk mengobati penyakit kanker

payudara, kanker rahim, sakit paru-paru, dan sirosis hati.

2

(c

Gambar 1. a. Tanaman mahkota Dewa, b. kulit batang dan c. Serbuk kulit batang

Beberapa tahun terakhir telah banyak dilakukan penelitian untuk mengetahui
kandungan senyawa dalam mahkota dewa. Zhang dkk. Melaporkan bahwa buah mahkota
dewa mengandung 1 senyawa fenol baru yaitu 4,4’-dihidroksi-2-metoksibenzo-fenon-6-0-
p-D-glukopiranosida (mahkosida A), mangiferin, kaemferol-3-O-B-D-glukosida, asam
dodekanoat, asam palmitat, etil stearat dan sukrosa (3). Oshimi telah melaporkan bahwa
buah mahkota dewa mengandung phalerin ( 2,4°, 6-trihidroksi-4-metoksibenzofenon-2-O-
B-n-glukosida) (4). Hartati dkk juga telah menemukan senyawa phalerin dalam daun
mahkota dewa (5). Ekstrak etil asetat kulit batang mahkota dewa aktif menghambat
pertumbuhan sel leukemia L1210 (ICso 11,9 pg/ml) dan mengandung senyawa 2,4°, 6-
trihidroksi-4-metoksibenzofenon-2-0-B-p-glukosida (6,7,8)

Simplisia kering mudah mengalami kerusakan selama penyimpanan karena
tercemar mikroba, sehingga dapat menurunkan khasiat atau mutu dari bahan baku

tersebut. Teknologi radiasi dengan dosis 10 kGy dapat menurunkan angka kuman pada

270



Prosiding Seminar llmiah Hasil Penelitian Aplikasi Isotop dan Radiasi

simplisia daging buah mahkota dewa dari 10 koloni/gram (9,10) menjadi 10°
koloni/gram, hal ini memenuhi syarat baku mutu menurut Badan Pengawas Obat dan
Makanan (BPOM) (11). Iradiasi gamma untuk memperpanjang daya simpan dengan mutu
simplisia yang terjamin.Teknik radiasi gamma ini mempunyal beberapa keuntungan
diantaranya daya tembus tinggi, diproses pada suhu kamar, tidak meninggalkan residu,
ramah lingkungan dan produk akhir dalam kemasan (12).

Pengaruh iradiasi gamma terhadap khasiat simplisia bahan obat belum banyak
diteliti. Pada penelitian ini akan dipelajari pengaruh iradiasi gamma terhadap aktivitas
sitotoksik simplisia kulit batang mahkota dewa Phaleria macrocarpa (Scheff.) Boerl. Pada
dosis 7.5 kGy diharapkan aktivitas fraksi 6 kulit batang mahkota dewa tidak mengalami

perubahan.

BAHAN DAN METODE
Bahan dan Alat

Bahan. Simplisia kering yang digunakan pada penelitian ini adalah rajangan kulit
batang mahkota dewa [Phaleria Macrocarpa (Scheff) Boerl.] yang diperoleh dari kebun
petani mahkota dewa di Desa Cibeuteung, Parung, Bogor, Jawa Barat. Bahan kimia yang
digunakan yaitu n-heksan, etil asetat, , metanol, sel leukemia L1210, RPMI Medium-1640,
Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM/F-12), Fetal Bovine Serum (FBS), dan biru
tripan 0,4 %.

Alat. Penguap putar, desikator vakum, neraca analitik, kolom kromatografi,
inkubator CO, Multiwell plate tissue’s culture 24 sumuran, mikroskop, haemocytometer

Neubauer improved, dan alat-alat gelas.

Metode

Iradiasi. Rajangan simplisia kering kulit batang mahkota dewa [Phaleria
Macrocarpa (Scheff) Boerl.] disiapkan dallam 2 kemasan yang masing-masing beratnya
100 g untuk kontrol dan sampel iradiasi. Masing-masing sampel dimasukkan ke dalam
kantong polietilen lalu diseal rapat dengan sealear. Sampel diiradiasi menggunakan
sumber radiasi ’Co dengan dosis 7,5 kGy pada laju dosis 10 kGy/jam.

