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ABSTRACT

Dadap ayam (Erythrina variegata) plant used tradisional plant of anticancer in Indonesia. The leaves of E. variegata
used medicinal folk of anticancer, however haven't reported of bioactive compound. The search of active compound
of E. variegata very important to use of herbal medicine of anticancer. The purpose of this research was assayed an
anticancer compound in vitro toward breast cancer cell-lines T47D from E. variegata. The research was extracted of
methanol and fractionation from the leaves and seed of E. variegata by using guide-assay in vitro Sulphorhodamine B
(SRB) method. Furthermore, by using the anticancer activity to follow separation, the active fraction was separated by
combination of column chromatography to yield six active compounds (1-3). The chemical structure of active
compounds (1-3) were determined on the basis of spectroscopic evidences and comparison with those previously
reported and identified as steroids (1-3) groups. The active compounds (1-3) showed anticancer activity against of
breast cancer cell-lines T47D with IC5p of 6.5, 5.3, and 3.2 ug/ml, respectively. These results strongly suggested that
the leaves and stem bark of the E. variegata are promising sources for anticancer agents.
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ABSTRAK

Dadap ayam (Erythrina variegata) secara tradisional dikenal oleh masyarakat lokal sebagai obat antikanker. Bagian
tumbuhan ini yang biasa digunakan sebagai pengobatan adalah daun, tetapi kandungan senyawa kimia aktif
biologisnya belum banyak dilaporkan. Pencarian komponen aktif yang terdapat di dalam tumbuhan E. variegata sangat
penting sebagai nilai tambah untuk bahan obat herbal antikanker. Tujuan penelitian ini adalah untuk mengetahui
senyawa yang beraktivitas antikanker dari bagian daun dan kulit batang E. variegata secara in vitro terhadap sel kanker
payudara T47D. Penelitian dilakukan dengan cara ekstraksi metanol dan fraksionasi dari daun serta kulit batang E.
variegata yang dipandu dengan uji antikanker secara in vitro menggunakan metode Sulforhodamin B (SRB).
Selanjutnya, fraksi aktif dipisahkan komponen-komponennya dengan kombinasi kolom kromatografi yang dipandu
dengan uji antikanker secara in vitro, diperoleh tiga senyawa aktif (1-3). Struktur kimia senyawa aktif (1-3) ditetapkan
berdasarkan data spektroskopi dan perbandingan data dari senyawa yang berhubungan dari penelitian sebelumnya,
dan diidentifikasikan sebagai turunan steroid (1-3). Senyawa (1-3) memperlihatkan aktivitas antikanker secara in vitro
terhadap kanker payudara T47D dengan IC5q masing-masing 6.5; 5.3; dan 3,2 ug/ml. Daun dan kulit batang E.
variegata menunjukkan sumber bahan antikanker payudara.

Kata kunci: antikanker, Erythrina variegata, sel kanker payudara T47D

PENDAHULUAN

I<anker merupakan penyakit yang disebabkan oleh pertumbuhan jaringan yang tidak normal
akibat hilangnya mekanisme kontrol sel dan menjadi penyebab utama kematian di negara

berkembang.! Data statistik menunjukkan bahwa kematian karena penyakit kanker menduduki

tempat kedua setelah penyakit jantung. Kanker payudara merupakan salah satu jenis kanker
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yang paling sering terdiagnosis, terutama untuk wanita,
dan merupakan penyebab kematian kedua setelah kanker
paru-paru.? Saat ini, usaha untuk mencegah penyebaran
dari sel kanker ini masih terus dilakukan, di antaranya
dengan metode kemoterapi ataupun dengan mengguna-
kan obat sintesis. Walaupun pada umumnya terapi
antikanker yang ada dirasakan cukup menunjang hasil
yang bagus, akan tetapi memiliki efek samping yang
sangat berbahaya dan memakan biaya yang cukup
mahal.3 Obat kanker umumnya merupakan obat sintetis
dengan harga relatif mahal dan memiliki efek samping
yang cukup besar sehingga masyarakat banyak berpaling
pada pengobatan tradisional yang sifatnya lebih aman
dan ekonomis.Untuk mencegah semakin meningkatnya
proliferasi sel kanker maka radikal bebas dalam tubuh
dapat dinetralkan oleh senyawa bioaktif yang banyak
diperoleh dalam tumbuhan berkhasiat obat.

