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Alseodaphne peduncularis (Wall. Ex. Ness) dari suku Lauraceae merupakan salah satu tumbuhan yang
diketahui memiliki senyawa alkaloid. Aktivitas biologis dari senyawa alkaloid sebagai antikanker telah
diuji secara luas pada beberapa sel kanker seperti kanker darah, kanker payudara dan kanker servik.
Alkaloid Laurotetanina telah berhasil diisolasi dari daun Alseodaphne peduncularis (Wall. Ex. Ness).

Analisis fitokimia dilakukan dengan metoda kromatografi mencakup pemisahan senyawa dengan
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kromatografi kolom dan pemurnian menggunakan KLT preparatif. Karakterisasi senyawa alkaloid
dilakukan dengan metoda spektrofotometri menggunakan LC-MS, UV-VIS, IR dan NMR (1D dan 2D).
Uji sitotoksik dari senyawa alkaloid laurotetanine terhadap sel HeLa (kanker sekvik) memberikan hasil
yang potensial sebagai antikanker dengan nilai CDsp 2 pg/mL.
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1. Pendahuluan

Tumbuhan telah digunakan sejak berabad-abad yang lalu
sebagai obat tradisional untuk mengobati berbagai macam
penyakit. Kemampuan tumbuhan untuk menghasilkan metabolit
sekunder dengan sifat dan aktivitas biologi yang bervariasi
menjadikan tumbuhan sebagai salah satu sumber bahan alam
terpenting yang dapat dikembangkan sebagai bahan dasar
pembuatan obat, termasuk obat antikanker. Berdasarkan tinjauan
Jain et al. (2011), 60 % obat-obatan antikanker yang
dipergunakan secara luas saat ini berasal dari bahan alam. Dari
berbagai penelitian juga diketahui bahwa sebagian besar alkaloid
yang telah diisolasi dari berbagai jenis tumbuhan sangat potensial
untuk dikembangkan sebagai obat antikanker.

Alseodaphne peduncularis merupakan tumbuhan dari suku
Lauracea yang tumbuh di hutan tropis. Tumbuhan suku Lauraceae
ini telah diketahui mengandung banyak senyawa alkaloid yang
bervariasi. Berdasarkan tinjauan pustaka, terdapat lebih dari 500
senyawa alkaloid yang diisolasi dari tumbuhan menunjukkan
aktivitas sitotoksik yang kuat terhadap berbagai jenis sel kanker
(Sunetal., 2014).

* Penulis Utama. email:ulil.amna@gmail.com

Penelitian  ini  bertujuan  untuk  mengisolasi  dan
mengidentifikasi senyawa alkaloid dari tumbuhan Alseodaphne
peduncularis (Wall. Ex. Ness) Meissn. Senyawa yang telah
didapatkan kemudian dilanjutkan dengan pengujian aktivitas
sitotoksik terhadap sel HelLa (kanker servik) untuk melihat
potensi senyawa tersebut sebagai agen antikanker.

2. Tinjauan Pustaka

Alseodaphne peduncularis merupakan tumbuhan tingkat tinggi
yang dikelompokkan dalam suku lauraceae. Tumbuhan ini
memiliki nama lokal yang berbeda di beberapa tempat, di India
disebut sebagai “Nelthare” (Charles et al., 2011), di Malaysia
disebut sebagai “Medang” (Omar et al., 2013), dan di Indonesia
disebut sebagai “Medang Hitam” (Kuswanda, 2010), namun
dibeberapa tempat di Indonesia, seperti Kalimantan, tumbuhan ini
juga dikenal dengan nama “Gemor” (Cahyana & Rachmadi,
2011). Tumbuhan ini tumbuh subur di daerah hutan tropis bahkan
tersebar di setiap belahan benua. Distribusi penyebaran yang
paling banyak terdapat di benua asia, temasuk China, Cambodia,
India, Laos, Malaysia, Indonesia, Myanmar, Sri Lanka,
Philippines, Vietnam and Thailand (Xiwen et al., 2008).
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Gambar 1 Tumbuhan Alseodaphne peduncularis (Wall. Ex. Ness)
Meissn. (Medang Hitam)

A. peduncularis (Gambar 1) merupakan jenis tumbuhan semak
atau pohon kecil dengan ketinggian 6-12 m. Dahannya berwarna
keputihan. Daun batang memiliki panjang sekitar 0,51 cm.
Bunganya berwarna kehijauan dengan kelopak berwarna merah
membesar. Bentuk buah lonjong dengan warna ungu gelap dan.
Buah bentuknya ellipsoid atau bulat dengan warna ungu gelap
(Thakur et al., 2012).

