Jurnal Farmasi Indonesia Maret 2012, hal 77-83 Vol. 9 No. 1
ISSN: 1693-8615 Online : http://farmasiindonesia.setiabudi.ac.id/

Uji Sitotoksik Fraksi n-Heksana, Etil Asetat, Etanol dari Ekstrak
Etanolik Daun Ende (Coccinia grandis (L.) Voigt) pada Sel HeLa

The Cytotoxic Test of n-Hexane, Ethyl Acetate, and Ethanol Fraction
from Ethanolic Extract of Ende (Coccinia Grandis (L.) Voigt.) Leaf
on HeLa Cell

NURAINI HARMASTUTI*, GUNAWAN PAMUDJI WIDODO, MARIA E.D.O. HUREK MAKING, MARIA
YANGSYE LENGGU, FEOLISTIN MIENCE POBAS

Fakultas Farmasi, Universitas Setia Budi

JIn. Letjen Sutoyo-Mojosongo Surakarta-57127 Telp. 0271-852518
* Korespondensi: nuraini_harmastuti@yahoo.co.id

(Diterima 12 Agustus 2011, disetujui 9 November 2011)

ABSTRAK

Daun ende (Coccinia grandis (L.) Voigt) adalah salah satu tanaman obat yang banyak
digunakan oleh masyarakat Nusa Tenggara Timur (NTT). Tujuan penelitian ini adalah untuk
mengetahui efek sitotoksik fraksi n-heksana, etil asetat, etanol dari ekstrak etanolik daun ende
(Coccinia grandis (L.) Voigt ) terhadap sel HeLa dengan menentukan nilai ICso. Serbuk daun ende
diekstraksi dengan metode maserasi menggunakan pelarut etanol 96 %, kemudian difraksinasi
dengan n-heksana, etil asetat, dan etanol. Selanjutnya pengujian efek sitotoksik terhadap sel Hela
dengan metode MTT (Microculture Tetrazolium Salf). Respon serapan dikonversikan ke dalam
rumus viabilitas sel. Harga 1Cso dihitung dengan persamaan regresi linear hubungan antara log
konsentrasi sampel uji dengan persen viabilitas sel HelLa. Hasil penelitian menunjukkan hasil efek
sitotoksik terhadap sel Hela daun ende dengan nilai ICso ekstrak etanolik, fraksi n-heksana, fraksi
etil asetat, fraksi etanol berturut-turut 415,719 ppm; 307,142 ppm; 50303,71 ppm; dan 50722,424

ppm.
Kata kunci : Daun ende, sel Hela, sitotoksik.

ABSTRACT

Ende leaf (Coccinia grandis (L.) Voigt) is the one of plant that most popular in Nusa Tenggara
Timur province. The study was aimed to know the cytotoxic effect of n-hexane, ethyl acetate, and
ethanol fractions from ethanolic extract of ende leaf on hela cell and its ICso value. Dried ende was
macerated with 96 % ethanol solvent, then it was fractionated by n-hexane, ethyl acetate, and
ethanol solvent. Then it was tested the cytotoxic by MTT (Microculture Tetrazolium Salt) method
on Hela cell The absorbance response was converted into abbreviation of cell viability. ICso value
was calculated with linear regression equation between logarithm of concentration samples versus
percentage viability of Hela cell. The result showed that the cytotoxic test of ende leaf against
Hela cell presented the 1Cso value of ethanolic extract and n-hexane, ethyl acetate, and ethanol
fractions were 415.719 ppm; 307.142 ppm; 50303.71 ppm; dan 50722.424 ppm, respectively.

Keywords : Coccinia grandis (L.) Voigt, cytotoxic, Hela cell line.
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PENDAHULUAN

Kanker adalah suatu penyakit di
mana terjadi  pertumbuhan  sel-sel
jaringan tubuh yang tidak normal, cepat,
dan tidak terkendali (Dalimartha 2007).
Kanker merupakan penyebab kematian
kedua di dunia setelah penyakit jantung
dan pembuluh darah (Tjay 2002).
Menurut Ketua Perhimpunan Dokter
Spesialis Onkologi Radiasi Indonesia,
jenis kanker yang terbesar ialah kanker
leher rahim (serviks), kanker payudara,
dan kanker nasofaring (Anonim 2010).
Di Indonesia diperkirakan dalam setiap
harinya terdapat 41 kasus baru kanker
serviks dan sekitar 20 orang setiap
harinya meninggal dunia (Sukaca 2009).

