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ABSTRAK

Buah merah (Pandanus conoideus L.), buah langka asli provinsi Papua (Indonesia), diketahui memiliki
kandungan antioksidan yang tinggi diantaranya merupakan senyawa pigmen karotenoid, tokoferol, fenolik,
flavonoid dan lainnya yang diduga dapat menghambat proses karsinogenesis pada kanker. Penelitian ini
bertujuan untuk melakukan skrining antikanker ekstrak buah merah sebagai obat alternatif untuk
kemopreventif alami dengan metode BSLT (Brine Shrimp Lethality Test). Buah merah diekstraksi dengan
metode maserasi menggunakan berbagai pelarut (aseton, kloroform, dan n-heksana) dengan pengaduk
magnet. Skrining fitokimia dengan metode KLT menggunakan fase diam lempeng silika GF254 dan campuran
heksan: aseton (8:2) sebagai fase geraknya yang diamati pada lampu UV 254 dan 366nm serta penyemprotan
reagen untuk identifikasi golongan metabolit sekunder. Metode BSLT dilakukan untuk pengujian sitotoksik
menggunakan larva Artemia salina Leach. Yang dilanjutkan dengan analisis probit untuk mengetahui nilai LCso.
Hasil penelitian menunjukkan bahwa % rendemen ekstrak tertinggi yaitu 18,14% (kloroform) kemudian
ekstrak n-heksana 18,09% dan 14,6% (aseton). Skrining fitokimia menunjukkan bahwa semua ekstrak
mengandung alkaloid (Rf=0,67), flavonoid (Rf=0,55) dan fenolik (Rf=0,3) dan beta karoten (menggunakan
senyawa murni sebagai pembanding) namun senyawa metabolit golongan steroid hanya terdeteksi pada
ekstrak n-heksan dan kloroform dengan nilai Rf=0,67. Nilai LCso dari pengujian aktivitas sitotoksik dari ketiga

jenis ekstrak berada dalam rentang < 30 ppm dengan kategori sangat toksik.

PENDAHULUAN

Hingga saat ini kanker masih menjadi penyebab
kematian utama baik di Indonesia maupun di dunia.
Beberapa penelitian terkait perkembangan kanker
menyebutkan bahwa gaya hidup dan makanan yang
dikonsumsi menjadi faktor pemicunya.
Berdasarkan National Cancer Institute, kanker
didefenisikan sebagai suatu penyakit yang ditandai
dengan pertumbuhan sel-sel abnormal dan tak
terkendali yang kemudian dapat menyerang bagian
tubuh yang berdekatan dan menyebar ke organ lain
(metastasis) (1).

Saat ini pengobatan utama untuk kanker masih
berupa pembedahan, kemoterapi, terapi radiasi
dan imunoterapi. Namun, efek samping berbahaya
terkait obat dan radiasi sering terjadi, dan tidak
semua kanker dapat disembuhkan dengan
pembedahan. Pendekatan yang dikembangkan saat
ini yaitu menggunakan senyawa alami ataupun
sintetis untuk mencegah inisiasi, promosi,
menghambat atau membalikkan tumorigenesis
atau menekan perkembangan kanker secara invasif
yang disebut dengan kemoprevensi kanker (2).
Penggunaan senyawa alami untuk kemoprevensi
sangat menarik karena keamanannya sehingga
dapat dikonsumsi sebagai suplemen makanan (3).

Studi eksperimen dan epidemiologis menunjukkan
bahwa senyawa fitokimia yang berasal dari buah-
buahan, sayuran dan biji-bijian seperti polifenol
dan  karotenoid yang dikonsumsi dapat
menurunkan insidensi kanker. Pada penelitian
terdahulu menunjukkan bahwa individu yang
memiliki kadar serum karoten yang tinggi
(mengkonsumsi lebih banyak buah dan sayuran
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yang tinggi karotenoid) menunjukkan risiko lebih
rendah terkena kanker. Selain itu, studi
epidemiologi telah menunjukkan bahwa asupan
makanan mengandung a-karoten secara signifikan
berkorelasi dengan penurunan risiko kanker
daripada asupan fitokimia serupa lainnya (4). Oleh
karena itu, berbagai senyawa tumbuhan seperti
golongan karotenoid dan vitamin E banyak diteliti
dan kemungkinan mempunyai aktivitas antikanker.