Tumbuhan obat Indonesia yang telah banyak
digunakan oleh masyarakat dalam pengobatan antikanker
secara tradisional adalah E. variegata (nama lokal “Dadap
ayam’) yang tergolong famili Leguminosae.4> Bagian
tumbuhan E. variegata yang digunakan dalam peng-
obatan tradisional adalah bagian daun dan kulit batang
yang dilaporkan mengandung senyawa alkaloid dan
terpenoid serta senyawa golongan isoflavonoid.6-7 Dalam
penelitian berkelanjutan pencarian senyawa aktif
antikanker dari tumbuhan Erythrina Indonesia, peneliti
terdahulu telah melaporkan adanya aktivitas antikanker
secara in vitro terhadap sel kanker payudara T47D dari
ekstrak metanol daun dan kulit batang.® Hasil isolasi dari
ekstrak metanol daun E. variegata diperoleh senyawa
turunan steroid (1) yang menunjukkan adanya aktivitas
antikanker terhadap sel payudara T47D.9 Pada makalah
ini dipaparkan isolasi senyawa aktif antikanker secara in
vitro terhadap sel payudara T47D dari kulit batang E.
variegata (2,3) menggunakan metode Sulforhodamin B.10

METODE PENELITIAN
Umum

Penentuan titik leleh dilakukan pada alat Fischer-John
Melting point apparatus. Spektrum UV dan IR diukur
masing-masing dengan spektrofotometer UV/Vis
Shimadzu series 1240 dan FTIR-Shimadzu series 8400.
Spektrum 'H dan !3C-NMR diukur menggunakan spectra
JEOL JNM A-500, yang bekerja pada 500 MHz ('H-NMR)
dan 125 MHz (13C-NMR) dengan TMS sebagai standar
internal. Kromatografi kolom dilakukan dengan
menggunakan silika gel Merck 60 GF,s, dan analisis
kromatografi lapis tipis (KLT) pada plat berlapis silika gel
Merck 60 GFys,

Bahan Tumbuhan
Sampel yang digunakan dalam penelitian ini adalah

bagian daun dan kulit batang E. variegata yang diperoleh
dari hutan lindung di daerah Sumedang, Jawa Barat pada
Februari 2007. Bahan ini dideterminasi di Laboratorium
Taksonomi Tumbuhan, Sekolah Tinggi lImu Hayati, Institut
Teknologi Bandung.

Ekstraksi dan Isolasi

Serbuk kulit batang E. variegata (1,5 kg) diekstraksi
dengan metanol dengan teknik maserasi, diperoleh
ekstrak metanol pekat (44,1 g). Ekstrak metanol pekat
selanjutnya antara n-heksana dan metanol, diperoleh
fraksi n-heksana dan fraksi metanol. Fraksi metanol yang
diperoleh dipartisi antara etil asetat dan air, diperoleh
fraksi etil asetat (8,5 g). Selanjutnya, fraksi etil asetat
dipisahkan menggunakan kromatografi kolom dengan
silika gel G 60 dan eluen n-heksana : etil asetat : metanol
bergradien, diperoleh enam fraksi (FA-F). Fraksi FB (40,4
mg) dipisahkan dengan kromatografi kolom oktadesilsilan
dan eluen metanol : air (9,5 : 0,5), diperoleh senyawa 2
(18,3 mg). Selanjutnya, fraksi FC (80,8 mg) dipisahkan
dengan kromatografi kolom silika gel G 60 dan eluen
n-heksana : etil asetat bergradien, diperoleh senyawa 3
(14,5 mg).

Uji Hayati Antikanker

Metode uji hayati antikanker yang digunakan
berdasarkan metode SRB (Sulforhodamin B). Sel yang
telah siap uji sebanyak 190 umL ditambah dengan sampel
uji sebanyak 10 umL, kemudian diinkubasi selama 3-4 hari
pada suhu 37°C. Setelah itu, sel difiksasi dengan TCA
50%. Pewarnaan menggunakan SRB 0,4% dalam asam
asetat 1% selama 30 menit. Warna SRB yang tidak terikat
dibilas dengan asam asetat 1%, sedangkan yang terikat
diekstraksi dengan basa tris (pH 10). Intensitas warna yang
dihasilkan diukur dengan menggunakan ELISA plate
reader pada panjang gelombang 515 nm. Sedangkan ICs
dihitung dengan cara analisis regresi nonlinear antara
persen survival dan konsentrasi. !0