Pembuatan Ekstrak. Sejumlah kurang lebih 100 g simplisia kulit batang mahkota
dewa (kontrol dan yang diiradiasi) dimaserasi 3 kali dengan pelarut n-heksan masing-

masing 700 ml, kemudian residunya dimaserasi kembali dengan pelarut etil asetat
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sebanyak 3 x masing-masing 700 ml. Masing-masing filtrat s»-heksan dan otil asetat
selanjutnya dipekatkan menggunakan rotavapor pada suhu kurang lebih 40 °C hingga
diperoleh ekstrak kental. Ekstrak selanjutnya dikeringkan menggunakan desikator vakum
hingga semua pelarut menguap, lalu ditimbang. Ekstrak etanol kulit batang juga
dipersiapkan untuk uji toksisitas terhadap mencit, 900 g kulit batang kering dimaserasi
dalam pelarut etanol. Maserat disaring dengan kertas saring, lalu dipekatkan dengan
rotavapor dan residu yang diperoleh dikeringkan dan ditimbang,

Fraksinasi Ekstrak Etil Asetat dengan Kromatografi Kolom. Ekstrak etil asetat
difraksinasi menggunakan kromatografi kolom dengan adsorben silika gel 60 ukuran 70-
230 mesh. Ekstrak etil asetat sebanyak 1 g yang telah dihomogenkan dengan celite 545
(6.5 g) dimasukkan ke dalam kolom. Eluen yang sesuai dituang sedikit demi sedikit ke
dalam kolom. Pemisahan dilakukan dengan pengelusi sistem landaian (gradien) n-heksan-
etil asetat-metanol dari perbandingan 3:1:0 hingga 0:0:1. Hasil pemisahan setiap fraksi
kurang lebih 150 ml, diperoleh 8 fraksi, kemudian setiap fraksi dipekatkan, dikeringkan
dan ditimbang,

Uji aktivitas sitotoksik terhadap Sel Leukemia L1210 (6). Pengujian aktivitas
dilakukan pada ekstrak etil asetat dan fraksi 6 yang diperoleh dari hasil fraksinasi.
Pengujian aktivitas pada ekstrak dilakukan dengan variasi konsentrasi ekstrak 5,10, 20, 40,
dan 80 pg/ml medium yang mengandung 1 ml suspensi sel leukemia L1210 yang
dimasukkan ke dalam muiti well plate tissue’s culture. Pengujian aktivitas fraksi 6 dengan
variasi konsentrasi 2, 4, 8, 16, dan 32 pg/ml. Sebagai kontrol negatif digunakan 10 pl
metanol yang telah ditambahkan 1 ml suspensi sel. Percobaan dilakukan secara duplo,
selanjutnya suspensi sel yang telah diisi zat uji diinkubasi pada suhu 37 °C dalam inkubator
5% CO; selama 48 jam.

Perhitungan sel dilakukan menggunakan haemocytometer Neubauer improved (0,100
mm, 0,0025 mm?). Untuk membedakan antara sel hidup dengan sel mati dapat diamati di
bawah mikroskop dengan pewarnaan biru tripan dimana sel-sel yang hidup tidak terwarnai
dan tampak transparan, sedang sel yang mati berwarna biru. Aktivitas sitotoksik yang
dinyatakan dalam persentase inhibisi dihitung terhadap total jumlah sel leukemia L1210,

Persentase penghambatan zat uji terhadap pertumbuhan sel leukemia L1210 dihitung
sebagai berikut:

(B-A)

% inhibisi = x 100%

B
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A ¢ jumlah sel total (hidup dan mati) dalam media yang mengandung zat uji
B :jumlah sel total (hidup dan mati) dalam media yang tidak mengandung zat uji