Radioterapi dan kemoterapi
merupakan metode pengobatan kanker
yang banyak dilakukan saat ini, namun
pengobatan dengan cara tersebut
memerlukan biaya yang cukup tinggi.
Terapi kanker ~ dengan  tanaman
merupakan cara yang sangat murah bagi
penduduk Indonesia yang kaya dengan
tanaman obat (Aryanti 2005).

Salah satu tanaman yang banyak
digunakan  oleh  masyarakat Nusa
Tenggara Timur (NTT) adalah tanaman
ende (Coccinia grandis (L) Voigt),
tergolong famili Cucurbitaceae. Menurut
Yadav et al. (2010), aktivitas farmakologi
Coccinia grandis (L.) Voigt antara lain
antiinflamasi, antibakteri, antioksidan,
antimutagenik antiulcer, antidiabetes,
antiprotozoal, analgesik, hepatoprotektif,
ekspektoran.

Umamaheswari  and  Chatterjee
(2008) mengungkapkan adanya
flavonoid, saponin, fenol, tanin dan
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terpenoid dalam ekstrak kasar
hidrometanol daun Coccinia grandis (L.)
Voigt. Yadav et al. (2010) menyebutkan
ekstrak air daun segar Coccinia grandis
(L.) Voigt mengandung antrakuinon,
alkaloid, karbohidrat, protein dan asam
amino, tanin, saponin, flavonoid,
fitosterol, triterpen.

Pengujian brine shrimp lethality test
yang dilakukan terhadap ekstrak etanol
96 % dan ekstrak n-heksana daun ende
menunjukkan bahwa daun tanaman ini
mampu membunuh 100 % bioindikator
(Tenda dkk 2007). Aktivitas yang positif
ini dapat digunakan sebagai skrining
awal terhadap adanya aktivitas
antikanker dari daun ende. Suatu
senyawa yang toksik terhadap Artemia
salina Leach dapat dilakukan uji lanjutan
berupa uji sitotoksik (Meyer et al.1982).

Coccinia grandis  menurunkan
jumlah sel yang hidup secara signifikan
dan meningkatkan kematian sel yang
menunjukkan kemampuan antikanker
yang dibandingkan dengan vinblastin
(Nanasombat  and Teckchuen 2009;
Bhattacharya et al. 2011). Penelitian
Bhattacharya et al (2011) membuktikan
ekstrak etanol daun Coccinia grandis (L.)
Voigt  signifikan  dalam  aktivitas
antikanker in vitro dan in vivo terhadap
sel Ehrlich Ascites Carcinoma (EAC) pada
mencit albino Swiss. Penelitian Churiyah
(2005) menyebutkan fraksi protein CYF3
dari buah muda Coccinia grandis (L.)
Voigt dapat menghambat proliferasi sel
Hela dengan LCso 32 pg/ml.

Menurut Nakanishi (1974),
tumbuhan dengan famili yang sama
kemungkinan ~ mempunyai  aktivitas
dengan struktur senyawa yang mirip.
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Tanaman lain dalam satu famili dengan
tanaman ende juga telah diteliti aktivitas
antikanker, seperti pare (Momordicae
charantia L.) yang berpotensi
menghambat pertumbuhan sel Hela
dengan nilai ICso sebesar 51,56 pug/ml.

Penelitian ini  bertujuan  untuk
mengetahui  efek  sitotoksik  fraksi
n-heksana, etil asetat, etanol dari ekstrak
etanolik daun ende (Coccinia grandis (L.)
Voigt) pada sel Hela dengan
menentukan nilai [Cso.

METODE PENELITIAN

Bahan

Bahan vyang digunakan dalam
penelitian ini adalah : serbuk daun ende
(Coccinia grandis (L.) Voigt), etanol
(teknis), n-heksana (teknis), etil asetat
(teknis), Hela cell line (koleksi Lab.
Parasitologi, UGM), RPMI 1640 powder
(GIBCO), aqua bidestilata, NaHCOs
(sodium bicarbonate), 10 % Foetal
Bovine Serum (FBS), Hepes
(CoH18N204S), Phosphat Buffered Saline
(PBS), 0,5 % Fungison (Amphotericin B),
2 % antibiotik penisilin-streptomisin
(GIBCO), 100 % Dimetylsulfoxide
(DMSQO) pa (Sigma), reagen stopper
larutan 10 % Sodium Dodecy! Sulphate
(SDS) dalam HCI 0,1 N.

