
I -"] U L(I.n·~1 -

/ 

• 




ISBN: 978-979-95093-5-2 


PROSIDING 


SEMINAR NASIONAL SAINS II 


Teningkatan Teran Sains da{am 

Tertanian dan Industri 


BOGaR, 1 4 NOVEMBER 2009 

Fakultas Matematika dan IImu Pengetahuan Alam 
Institut Pertanian Bogor 
Bogor 

2009 



Copyright© 2009 
Fakultas Matematika dan IImu Pengetahuan Alam (FMIPA), Institut Pertanian Bogar (lPB) 
Prosiding Seminar Nasional Sains: "Peningkatan Peran Sains dalam Pertanian dan Industri" 
Bogor, 14 November 2009 
FMIPA-IPB, Jalan Meranti Kampus IPS Dramaga, Sagar 16680 
Telp/Fax: 0251-8625481/8625708 
http://fmipa.ipb.ac.id 

ix + 553 halaman 

ISBN: 978-979-95093-5-2 

http:http://fmipa.ipb.ac.id


KATA PENGANTAR 


Sektor pertanian dan sektor industri, khususnya industri yang menopang pertanian, 

merupakan tumpuan perekonomian Bangsa Indonesia. Efisiensi dan efektivitas 

merupakan dua hal yang harus diperhatikan dalam upaya meningkatkan produktivitas 

baik di sektor pertanian maupun industri. Kedua hal ini hanya mungkin dicapai secara 

signifikan bila berlandaskan sains dan teknologi yang tepat melalui pemahaman, 

pengembangan dan penerapannya yang disesuaikan dengan tuntutan dan tantangan 

zaman. 

Banyak perguruan tinggi dan lembaga litbang departemen bahkan divisi litbang di 

perusahaan terus berupaya untuk meningkatkan produktivitas melalui penelitian dan 

pengembangan yang didasarkan pada pemanfaatan dan pengembangan sains dan 

teknologi. Seminar Nasional Sains II (2009) ini diharapkan menjadi sarana dan upaya 

untuk menjalin komunikasi antar pelaku dan institusi yang terlibat untuk mengoptimumkan 

pemanfaatan peran sains da/am pertanian maupun industri. 

Seminar ini merupakan rangkaian dari kegiatan Pesta Sains 2009 yang 

diselenggarakan oleh FMIPA-IPB pad a tanggal 13-15 November 2009. Selain acara 

seminar juga diselenggarakan kegiatan Workshop Penulisan Buku Ajar yang diikuti oleh 

guru-guru SMA dan dosen. 

Sebanyak 60 makalah hasil penelitian dipresentasikan pada empat kelas paralel 

yaitu Biosains (1 & 2), Nanosains & Material, serta Penginderaan Jauh, Sensor & 

Pemodelan. Selain itu beberapa makalah juga ditampilkan pada sesi Poster. Makalah­

makalah tersebut sebagian besar merupakan isi dari presiding ini. Seminar dihadiri oleh 

peneliti dari balitbang-balitbang terkait dan dosen-dosen perguruan tinggi, mahasiswa 

pascasarjana serta guru-guru SMA. 

Ucapan terima kasih disampaikan kepada FMIPA-IPB yang telah mendukung penuh 

kegiatan Seminar Nasional Sains II ini. Juga kepada Panitia Seminar dan mahasiswa dari 

tim Pesta Sains 2009, dan semua pihak yang telah mensukseskan acara seminar ini. 

Kami juga sangat berterima kasih kepada semua pemakalah atas kerjasamanya, 

sehingga memungkinkan prosiding ini terbit. Semoga prosiding ifli bermanfaat bagi semua 

pihak. 

Bogor, November 2009 

Panitia Seminar Nasional Sains /I 

FMIPA-IPB Bogor 
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Daya Hambat Ekstrak Air dan Etano! Keladi Tikus 	 Biosains 

Daya Hambat Ekstrak Air dan Etanol Keladi Tikus (Typhonium flagelliforme) 

Terhadap Enzim Tirosin Kinase Secara In Vitro 


Dyah Iswantini1,2, Gustini Syabirin 1 dan Yusuf Affandi 51 

1) Departemen Kimia FMIPA IPB, Bogor. Gedung Fapet lantai 4, JI Agathis, IPB Darmaga,Bogor 
E-mail dyahprado@yahoo.co.id 

2) Pusat Studi Biofamaka LPPM IPB, Bogor. JITaman Kencana no 3 Bogor. 

Abstrak 

Enzim tirosin kinase berperan penting dalam perkembangan sel kanker. Senyawa­
senyawa yang dapat menginhibisi aktivitas enzim tersebut mampu menghambat 
perkembangan sel kanker. Keladi tikus (Typhonium flagelliforme) merupakan 
salah satu tanaman yang memiliki potensi sebagai tanaman obat kanker. Pada 
penelitian ini diuji daya hambat ekstrak air dan etanol tanaman keladi tikus 
terhadap aktivitas tirosin kinase secara in vitro. Ekstrak hasil maserasi keladi tikus 
(kadar air 6,56%) dalam tiga pelarut, yaitu etanol 70%, air demineralisasi 
(akuadem), dan air panas menghasilkan nilai LC50 berturut-turut sebesar 168,68; 
785,27; dan 593,65 ppm. Penentuan daya inhibisi ketiga ekstrak tersebut 
ditentukan menggunakan metode ELISA (enzyme linked immunosorbent assay). 
Hasilnya dibandingkan terhadap genistein sebagai kontrol positif. Pada 
konsentrasi 300 ppm, genistein memiliki daya hambat terhadap enzim tirosin 
kinase sebesar 6,71 % sedangkan pada konsentrasi 700 ppm sebesar 12,89%. 
Pada konsentrasi 700 ppm, ekstrak etanol dan air panas memiliki daya hambat 
masing-masing sebesar 28,49 dan 33,03%. Daya hambat terbesar berasal dari 
ekstrak akuadem 300 ppm, yaitu sebesar 76,10%. Adanya daya hambat tersebut 
menunjukkan bahwa keladi tikus berpotensi sebagai obat antikanker. 

Kata kunci: 	Daya hambat, keladi tikus (Typhonium f1agelliforme) , enzim tirosin 
kinase, kanker, in vitro 

1. PENDAHULUAN 

Kanker atau tumor merupakan penyakit paling mematikan di dunia setelah jantung 

koroner. Setiap tahun lebih dari 10 juta orang melakukan diagnosis kanker dan 

menghabiskan dana sekitar $60 milyar. Diperkirakan akan muncul 15 juta kasus baru pada 

tahun 2020. Kanker menyebabkan 6 juta kematian per tahun atau 12% dari populasi dunia 

(WHO 2004). Setiap hari 1500 orang meninggal karena kanker dan satu dari empat kematian 

juga disebabkan oleh kanker. 

Kanker merupakan penyakit yang disebabkan oleh pertumbuhan sel-sel jaringan tubuh 

yang tidak normal dan tak terkontrol. Sel-sel tersebut terbentuk karena terjadinya mutasi gen 

sehingga mengalami perubahan baik bentuk, ukuran, maupun fungsi dari sel tubuh yang asli. 
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Timbulnya kelainan sel-sel tubuh diduga dipieu oleh beberapa senyawa atau zat kimia 

tertentu seperti karbon, makanan dan minuman instan, residu pestisida, asap rokok, radiasi 

nuklir, asap kendaraan, dan pola makan yang salah. Kanker juga dapat disebabkan oleh 

faktor genetik atau keturunan dan karsinogenik yang dihasilkan oleh tubuh sendiri seeara 

alamiah. 

Pengobatan kanker seeara medis yang biasa dilakukan selama ini adalah dengan 

terapi pembedahan, penyinaran, dan kemoterapi. Namun pengobatan seeara medis relatif 

mahal dan memiliki efek samping antara lain mual, pusing, diare (Simadibrata 2004), 

pengurangan sel darah putih (Hukom 2004), terjadinya malnutrisi (Hariani 2004), kebotakan, 

kulit rusak, dan nafsu makan berkurang. Hal ini menyebabkan banyak penderita kanker 

eenderung meneari alternatif pengobatan lain. 

Penemuan tanaman-tanaman obat yang menunjukkan efek farmakologis terhadap 

penyakit kanker terutama yang telah mengalami uji seeara ilmiah telah memberikan alternatif 

dalam mengatasi dan mengobati penyakit kanker. Salah satu dari tanaman obat di Indonesia 

yang berpotensi sebagai obat kanker adalah keladi tikus. 