Data persentase inhibisi selanjutnya diplotkan ke tabel probit untuk memperoleh nilai
probit, kemudian dibuat grafik antara log konsentrasi (x) dan probit (y) sehingga diperoleh
persamaan regresi linier y = a + b x. Dengan memasukkan nilai y = 5 (probit dari 50%),
maka nilai ICsq diperoleh dengan mengkonversikan nilai log konsentrasi ke bentuk anti
log. ICsg yaitu konsentrasi zat uji yang dapat menghambat pertumbuhan sel sebesar 50 %.
Ekstrak dengan nilai ICsp < 50 pg/ml dinyatakan aktif menghambat pertumbuhan sel
leukimia L1210 (13).

Uji aktivitas sitotoksik terhadap sel kanker manusia secara in vitro. Uji aktivitas
sitotoksik pada sel kanker manusia (HeLa, THP-1, HUT-78 and A-549) dilakukan terhadap
fraksi 6 dari simplisia kontrol dan yang diradiasi 7,5 kGy. Masing-masing sampel dibuat
dengan 6 macam konsentrasi, yaitu 0 ékontrol), 2, 4, 8,16, dan 32 pg/ml, dengan ulangan
tiga kali. Sebagai kontrol positif digunakan doksorubisin dengan konsentrasi 6 pg/ml.
Masing-masing konsentrasi ditempatkan dalam multiwel] plate tissue’s culture 24 sumuran
yang berisi 1 ml suspensi sel (mengandung 2 x 10° sel) dalam medium, kemudian
diinkubasi dalam inkubator CO, 5% pada suhu 37°C selama 72 jam. Suspensi sel dalam
setiap sumuran dipipet 90 pl dan dimasukkan ke dalam serocluster plate (96 sumuran) dan
ditambah 10 pl biru tripan, lalu dihomogenkan kembali. Sebanyak 10 pl larutan dialirkan
ke dalam haemocytometer dan dilakukan perhitungan jumlah sel-yang hidup dan yang mati
di bawah mikroskop. Selanjutnya dihitung persentasi aktivitas antiproliferasi dan nilai ICsq
yaitu konsentrasi yang menyebabkan pertumbuhan sel terhambat sebesar 50% dengan cara

yang sama seperti pada perhitungan terhadap sel L1210.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Pembuatan Ekstrak dan Fraksinasi dengan Kolom Kromatografi. Hasil maserasi
dan pemekatan ekstrak etil asetat dari simplisia kontrol dan yang diradiasi memberikan
residu masing-masing seberat 2 gram. Masing-masing ekstrak sampel kontrol dan yang

diradiasi difraksinasi melalui kolom kromatografi. Fraksi 6 merupakan fraksi
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Tabel. 1. Hasil fraksinasi ekstrak etil asetat kulit batang mahkota dewa (1 ¢)

Fraksi Warna Rendemen (%) 4!
1 Hijau kehitaman 3.1
e Hijau kehitaman 57
3 Hijau kehitaman 2,9
4 Hijau kehitaman £
5 Hijau kehitaman 5,6
6 Hijau tua kehitaman 52,1
7 Coklat tua 18,3
8 Coklat tua 10,2

paling banyak sebanyak 52,1%. Berdasarkan hasil penelitian sebelumnya bahwa fraksi 6

merupakan fraksi yang paling aktif berpotensi sebagai antikanker (6).

Uji Aktivitas Sitotoksik Ekstrak Etil Asetat. Grafik probit vs log konsentrasi hasil uji

aktivitas sitotoksik ekstrak etil asetat dan fraksi 6 terhadap pertumbuhan sel leukemia

L1210 disajikan pada Gambar 2 dan 3. Nilai ICs, ekstrak etil asetat kulit batang kontrol
dan iradiasi 7,5 kGy, masing-masing 11,95 dan 20,69 pg/ml. Nilai ICsq fraksi 6 kulit

batang kontrol dan iradiasi 7,5 kGy, masing-masing 7,86 dan 17,07 pg/ml. Nilai ICs,

ekstrak etil asetat dan fraksi 6 setelah iradiasi 7,5 kGy menunjukkan nilai ICsy masih dalam

batas aktif sebagai antikanker < 50 pg/ml (13).