Salah satu tumbuhan endemik Papua yang eksklusif
hanya tumbuh di Indonesia dan banyak diteliti
tentang aktivitasnya sebagai agen kemopreventif
adalah Pandanus conoideus Lam. atau buah merah
(5). Buah merah diketahui mengandung senyawa
karotenoid dalam kadar tinggi seperti a-karoten, 3-
karoten, f3-cryptoxanthin  (6). Selain itu
mengandung pula o-tokoferol, asam oleat, asam
linoleat, dekanoat, protein, kalsium, vitamin,
energi, lemak, dan serat (7).

Adanya potensi tanaman ini sebagai agen
kemopreventif diduga karena tingginya kandungan
senyawa pigmen alami yaitu f3-karoten. Senyawa f3-
karoten merupakan senyawa pigmen karotenoid
dari kelompok terpenoid yang bersifat nonpolar
maka perlu dilakukan proses ekstraksi yang tepat
untuk mendapatkan ekstrak yang paling baik
kandungan f3-karotennya. Penelitian ini bertujuan
untuk menguji aktivitas sitotoksik ekstrak buah
merah (Pandanus conoideus L.) dengan berbagai
jenis pelarut ekstraksi, menggunakan metode Brine
Shrimp Lethality Test (BSLT) (8). BSLT merupakan
salah satu metode yang banyak digunakan untuk
skrining senyawa antikanker baru yang berasal
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dari tanaman. Metode BSLT telah terbukti memiliki korelasi
dengan aktivitas antikanker. Metode ini mudah dikerjakan,
murah, cepat, dan cukup akurat. Pengamatan dilakukan
terhadap tingkat mortalitas larva udang Artemia salina Leach,
yang disebabkan oleh ekstrak uji. Hasil yang diperoleh
dihitung sebagai nilai LCso (Letal Consentration) ekstrak uji

(9.
METODE PENELITIAN

Timbangan analitik (Mettler Toledo), rotary evaporator
(BUCHI R -14,), hot plate magnetic stirer (Thermo), lampu UV
254 dan 366 nm (intralab), vorteks (Thermo scientific),
sentrifus (LAB1St), spektrofotometri UV VIS (Hitachi), pipa
kapiler (Micro Haematocrit capillery), Chamber KLT
(Machery Nagel), aquarium aerator (Leecom).

Buah merah (Pandanus conoideus L.) dari daerah Manokwari,
kuersetin (Merck), beta karoten (Merck), n-heksan (Merck),
aseton, kloroform (Merck), air suling (Onemed), DMSO,
pereaksi dragendorf, AlCls, FeCls, H2SO4 pekat, Na2S04, larva
Artemia salina, etanol pro analisis (Merck), garam laut non
iodium.

Buah merah (Pandanus conoideus L.) merupakan buah merah
yang diperoleh dari daerah Manokwari, Papua Barat,
Indonesia. Buah merah dibelah dan dipisahkan dari bagian
empulur kemudian dikeringkan di dalam oven simplisia
dengan suhu sekitar 40-500C selama 3 hari.

Buah merah yang telah kering dimaserasi dengan 3 jenis
pelarut yaitu aseton, kloroform dan heksan dilakukan dengan
bantuan pengadukan. Perbandingan sampel dengan pelarut
1:10 (b/v), maserasi dilakukan selama 1 jam dan diaduk
dengan pengaduk magnet 300 rpm (10). Hasil maserasi
kemudian disaring menggunakan Kkertas saring dengan
bantuan pompa vakum dan diuapkan menggunakan rotary
evaporator.