Penelitian sebelumnya yang telah dilakukan menunjukkan bahwa keladi tikus memiliki 

daya inhibisi terhadap aktivitas enzim tirosin kinase paling besar diantara tanaman obat asli 

Indonesia seperti mengkudu dan mahkota dewa ( Iswantini, 2004). Di sam ping menggunakan 

enzim tirosin kinase, penelitian peneegahan kanker juga dapat dilakukan terhadap enzim 

siklooksigenase. Menurut Sivula (2005) dalam disertasinya menyebutkan bahwa NSAIDs 

(nonsteroidal antiinflammatory drugs) yang merupakan inhibitor selektif enzim 

siklooksigenase berguna untuk peneegahan atau pengobatan kanker payudara dan 

kerongkongan. 

Ciri-eiri keladi tikus adalah berdaun tunggal yang muneul dari umbi, berwarna hijau 

segar, dan tersusun di roset. Panjang daun 6-16 em, berbentuk lonjong dengan ujung 

menajam seperti tombak . Keladi tikus memiliki ciri khas yaitu mahkota bunganya unik mirip 

keladi (ekor) tikus. Bunganya muneul dari roset akar, bertangkai, panjang 4-8 em, dan 

kelopak bunga bulat lonjong berwarna kekuning-kuningan. Bagian atas kelopak memanjang 

5-21 em dan ujungnya meruneing menyerupai ekor tikus. Umbi keladi tikus ini berbentuk 

bulat rata sebesar buah pala. Bagian dalam maupun luar umbi berwarna putih. 

Enzim tirosin kinase berperan dalam mengendalikan pertumbuhan sel. Semakin 

banyak kadar enzim tirosin kinase atau semakin besar aktivitas.nya, maka pertumbuhan sel 

semakin tidak terkendali akibatnya timbul tumor atau kanker. 

Prosiding Seminar NaslOnal Sains 2; Bogor. 14 November 2009 48 



Daya Hambat Ekstrak Air dan Etanol Keladi Tikus Biosains 

Penelitian ini bertujuan menguji dan membandingkan khasiat ekstrak air, ekstrak air 

panas dan ekstrak etanol tanaman keladi tikus sebagai antikanker berdasarkan daya 

inhibisinya terhadap aktivitas enzim tirosin kinase. 

2. METODE PENELITIAN 

2.1. Penentuan Kadar Air 

Cawan porselein dikeringkan pada suhu 10SoC selama 30 menit kemudian didinginkan 

dalam eksikator dan ditimbang. Serbuk keladi tikus kering sebanyak 3 gram dimasukkan ke 

dalam cawan porselin dan dikeringkan dalam oven pada suhu 1OSoC selama 3 jam 

kemudian didinginkan dalam eksikator lalu ditimbang. Serbuk keladi tikus kering dalam 

cawan dikeringkan lagi selama 3 jam pada suhu 1OSoC, didinginkan lalu ditimbang kembali. 

Prosedur dilakukan berulang-ulang sampai diperoleh bobot yang tetap. 

2.2. Ekstraksi Ai"r Akuadem 

Serbuk keladi tikus diekstrak secara maserasi dengan air akuadem lalu disaring. Filtrat 

yang dihasilkan kemudian dikeringkan dalam evaporator putar hingga diperoleh residu kering 

(ekstrak air akuadem). 

2.3. Ekstraksi Air Kran 

Serbuk keladi tikus ditempatkan di dalam gelas piala lalu disiram air kran yang sudah 

dididihkan. Selanjutnya gelas piala beserta isinya dipanaskan hingga larutan tersisa 

setengahnya lalu dibiarkan pad a suhu ruang supaya dingin. Setelah dingin, campuran 

disaring dan filtratnya dikeringkan dalam evaporator putar hingga diperoleh residu kering 

(ekstrak air akuadem). 

2.4. Ekstraksi Etanol 

Serbuk keladi tikus kering diekstraksi dengan etanol 70% hingga fi Itrat terakhir 

menunjukkan hasil negatif untuk uji alkaloid kemudian disaring dan dipekatkan dengan 

evaporator putar. 

2.5. Uji Fitokimia (Metode Harborne 1996) 

Uji Alkaloid. Sebanyak 1 gram ekstrak dilarutkan dengan kloroform dan beberapa 

tetes NH40H kemudian disaring dalam tabung reaksi tertutup. Ekstrak kloroform dalam 

tabung reaksi dikocok dengan 10 tetes H2S04 2 M lalu lapisan asamnya dipisahkan dalam 

tabung reaksi yang lain. Lapisan asam ini diteteskan pad a lempeng tetes dan ditambahkan 
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pereaksi Dragendorf, Mayer dan Wagner yang akan menimbulkan endapan dengan warna 

berturut-turut merah jingga, putih, dan coklat. 

Uji Terpenoid dan Steroid. Sebanyak 2 gram ekstrak tanaman dilarutkan dengan 25 

mL etanol panas (50oC) kemudian disaring kedalam pinggan porselin lalu diuapkan sampai 

kering. Residu ditambahkan eter lalu ekstrak eter dipindahkan ke dalam lempeng tetes 

kemudian ditambahkan 3 tetes anhidrida asam asetat dan 1 tetes H2S04 pekat (Uji 

Lieberman-Buchard). Warna merah atau ungu menunjukkan kandungan triterpenoid 

sedangkan warna hijau atau biru menunjukkan kandungan steroid, 

Uji Saponin. Sebanyak 1 gram ekstrak tanaman dimasukkan ke dalam gelas piala dan 

ditambahkan 100 mL air panas lalu dididihkan selama 5 menit kemudian disaring dan filtrat 

digunakan untuk pengujian, Uji saponin dilakukan dengan pengocokan 10 mL filtrat di dalam 

tabung tertutup selama 10 menit. Timbulnya busa hingga selang waktu 10 menit (buih stabil) 

menunjukkan adanya saponin. 

Uji Kuinon. Sebanyak 1 gram ekstrak tanaman ditambah 100 mL air panas, dididihkan 

selama 5 menit lalu disaring. Ke dalam 10 mL filtrat ditambahkan beberapa tetes NH40H 1N. 

Warna merah yang terbentuk menunjukkan adanya kuinon. 

Uji Tanin. Sebanyak 1 gram ekstrak tanaman ditambahkan 100 mL air panas, 

dididihkan selama 5 menit lalu disaring. Sebagian filtrat ditambahkan FeCI3. Terbentuknya 

warna biru tua atau hitam kehijauan menunjukkan terdapatnya tanin. 

Uji Toksisitas larva Udang (penentuan nilai lC50). Telur udang ditetaskan dalam 

gelas piala berisi 200 mL air laut dan dilengkapi dengan aerator. Setelah dua hari, telur 

udang akan menetas menjadi naupili atau larva udang. Ekstrak kasar ditimbang dan 

dilarutkan dalam air laut sehingga didapatkan konsentrasi 10, 100, 500, dan 1000 ppm. 

Sebanyak 10 ekor larva udang ditempatkan pada masing-masing sumur yang telah diberi 

ekstrak. Jumlah larva udang yang mati dihitung setelah 24 jam. Data yang didapat dianalisis 

menggunakan program 'Analisis Probit' dengan derajat kepercayaan 95 % untuk 

mendapatkan nilai LC50. Sebagai kontrol digunakan air laut tanpa penambahan ekstrak 

(Meyer et a/. 1982). 

2.6. Penentuan Oaya Inhibisi Ekstrak terhadap Aktivitas Enzim Tirosin Kinase 

Pelarut BTK dengan konsentrasi 1 x dibuat dengan cara sebanyak 1 mL BTK 

konsentrasi 10x dilarutkan dengan 9 mL air deionisasi. Sebanyak 32,5 IJL EGFR (130U) 

dicairkan kemudian ditambahkan 292,5 IJL BTK (1x) (setiap 10 IJL mengandung 4U). 
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Campuran ini diaduk lalu disimpan dalam es. Larutan stok ATP dicairkan kemudian sebanyak 

128 IJL larutan A TP dilarutkan dengan 3,2 mL BTK (1 x), dicampurkan lalu disimpan dalam 

es. 

Oisiapkan tiga buah vial yang berukuran 600 IJL untuk masing-masing ekstrak, satu vial 

untuk kontrol EGFR dan satu vial untuk genistein. Sebanyak 20 IJL EGFR dimasukkan ke 

dalam setiap vial, lalu ditambahkan 20 IJL ekstrak 300 ppm untuk vial khusus sampel, 20 IJL 

genistein untuk vial khusus kontrol, dan 20IJL air bebas ion sebagai kontrol EGFR (kontrol 

negatif). Setiap vial diinkubasi di dalam es selama 10 menit. 

Sebanyak 90 IJL BTK (1x) yang mengandung ATP dimasukkan ke dalam masing­

masing sumur. Sebagai blanko digunakan 20 IJL BTK (1x) yang dimasukkan ke dalam sumur. 