Alat

Peralatan yang digunakan dalam
penelitian ini adalah : disc mill model
FFD, kertas saring, timbangan
(Shimadzu), corong pisah, oven,
evaporator (Heidolph), Sterling-Bidwell,
dan alat-alat gelas, tangki nitrogen cair,
waterbath, sentrifuge Sigma 3k12 (Sorvall
Legend RT), autoclave (HiclaveTM),
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incubator CO:2 (Heraeus), Laminar Air
Flow Clean Bench (Gelmansciences),
ELISA  reader (SLT 240 ATO),
hemocytometer  (Neubauer), tabung
konikal steril (Nunclone), ampul, tissue
culture flask (Nunclone), microplate 96
sumuran (Nunclone), filter polietilen
sulfon steril 0,22 um, neraca elektrik
(Sartorius), mikropipet 2-20 ul, 50-250
pl, 200-1000 pl (Pipetman), mikroskop
inverted (Axiovert-25), magnetic stirrer,
pengocok Vortex Maxi Mix Il (Sartorius)
dan kamera digital.

Pembuatan Ekstrak dan Fraksi Daun
Ende

Ekstraksi daun ende dilakukan
dengan teknik maserasi sebanyak 300
gram serbuk dengan pelarut 500 ml
etanol 96 % selama lima hari. Maserat
yang diperoleh lalu dipekatkan dengan
evaporator pada suhu 50°C.

Ekstrak etanolik pekat yang diperoleh
difraksinasi dengan pelarut n-heksana,
etil asetat, dan etanol menggunakan
corong pisah. Fraksi yang detil asetat
yvang diperoleh kemudian dipekatkan
dengan evaporator pada suhu 50°C.

Uji Sitotoksik MTT

Sel Hela disuspensikan dengan
kepadatan 1 x 104 sel/sumuran sebanyak
100 pl kemudian sel dimasukkan pada
microplate 96 sumuran, diinkubasikan
dalam inkubator CO2 5% pada suhu
37°C selama semalaman. Sumuran-
sumuran yang berisi suspensi sel tersebut
ditambahkan 100 ul larutan uji vyaitu
masing-masing ekstrak etanolik dan fraksi
etil asetat daun Ende yang dilarutkan
dalam  pelarut DMSO,  sehingga
diperoleh kadar akhir sampel dengan
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variasi konsentrasi 100; 50; 25; 12,5;
6,25; 3,12; 1,6 ug/ml tiap sumuran.
Sebagai kontrol pelarut digunakan sel
dengan penambahan persen terbesar
DMSO vyang dilihat dari konsentrasi
DMSO dalam seri konsentrasi sampel
yang paling pekat. Sebagai kontrol media
digunakan hanya larutan uji dan media
penumbuh. Kemudian sel tersebut
diinkubasikan pada inkubator CO2 5%
pada suhu 37°C selama 24 jam. Akhir
inkubasi medium masing-masing
sumuran dibuang dengan cara plate
dibalikkan 1800 di atas tempat buangan
kemudian plate ditekan untuk meniriskan
sisa cairan. Dicuci dengan PBS sampai
tidak berwarna. Kemudian ditambahkan
15 ul MTT 0,3 % dalam PBS. Microplate
diinkubasikan kembali selama 4 jam
pada inkubator CO2 5% pada suhu 37°C.
Sel hidup akan bereaksi dengan MTT
membentuk formazan berwarna ungu
dan untuk menghentikan reaksi antara sel
dengan MTT serta melarutkan formazan
maka ditambahkan 50 pl SDS 10 %
dalam 0,1 N HCI. Plate kemudian
dibungkus dengan kertas alumunium foil,
diinkubasikan selama semalaman pada
suhu kamar, dan serapan dibaca dengan
menggunakan ELISA reader pada panjang
gelombang 595 nm.

