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SUMMARY

CYTOTOXIC ASSAY USING BSLT (Brine Shrimp Lethality Test) AND
ISOLATION OF STEROID COMPOUND FROM n-HEXANE FRACTION
OF Ludwigia Leptocarpa LEAVES

Ulfa Nadia : Adviser by Dr. Ferlinahayati', M. Si dan Dr. Eliza®, M. Si.

!Departement of Chemistry, Faculty of Mathematics and Natural Sciences,
Sriwijaya University

Scientific writing in the form of skripsi, Juli 2018
xvii + 51 pages, 7 tabels, 15 pictures, 6 appendixes

Ludwigia leptocarpa is a colonizer of semi aquatic plant where habitat in the
swamp. Based on the literature, it been reported from secondary metabolite
contained in this plant are steroid, terpenoid, and flavonoid. The aim of the
research are to isolate and characterize steroid compound as well as its toxicity of
n-heksana fraction and the isolate compound of L.leptocarpa leaves. The
extraction process was conducted by maceration using methanol as a solvent and
followed separation by liquid-liquid extraction using n-hexane, and purification
were conducted by several chromatography techniques. The isolated compound
was a obtained white solid form (7,3 mg) with melting point 114-115,8 °C. Based
on spectral data IR and *H-NMR, also comparison with literature as well as the
authentic sample, suggested that the isolated compound was a B-sitosterol. The
cytotoxic activity from n-hexane fraction and the isolated compound against
Artemia salina using BSLT’s method showed that n-hexane fraction and the
isolated compound were active cytotoxic with LCso 560,71 pg/mL and 30,52
pg/mL respectively.

Keywords : L. leptocarpa, p-sitosterol, cytotoxic, BSLT method

Citation : 33 (1966-2017)
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RINGKASAN

UJI SITOTOKSIK DENGAN METODE BSLT (Brine Shrimp Lethality Test)
DAN ISOLASI SENYAWA STEROID DARI FRAKSI n-HEKSANA DAUN
Ludwigia Leptocarpa

Ulfa Nadia : Dibimbing oleh Dr. Ferlinahayati!, M.Si dan Dr. Elizal, M.Si.

Ljurusan Kimia, Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam, Universitas
Sriwijaya

Karya tulis ilmiah berupa skripsi, Juli 2018
xvii + 51 halaman, 7 tabel, 15 gambar, 6 lampiran

Ludwigia leptocarpa merupakan tumbuhan koloni semi aquatic yang habitatnya
dapat tumbuh di daerah rawa. Berdasarkan studi literatur, yang telah dilaporkan
bahwa senyawa-senyawa metabolit sekunder yang terkandung dalam tumbuhan
ini seperti kelompok steroid, terpenoid, and flavonoid. Penelitian ini dilakukan
untuk mengisolasi senyawa steroid dari fraksi n-heksana daun L. leptocarpa dan
menentukan aktivitas sitotoksik dari fraksi n-heksana maupun senyawa hasil
isolasi. Ekstraksi dilakukan dengan metode maserasi menggunakan pelarut
metanol, yang kemudian dilanjutkan dengan ekstraksi cair-cair dengan pelarut n-
heksana, sedangkan pemisahan dan pemurnian metabolit sekunder dari fraksi
tersebut dilakukan dengan berbagai tehnik kromatografi. Senyawa hasil isolasi
diperoleh berupa padatan berwarna putih (7,3 mg) dengan titik lelen 114-115,8
°C. Berdasarkan analisa data spektrum IR, dan 'H-NMR, dan perbandingan
dengan data literatur, disimpulkan bahwa senyawa hasil isolasi adalah senyawa f3-
sitosterol. Pengujian aktivitas sitotoksik dari fraksi n-heksana maupun senyawa f3-
sitosterol terhadap larva Artemia salina dengan metode BSLT menunjukkan
bahwa fraksi n-heksana dan senyawa hasil isolasi bersifat aktif sitotoksik dengan
nilai LCso berturut-turut adalah 560,71 pg/mL dan 30,52 pg/mL.