HASIL PENELITIAN

Ekstrak metanol daun dan kulit batang E. variegata
dipartisi antara n-heksana dan etil asetat, menghasilkan
fraksi n-heksana dan etil asetat. Uji aktivitas antikanker
secara in vitro dari ekstrak metanol daun dan kulit batang
E. variegata terhadap sel kanker payudara T47D sebagai
kontrol positif digunakan cisplatin. Fraksi etil asetat daun
dan kulit batang menunjukkan aktivitas yang signifikan.
Untuk mengetahui senyawa aktif yang berperan dalam
aktivitas antikanker, selanjutnya fraksi etil asetat daun dan
kulit batang yang aktif dipisahkan menggunakan
kombinasi kromatografi kolom pada silika gel 60,
menghasilkan satu senyawa aktif (1) dari daun dan dua
senyawa aktif (2,3) dari kulit batang E. variegata yang
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menunjukkan aktivitas antikanker secara in vitro terhadap
sel kanker payudara T47D (Tabel 1). Senyawa 3
menunjukkan aktivitas yang lebih tinggi dibandingkan
dengan senyawa 1, 2, dan standar cisplatin.

Senyawa | merupakan turunan steroid yang
diidentifikasi sebagai senyawa aktif p-sitosterol yang
sebelumnya telah dilaporkan.9 Senyawa 2 yang diperoleh
berupa padatan putih dan mempunyai titik leleh 153-
155°C. Senyawa 3 yang diperoleh berupa padatan amorf
tidak berwarna dengan titik leleh 175-178°C. Senyawa 2
dan 3 memberikan hasil yang positif dengan pereaksi
Liebermann-Burchad yang menunjukkan golongan
steroid.!!

Tabel 1: ICgq isolat (1-3) terhadap sel kanker payudara T47D

Sampel ICs0 (ug/mL)
Senyawa 1 6,5
Senyawa 2 5,3
Senyawa 3 3,2
Cisplatin 3,3
PEMBAHASAN

Ekstraksi metanol dari bagian daun dan kulit batang E.
variegata bertujuan untuk mengekstrak semua komponen
yang terdapat di dalam bagian tumbuhan tersebut. Uji
pendahuluan antikanker secara in vitro terhadap sel
kanker payudara T47D dari ekstrak metanol daun dan
kulit batang untuk mengetahui khasiat farmakologi.® Hal
ini bertujuan untuk membenarkan pemakaian tumbuhan
E. variegata yang selama ini sudah digunakan oleh
masyarakat sebagai pengobatan tradisional.4.?

Senyawa 2 menunjukkan rumus molekul CygH,;g0
berdasarkan data 'H-dan '3C-NMR. Hal ini menunjukkan
bahwa senyawa aktif mempunyai lima ekivalensi ikatan
rangkap. Spektrum inframerah menunjukkan adanya
serapan yang kuat pada bilangan gelombang n.s 3386
cm’! dari regangan ulur gugus O-H, diikuti dengan se-
rapan pada bilangan gelombang n,,,s 1037 cm™! yang
merupakan regang C-O untuk alkohol. Spektrum 13C-NMR
DEPT 135© dalam CDCl3, 125 MHz menunjukkan bahwa
isolat tersebut memiliki dua puluh delapan karbon yang
terdiri atas tujuh (CH;), sebelas (CH,), empat (CH), dan
enam (Cq). Spektrum 'H-NMR dalam CDCl;, 500 MHz
menunjukkan adanya empat puluh delapan hidrogen
yang terdiri atas lima signal singlet dari gugus metil tersier
pada geseran kimia &y 0,88 (3H-18); 0,82 (3H-19); 0,86
(3H-26); 0,98 (3H-27); 0,85 (3H-28) ppm; dan hidrogen
yang terikat pada karbon yang mengikat atom oksigen
pada 8 4,64 ppm (OH-15) dan hidrogen pada &y 3.12
ppm (H-15); hidrogen pada &y 4,56 dan 4,69 ppm
(2H-21) menunjukkan adanya hidrogen yang terikat pada
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karbon sp2. Sedangkan hidrogen yang lainnya merupakan
hidrogen yang terikat pada karbon sp3. Spektrum 'H-1H
COSY menunjukkan adanya korelasi pada H-2 (§y; 0,95)
berkorelasi dengan H-3 (8 1,28); proton pada H-15 (8
3,12) berkorelasi dengan H-16 (3 1,68); proton pada H-
22 (dy 1,76) berkorelasi dengan H-23 (8y 1.,41); dan
proton pada H-23 (8 1,41) berkorelasi dengan H-24 (3
1,08). Spektrum HMBC menunjukkan adanya korelasi
antara H-16 (dy 1,68) dengan C-20 (8y; 152,0); proton pada
H-14 (8y 0.76) berkorelasi dengan C-15 (8 79.8).
Berdasarkan data spektra di atas dan data spektra yang
telah diperoleh pada penelitian sebelumnyal!?.13 serta
pendekatan biogenetik tentang keberadaan senyawa
golongan steroid, struktur isolat murni ditetapkan sebagai
5,8,9,10,13,22-heksametil-20-en-kolan-15-ol yang
merupakan turunan senyawa steroid yang baru ditemukan
pada marga Erythrina.