Analisis Hasil

Dari hasil uji sitotoksisitas yang
berupa respon serapan dikonversikan ke
dalam persen (%) viabilitas sel dengan
rumus sebagai berikut :
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% viabilitas sel = Ap-Akm X 100% ...... (1)
ks-Akm

Ap = Absorbansi perlakuan

Awm = Absorbansi kontrol media

Aks = Absorbansi kontrol sel

Kemudian dilakukan perhitungan ICso
berdasarkan persamaan regresi linear
yang diperoleh dari grafik hubungan
antara persen (%) viabilitas sel Hela
dengan log konsentrasi sampel uji.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Penyarian dilakukan dengan metode
maserasi untuk mengeliminasi kerusakan
senyawa akibat pemanasan. Penyarian
dengan pelarut etanol 96% untuk
menarik semua jenis senyawa metabolit
sekunder dalam daun ende. Ekstrak cair
etanol diuapkan dengan alat vaccum
rotaevaporator  sehingga diperoleh
ekstrak etanolik pekat. Hasil rendemen
ekstrak daun ende sebesar 15,09 %.

Ekstrak etanolik pekat difraksinasi
dengan pelarut tiga pelarut yang berbeda
polaritasnya. Pelarut yang digunakan
adalah  n-heksana  sebagai  pelarut
nonpolar, etil asetat sebagai pelarut
semipolar, dan air sebagai pelarut polar.
Fraksinasi ini bertujuan untuk
memisahkan senyawa-senyawa dalam
daun ende. Gambar 1 menunjukkan
bahwa daun ende paling banyak
mengandung senyawa polar dan paling
sedikit adalah senyawa semipolar.
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Gambar 1. Rendemen fraksi dari ekstrak etanolik daun ende.
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Gambar 2. Nilai ICso aktivitas sitotoksik ekstrak etanolik, fraksi n-heksana, fraksi etil asetat, dan fraksi etanol

daun ende terhadap sel Hela.

Uji sitotoksik dilakukan secara in
vitro dengan metode MTT. Prinsip
metode ini adalah senyawa 3,(4,5-dimetil
tiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolium
bromida diabsorpsi oleh sel hidup dan
cincin tetrazoliumnya dipecah melalui
reaksi reduksi oleh reduktase
suksinat tetrazolium yang terdapat dalam

sistem

rantai respirasi mitokondria sel, sehingga
dihasilkan formazan berupa zat warna
ungu yang tidak larut dalam air tetapi
dapat larut SDS 10 % (Doyle and
Griffiths ~ 2000). Formazan terlarut
kemudian diukur dengan ELISA reader
pada panjang gelombang 595 nm.
Formazan yang terbentuk proporsional
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dengan jumlah sel yang hidup (Mosmann
1983).

Berdasarkan  hasil uji sitotoksik
terhadap kultur sel Hela (Gambar 2),
ekstrak daun ende (Coccinia grandis (L.)
Voigt) memiliki [Cso 415,719 ppm,
artinya tidak berpotensi sebagai agen
sitotoksik karena Menurut Ueda et al.
(2002) nilai 1Cso di bawah 100 pg/ml
merupakan agen antikanker poten,
sedangkan nilai ICso di atas 100 pg/ml
merupakan agen kemopreventif yang
poten. Fraksi n-heksana daun ende
memiliki nilai 1Cso yang lebih kecil dari
ekstrak daun ende, artinya fraksi n-
heksana daun ende lebih poten daripada
ekstrak daun ende, namun nilainya juga
lebih dari 100 ppm, sehingga tidak
berpotensi sebagai agen sitotoksik. Fraksi
etil asetat dan air sangat tidak poten
terhadap kultur sel Hela.

Kurang potennya daun ende sebagai
agen sitotoksik tidak menutup
kemungkinan untuk mengarahkan
tumbuhan ini dikembangkan sebagai
agen kemopreventif. Pendekatan terapi
kanker menggunakan agen
kemopreventif lebih menjanjikan
daripada obat antikanker konvensional.
Agen kemopreventif sendiri  dapat
didefinisikan sebagai senyawa yang
dapat menghambat dan menekan proses
karsinogenesis pada manusia sehingga
pertumbuhan kanker dapat dicegah
(Kakizoe and Tadao 2003).

KESIMPULAN
Hasil uji efek sitotoksik daun ende
terhadap sel Hela dengan nilai ICso
ekstrak etanolik, fraksi n-heksana, fraksi
etil asetat, dan fraksi etanol berturut-turut
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415,719 ppm; 307,142 ppm; 50303,71
ppm; dan 50722,424 ppm.
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