Untuk kontrol digunakan EGFR sebanyak 20 IJL (4U) dan sampel yang diuji, dilarutkan 

dengan perbandingan 1: 1 atau 1:2 dan seterusnya dalam BTK. Konsentrasi akhir ATP dalam 

reaksi PTK adalah 0,3 mM. Setelah itu sumur-sumur ditutup dan diinkubasi pada temperatur 

kamar selama 30 menit. Campuran dikeluarkan dari masing-masing sumur lalu sumur dicuci 

dengan 200 IJL buffer pencuci hingga lima kali pengulangan. Setelah itu sebanyak 100 IJL 

larutan antibodi konjugat HRP dengan pelarutan yang tepat dimasukkan ke dalam sumur. 

Sumur ditutup dan diinkubasi selama 30 menit pada temperatur ruangan. 

Larutan substrat peroksidase segar dibuat dengan cara pelarutan satu tablet 0­

Phenylenediamine (OPO) dan satu tablet urea hidrogen peroksida dalam 20 mL air 

deionisasi, dicampurkan sampai larut dan hindarkan dari cahaya sampai digunakan, larutan 

ini tidak untuk disimpan. Setelah itu, larutan antibody dikeluarkan dar; sumur kemudian 

masing-masing sumur dicuci dengan 200 IJL buffer pencuci. Pencucian dilakukan lima kali. 

Selanjutnya sebanyak 100 IJL larutan substrat OPO segar ditambahkan pada masing-masing 

sumur dan diinkubasi selama tujuh menit dalam keadaan gelap pad a suhu ruangan. Warna 

oranye-kuning akan muncul dalam sumur yang positif. Reaksi dihentikan dengan 

penambahan 100 IJL H2S04 2,5 N pada masing-masing sumur. Sumur diukur serapannya 

pada 492 nm. Pengukuran harus dalam waktu 30 menit dalam mikroplat ELISA yang 

ditetapkan pada hari penambahan larutan penghenti. 

3. HASIL DAN PEMBAHASAAN 

3.1. Kadar Air 

Tanaman keladi tikus yang masih segar memiliki kadar air'sebesar 92,41 % (Tabel 1). 

Hasil tersebut diperoleh setelah mengeringkan tanaman itu dalam oven bersuhu 40 °c 
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, 
selama tujuh hari. Suhu oven dlatur agar tidak melebihi nilai tersebut. Hal ini dimaksudkan 

agar kandungan komponen-komponen kimiawinya tidak rusak. 

Nilai kadar air berguna untuk memperkirakan bobot kering yang akan diperoleh dari 

sejumlah sampe\ basah keladi tikus. Berdasarkan Tabel1, maka 100 9 sampel basah keladi 

tikus akan menghasilkan 7,59 9 bobot kering. 

Tabel1. Kadar air tanaman keladi tikus 

Keladi tikus Kadar air (%) 
Sampel segar 92,41 
Sampel kering 6,56 

Kadar air sampel yang akan digunakan perlu diperiksa terlebih dahulu. Kandungan air 

dalam suatu bahan memengaruhi daya tahannya terhadap serangan mikroba sehingga dapat 

diperkirakan cara penanganan terbaik bagi sampel dalam hal tempat dan waktu 

penyimpanan. 8ila kandungan air yang terkandung dalam suatu bahan berkisar antara 3 

sampai dengan 7%, maka kestabilan optimum bahan akan tercapai dan pertumbuhan mikrob 

dapat dikurangi sehingga dapat memperpanjang masa simpan tanaman kering (Winarno 

1997). Sampel kering keladi tikus yang digunakan memiliki kadar air sebesar 6,56%, kadar 

air yang kurang dari 10 % ini cukup baik bila sampel ini disimpan sehingga tidak mudah 

terkontaminasi oleh mikroba. 

3.2. Ekstraksi 

Metode yang digunakan untuk proses ini adalah maserasi. Hal ini bertujuan mencegah 

rusaknya senyawa metabolit sekunder yang tidak tahan terhadap suhu tinggi. Pelarut yang 

digunakan dalam ekstraksi tanaman keladi tikus adalah air kran, akuadem, dan etanol 70%. 

Pada awal proses maserasi, seluruh serbuk keladi tikus yang akan digunakan, 

direndam menggunakan heksana. Hal ini dilakukan untuk menghilangkan komponen lemak 

yang mungkin akan mengganggu proses penanganan ekstrak selanjutnya. Digunakannya 

beberapa pelarut yang berbeda dimaksudkan untuk melihat pengaruh perbedaan kepolaran 

dari pelarut terhadap kandungan senyawa kimia dalam hasil ekstraksi. Etanol memiliki dua 

gugus yang berbeda kepolarannya yaitu gugus hidroksil yang bersifat polar dan gugus alkil 

yang bersifat non polar. Adanya dua gugus tersebut diharapkan senyawa-senyawa dengan 

tingkat kepolaran berbeda akan terekstrak ke dalam etano!. Selain itu, produksi skala industri 

biasanya menggunakan pelarut etano\. Pelarut air digunakan selain karena pendekatan 

aplikasi dalam masyarakat, juga karena air lebih bersifat polar dibandingkan dengan etanoi 

sehingga dapat menarik senyawa yang memiliki tingkat kepolaran tinggi. 
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Serbuk keladi tikus diseduh dengan air mendidih lalu diaduk sampai ding in kemudian 

disaring. Hal ini didasari oleh pemakaian tradisional rim pang sebagai obat, yaitu dengan cara 

diseduh. Ekstrak etanol 70% yang dihasilkan berbentuk oily berwarna hijau kecoklatan 

dengan rendemen sebesar 1,02%. Rendemen dari ekstrak air demineral dan ekstrak air 

panas diperoleh masing-masing sebesar 1,07%. 

3.3. Kandungan Fitokimia 

Uji fitokimia pada sampel segar dan kering membuktikan bahwa proses pengeringan 

sampel pada suhu 40 0c ternyata tidak merusak kandungan senyawa metabolit 

sekundernya. Hal ini dibuktikan dengan adanya alkaloid, triterpenoid, saponin, dan tanin baik 

dalam sampel segar maupun dalam sampel kering. 

Tanin terdapat dalam sampel segar keladi tikus, sampel kering, ekstrak etanol, ekstrak 

akuadem, dan ekstrak air panas. Dapat dikatakan bahwa tanin pada keladi tikus adalah tanin 

yang bersifat non polar dan polar. 

Tabel 2 Hasil penapisan fitokimia 

Sampel S K E A P 

Alkaloid +++ + ++ + 

Triterpenoid +++ + ++ + 

Steroid +++ - + 

Saponin +++ - + + 

Tanin +++ - + + 

Kuinon 

Keterangan: 
S : Segar (+) : Hasil positif 
K : Kenng (- ) : HasH negatif 
E : Etanol 70% 
A : Akuadem 
P : Air panas 

Tabel 2 menunjukkan saponin terdapat pada sampel segar, sampel kering, ekstrak 

akuadem, dan ekstrak air panas. Saponin tidak terdapat pada ekstrak etanol mungkin karena 

etanol kurang bersifat polar dibandingkan dengan air. Jadi saponin yang terdapat dalam 

keladi tikus bersifat polar sehingga hanya terekstrak oleh air. Keberadaan saponin di dalam 

ekstrak akuadem diduga menyebabkan tingginya daya inhibisi .ekstrak tersebut. Saponin 

diketahui dapat mengakibatkan hemolisis darah (Harborne 1996). 
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Kuinon hanya ditemukan pada ekstrak etanol sedangkan pada sampel segar keladi 

tikus, sampel kering, ekstrak akuadem, dan ekstrak air panas tidak ditemukan. Hal ini 

menunjukkan bahwa kuinon dalam keladi tikus bersifat non polar. Pada pengujian fitokimia 

sampel segar dan sampel kering, kedua sampel tersebut hanya diseduh oleh air panas 

sehingga kuinon tidak terekstrak karena senyawa tersebut bersifat non polar. Disamping itu, 

sebelum sampel diekstrak oleh etanol, sampel dicuci terlebih dahulu menggunakan heksana. 

Akibatnya lemak-Iemak yang mengganggu dapat dihilangkan sehingga kuinon yang bersifat 

non polar dan jumlahnya relatif sedikit dapat terekstrak oleh etanol. 

