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Cytotoxic Activity Test of Calotropis gigantea L. Roots by BSLT Method
and Determination Of Total Flavonoids and Phenolic Content

Hasti Rizky Wahyuni
08121006069

ABSTRACT

Calotropis gigantea L. roots had been known to contain flavonoids and
phenolic component that could act as a cytotoxic agent. This study aimed to
determine total flavonoid and phenolic content of crude extract and find cytotoxic
activity of ethanol, ethyl acetate, and n-hexane fractions on Calotropis gigantea L.
roots. The total content of flavonoid and phenolic were determined by
spectrophotometry using the Folin-Ciocalteu reagent and AICl3 method
respectively, while the cytotoxic test of each fraction was performed using BSLT
method. The results showed that biduri roots contained 19.367 mg QE/g of total
flavonoid and 344 mg GAE/g of total phenolic. The cytotoxic activity test was
conducted using various concentrations of 10, 20, 40, 80, 160, and 320 ppm with
control solution (artificial sea water). The resulting LCso value of each fractions
were analyzed by probit analysis with SPSS 23.0™ program 23.0™ for Windows
respectively of 54.495, 389.877, and 1652.133 pg/mL. Statistical analysis with
anova showed a meaningful difference at each fraction, with significance value of
0.000 (p<0.05). The result of this study indicated that the cytotoxic activity is
highest in the ethanol fraction with LCso values of 54.495 pg/mL, its categorized
as medium toxic level.

Keyword(s): Biduri roots, Calotropis gigantea L., BSLT, total flavonoid, total
phenolic
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Uji Aktivitas Sitotoksik dengan Metode BSLT Beberapa Fraksi
Akar Biduri (Calotropis gigantea L.) serta Penetapan
Total Flavonoid dan Fenolik

Hasti Rizky Wahyuni
08121006069

ABSTRAK

Akar biduri (Calotropis gigantea L.) diketahui mengandung flavonoid dan
fenolik yang berpotensi sebagai agen sitotoksik. Penelitian ini bertujuan untuk
menentukan kandungan total flavonoid dan fenolik yang terdapat pada ekstrak
kasar, serta mengetahui aktivitas sitotoksik pada fraksi etanol, etil asetat, dan n-
heksana akar biduri. Kandungan flavonoid dan fenolik total pada ekstrak kasar
ditentukan dengan spektrofotometer masing-masing menggunakan metode Folin-
Ciocalteu dan AICl3, sedangkan uji sitotoksik setiap fraksi dilakukan
menggunakan metode BSLT. Hasil penelitian menunjukkan bahwa akar biduri
mengandung flavonoid sebesar 19,3667 mg QE/g ekstrak dan kandungan fenolik
sebesar 344 mg GAE/g ekstrak. Aktivitas sitotoksik ditentukan dengan variasi
konsentrasi larutan uji sebesar 10, 20, 40, 80, 160, dan 320 ppm dengan larutan
kontrol (air laut buatan). Nilai LCsp yang dihasilkan pada masing — masing fraksi
menggunakan program analisis probit dengan SPSS 23.0™ for Windows secara
berturut-turut adalah 54,495, 389,877, dan 1652,133 pg/mL. Analisis statistik
dengan anova menunjukkan adanya perbedaan yang bermakna pada masing-
masing fraksi, dengan nilai signifikansi sebesar 0,000 (p<0,05). Hasil penelitian
ini menunjukkan bahwa aktivitas sitotoksik tertinggi terdapat pada fraksi etanol
dengan nilai LCs sebesar 54,495 pg/mL yang tergolong tingkat medium toxic.

Kata kunci: akar biduri, Calotropis gigantea L., BSLT, flavonoid total, Jfenolik
Total
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BAB I
PENDAHULUAN

1.1  Latar Belakang

Pemanfaatan tanaman obat yang banyak dikembangkan saat ini adalah
untuk membantu penyembuhan penyakit kanker. Menurut Indrayani ef al. (2006),
penyebab kematian tertinggi di negara berkembang disebabkan oleh penyakit
kanker. Usaha penyembuhan dengan obat kanker sintetik umumnya masih relatif
mahal dan memiliki efek samping yang besar diantaranya mukositis (peradangan
pada membran mukosa pencernaan), diare, dan trombositopenia (penurunan
jumlah platelet dalam darah di bawah batas minimal). Hal tersebut mendorong
dilakukannya pencarian sumber obat baru yang berasal dari alam sebagai salah
satu kandidat yang berkhasiat antikanker.

Salah satu uji pendahuluan untuk mengetahui potensi bahan alam sebagai
antikanker adalah dengan melakukan uji sitotoksik. Menurut Kurnijasanti (2008),
uji sitotoksik merupakan salah satu pengembangan metode untuk memprediksi
keberadaan senyawa yang bersifat toksik pada sel yang merupakan syarat mutlak
untuk obat-obat antikanker. Metode uji sitotoksik yang umum digunakan yaitu
metode BSLT (Brine Shrimp Lethality Test). BSLT merupakan suatu metode uji
toksisitas akut yang paling mudah, cepat, dan murah. Menurut Carballo et al.
(2002), metode BSLT digunakan sebagai metode bioassay guided dalam
melakukan skrining terhadap senyawa aktif ataupun ekstrak aktif dari bahan alam.