Kata kunci: L. leptocarpa, B-sitosterol, sitotoksik, metode BSLT

Kutipan  : 33 (1966-2017)
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BAB |
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Kanker merupakan salah satu penyakit berbahaya dan menjadi penyakit yang
sangat ditakuti karena dapat menyebabkan kematian dalam waktu yang singkat.
Ketersediaan obat yang ampuh untuk melawan penyakit ini masih terbatas
sehingga banyak penelitian yang dilakukan untuk menyembuhkan penyakit
tersebut. Salah satu obat yang sudah terbukti dapat digunakan untuk mengobati
penyakit kanker adalah taxol. Taxol merupakan senyawa turunan terpenoid yang
terdapat dalam tumbuhan Taxus (Morita et al., 1997). Selain itu senyawa lain
yang juga dapat digunakan untuk mengobati kanker adalah artemisinin yang
berasal dari tumbuhan Artemisia annua. Tumbuhan ini merupakan tumbuhan liar
yang banyak ditemukan di Cina (Zheng, 1994).

Berdasarkan hal tersebut bahwa tumbuhan memiliki potensi untuk
menghasilkan senyawa-senyawa kimia yang dapat digunakan untuk mengobati
penyakit kanker. Selain dari kelompok Taxus dan A. annua, salah satu tumbuhan
yang juga sering dimanfaatkan sebagai obat tradisional adalah tumbuhan
Ludwigia. Tumbuhan ini merupakan tumbuhan liar yang sebagian besar
ditemukan di wilayah perairan seperti di daerah rawa dan pinggiran sungai dan
khas menjadi tanaman semi akuatik ( Dolan, 1984). Ludwigia berasal dari famili
Onagraceae yang terdiri atas 23 section dan 82 spesies. Salah satu spesiesnya
yang banyak ditemukan di wilayah Sumatera Selatan adalah Ludwigia leptocarpa.

Studi literatur menunjukkan bahwa pada tumbuhan L. leptocarpa terkandung
senyawa metabolit sekunder dari triterpenoid, saponin (triterpenoid yang terikat
dengan gula), flavonoid, saponin (flavonoid yang mengikat gula) dan steroid.
Senyawa triterpenoid yang telah dilaporkan dari L. leptocarpa adalah asam
olenoat dan asam 2B-hidroksiolenoat (Mabou et al., 2016). Kemudian senyawa
triterpenoid yang terikat dengan gula atau disebut juga triterpenoid glikosida yang
terdapat pada tumbuhan ini adalah leptokarposida (Mabou et al., 2014),
leptokarposida B, leptokarposida C dan leptokarposida D (Mabou et al., 2015).

Dalam tumbuhan L. leptocarpa juga terdapat senyawa golongan flavonoid yang
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mengikat glikosida yaitu luteolin-8-C-glukosida. Selain golongan terpenoid dan
flavonoid, juga terdapat golongan steroid yaitu 3-O-f-D-glukopiranosil-4-
sitosterol.

Tumbuhan L. leptocarpa dilaporkan mempunyai bioaktivitas sebagai
antibakteri dan antioksidan. Aktivitas tersebut dilaporkan dari ekstrak, fraksi
maupun  senyawa murninya.  Senyawa  (2R,3S,2"S)-3",4'.4™5,5",7,7"-
heptahidroksi-3,8"-biflavanon dari tumbuhan ini mempunyai aktivitas sebagai
antioksidan (DPPH) yang lebih baik dari vitamin C. Selain itu senyawa
biflavonoid ini juga berpotensi sebagai antibakteri karena mampu menghambat
bakteri Staphilococcus Aureus lebih baik dari kontrol ampicillin (Mabou et al.,
2016).

Chang et al (2004) melaporkan bahwa senyawa hasil isolasi yang didapat
pada spesies lainnya dari genus Ludwigia yaitu pada Ludwigia octovalvis
memiliki aktivitas sitotoksik yang sangat baik melawan dua jenis sel kanker.
Sitotoksik adalah kemampuan suatu bahan bersifat racun terhadap sel. Senyawa
triterpenoid dengan kerangka oleanan yang merupakan senyawa hasil isolasi dari
tumbuhan L. octovalvis yaitu senyawa (23Z)-kumaroilhederagenin, (23E)-
kumaroilhederagenin dan (3Z)-kumaroil-hederagenin. Ketiga senyawa ini diuji
aktivitas sitotoksiknya terhadap sel karsinoma epidermoid oral KB dan sel
karsinoma kolorektal HT29 dan memberikan nilai 1Cso dari 1,2 - 3,6 uM.
Aktivitas sitotoksik ketiga senyawa tersebut hampir sama dengan obat antikanker
etoposida (ICso 1,1- 2,3 uM).