3.4. Uji Toksisitas Larva Udang 

Hasil pengujian menunjukkan bahwa ekstrak etanol 70%, ekstrak air panas, dan 

ekstrak akuadem diduga mengandung senyawa bioaktif yang bersifat toksik karen a nila; 

LC50 nya kurang dari 1000 ppm, yaitu berturut-turut sebesar 168,68, 593,65, dan 785,27 

ppm. Dugaan tersebut didasarkan pada pernyataan Meyer et al 1982, yang menyatakan 

bahwa senyawa yang mempunyai nilai LC50 lebih kecil dari 1000 ppm dikatakan memiliki 

potens; bioaktivitas. Senyawa bioaktif adalah senyawa kimia yang dapat memberikan efek 

atas jaringan biologi, yang selanjutnya diharapkan dapat bermanfaat sebagai obat yang 

mampu menghambat perkembangan mikroorganisme penyebab penyakit bahkan mampu 

membunuh mikroorganisme tersebut. Hal ini mengiindikasikan bahwa ketiga ekstrak tersebut 

memiliki aktivitas yang dapat mempengaruhi fungsi fisiologis dari organ, jaringan, atau sel 

jika digunakan serta sangat berpotensi sebagai obat. Hasil penelitian berbagai lembaga 

penelitian di Malaysia .dan beberapa negara menunjukkan bahwa sari keladi tikus dapat 

menghambat pertumbuhan dan menghancurkan sel kanker serta menghilangkan efek buruk 

kemoterapi (Novalina 2003). 

Sebagian besar tanaman yang memiliki nilai toksisitas yang tinggi memiliki potensi 

sebagai antikanker, karena toksisitas yang dimilikinya tersebut dapat pula bekerja pada fase 

tertentu dari siklus sel tumor. Menurut Meyer ei al. (1982), suatu ekstrak atau fraksi dari 

suatu tanaman dianggap memiliki efek posit if terhadap uji kematian larva udang jika LC50nya 

kurang dari 1000 ppm, hanya spectrum keaktifannya masih sangat luas. Uji toksisitas larva 

udang tidak spesifik untuk antitumor, akan tetapi kemampuannya untuk mendeteksi 14 dari 

24 ekstrak Euphorbiaceae yang aktif terhadap uji 9PS dan mendeteksi 2 dari 6 spesies yang 

aktif terhadap uji 9KB memungkinkan uji toksisitas larva udang dapat digunakan sebagai uji 

praskrining senyawa bioaktif. 
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3.5. Uji Oaya Inhibisi terhadap Enzim Tirosin Kinase 

Konsentrasi yang digunakan pada pengujian ini adalah konsentrasi yang berada di 

bawah nilai Le50 dari tiap ekstrak. Hal ini dilakukan untuk mengetahui daya hambat aktivitas 

enzim pada keadaan yang praktis tidak toksik (practically non toxic), sehingga dapat 

diketahui tingkat kekuatan dari ekstrak yang digunakan pada kondisi yang paling aman bagi 

tubuh. Penelitian terdahulu yang dilakukan menunjukkan bahwa konsentrasi optimum ekstrak 

keladi tikus sebesar 300 ppm Iswantini 2004). Konsentrasi yang digunakan dalam pengujian 

sebesar 300 ppm dan 700 ppm untuk masing-masing ekstrak. 

Pengujian dilakukan dengan kontrol negatif (tanpa penambahan ekstrak) dan kontrol 

positif (mengandung genistein pada konsentrasi 300 ppm dan 700 ppm). Hasil yang 

diperoleh berupa nilai absorbansi dari aktivitas enzim tirosin kinase. Semakin keeil nilai 

absorbansi yang dihasilkan (Gambar 1) menunjukkan daya inhibisi yang semakin besar 

terhadap aktivitas enzim tirosin kinase karena produk yang dihasilkan oleh enzim tersebut 

akan semakin sediktt. Hal ini dilihat dari intensitas warna dari produk yang semakin pudar. 

Hasil uJi menunjukkan bahwa ekstrak kasar etanol 70% dan ekstrak kasar air panas 

keladi tikus pada konsentrasi 300 ppm tidak memiliki daya hambat terhadap aktivitas enzim 

tirosin kinase. Hal ini terlihat dari daya inhibisi yang bernilai negatif atau dibawah kontrol 

negatif (EGFR). Adapun ekstrak kasar air demineral pada konsentrasi 300 ppm memiliki 

daya inhibisi sebesar 76,1%. Nilai tersebut lebih besar dari nilai daya inhibisi kontrol positif 

genistein pada konsentrasi 300 ppm yaitu sebesar 6,71% (Gambar 2). 

Nilai daya inhibisi untuk ekstrak kasar keladi tikus etanol 70% dan air panas pada 

konsentrasi 700 ppm seeara berturut-turut adalah sebesar 28,49 dan 33,03% (Gambar 2). 

Daya inhibisi terhadap aktivitas enzim tirosin kinase untuk kedua ekstrak diatas melebihi nilai 

daya inhibisi pada kontrol positif genistein konsentrasi 700 ppm yaitu sebesar 12,89% dan 

daya inhibisi kedua ekstrak pada konsentrasi 300 ppm. 8erdasarkan nilai diatas, maka dapat 

dinyatakan bahwa ekstrak kasar akuadem pada konsentrasi 300 ppm memiliki daya hambat 

yang paling besar terhadap aktivitas enzim tirosin kinase. 

Keberadaan beberapa senyawa metabolit sekunder pada ekstrak kasar yang diujikan, 

diduga memiliki peran tersendiri dalam menghambat aktivitas enzim tirosin kinase. Alkaloid 

yang berasal dari tanaman obat diketahui memiliki efek toksisitas terhadap sel kanker 

(Alexandrova et al. 2000), dapat menginduksi apoptosis pada sel kanker manusia serta 

terbukti efektif dan ampuh untuk pengobatan pasien kanker payudara metastatik. Oleh 

karena itu, alkaloid yang terkandung dalam ekstrak kasar tanaman diduga memiliki peran 
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tertentu dalam menghambat aktivitas enzim tirosin kinase. 

Ekstrak akuadem 300 ppm, etanol 700 ppm, dan air panas 700 ppm menunjukkan 

sifat inhibitor yang cukup baik terhadap aktivitas enzim tirosin kinase bahkan memiliki daya 

hambat yang lebih besar dari pada kontrol positif genistein. Hal ini sangat berguna sebagai 

bukti ilmiah pada kajian beberapa tanaman yang berpotensi sebagai antikanker. 
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4. KESIMPULAN 

Tanaman keladi tikus mengandung senyawa-senyawa seperti alkaloid, triterpenoid, 

saponin, tanin, dan kuinon. Tanaman keladi tikus segar memiliki kandungan air sebesar 

92,41%. Rendemen yang dihasilkan bila keladi tikus diekstrak menggunakan pelarut etanol 

70%, akuadem, dan seduhan air kran berturut-turut sebesar 1,02, 1,07, dan 1,07%. 

Tanaman keladi tikus berpotensi menghambat aktivitas enzim tirosin kinase pada 

konsentrasi tertentu. Ekstrak kasar air demineral pada konsentrasi 300 ppm mempunyai daya 

inhibisi sebesar 76,10%. Pada konsentrasi ekstrak yang lebih tinggi yaitu 700 ppm, ekstrak 

etanol 70% mempunyai daya hambat sebesar 28,49% sedangkan ekstrak air panas 700 ppm 

sebesar 33,03%. 
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Inhibisi Ekstrak Air dan Etanol Sambiloto (Andrographis paniculata [Burm.f.] 
Nees) terhadap Aktivitas Enzim Tirosin Kinase secara In Vitro 
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Abstrak 

Enzim tirosin kinase merupakan enzim pengatur pertumbuhan sel-sel dalam 
tubuh. Aktivitas berlebihan dari enzim ini akan menyebabkan pertumbuhan sel 
menjadi tidak tekendali dan dapat memicu pertumbuhan sel-sel kanker. 
Sambiloto (A. paniculata [8urm.f.] Nees) merupakan tumbuhan yang berpotensi 
sebagai antikanker. Dengan pendekatan penghambatannya terhadap enzim 
tirosin kinase oleh ekstrak sambiloto, maka penelitian ini bertujuan untuk 
menguji daya inhibisi dari ekstrak sambiloto terhadap aktivitas tirosin kinase 
secara in vitro menggunakan metode enzyme linked immunosorbent assay 
(ELISA). Daya inhibisi yang diperoleh dibandingkan dengan daya hambat 
genistein sebagai kontrol positif. Ekstraksi sambiloto dilakukan dengan 
menggunakan pelarut etanol 70%, akuadem, dan air. Hasil menunjukkan 
bahwa ekstrak akuadem dan ekstrak air mengandung alkaloid, flavonoid, tanin, 
dan terpenoid, sedangkan ekstrak etanol hanya mengandung alkaloid dan 
terpenoid. Toksisitas ekstrak etanol lebih tinggi dari ekstrak air dan akuadem 
dengan nilai LCso berturut-turut 427,93; 873,51 dan 2.062 ppm. Daya hambat 
ekstrak akuadem (70,12%) lebih tinggi dari ekstrak etanol (67,05%) dan ekstrak 
air (64,52%). Ketiga ekstrak ini mampu menghambat aktivitas tirosin kinase 
lebih tinggi dari genistein (6,02%) pada konsentrasi 300 ppm. Maka ketiga 
ekstrak terse but berpotensi sebagai antikanker. 