Tumbuhan dari suku Lauraceae telah diketahui kaya akan
kandungan senyawa alkaloid. Alkaloid merupakan senyawa
metabolit sekunder yang dihasilkan dari tumbuhan. Metabolit
sekunder pada tumbuhan umumnya tidak penting bagi proses
pertumbuhan, perkembangan atau reproduksi melainkan
dihasilkan sebagai bentuk adaptasi terhadap lingkungan dan
bertindak sebagai sebagai mekanisme pertahanan untuk
membantu dalam kelangsungan hidupnya. Biosintesis metabolit
sekunder pada tumbuhan berasal dari proses fotosintesis,
glikolisis dan siklus Krebs sebagai senyawa antara, pada
akhirnya, hasil dalam pembentukan metabolit sekunder juga
dikenal sebagai produk alami. Manusia memanfaatkan metabolit
sekunder ini sebagai obat-obatan, wewangian, perasa, pewarna,
racun, stimulan, halusinogen dan insektisida (Dias et al., 2012).

Alkaloid berasal dari kata "alkali" dan digunakan untuk
menggambarkan  setiap basa nitrogen yang terkandung
didalamnya. Berdasarkan kesamaan struktur kimianya, Nautiyal
(2013) dan Pfister et al. (2001) mengklasifikasikan alkaloid dalam
14 kelompok; Pirolidin, Piperidin, Piridin, Indolizidin,
Quinolizidin, Pirolizidin, Indol, Imidazol, Quinolin, Isoquinolin,
Purin, Quinazolin,Tropan, dan Phenethilamina. Alkaloid Jenis
isoquinolin, termasuk didalamnya aporphina, proaporphina dan
oksoaporhina merupakan jenis yang paling banyak ditemukan
pada suku Lauraceae. Sebagian besar jenis alkaloid ini telah
dilaporkan aktif sebagai senyawa antioxidan (Lau et al., 2012),
antikanker (Gerhardt et al., 2013), antimikrobial, antifungal
(Zhang et al., 2012), antitumor dan sitotoksik (Stevigny et al.,
2005). Sebagai senyawa aktif antikanker, jenis alkaloid sangat
potensial untuk dikembangkan sebagai bahan alami obat anti
kanker.

Bhanot (2011) mendefinisikan bahwa kanker merupakan
penyakit kronis yang disebabkan oleh pertumbuhan sel-sel yang
tidak normal di dalam jaringan tubuh sehingga sel-sel tersebut
menghancurkan sel-sel normal. WHO (2011) mencatat bahwa

kanker telah menjadi penyakit mematikan nomor dua di dunia dan
angka penderitanya meningkat setiap tahun. Panigoro (2014)
menyebutkan bahwa setiap tahun di diagnosa ada sekitar 12 juta
orang menderita penyakit kanker dan sekitar 7 juta dari jumlah
tersebut tercatat meninggal. Jumlah ini diperkirakan akan terus
meningkat dua kali lipat pada tahun 2030 mencapai 27 juta dan
sekitar 17 juta penderita akan meninggal.

Peningkatan kasus kematian penyebab kanker mendorong para
peneliti untuk melakukan penelitian yang berkelanjutan untuk
menemukan obat-obatan antikanker yang potensial. Beberapa
agen pencegahan kemoterapi menggunakan obat-obatan sintesis
telah digunakan untuk mengobati kanker, tetapi selain harganya
yang relatif mahal, obat-obatan tersebut dapat menyebabkan
keracunan yang membatasi penggunaannya. Penelitian dalam
mencari obat-obat antikanker terus dilakukan untuk mendapatkan
hasil yang optimal, sampailah pada tahun 1950 para peneliti
memfokuskan pencarian obat pada tumbuhan dengan
ditemukannya agen antikanker pertama vinca alkaloid; vincristine
dan vinblastine dari tumbuhan Catharanthus roseus yang sampai
sekarang masih dipakai dalam bidang medis sebagai obat
antikanker yang sangat potensial. (Prakash et al., 2013; Jain &
Jain, 2011). Pengembangan obat antikanker dari bahan alam
menyediakan banyak kelebihan, selain efek samping yang rendah,
bahan alam juga relatif murah dan mudah untuk disediakan.