Senyawa aktif 3 menunjukkan rumus molekul
CygH4403 berdasarkan data 'H-dan 13C-NMR. Spektrum
infra merah menunjukkan adanya serapan untuk gugus
fungsi alkohol yang ditunjukkan oleh serapan dengan
intensitas sedang pada bilangan gelombang vy, 3521.8
c¢m’! yang merupakan regang ulur untuk gugus O-H pada
alkohol dan serapan berupa pita lebar pada bilangan
gelombang v,k 33173 cm™! yang menunjukkan serapan
untuk ikatan hidrogen intermolekular pada gugus O-H.
Spektrum 13C-NMR yang menunjukkan adanya sinyal
untuk karbon sp? metin, yaitu 8. 135,6 (C-22); 135,4 (C-6);
132,5 (C-23); dan 130,9 (C-7) ppm. Spektrum 'H-NMR me-
nunjukkan terdapatnya empat puluh empat proton, terdiri
atas empat sinyal proton sp? yang diemban oleh atom
karbon sp?. Di antaranya terdapat dua sinyal doblet, yaitu
pada daerah geseran kimia 8y 6,50 (d; / = 8,5 Hz; 1H-6)
dan 6,25 (d; J = 7,9 Hz; 1H-7) ppm yang menunjukkan
ikatan rangkap pada sistem siklik. Sinyal dobel doblet
pada daerah geseran kimia 5,19 (dd; / = 16,5 Hz; 2H; H-
22; H-23) ppm menunjukkan ikatan rangkap dengan
sistem konfigurasi trans pada rantai alifatik. Di antaranya
dua sinyal singlet untuk karbon metil, yaitu pada 8H 0,83
(H-18) dan 0,88 (H-19) ppm. Keempat sinyal metil lainnya
yaitu pada 6H 0.81 (t, H-28); 0,91 (d; 6,7 Hz; H-26); 1.00 (d;
6,1 Hz; H-27); dan 1,22 (d; 9,8 Hz; H-21) ppm. Senyawa 6
diidentifikasi sebagai (22E)-5a., 8a-epidioksiergosta-6,22-
dien-3p-ol.14

Senyawa 1-3 yang diperoleh merupakan turunan
steroid. Hubungan struktur molekuler dan aktivitas
antikanker dari senyawa 1-3 menunjukkan bahwa senyawa
3 dengan nilai IC5) lebih tinggi dibandingkan dengan
senyawa 1 dan 2. Hal ini menunjukkan bahwa adanya
gugus diokso pada senyawa 3 dapat meningkatkan
aktivitas antikanker terhadap sel kanker payudara T47D.
Bagian daun dan kulit batang E. variegata menunjukkan
sumber bahan antikanker payudara yang dapat digunakan
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sebagai pengobatan alternatif kanker payudara dari
bahan alam.

KESIMPULAN

Bagian daun dan kulit batang E. variegata menunjuk-
kan aktivitas antikanker payudara terhadap sel kanker
payudara T47D secara in vitro. Hal ini menunjukkan
bahwa daun dan kulit batang E. variegata berpotensi
sebagai bahan dasar obat herbal antikanker payudara.
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