Kata kunci: inhibisi, sambiloto (A. paniculata [8urm.f.] Nees), enzim tirosin 
kinase, kanker, in vitro 

1. 	 PENDAHULUAN 

Penyakit kanker selama ini sangat ditakuti oleh kebanyakan orang. Hal ini 

disebabkan oleh penyakit kanker berbahaya dan masih sukar untuk disembuhkan dan 

juga kanker adalah salah satu penyakit paling mematikan di dunia setelah jantung 

koroner. Lebih dari 10 juta orang terdiagnosis kanker tiap tahunnya. Diperkirakan akan 

timbul 15 juta kasus baru yang akan muncul tiap tahunnya pada 2020. Kanker 

menyebabkan 6 juta kematian tiap tahunnya, atau 12% dari populasi dunia sampai saat 

ini (WHO 2004). 

Sampai saat ini, pengobatan penyakit kanker memerlukan biaya yang sangat 

besar dan menimbulkan efek samping karena selain membunuh sel kanker juga 

membunuh sel normal. Teknik pengobatannya antara lai'n radioterapi, kemoterapi, 

imunoterapi, terapi gen, dan pembedahan. Efek samping yang biasa ditimbulkan misalnya 
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mual, pusing, dan diare (Simadibrata 2004), terjadinya malnutrisi (Hariani 2004), 

pengurangan sel darah putih (Hukom 2004), serta kebotakan. Oleh karena itu, banyak 

penderita kanker cenderung mencari tanaman obat yang berkhasiat sebagai obat 

alternatif antikanker. 

Enzim protein kinase memainkan peranan vital dalam pengaturan pertumbuhan 

dan diferensiasi sel. Aktivitas tirosin kinase sebagai reseptor faktor pertumbuhan dan 

produk protein onkogen sangat penting bagi perbanyakan sel. Inhibitor spesifik yang 

ditargetkan pada wilayah aktivitas tirosin kinase dapat berpotensi sebagai obat anti­

perkembangbiakan. Salah satu inhibitor tirosin kinase yang telah diketahui ialah kelompok 

isoflavon alami, yaitu genistein dan daidzein (Challem 2002). 

Tanaman yang telah terbukti secara ilmiah dalam mengatasi dan mengobati 

penyakit kanker adalah temu putih (Curcuma zeodaria (Berg) Roscoe) dengan daya 

inhibisi terhadap tirosin kinase mencapai 93,4% (Iswantini D. et ai, 2003 dan Iswantini 0, 

et al. 2008). Penelitian selanjutnya menunjukkan bahwa di antara ekstrak kasar flavonoid, 

keladi tikus, mahkota dewa, meniran dan buah mengkudu mempunyai daya inhibisi yang 

cukup berarti terhadap tirosin kinase (lswantini 0, et.aI.2004). 

Sambiloto (Andrographis paniculata [Burm.f.] Nees) adalah tanaman lain yang 

diduga sebagai antikanker yang akan diuji dalam penelitian ini. Senyawa aktif sambiloto 

ada yang sudah dipatenkan sebagai antikanker, yaitu dengan nomor paten 6.576.662; 

6.486.196; 6.410.590 dan 5.833.994 (Nanduri et al 2002). Sambiloto merupakan salah 

satu spesies yang diketahui mempunyai khasiat medis sejak abad 18. Beberapa khasiat 

tanaman ini antara lain sebagai obat antiradang, analgesik, antipiretik, dan antibakteri 

(WHO 1999). Kandungan andrografolida di dalamnya mampu memperkuat sistem 

pertahanan tubuh dengan meningkatkan produksi sel darah putih yang akan menyerang 

bakteri, mampu memicu produksi interferon yang merupakan protein spesifik (sitokin) yang 

dibuat oleh sel sebagai respons adanya benda asing terhadap bakteri. Andrografolida 

selain tidak bersifat toksik pada manusia juga tidak mempunyai efek 

samping, seperti agen kemoterapi konvensional yang lain. 

Pengujian sambiloto sebagai antikanker dilakukan secara in vitro dengan melihat 

kemampuan ekstrak air kran, akuadem (akua-demineral) dan etanol 70% dalam 

menghambat aktivitas tirosin kinase. Alasan pemilihan jenis pelarut air karena pelarut ini 

biasa digunakan oleh masyarakat dalam memanfaatkan tanaman berkhasiat o bat. 

Penggunaan akuadem bertujuan melihat dan membandingkan apakah mineral yang ada 

dalam air kran mempengaruhi daya inhibisinya terhadap tirosin kinase. Pelarut air dan 

etanol 70% adalah pelarut yang diperbolehkan digunakan urituk produksi pangan dan 

farmasi agar prod uk yang dihasilkan aman untuk dikonsurnsi. 
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Penelitian ini bertujuan menentukan ekstrak kasar teraktif sebagai antikanker melalui 

pengukuran daya inhibisinya pada tirosin kinase menggunakan enzyme linked 

immunosorbent assay (ELISA), Analisis ini diharapkan bermanfaat bagi masyarakat 

karena dapat memberikan informasi mengenai khasiat ekstrak sambiloto sebagai 

antikanker. Hipotesis penelitian ini adalah terdapat perbedaan nyata day a inhibisi dar; 

ketiga ekstrak yang digunakan sehingga dapat ditetapkan ekstrak sambiloto teraktif. 

2. METODE PENELITIAN 

Penelitian ini terdiri atas tiga bagian, yaitu (1) Analisis bahan, ekstraksi, penentuan 

rendemen, dan uji fitokimia ekstrak; (2) Uji toksisitas ekstrak dengan menggunakan nilai 

LC50 ; (3) Penentuan daya inhibisi ekstrak terhadap aktivitas tirosin kinase. 

2.1. Analisis bahan, ekstraksi, penentuan rendemen, dan uji fitokimia ekstrak 

2.1.1. Analisis Bahan: Pengeringan dan Penentuan Kadar Air 

Sambiloto yang sudah dicuci, diiris tipis dan dikeringkan dalam oven suhu 40°C 

sampai diperoleh kadar air ± 10%, kemudian digiling sampai menjadi serbuk berukuran 40 

mesh, Serbuk sampel kering yang diperoleh digunakan untuk proses ekstraksi. 

Cawan porselin dikeringkan pada suhu 105°C selama 30 menit kemudian 

didinginkan dalam eksikator dan ditimbang. Serbuk sambiloto kering sebanyak 3 gram 

dimasukkan ke dalam cawan porselin dan dikeringkan dalam oven pada suhu 105°C 

selama 3 jam, kemudian didinginkan dalam eksikator, dan ditimbang. Serbuk sambiloto 

dalam cawan dikeringkan lagi selama 1 jam pada suhu 105°C, didinginkan, dan ditimbang 

kembali. Prosedur dilakukan berulang-ulang sampai diperoleh bobot yang tetap, 

2.1.2. Ekstraksi 

2.1.1.1. Ekstraksi Akuadem 

Serbuk sambiloto kering dimaserasi selama dua han dengan akuadem (1 :4) lalu 

disaring, Ekstraksi dilakukan tiga kali pengulangan, Filtrat yang dihasilkan kemudian 

dipekatkan dalam rotari evaporator. Hasil pemekatan dikeringkan menggunakan metode 

pengering beku (freeze-dried), Selanjutnya, ekstrak ini digunakan untuk penentuan nilai 

LC50 dan pengujian daya inhibisi terhadap tirosin kinase, 

2.1.1.2. Ekstraksi Air Kran 

Serbuk sambiloto kering diseduh dengan air kran (1:4) yang mendidih, Didiamkan 

hingga dingin, kemudian disaring. Ekstraksi dilakukan tiga kali pengulangan, HasH 

pemekatan dikeringkan menggunakan metode pengering beku (freeze-dried). Selanjutnya, 
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Uji fitokimia yang akan dilakukan meliputi uji flavonoid, alkaloid, terpenoid dan 

steroid, saponin, kuinon serta uji tanin. 

Uji Flavonoid. Filtrat sebanyak 5 mL ditambahkan serbuk magnesium (0,5 gram), 1 

mL alkohol klorhidrat (campuran asam klorida 37% dan etanol 95% dengan volume 

sama), dan amil alkohol, kemudian dikocok kuat-kuat. Terbentuknya warna merah, kuning, 

dan jingga pada lapisan amil alkohol menunjukkan adanya golongan flavonoid. 