Salah satu tumbuban yang diketahui memiliki potensi sebagai agen
antikanker adalah tumbuhan Calotropis gigantea Linn. atau yang dikenal dengan

nama biduri. Biduri secara luas digunakan oleh masyarakat untuk pengobatan



penyakit seperti demam, rematik, gangguan pencernaan, batuk, pilek, asma, mual,
muntah, dan diare (Patel ef al, 2014). Hampir setiap bagian, seperti bunga,
kuncup, dan akar mengandung alkaloid, glikosida, fenolik, flavonoid, saponin,
steroid, dan terpenoid (Kumar ef al., 2013). Dari hasil skrining pendahuluan, akar
biduri terbukti mengandung flavonoid, alkaloid, fenolik, steroid, serta tanin.
Kandungan metabolit sekunder dalam tumbuban bertanggung jawab dalam
menghasilkan suatu efek farmakologis tertentu. Metabolit sekunder terutama
flavonoid dan fenolik merupakan golongan senyawa terbesar yang terdapat dalam
biduri dan diketahui sebagi metabolit yang aktif memiliki aktivitas sitotoksik.

Penelitian mengenai efek sitotoksik biduri telah dibuktikan oleh Hossain et
al. (2012) menggunakan bagian daun dari fraksi heksan dengan nilai LCsp sebesar
106,09 pg/mL. Ekstrak etil asetat bunga biduri terbukti juga memiliki aktivitas
sitotoksik dengan nilai LCsg sebesar 14,61 pg/mL (Habib and Kari, 2009). Hasil
penelitian Bhagat (2010) pada akar tumbuhan Calotropis procera menunjukkan
hasil yang positif terkait aktivitas sitotoksik menggunakan cell line KB (kanker
mulut) dan SNB-78 (kanker sistem saraf sentral). Jalur kekerabatan antara
Calotropis procera dengan Calotropis gigantea sangat dekat, sehingga dapat
diasumsikan potensi antikanker pada biduri juga cukup besar.

Oleh karena itu, akan dilakukan penelitian antikanker dengan melakukan
uji pendahuluan aktivitas sitotoksik terkait nilai LCso dari metode BSLT (Brine
Shrimp Lethality Test) pada fraksi n-heksana, etil asetat, dan etanol akar biduri.
Metode BSLT dipilih karena merupakan uji sitotoksik dengan waktu uji yang
cepat, mudah, murah, dan sederhana (tanpa teknik aseptik) (Achmad, 2004).

Perbedaaan berbagai pelarut dimaksudkan agar seluruh kandungan senyawa



metabolit sekunder dalam sampel dapat terekstraksi sesuai polaritasnya. Pada
prinsipnya, suatu bahan akan mudah larut dalam pelarut yang sama polaritasnya
(Sudarmadji dkk., 1989). Senyawa metabolit sekunder yang diketahui telah
memiliki aktivitas sitotoksik terbesar adalah senyawa flavonoid dan fenolik.
Senyawa ini memiliki sifat yang umumnya polar, sehingga akan lebih terlarut
dalam pelarut polar dan semipolar (Harborne, 1987). Pada pelarut etanol dan etil
asetat diharapkan senyawa flavonoid dan fenolik akan terlarut, sehingga
menghasilkan aktivitas sitotoksik yang tinggi, sedangkan pada pelarut n-heksana
dengan kandungan senyawa flavonoid dan fenolik yang sedikit bahkan hampir
tidak ada akan dilihat pengaruhnya terhadap aktivitas sitotoksik dengan parameter
nilai LCso yang dihasilkan. Harapan dari penelitian ini dapat diperoleh data uji
sitotoksik yang komprehensif untuk pengembangan penelitian kemopreventif dan
terapi kanker. Selanjutnya, akan dilakukan penetapan total flavonoid dan fenolik
dari ekstrak kasar etanol akar biduri terkait dengan aktivitasnya sebagai agen

sitotoksik.

1.2 Rumusan Masalah

Berdasarkan latar belakang di atas, permasalahan pada penelitian ini dapat
dirumuskan sebagai berikut :

1. Berapakah nilai LCs fraksi etanol, etil asetat, dan n-heksana pada akar

tumbuhan biduri?

2. Berapakah total kandungan senyawa fenolik dan flavonoid dalam

ekstrak kasar akar tumbuhan biduri?



1.3  Tujuan Penelitian
Tujuan dari penelitian ini adalah sebagai berikut :
1. Menentukan nilai LCs fraksi etanol, etil asetat, dan n-heksana pada
akar tumbuhan biduri.
2. Menentukan total kandungan senyawa fenolik dan flavonoid dalam

ekstrak kasar akar tumbuhan biduri.

1.4  Manfaat Penelitian

Penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi ilmiah mengenai
total kandungan metabolit sekunder flavonoid dan total fenolik dari akar biduri.
Uji aktivitas sitotoksik merupakan uji pendahuluan untuk mengetahui efek
toksisitas tanaman, sehingga diharapkan penelitian dapat dikembangkan sebagai
agen terapi penyakit metabolik dan degeneratif, serta memberikan informasi
ilmiah lainnya mengenai khasiat akar biduri terkait dengan berbagai penelitian

yang telah dlakukan.
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