Untuk mengidentifikasi kandungan fitokimia, semua ekstrak
ditotolkan pada lempeng KLT GF 254 nm dan dielusi
menggunakan campuran n-heksana dan aseton sebagai fase
gerak dengan perbandingan 8:2 (11).

Skrining  kandungan  alkaloid dilakukan = dengan
menyemprotkan reagen Dragendorf pada noda di lempeng
KLT. Lempeng diamati lebih lanjut di bawah UV 365 nm, dan
senyawa alkaloid yang muncul sebagai warna orange terang
diklasifikasikan sebagai hasil positif (12) dan diamati pada UV
254 nm, visible, dan UV 365 nm sebelum penyemprotan
reagen.

Lempeng KLT hasil elusi, disemprot dengan 5-10 ml reagen
aluminium klorida, kemudian dipanaskan selama 3-5 menit
pada suhu 110°C. Warna kuning, hijau, atau jingga yang
muncul pada UV 365 nm ditentukan sebagai hasil positif
senyawa flavonoid (13) diamati pada UV 254 nm (sinar
tampak) dan UV 365 nm seperti sebelum penyemprotan
reagen.
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Dideteksi dengan menyemprot lempeng KLT dengan larutan
pereaksi besi I1I klorida (FeCls) 5-10 ml, didiamkan selama 3-
5 menit, dan dipanaskan pada suhu 1100C. Hasil positif
adalah warna biru kehitaman di bawah cahaya tampak (14)
pengamatan noda dilihat pada UV 254 nm, dan UV 365 nm
sebelum penyemprotan reagen.

Lempeng KLT yang telah dielusi disemprot dengan asam
asetat sekitar 5-10 ml kemudian dipanaskan (1100C) selama
3-5 menit. dan diamati pada UV 254 nm (cahaya tampak) dan
UV 365 nm sebelum penyemprotan reagen. Hasil positif
ditunjukkan dengan terjadinya warna biru-keunguan atau
merah-keunguan, atau coklat-oranye atau biru-oranye di
bawah cahaya tampak (15).

Penyiapan air laut sebagai media penetasan dilakukan dengan
melarutkan 30 g garam laut dalam 1 L (3%) air suling. Setiap
partikel ~ padat dihilangkan, melalui  penyaringan
menggunakan filtrasi vakum. Suspensi ragi dibuat dengan
menimbang sekitar 30 mg bubuk ragi kering yang
disuspensikan dalam 10 ml air laut buatan sebagai pakan stok
untuk larva udang.

Sebanyak 500 mg telur A. salina disuspensikan dalam 500 ml
air laut dalam wadah dengan aerator yang mengalirkan udara
di dalam akuarium. Diberikan lampu kuning 10 watt untuk
penerangan dan pemanasan ringan di atas akuarium. Setelah
24 jam, telur akan menetas dan siap digunakan untuk uji
sitotoksisitas dari prosedur modifikasi metode tersebut (16).

Dibuat larutan uji dengan konsentrasi 1000 ppm, ekstrak
dilarutkan dengan dimetilsulfoksida (DMSO) 10% kemudian
ditambahkan dengan air laut sesuai volume yang telah
dihitung, lalu dibuat serangkaian konsentrasi 20, 40, 60, 80
dan 100 ppm (17) disiapkan dalam vial yang dikalibrasi
selanjutnya ditambahkan dengan 10 ekor larva udang
kemudian ditambahkan air laut buatan hingga 10 ml ke dalam
vial tersebut (18). Dibuat perlakuan berulang sebanyak 3 kali
untuk tiap seri konsentrasi. Semua vial pengujian kemudian
disimpan di bawah lampu kuning. Pengamatan dilakukan
setelah 24 jam, LCso kemudian dihitung, dan persentase
kematian diperoleh dengan menggunakan persamaan berikut
(19).