Ekstrak sebanyak 1 mL ditambah dengan 1 mL metanol 95%, 0,5 Zn, dan 2 tetes 

HCI2 N, didiamkan selama 2 menit, lalu ditambah 1 mL HCI 37%. Uji ini akan positif untuk 

glikosida flavonoid bila dalam 2-5 menit terbentuk warna merah intensif. 

Uji Alkaloid. Ekstrak sebanyak 1 gram dilarutkan dengan kloroform dan beberapa 

tetes NH40H, kemudian disaring ke dalam tabung reaksi tertutup. Ekstrak kloroform dalam 

tabung reaksi dikocok dengan 10 tetes H2S04 2 M, lalu lapisan asamnya dipisahkan ke 

dalam tabung reaksi lain. Lapisan asam ini diteteskan pada lempeng tetes dan 

ditambahkan pereaksi Dragendorf, Mayer, dan Wagner yang akan menimbulkan endapan 

dengan warna berturut-turut merah jingga, putih, dan coklat. 

Uji Terpenoid dan Steroid. Ekstrak sebanyak 2 gram tanaman dilarutkan dengan 35 

mL etanol panas (50 °C), kemudian disaring ke dalam pinggan porselin dan diuapkan 

sampai kering. Residu ditambahkan eter dan ekstrak eter dipindahkan ke dalam lempeng 

tetes, lalu ditambahkan 3 tetes anhidrida asetat dan 1 tetes H2S04 pekat (pereaksi 

Lieberman-Burchard). Warna merah atau ungu menunjukkan adanya terpenoid dan warna 

hijau atau biru menunjukkan adanya steroid. 

Uji Saponin. Ekstrak sebanyak 1 gram tanaman dimasukkan ke dalam gelas piala 

dan ditambahkan 100 mL air panas, lalu dididihkan selama 5 menit. Setelah itu. ekstrak 
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ekstrak ini digunakan untuk penentuan nilai LCso dan pengujian daya inhibisi terhadap 

tirosin kinase. 

2.1.1.3. Ekstraksi Etanol 

Serbuk sambiloto kering dimaserasi dengan pelarut etanol 70% (1 :4) selama dua 

hari, lalu disaring dan dipekatkan dengan rotari evaporator pada suhu di bawah 50 °C 

sampai diperoleh residu kering. Hasil ekstrak ini selanjutnya digunakan untuk penentuan 

nilai LCso dan pengujian daya inhibisi terhadap tirosin kinase. 

Setiap ekstrak yang diperoleh, rendemennya dihitung dengan rumus, sebagai 

berikut: 

rentiemen 

2.1.3. Uji Fitokimia (Metode Harborne 1996) 
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daripada kontol positif (genistein). Hal ini sangat berguna sebagai bukti ilmiah pada kajian 

potensi dari beberapa tanaman yang berpotensi sebagai antikanker. 

4. KESIMPULAN 

Daun dan batang sambiloto mengandung senyawa golongan alkaloid, flavonoid, 

terpenoid, steroid, dan tanin. Ekstrak akuadem dan air dapat mengekstraksi senyawa 

alkaloid, flavonoid, tanin, dan terpenoid, sedangkan ekstrak etanol hanya dapat 

mengekstraksi terpenoid dan alkaloid saja. Diduga senyawa flavonoid, alkaloid, tanin, dan 

terpenoid pada sambiloto adalah senyawa yang mempunyai daya inhibisi pada tirosin 

kinase. 

Data hasil penelitian menunjukkan bahwa ekstrak kasar dari sambiloto memiliki 

kandungan bioaktif dan berpotensi menghambat aktivitas kerja tirosin kinase. Ketiga 

ekstrak (akuadem, air kran, dan etanol) tanaman memiliki day a hambat lebih tinggi 

dibandingkan dengan genistein (kontrol positif). Terbukti dengan konsentrasi yang sama 

(300 ppm), ekstrak air kran menghasilkan penghambatan sebesar 64,52%, ekstrak etanol 

sebesar 67,05%, dan ekstrak akuadem menghasilkan daya hambat terbesar, yaitu bernilai 

70,12%. 

DAFTAR PUSTAKA 

Akiyama et al. 1987. Genistein, a specific inhibitor of tirosine-spesific protein kinases. J 
Bioi Chem 262:5592-5. 

Alexandrova R, Varadinova T, Velcheva M, Genova P, Salnova I. 2000. Cytotoxic effect of 
isoquinoline alkaloid on tumor cell lines. Experimental Pathology and Parasitology 
4:8-14. 

Challem J, Toecus VD, Knittel L. 2002. The Soy Sensation. New York: McGraw-HilI. 

Daintith J. 1990. Kamus Lengkap Kimia. Achmadi SS, penerjemah; Marias, Sitohang DP. 
editor. Jakarta: Erlangga. Terjemahan dari: Concise Science Dictionary. 

Dalimartha S. 1999. Atlas Tumbuhan Obat Indonesia. Jilid I. Jakarta: Trubus Agriwidya. 
Anggota IKAPI. 

Dardanella D. 2005. Penapisan beberapa tanaman asli Indonesia yang berpotensi 
sebagai antikanker secara enzimatik [skripsi]. Bogor: Fakultas Matematika dan Ilmu 
Pengetahuan Alam, Institut Pertanian Bogor. 

Dixon RA, Ferreira D. 2002. Molecules of interest. Phytochemistry 60:205-211. 

Ganiswara S et al. 1995. Farmakologi dan Terapi. Ed ke-4. Jakarta: Universitas 
Indonesia. him 686-689. 

Harborne JB. 1996. Metode Fitokimia. Cara Menganalisis Tanaman. Terjemahan K. 
Padmawinata dan I Sudiro. Bandung: Institut Teknologi Bandung. 

Pro siding Seminar Nasiona/ Sains II: Bogor. 14 November 2009 70 

1 t 



Inhibisi Ekstrak Air dan Etano/ Sambi/oto 

disaring dan filtrat digunakan untuk pengujian. Uji saponin dilakukan dengan pengocokan 

10 mL filtrat dalam tabung reaksi tertutup selama 10 menit. Adanya saponin ditunjukkan 

dengan terbentuknya buih stabil. 

Uji Kuinon. Ekstrak sebanyak 1 gram tanaman ditambahkan 100 mL air panas, 

dididihkan selama 5 menit dan disaring. Ke dalam 10 mL filtrat ditambahkan beberapa 

tetes NH40H 1 N. warna merah yang terbentuk menunjukkan adanya kuinon. 

Uji Tanin. Ekstrak sebanyak 1 gram tanaman ditambahkan 100 mL air panas, 

dididihkan selama 5 menit dan disaring. Sebagian filtrat ditambahkan larutan besi(llI) 

klorida. Warna hitam kehijauan yang terbentuk menunjukkan adanya tanin. 

2.2. Uji toksisitas ekstrak dengan menggunakan nilai LC50 

Telur udang diteteskan ke dalam gelas piala berisi 200 mL air laut. Setelah 2 hari, 

telur udang akan menetas menjadi larva udang. Ekstrak kasar dilarutkan dalam air laut 

dengan konsentrasi 10, 100, 500, dan 1000 ppm. Sebanyak 10 ekor larva udang 

ditempatkan dalam larutan yang berisi ekstrak. Pengamatan dilakukan setelah 24 jam 

dengan menghitung jumlah larva yang mati dari total larva yang dimasukkan ke dalam 

botol vial. Data analisis menggunakan program analisis Probit dengan derajat 

kepercayaan 95% untuk mendapatkan LCso. Kontrol dilakukan dengan air laut tanpa 

penambahan ekstrak. 

2.3. Penentuan daya inhibisi ekstrak terhadap aktivitas tirosin kinase. 

2.3.1. Pelapisan 96-wells Microtiter Plate 

Pelapisan dilakukan dengan cara-cara berikut. Plastik penutup dilepaskan dari 

tempatnya, kemudian jumlah sumur yang diperlukan ditempatkan dalam plate holder. 

Sampellarutan stok substrat PTK (PGT, Polimer sintetik acak Poli-Glu-Tyr) dicairkan dan 

sebanyak 125 ~L substrat terse but ditambahkan masing-masing sumur, lalu mikrotiter 

ditutup. Kemudian plate diinkubasi sepanjang malam pada suhu 37 DC. Setelah itu, larutan 

PTK substrat yang tidak terlapis dibuang dan masing-masing sumur dicuci dengan 200 ~L 

bufer pencuci (PBS-Tween 20), kemudian bufer pencuci dibuang dan sumur dikeringkan 

selama 2 jam dengan suhu 37°C. 