3. Metode Penelitian

Penelitian diawali dengan pengambilan sampel tumbuhan A.
peduncularis di Mersing, Johor, Malaysia. Spesimen kemudian
diidentifikasi di herbarium kimia fakultas sains, Universitas
Malaya. Pada penelitian ini, sampel yang digunakan adalah
bahagian daun tumbuhan A. peduncularis. Proses ekstraksi
sampel dilakukan dengan metoda sokletasi. Daun yang sudah
dikeringkan dan dihaluskan sebanyak 3,5 kg diekstraksi dengan
n-heksana sampai jernih dan disaring untuk memisahkan ekstrak
dengan residu. Residu yang telah kering kemudian dibasahkan
dengan amoniak 28% selama 2 jam. Prosedur ini dilakukan untuk
menarik senyawa alkaloid yang ada pada daun, sehingga
memudahkan proses isolasi senyawa alkaloid. Residu ini
kemudian diekstraksi kembali menggunakan diklorometana
sampai jernih. Ekstrak yang diperoleh kemudian dipekatkan
menggankan rotary evaporator untuk memperoleh ekstrak kasar
diklorometana. Ekstrak kasar (44 gram) inilah yang selanjutkan
akan digunakan untuk proses isolasi, pemisahan dan pemurnian

senyawa.
Proses isolasi senyawa alkaloid dilakukan menggunakan
kromatografi kolom dengan variasi pelarut methanol:

diklorometana dan n-heksana. Hasil pemisahan senyawa ini
kemudian dilanjutkan dengan proses pemurnian dengan metoda
KLT preparative menggunakan eluen methanol : diklorometana
(1:9) sehingga diperoleh satu senyawa murni (single spot)
sebanyak 100 mg. Untuk mengetahui struktur senyawa murni
yang didapatkan, dilakukan analisis struktur menggunakan LC-
MS, UV-VIS, IR dan NMR (1D dan 2D), juga membandingkan
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hasil analisis dengan penelitian terdahulu untuk memastikan
kebenaran penamaan senyawa.

Uji aktivitas sitotoksik dilakukan dengan metode MTT [3-
(4,5-dimetilthiazol- 2yl)-2,5-difenil tetrazolium bromida]. Sel
tumor HelLa diperoleh dari American Type Cell Collection
(ATCC). Sel tumor HeLa dikultur dalam medium RPMI 1640
lengkap, Fetal Bovine Serum (FBS) 10%, dan penisilin-
streptomisin 1%. Senyawa murni yang diperoleh dari proses
sebelumnya, dibuat seri dosis 60; 30; 15; 7,5; 3,25 dan 1,625
pg/mL dengan 3 kali pengulangan. Senyawa murni dimasukkan
ke dalam microplate 96 sumuran sebanyak 100 pL. Sel lestari
tumor HelLa dimasukkan ke dalam tiap sumuran masing-masing
sebanyak 100 pL. Sediaan dalam microplate diinkubasikan
selama 72 jam pada suhu 37° C dengan aliran CO25%. Setelah 72
jam ke dalam tiap-tiap sumuran ditambahkan MTT sebanyak 20
uL, diinkubasi kembali pada inkubator CO> selama 4 jam,
kemudian semua supernatant dibuang dan ditambahkan 10 pL
DMSO. Setelah beberapa menit, absorbansi dibaca menggunakan
ELISA reader pada panjang gelombang 560 nm. Potensi
penghambatan pertumbuhan sel untuk agen uji dinyatakan
sebagai nilai CD50, yang menyatakan konsentrasi senyawa
tertentu mampu mengurangi pertumbuhan sel sebanyak 50%
pengurangan absorbansi rata-rata pada 560 nm.

metoksi pada & 3,60, 3,87, dan 3,81 yang berikatan masing-
masing dengan C-1, C-2, dan C-10 seperti ditunjukkan pada
spektra HMQC, dan 3 proton alifatik muncul sebagai puncak
multiplet pada range & 2,80 and 3,50.

Tabel 1. Data Spektra NMR 1D (*H [500 MHz, 8 (J, Hz)] dan *C
[125 MHz, &¢]) dan 2D (HMBC, HMQC and COSY) dari Senyawa
Alkaloid Laurotetanina dalam Pelarut CDCl;

4. Hasil Dan Pembahasan

Isolasi senyawa dari daun A. peduncularis diperoleh alkaloid
dengan rumus molekul CigH21NOs4 sebagaimana yang
teridentifikasi dari data HRESIMS (m/z 328.1540 [M+H]*).
Alkaloid ini dikonfirmasi sebagai laurotetanina sebagaimana yang
telah ditemukan oleh Hussain et al. (1980) pada tumbuhan