% Kematian
_ X larva uji yang mati — Ylarva kontrol yang mati

jumlah larva uji

HASIL DAN PEMBAHASAN

Proses ekstraksi yang dilakukan menggunakan 3 jenis pelarut
dengan tingkat kepolaran yang berbeda. Persentase
rendemen terbesar terdapat pada ekstrak kloroform dan n-
heksan dapat dilihat pada tabel 1, dimana buah merah
memiliki kandungan utama berupa senyawa beta karoten.
Kesesuaian pelarut dengan senyawa kandungan yang akan
diekstraksi akan menghasilkan rendemen yang tinggi, dimana
komponen polar akan larut dalam pelarut polar, begitu pula
dengan komponen nonpolar yang akan dalam pelarut

x 100%
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nonpolar (20). Senyawa karotenoid ini merupakan salah satu
pigmen alami utama pada buah merah yang berwarna merah-
jingga yang termasuk dalam kelompok terpenoid dan bersifat
non polar (karotenoid pada buah merah yaitu a-karoten, 2-
karoten 3-cryptoxanthin) yang memiliki aktivitas antioksidan
serta kemampuan sebagai agen kemopreventif pada kanker
(21,22).

Tabel 1. Data Organoleptik dan Rendemen Ekstrak
Ekstrak

Pelarut Sm'}pllsm kental % Warna

kering (g) ®) Rendemen ekstrak

Aseton 100 14,6 14,6 % Merah-
jingga

Kloroform 100 18,14 18,14 % Merah-
jingga

Merah-

n-Heksan 100 18,09 18,09 % "era

jingga

Skrining fitokimia dilakukan lempeng KLT GF254 sebagai fase
diam(statis) dengan menggunakan eluen berupa campuran
Heksan:Aseton (8:2) untuk fase geraknya. Adanya kandungan
alkaloid pada seluruh jenis ekstrak dapat dilihat pada hasil
elusi meggunakan metode KLT pada gambar 1.A
menunjukkan  terbentuknya ~warna merah setelah
penyemprotan menggunakan reagen dragendorf dengan nilai
Rf rata-rata yaitu 0,67.

Gambar 1. Skrining fitokimia, (A) Dragendorf, visual; (B) AICI3, UV 366
nm; (C) FeCls, visual; (D) H2S04, visual; (E) Senyawa pembanding &
Ekstrak, UV 254; (1) Ekstrak Aseton; (2) Ekstrak Heksan; (3) Ekstrak
Kloroform; (a) Senyawa murni beta karoten

Hasil kromatogram yang terlihat pada gambar 1.B. setelah
penyemprotan AICI3 yang menunjukkan adanya 2 spot noda
kuning yang nampak pada pencahayaan lampu UV 366nm
pada tiap ekstrak dengan nilai Rf yang sama yaitu 0,55 yang
menunjukkan adanya kandungan flavonoid yang sama pada
ketiga jenis ekstrak. Terbentuknya spot noda berwarna hitam
(Rf = 0,45) setelah penyemprotan reagen FeCls merupakan
hasil positif dari adanya kandungan senyawa fenolik
sedangkan untuk skrining senyawa steroid dapat dilihat pada
gambar 1.D. dimana ekstrak heksan dan Kkloroform
memberikan hasil positif setelah penyemprotan dengan
H2S04 yaitu adanya perubahan warna pada noda menjadi
biru kehijauan (Rf = 0,67) sedangkan pada ekstrak aseton
tidak nampak. Selain itu, dilakukan pula penapisan dengan
pembanding senyawa murni beta karoten dimana hasil
kromatogram menunjukkan adanya noda yang sama di ketiga
ekstrak yang menunjukkan adanya kandungan beta karoten
pada ketiga jenis ekstrak buah merah. Nilai Rf untuk
keseluruhan dapat dilihat pada tabel 2.