2.3.2. Pengujian Protein Tirosin Kinase 

Pelarut bufer tirosin kinase (BTK) dengan konsentrasi 1x dibuat dengan cara, BTK 

konsentrasi 10x sebanyak 1 mL dilarutkan dengan 9 mL air deionisasi. Selanjutnya, 32,5 

~L EGFR (130U) dicairkan, kemudian ditambah 292,5 ~L BTK (1x) (setiap 10j..d 

mengandung 4 U), campuran diaduk dan disimpan dalam es, Larutan stok ATP sebanyak 

128 ~L dilarutkan dengan 3,2 mL BTK (1x), diad uk perlahan dan disimpan dalam es. 
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Gambar 2. Persen inhibisi aktivitas tirosin kinase oleh masing-masing ekstrak tanaman. 

Uji fitokimia menunjukkan kandungan senyawa metabolit sekunder yang terdapat 

pada ekstrak air kran dan ekstrak akuadem tidak berbeda jauh baik dalam hal jenis 

ataupun jumlahnya (Tabel 3). Namun, daya inhibisi ekstrak air kran terhadap aktivitas 

tirosin kinase lebih rendah dibandingkan dengan akuadem, diduga kandungan mineral 

yang terdapat di dalamnya berfungsi sebagai nutrisi bagi tirosin kinase itu sendiri atau 

mineralnya menghambat bioaktivitas senyawa metabolit pada ekstrak (efek antagonis). 

Hasil pengujian semua ekstrak menunjukkan nilai Leso ekstrak etanol > ekstrak air 

kran > ekstrak akuadem, sedangkan daya inhibisi ekstrak akuadem > ekstrak etanol > 

ekstrak air kran. Data di atas menunjukkan bahwa ekstrak akuadem berpotensi sebagai 

antikanker karena nilai toksisitasnya rendah tetapi menghasilkan daya inhibisi yang paling 

tinggi terhadap tirosin kinase. 

Keberadaan dari beberapa senyawa metabolit sekunder seperti flavonoid, alkaloid, 

tanin, dan terpenoid pada ekstrak kasar yang diujikan, diduga memiliki peran tersendiri 

dalam menghasilkan nilai daya hambat pada aktivitas tirosin kinase. 

Metabolit sekunder flavonoid sudah banyak diketahui sebagai inhibitor spesifik dan 

tirosin kinase. Berdasarkan uji fitokimia, kandungan flavonoid pada ekstrak akuadem dan 

air kran lebih besar danpada kandungan senyawa metabolit sekunder lain. Maka, diduga 

senyawa flavonoid memiliki peran yang cukup besar dalam aktivitasnya menghambat 

tirosin kinase. Dalam penelitian sebelumnya ditunjukkan bahwa daya hambat ekstrak 

kasar flavonoid pada tanaman sambiloto lebih tinggi danpada genistein terhadap aktivltas 

tirosin kinase pada konsentrasi yang sama (300 ppm) sebesar 67,19% (Rahayu 2005). 

Senyawa flavonoid dari temu putih juga telah ditunjukkan berpotensi sebagai antikanker 

dengan penghambatannya terhadap tirosin kinase mencapai 93,4% (lswantini et al 2003) 

Sejalan dengan itu, lebih rendahnya daya tnhibisi ekstrak etanol dibandingkan dengan 

ekstrak akuadem disebabkan oleh tidak terekstraknya flavonoid oleh etanol. 

Semua ekstrak yang dihasilkan menunjukkan sifat inhibitor yang baik terhadap 

aktivitas tirosin kinase. Bahkan sebagian besar memilki daya hambat yang lebih besar 
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Setelah itu, vial sebanyak 5 disiapkan, 1 vial untuk kontrol EGFR, 1 vial untuk genistein 

dan 3 v'la\ untuk masing-masing sampel. EGFR sebanyak 20 !lL dimasukkan ke dalam I 
setiap vial, kemudian ditambahkan 20 !lL sampel 300 ppm, 20 !lL genistein 300 ppm 

(sebagai pembanding), dan 20 !lL air bebas ion sebagai kontrol. 

BTK sebanyak 90 !lL (1x) yang mengandung ATP dimasukkan ke dalam masing­

masing sumur. Setelah itu, ditambah-kan 20 !lL larutan sampel yang bensi EGFR ke 

dalam setiap sumur (duplo). Sehingga tiap sumur mengandung 10 !lL sampel 300 ppm 

dan 10 !lL EGFR 4U dengan konsentrasi ATP 0,3 mM. Selanjutnya, sumur-sumur ditutup 

dan diinkubasi pada temperatur kamar selama 30 menit. Campuran dikeluarkan dari 

masing-masing sumur, dan sumur dicuci dengan 200 ilL buffer pencuci dengan lima kali 

pengulangan. 

Larutan antibodi konjugat (HRP, Hoerse Radish Peroxidase) sebanyak 100 !lL 

dengan pelarutan yang tepat dimasukkan ke dalam sumur. Sumur ditutup dan diinkubasi 

kembali selama 30 menit pad a temperatur ruangan.. Setelah itu, larutan antibodi 

dikeluarkan dari sumur, kemudian masing-masing sumur dicuci dengan 200 !lL bufer 

pencuci, pencucian dilakukan lima kalL Substrat OPD sebanyak 100 !lL segar 

ditambahkan pada masing-masing sumur dan diinkubasi selama tujuh menit dalam 

keadaan gelap pada suhu ruangan. Larutan substrat peroksidase segar dibuat dengan 

cara pelarutan satu tablet OPD (o-Phenylenediamine) dan satu tablet urea hidrogen 

peroksida dalam 20 mL air deionisasi, dicampurkan sampai larut, dan dihindarkan dari 

cahaya sampai digunakan. larutan ini tidak untuk disimpan. 

Warna oranye kuning akan muncul dalam sumur yang positif. Reaksi dihentikan 

dengan penambahan 100 !lL H2S04 2,5 N sebagai larutan penghenti pada masing-masing 

sumur. Sumur diukur absorbansnya dengan mikroplate ELISA yang ditetapkan pada 490 

nm. Pengukuran harus dalam waktu 30 menit dari penambahan larutan penghentL 

3. HASIL DAN PEMBAHASAN 

3.1. Kadar Air 

Sampel sambiloto yang digunakan pada penelitian ini adalah campuran batang dan 

daun. Kedua bagian ini, ditentukan kadar airnya. Pengeringan dilakukan pada suhu 40 ec, 
untuk mencegah terjadinya kerusakan pada senyawa kimia tertentu. 

Kandungan air dalam suatu bahan mempengaruhi daya tahannya terhadap 

serangan mikrob, sehingga dapat diperkirakan cara penanganan terbaik bagi sampel 

dalam hal tempat dan waktu penyimpanan. Bila kandungan air yang terkandung dalam 

suatu bahan berkisar antara 3% dan 7%, maka kestabilan optimum bahan akan tercapai 
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dan pertumbuhan mikrob dapat dikurangi sehingga dapat memperpanjang mas a simpan 

tanaman kering (Winarno 1997). Penentuan kadar air pada sampel kering tanaman juga 

berfungsi sebagai faktor koreksi terhadap hasil rendemen ekstrak kasar yang diperoleh, 

karena ekstrak etanol akhir yang didapat berupa pasta kental. 

Kadar air yang diperoleh dari daun dan batang segar berturut-turut sebesar 78,34% 

dan 59,64%, sedangkan kadar air untuk serbuk daun dan batang kering masing-masing 

sebesar 11,04% dan 9,24%. Kadar air yang dihasilkan ternyata lebih dari kisaran 3-7% 

(Winarno 1997). Oleh sebab itu, sebaiknya sampel harus langsung digunakan agar tidak 

terjadi penyimpangan, atau dapat dikeringkan kembali untuk menghindari aktivitas mikrob. 

3.2. Ekstraksi 

Ekstraksi yang dilakukan menggunakan metode maserasi, hal ini dimaksudkan 

untuk mencegah rusaknya senyawa metabolit sekunder yang tidak tahan terhadap suhu 

tinggi. Pelarut yang digunakan dalam ekstraksi daun dan batang sambiloto adalah air 

kran, akuadem, dan etanol 70%, dengan nisbah 1:4. 

Air kran digunakan pada penelitian ini karena umumnya masyarakat menggunakan 

air kran sebagai pelarut dalam meyeduh atau merebus obat. Penggunaan akuadem 

(bebas mineral) bertujuan untuk melihat dan membandingkan apakah mineral yang ada 

dalam air kran mempengaruhi daya inhibisi terhadap tirosin kinase. Pelarut etanol 

digunakan karena etanol memiliki dua gugus yang berbeda kepolarannya, yaitu gugus 

hidroksil yang bersifat polar dan gugus alkil yang bersifat nonpolar. Dengan adanya kedua 

gugus ini diharapkan senyawa-senyawa dengan tingkat kepolaran yang berbeda akan 

terekstrak ke dalam etanol. Selain itu, produksi skala industri biasanya menggunakan 

pelarut etano!. 

Hasil rendemen dari proses ekstraksi tiap pelarut dapat dilihat pada Tabel1. 