Machillus duthei. Struktur laurotetanina ditunjukkan pada
Gambar 2.
Gambar 2. Struktur Alkaloid Laurotetanina
Analisis  struktur ~ senyawa ini  dilakukan  dengan

mengkombinasikan data spektrofotometri dari NMR, LC-MS,
UV-VIS dan IR. Analisis NMR dilakukan untuk menentukan
struktur senyawa yang mencakup analisis NMR 1D (*H dan 3C)
dan NMR 2D (COSY, HMQC, dan HMBC). Spektra 'H
menunjukkan adanya 9 proton yang terdistribusi pada range 2,8
sampai 7,8 ppm dengan rincian: 3 proton aromatik dengan puncak
singlet pada & 6,57 (H-3), 6,79 (H-8), dan 7,99 (H-11), 3 proton

1H 13C
Position 5, (3, Hz), S, HMBC HMQC  COSsY
ppm ppm
1 145.1
1-OCH3; 3.65 (S) 60.3 1 3H1.0cH3
la 126.9
1b 127.4
2 152.3
2-OCHs; 3.88 (s) 55.9 2 3Hz-0cHs
3 6.59 (s) 1108  1,1a,2,4 Ha
3a 128.8
2.68 (d,
4 6.8) 28.8 3,33, 6a Ha Hs
3.05 (m)
3.03 (m)
5 3.40 (m) 43.0 3a, 6a Hs H,
6a 53.7
2.70 (m)
7 278(dd, 363 O* 728 Hy
5.15, 13.75)
Ta 129.6
8 6.78 () 1141 7,10, 11a Hs
9 144.1
9-OCHs; 3.65 (s) 56.1 9 3Ho.ocHs
10 1455
1a, 7a,
11 8.07 (s) u4 0 Hy
1la 123.9

Spektra 3C menunjukkan adanya 19 karbon yang terdistribusi
pada range 27,6 sampai 152,7 ppm dengan rincian: 3 karbon
metoksi (1-OCHs, 2-OCHs dan 10-OCHg); 12 karbon aromatik
(C-1, C-1a, C-1b, C-2, C-3, C-3a, C-7a, C-8, C-9, C-10, C-11 dan
C-11a), satu CH (C-6a) and tiga CH2 (C-4, C-5 and C-7). Analisis
struktur senyawa juga didukung dengan data NMR 2D mencakup
COSY yang menunjukkan korelasi antara satu proton dengan
proton yang lain, HMQC yang menunjukkan hubungan langsung
antara proton dan karbon dan HMBC yang menunjukkan korelasi
antara proton dengan karbon yang terdistribusi dalam senyawa.
Data NMR 1D dan 2D secara keseluruhan dapat dilihat pada
Tabel 1.

Struktur yang diperoleh juga dikonfirmasi dengan data dari
UV-VIS pada panjang gelombang 200-380 nm vyang
menunjukkan adanya serapan pada 230, 280 dan 300
sebagaimana skeleton dari 1,2,9,10-tetraoxygenated aporphine
(Sangster dan Stuart, 1965). Analisis IR digunakan untuk
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mengkonfirmasikan adanya gugus fungsi tertentu pada senyawa.
Hasil analisis IR pada bilangan gelombang 400-4000 cm
menunjukkan adanya grup hidroksil terkonjugasi pada 3280 cm
dan serapan 1644 cm* menunjukkan adanya grup karbonil pada
sistem aromatik (William dan Fleming, 1989).

Uji sitoksik dilakukan terhadap sel HeLa (kanker servik) pada
suhu 37°C selama 72 jam. Hasil pengujian menunjukkan CDso
sebesar 2 pg/mL yang menjelaskan bahwa senyawa alkaloid
laurotetanine memiliki aktivitas yang baik untuk menghambat sel
kanker. Hal ini didasarkan pada evaluasi aktivitas sitotoksik oleh
Omar et al. (2013), dimana dijelaskan bahwa senyawa yang
memiliki CDsp kurang dari 5,0 pg/mL merupakan senyawa yang
sangat aktif, sedangkan senyawa yang memiliki CDso antara 5,0 —
10 pg/mL diklasifikan sebagai senyawa aktif dan CDso diatas 10
pg/mL tidak aktif sebagai sitoksik.

5. KESIMPULAN

Proses isolasi, identifikasi dan karakterisasi menggunakan data
spektrokopi senyawa yang diisolasi dari daun Alseodaphne
peduncularis menghasilkan senyawa alkaloid laurotetanina. Hasil
pengujian sitotoksik terhadap sel HelLa (kanker sekvik)
menunjukkan bahwa senyawa ini memiliki aktivitas yang sangat
baik untuk digunakan sebagai antikanker.
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