Tabel 2. Nilai Retention factor (Rf) dari Hasil KLT Skrining Fitokimia

Senyawa Metabolit Nilai Rf
Sekunder Ekstrak Ekstrak Ekstrak
Aseton Heksan Kloroform

Alkaloid 0,67 0,67 0,67

Flavonoid 0,55 0,55 0,55

Fenolik 0,3 0,3 0,3

Terpenoid - 0,67 0,67

Beta karoten 0,15 0,18 0,16

0,2 0,23 0,2

Berdasarkan gambar 1. Dan tabel 2, dapat terlihat profil
kromatogram antara ketiga ekstrak memiliki jumlah spot
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noda dan nilai Rf yang relatif sama. Ekstrak dari 3 jenis cairan
penyari dengan tingkat kepolaran berbeda dapat menarik
senyawa metabolit sekunder yang dimiliki oleh buah merabh,
namun hasil ekstraksi pelarut aseton tidak memiliki
kandungan steroid seperti yang terdapat pada kedua jenis
ekstrak lainnya.

Uji aktivitas sitotoksik metode Brine Shrimp Lethality Test
dengan menggunakan larva udang Artemia salina Leach.
bertujuan untuk melihat daya toksisitas dari ekstrak buah
merah, metode ini dapat digunakan sebagai pengujian
pendahuluan dalam penapisan senyawa antikanker dari
bahan alam yang ditentukan dengan nilai LCso. Nilai LCso
dihitung berdasarkan persentase kematian larva yang
dikonversikan dengan nilai probit dimana semakin tinggi
tingkat toksisitas metabolit sekunder tanaman tersebut maka
nilai LCso juga semakin kecil. Pengujian sitotoksik dilakukan
dengan metode BSLT dengan rangkaian konsetrasi tertentu
dimana pada awalnya seri konsentrasi dibuat sama untuk
seluruh jenis ekstrak, akan tetapi pada pengujian ekstrak
kloroform semua larva mati saat pengamatan 1x24 jam
sehingga konsentrasi diturunkan.

Berdasarkan hasil analisis diperoleh nilai LCso dari ketiga
ekstrak berada dalam level < 30ppm dengan kategori sangat
toksik (23) dimana ekstrak kloroform memiliki nilai LCso

paling rendah (tabel 3). Toksisitas suatu tanaman
menunjukkan kemampuan tanaman tersebut untuk
mempertahankan diri dari predator seperti serangga,

mikroorganisme, hewan dll. Aktivitas sitotoksik buah merah
diduga karena potensi golongan senyawa yang terkandung di
dalam ekstrak buah merah, salah satunya yaitu flavonoid yang
dapat menghambat daya makan larva (antifeedant) dengan
bertindak sebagai stomach poisoning atau racun perut. Oleh
karena itu, bila senyawa-senyawa ini masuk ke dalam tubuh
larva udang, alat pencernaannya akan terganggu (24). Selain
itu, senyawa ini menghambat reseptor perasa pada daerah
mulut larva. Hal ini mengakibatkan larva gagal mendapatkan
stimulus rasa sehingga tidak mampu mengenali makanannya
sehingga larva mati kelaparan.

Tabel 3. Data LCso Uji Sitotoksik Metode BSLT

Kelor?.pok Konsentrasi Log ) % Mati Probit LCso
Uji (ppm) Konsentrasi (ppm)

20 0,3 50 5,00

Ekstrak 40 0,6 56,66 5,18
stra 60 0,78 60 5,25 25,76

Aseton

80 0,9 86,66 6,13

100 1 90 6,28

20 0,3 53,33 5,08

Ekstrak 40 0,6 86,66 6,13
60 0,78 96,66 6,75 19,95

Heksan

80 0,9 96,66 6,75

100 1 100 8,09

2 0,3 70 5,52

Ekstrak 0,6 96,67 6,75
stra 6 0,78 96,67 6,75 1,28

Kloroform
0,9 96,67 6,75
10 1 100 8,09

Berdasarkan hasil pengujian aktivitas sitotoksik dengan
metode BSLT untuk ekstrak aseton, kloroform dan heksan
buah merah memiliki LCso < 30 ppm sehingga termasuk dalam
kategori sangat toksik dimana ekstrak kloroform memiliki
LCso paling rendah yaitu 1,28 ppm.
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