Senyawa- senyawa steroid yang mempunyai gugus hidroksi dan karbonil a,f3
tak jenuh umumnya memiliki aktivitas sitotoksik yang baik, seperti senyawa
steroid yang telah dilaporkan oleh Chowdhury et al (2002) yaitu senyawa 12a-
hidroxystigmast-4-en-3-one. Senyawa ini mempunyai aktivitas sitotoksik yang
kuat terhadap sel Artemia salina dengan nilai LCso sebesar 9,9 pg/ml. Selain itu
ada juga senyawa yang memiliki ikatan rangkap tak jenuh mempunyai aktivitas
sitotoksik yang baik yaitu senyawa stigmast-5-en-3-ol. Senyawa ini berhasil
diisolasi dari kulit batang Chisocheton cumingianus mempunyai aktivitas
sitotoksik yang kuat terhadap sel murin leukimia P-388 dengan nilai 1Cso sebesar
12,4 pg/ml (Katja et al., 2017)

Universitas Sriwijaya



Senyawa yang berpotensi digunakan sebagai antikanker di screening melalui
aktivitas sitotoksik. Salah satu metode pengujian aktivitas sitotoksik adalah BSLT
(Brine Shrimp Lethality Test). Pengujian ini merupakan screening awal dari
pencarian obat-obatan antikanker, sedangkan metode ini dipilih karena memiliki
korelasi yang baik dengan uji sitotoksik lainnya. Selain itu dilihat dari keuntungan
metode ini adalah dalam pengerjaannya lebih murah, lebih cepat dan mudah
dilakukan. Berdasarkan studi literatur di atas menunjukkan beragamnya metabolit
sekunder yang dihasilkan tumbuhan L. leptocarpa serta belum adanya laporan
mengenai aktivitas sitotoksik dari ekstrak maupun senyawa murni, sehingga
dilakukan penelitian untuk mengisolasi senyawa metabolit sekunder dari fraksi n-

heksana daun L. leptocarpa dan uji sitotoksik dengan Metode BSLT.

1.2 Rumusan Masalah

Tumbuhan Ludwigia telah dilaporkan mempunyai beragam metabolit
sekunder dengan berbagai macam aktivitas biologis. Telah dilaporkan bahwa pada
spesies Ludwigia octovalvis terkandung senyawa- senyawa Kkimia yang
mempunyai aktivitas sitotoksik yang baik sebagai antikanker. Selain itu senyawa
steroid juga mempunyai aktivitas sitotoksik yang baik saat diuji dengan metode
BSLT dan potato disk (Chowdhury et al., 2002), sedangkan senyawa yang sejenis
juga telah ditemukan pada spesies L. adcendens (Shilpi et al., 2010) maka hal
tersebut membuka peluang untuk ditemukannya senyawa yang mempunyai
aktivitas sitotoksik pada Ludwigia leptocarpa. Hasil uji pendahuluan
menggunakan kromatografi lapis tipis ekstrak metanol dari daun L. leptocarpa
memperlihatkan adanya beberapa spot dengan pola pemisahan yang baik pada
nilai Rf yang rendah maupun nilai Rf yang tinggi. Berdasarkan penelusuran
literatur, kajian mengenai kandungan kimia di dalam tumbuhan L. leptocarpa
sudah cukup banyak sedangkan kajian mengenai aktivitas sitotoksik dari daun
tumbuhan tersebut belum ditemukan. Sebagai rangkaian dari penelitian
kandungan kimia dan aktivitas sitotoksik dari daun tumbuhan ini maka pada
penelitian ini dilakukan isolasi senyawa metabolit sekunder dari fraksi n-heksana
daun L. leptocarpa dan uji aktivitas sitotoksik dengan menggunakan metode
BSLT (Brine Shrimp Lethality Test).
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1.3 Tujuan Penelitian
Tujuan dilakukannya penelitian ini adalah :
1. Mengisolasi senyawa steroid dari fraksi n-heksana daun L leptocarpa.
2. Mengidentifikasi senyawa steroid dari fraksi n-heksana daun L. leptocarpa
menggunakan spektroskopi IR dan NMR.
3. Menentukan aktivitas sitotoksik dari fraksi n-heksana maupun senyawa
murni hasil isolasi daun L. leptocarpa dengan Metode BSLT (Brine

Shrimp Lethality Test).

1.4 Manfaat Penelitian

Hasil penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi mengenai
aktivitas sitotoksik senyawa steroid dari fraksi n-heksana maupun senyawa hasil
isolasi dengan metode BSLT (Brine Shrimp Lethality Test) guna mengembangkan

potensi daun sebagai kandidat obat antikanker.
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