Tabel 1 Rendemen batang dan daun sambiloto setelah ekstraksi 

Ekstrak Rendemen (%b/b) 
Air kran 22,36 
Akuadem 14,89 

3.3. Uji Fitokimia 

Uji fitokimia dilakukan pada sampel basah, serbuk kering daun dan batang 

sambiloto, dan ekstrak kasar yang diperoleh digunakan untuk mengetahui jenis senyawa 

metabolit sekunder yang terkandung dalam setiap bahan. Uji yang dilakukan meliputi uji 

alkaloid, steroid, terpenoid, flavonoid, saponin, kuinon, dan tanin. 

Kandungan senyawa metabolit sekunder pada daun dan 'batang berdasarkan uji ini 

hampir sama secara kualitatif. Tabel 2 menunjukkan bahwa daun segar dan kering 
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Gambar 2. Nilai Leso pada tiap ekstrak tanaman terhadap larva A. salina. 

3.5. Oaya Hambat Ekstrak terhadap Tirosin Kinase 

Seluruh ekstrak kasar tanaman yang diperoleh diuji aktivitas tirosin kinase secara in 

vitro menggunakan metode ELISA (Enzym Unked Immunosorbant Assay). Konsentrasi 

yang digunakan pada pengujian terhadap tirosin kinase secara in vitro adalah konsentrasi 

yang berada di bawah nilai LC50 dari masing-masing ekstrak. Mengingat dalam formulasi 

obat akan lebih aman jika dibuat konsentrasi di bawah LC50 . Maka LC50 masing-masing 

ekstrak ini akan menjadi batas penentuan konsentrasi pada uji selanjutnya. Hal ini 

dilakukan untuk mengetahui daya hambat aktivitas enzim pada keadaan yang tidak toksik. 

sehingga dapat diketahui tingkat kekuatan ekstrak, pada kondisi yang paling aman bagi 

tubuh. Konsentrasi LC50 dari ekstrak etanol, ekstrak akuadem dan ekstrak air kran 

berturut-turut sebesar 427,93; 2.062,34; 873,51 ppm, sehingga konsentrasi yang dipilih 

untuk uji inhibisi ialah 300 ppm. 

Pengujian dilakukan dengan kontrol negatif (tanpa penambahan ekstrak) dan kontrol 

positif (mengandung genistein pada konsentrasi 300 ppm). Hasil yang diperoleh berupa 

absorbans dari aktivitas tirosin kinase. Semakin rendah nilai absorbans yang dihasilkan 

menunjukkan semakin besar daya hambatnya terhadap aktivitas tirosin kinase. 

Gambar 2 menunjukkan daya inhibisi dari ekstrak akuadem, ekstrak air kran. dan 

ekstrak etanol, masing-masing sebesar 70,12%, 64,52%, dan 67,05%. Ekstrak akuadem 

menghasilkan daya inhibisi paling besar dibandingkan dengan genistein (kontrol positif) 

dan ekstrak lainnya. Hal ini diduga bahwa senyawa-senyawa metabolit sekunder yang 

terekstraksi pada pelarut akuadem lebih dapat menghambat aktivitas tirosin kinase. 

Kemungkinan senyawa-senyawa tersebut terikat dengan sisi aktif enzim secara lebih 

dominan dibandingkan dengan senyawa pada ekstrak lain. 
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mengandung flavonoid. alkaloid. terpenoid, steroid, banyak tanin, dan sedikit saponin. 

Namun, setelah pengeringan kandungan saponin menjadi hUang. Uji fitokimia juga 

dilakukan pada batang segar dan kering, hasilnya ditunjukkan pada Tabel 2. Senyawa 

metabolit sekunder yang dihasilkan, yaitu flavonoid, alkaloid, tanin, dan steroid, 

sedangkan terpenoid hanya terdapat pada batang segar. 

label 2 Hasil uji fitokimia daun segar dan kering serta batang segar dan kering 

Flavonoid 
Sampe! Alkaloid Tanin Saponin Kuinon Terpenoid Steroid 

Agi Glk 

Daun segar + + + +++ + + + 

Daun kering + + + +++ + + 

Batang segar ++ + + ++ + + 

Batang kering ++ + + + + 

Keterangan: tanda (+) menunjukkan tingkat intensitas warna 

Agi : Aglikol') 

Glk . Glikosida 


Perbedaan ini dapat disebabkan oleh perbedaan cara analisis serta perbedaan 

asal tanaman. Pada analisis kuantitatif akan menghasilkan nilai yang lebih sensitif 

daripada analisis kualitatif yang hanya mengandalkan visualisasi sehingga terlihat dengan 

jelas senyawa terpenoid pad a saat analisis fitokimia dilakukan. Hal lain yang dapat 

mempengaruhi kandungan senyawa dalam tanaman adalah tempat tumbuh tanaman 

yang dipengaruhi oleh jenis tanah, curah hujan, iklim, intensitas sinar matahari, 

ketinggian, dan lingkungan di sekitar tempat tumbuhnya. Selain itu, dipengaruhi juga oleh 

umur tanaman, sehingga kandungan dan komposisinya dapat berbeda-beda. 

Kandungan terpenoid akan berkurang hingga 0,5% pada sambiloto yang sudah berbunga 

(LiPI 1978). 

Tabel 3 menunjukkan hampir semua senyawa metabolit sekunder yang memiliki 

kepolaran yang tinggi terdistribusi pada pelarut air, baik air kran maupun akuadem. 

Ekstrak akuadem mengandung senyawa metabolit yang lebih banyak dibandingkan 

dengan air kran. Hal ini membuktikan bahwa ion, mineral atau pengotor-pengotor yang 

terdapat pada air kran mempengaruhi aktivitas dan senyawa metabolit sekunder. Pelarut 

etanol bersifat semi polar sehingga diduga mampu mengekstraksi senyawa polar dan 

nonpolar lebih banyak. Ternyata pada penelitian ini hanya dapat mengekstraksi alkaloid 

dan terpenoid saja. 

Beberapa senyawa flavonoid mudah larut dalam air. terutama bentuk glikosidanya 

dan senyawa yang hanya sedikit larut di air karena tingkat kepolarannya bisa diekstraksi 
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dengan pelarut organik seperti etano!. Menurut LlPI (1978) beberapa senyawa flavonoid 

yang terdapat dalam sambiloto termasuk ke dalam jenis glikosida flavonoid yang mungkin 

hanya bisa terekstraksi oleh pelarut yang bersifat polar seperti air. Kemungkinan karena 

hal inilah yang menyebabkan flavonoid tidak terekstraksi oleh etanol 70%. 

Tabel3 	 Hasil uji fitokimia ekstrak akuadem, air panas dan etanol 
daun dan batang sambiloto 

Sen~awa dH20 H2O EtOH 
Alkaloid 

Mayer + + + 

Oragendort ++ + + 

Wagner ++ ++ + 

Steroid 
Terpenoid + + 

Flavonoid 
Aglikon +++ ++ 

Glikosida +++ ++ 

Saponin 
Kuinon 
Tanin ++ ++ 

Keterangan: 
dH20 : akuadem 
H20 : air kran 
EtOH : etanol 
Tanda (+) menunjukkan tingkat intensitas warna 

3.4. Uji Toksisistas Larva Udang 

Nilai LCso yang dihasilkan dari uji BSL T (Brine Shrimp Lethality Test) diketahui 

mampu secara umum memberikan indikasi adanya senyawa toksik yang terkandung 

dalam suatu bahan alam. Uji toksisitas larva udang tidak spesifik untuk antitumor. Akan 

tetapi kemampuannya untuk mendeteksi 14 dari 24 ekstrak Euphorbiaceae yang alctif 

terhadap uji 9PS dan mendeteksi 2 dari 6 spesies yang aktif terhadap uji 9KB 

memungkinkan uji toksisitas larva udang dapat digunakan sebagai uji penapisan awal 

senyawa (Meyer et al. 1982). 

Gambar 1 menunjukkan bahwa ekstrak etanol dan air kran memiliki potensi bioaktif 

terhadap uji kematian larva udang. Hal ini ditunjukkan oleh uji toksisitas yang 

menghasilkan LC50 kurang dari 1000 ppm. LCso yang didapatkan pada ekstrak etanol dan 

ekstrak air kran berturut-turut sebesar 427,93 ppm dan 873,51 ppm, sedangkan nilai LCo: 

ekstrak akuadem sebesar 2.062,34 ppm. Hal ini diduga karena ekstrak etanol mempunyai 

senyawa metabolit sekunder yang lebih aktif dan toksik, sedangkan pada ekstrak 

akuadem mungkin ada beberapa senyawa metabolit sekunder yang menghambat 

senyawa metabolit sekunder lain yang aktif. 
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