Uji Aktivitas Sitotoksik Fraksi 6. Hasil uji aktivitas antikanker fraksi 6 (kulit batang
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Gambar 2. Grafik probit vs log konsentrasi hasil uji daya hambat ekstrak kontrol (a) dan

simplisia iradiasi 7,5 kGy (b)
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Gambar 3. Grafik probit vs log konsentrasi hasil
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simplisia iradiasi 7,5 kGy (b) terhadap

kontrol terhadap sel kanker HeLa, THP-1, HUT-

Nilai IC

u

11 daya hambat fraksi 6 kontrol (a) dan
sel leukemia L1210

78 and A-549 disajikan pada Gambar 4.

so fraksi 6 kulit batang kontrol terhadap sel kanker HeLa, THP-1, HUT-78 and A-

549. masing-masing diperoleh 3,65; 5,59; 3,55 dan 4,06 pg/ml. Nilai ICs, fraksi 6 dari kulit

batang yang diradiasi 7,5 kGy memberikan nilai IC

so berturut-turut terhadap sel kanker

HeLa. THP-1, HUT-78 and A-549 masing-masing  8,26; 7,02; 5,03; dan 5,59 pg/ml.

Aktiv

itas antikanker simplisia menunjukkan adanya penurunan, namun masih dalam batas

aktif sebagai antikanker < 50 pg/ml. Menurut MANS (13), ekstrak dinyatakan memiliki

aktivitas sitotoksik apabila nilai ICs, <50 pg/ml. Dengan demikian
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Gambar 4. Grafik probit vs log konsentrasi hasil uji daya hambat fraksi 6 kontrol (a) dan
simplisia iradiasi 7,5 kGy (b) terhadap sel kanker :
1. HeLa, 2. THP-1, 3. HUT-78 dan 4. A-549
perlakuan iradiasi pada dosis 7,5 kGy masih dapat mempertahankan aktivitas sitotoksik

baik ekstrak etil asetat maupun fraksi 6 kulit batang mahkota dewa.

Pembuatan Ekstrak Sebagai Persiapan Uji Toksisitas. Hasil maserasi 900 g simplisia
kulit batang yang diiradiasi 0 kGy dalam etanol setelah dipekatkan, yaitu seberat 42 g (4.7
). Maserasi kulit batang yang diradiasi dengan dosis 7,5 kGy sedang dilakukan (5).

(a) (b) ()

Gambar 5. (a) Serbuk kulit batang mahkota dewa
(b). Maserasi 0 kGy dan 7.5 kGy dalam pelarut etanol
(). Residu hasil maserasi kulit batang 0 kGy

KESIMPULAN

I. Hasil uji daya hambat ekstrak etil asetat kontrol dan yang diiradiasi 7,5 kGy terhadap
pertumbuhan sel leukemia L1210 memberikan nilai ICsq sebesar 11,95 dan 20,69
mg/ml, fraksi 6 dari simplisia kontrol dan yang diiradiasi masing-masing 7,86 dan 17.07
mg/ml.
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[§]

- Hasil uji daya hambat fraksi 6 dari simplisia kulit batang kontrol dan yang diiradiasi
terhadap 4 jenis sel kanker menunjukkan nilai 1Cs0 <10 pg/ml.

. Iradiasi gamma sebesar 7.5 kGy tidak merusak a
dewa sebagai antikanker.

4. Hasil maserasi 900 g simplisia kulit bata

dipekatkan, yaitu seberat 42 g (4,7

dosis 7.5 kGy sedang dilakukan.

(98]

ktivitas simplisia kulit batang mahkota

ng yang diiradiasi 0 kGy dalam etanol setelah
%). Maserasi kulit batang yang diradiasi dengan
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