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Abstrak

Rumput gong (Eriocaulon cinereum R. Br.) merupakan tumbuhan yang secara
tradisional telah dipergunakan masyarakat Bangka Belitung untuk mencegah
pertumbuhan kanker. Penelitian pendahuluan memperlihatkan bahwa ekstrak etil asetat
dan metanol rumput gong memiliki aktivitas sitotoksik terhadap sel HelLa dengan ICs,
masing-masing sebesar 580,07 ug/ml dan 626,41 pug/ml. Hal ini menunjukkan bahwa
rumput gong berpotensi untuk dikembangkan sebagai bahan baku obat antikanker
serviks. Dalam upaya pengembangan tersebut perlu diketahui senyawa yang
bertanggung jawab terhadap aktivitas sitotoksik terhadap sel HelLa. Sebagai langkah
awal untuk memperoleh senyawa aktif antikanker serviks dari rumput gong maka
dilakukan fraksinasi terhadap ekstrak serta evaluasi aktivitas sitotoksiknya terhadap sel
HelLa. Penelitian ini bertujuan untuk mengkaiji aktivitas sitotoksik fraksi dari ekstrak etil
asetat dan metanol rumput gong terhadap sel HelLa. Ekstrak etil asetat dan metanol
rumput gong diperoleh melalui maserasi bertingkat dengan bantuan sonikasi.
Selanjutnya ekstrak etil asetat rumput gong difraksinasi menggunakan kromatografi cair
vakum dengan fase gerak diklorometana dan etil asetat, sedangkan ekstrak metanol
rumput gong difraksinasi menggunakan fraksinasi cair-cair secara bertingkat dengan
diklorometana, kloroform dan air. Aktivitas sitotoksik dari masing-masing fraksi
dievaluasi menggunakan metode MTT assay dan diukur dengan microplate reader
pada panjang gelombang 595 nm. Hasil uji aktivitas sitotoksik dianalisa secara statistik
menggunakan analisis PROBIT dengan SPSS 16 for Windows®. Fraksi diklorometana
dan etil asetat dari ekstrak etil asetat rumput gong menunjukkan aktivitas sitotoksik
terhadap sel HeLa dengan IC5;, masing-masing sebesar 466,61 pg/ml dan 267,34
pug/ml. Nilai 1C5, fraksi-fraksi yang diperoleh dari ekstrak metanol rumput gong adalah
235,65 pg/ml (fraksi diklorometana) dan 2325,30 pg/ml (fraksi air), sedangkan fraksi
kloroform tidak memperlihatkan adanya aktivitas sitotoksik. Fraksi etil asetat dari
ekstrak etil asetat rumput gong dan fraksi diklorometana dari ekstrak metanol memiliki
aktivitas sitotoksik yang paling poten terhadap sel HeLa. Dengan demikian fraksi-fraksi
tersebut berpotensi untuk dilakukan pengkajian lebih lanjut sebagai antikanker serviks.
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Pendahuluan

Berdasarkan data World Cancer Report 2014 secara global kanker serviks merupakan
penyebab kematian paling umum keempat pada wanita yang terkena kanker!.
Sementara itu penderita kanker serviks di Indonesia menempati prevalensi tertinggi
yaitu sebesar 0,8% atau 98.962 penderita2. Oleh karena itu, penyakit kanker serviks
menjadi salah satu perhatian khusus oleh Kementerian Kesehatan RI. Penatalaksanaan
terapi kanker serviks sebagai upaya untuk mencegah atau mengobati dilakukan dengan
menggunakan radioterapi, kemoterapi atau kombinasi keduanya sesuai dengan
stadium kanker yang dialami. Beberapa jenis obat telah digunakan untuk kemoterapi
pada terapi kanker serviks®’ namun seringkali menimbulkan efek samping yang tidak
dikehendaki dan merugikan pasien8. Hal ini mendorong upaya pencarian obat baru
sebagai alternatif pilihan untuk terapi kanker serviks dengan potensi yang lebih baik dan
efek samping yang relatif lebih sedikit daripada obat-obat yang telah digunakan. Salah
satu sumber potensial yang dapat dipergunakan sebagai bahan obat baru berasal dari
alam yaitu tumbuhan®.

Rumput gong (Eriocaulon cinereum R. Br.) adalah tumbuhan yang secara tradisional
telah digunakan oleh masyarakat Bangka Belitung untuk mencegah dan membantu
mengobati pertumbuhan sel yang tidak terkontrol. Penelitian pendahuluan
menunjukkan bahwa ekstrak etanol rumput gong mampu menghambat pertumbuhan
sel HeLa yang merupakan sel kanker serviks dengan ICg, sebesar 427,79 ug/mi'0.
Lebih lanjut, penelitian terhadap ekstrak etil asetat dan metanol rumput gong
memperlihatkan adanya aktivitas sitotoksik terhadap sel HeLa dengan IC5, masing-
masing sebesar 580,07 ug/mi'" dan 626,41 pg/mi'2. Dengan demikian rumput gong
mempunyai potensi untuk dikembangkan sebagai bahan obat alternatif untuk terapi
kanker serviks. Namun senyawa kimia yang bertanggung jawab terhadap aktivitas
tersebut belum diketahui sehingga perlu dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai
kandungan senyawa aktif dari rumput gong. Oleh karena itu, fraksinasi terhadap
ekstrak etil asetat dan ekstrak metanol yang dilanjutkan dengan evaluasi aktivitas
sitotoksik dari fraksi-fraksi terhadap sel HelLa perlu dilakukan. Hal ini merupakan
langkah awal dalam investigasi senyawa bioaktif dalam rumput gong yang bertanggung
jawab dalam aktivitas sitotoksik tersebut. Penelitian ini mengkaji aktivitas sitotoksik
fraksi dari ekstrak etil asetat dan ekstrak metanol rumput gong terhadap sel Hela.
Selain itu, untuk mengetahui sitotoksisitas terhadap sel normal, maka fraksi-fraksi
tersebut juga dievaluasi aktivitas sitotoksiknya terhadap sel Vero.



P. Jumaryatno, dkk, Majalah Farmasetika, 4 (Suppl 1) 2019, 137 - 143
Metode

A. Bahan

Bahan tumbuhan yang dipergunakan adalah rumput gong (Eriocaulon cinereum R. Br.)
diambil dari Parittiga, Jebus, Propinsi Bangka Belitung Island, Indonesia, pada bulan
Juli 2016. Spesimen tumbuhan diidentifikasi di Laboratorium Sistematika Tumbuhan,
Fakultas Biologi, Universitas Gadjah Mada, Yogyakarta, Indonesia dengan nomor
dokumen 0796/S.Tb./IV/2016. Rumput gong dikeringkan di lemari pengering pada suhu
50°C selama 36 jam dan diserbukkan. Bahan lain adalah n-heksana, etil asetat,
diklorometana, kloroform, metanol, aquades, silika gel 60 GF254, dimetilsulfoksida,
RPMI (Roswell Park Memorial Institute) 1640, 10% Fetal Bovine Serum (FBS), 1%
penicillin-streptomycin, 0.5% fungizone (Gibco Amphotericin B), sel HeLa dan sel Vero.

B. Metode

1. Pembuatan Ekstrak

Serbuk rumput gong dengan berat total 87,5 gram dimaserasi dengan 1 L n-heksana
dengan metode Ulfrasound Assisted Extraction pada suhu 40 °C selama 30 menit.
Selanjutnya ampas serbuk hasil ekstraksi dengan n-heksana yang telah bebas pelarut
dimaserasi dengan 1 L etil asetat menggunakan metode yang sama seperti pada
ekstraksi dengan n-heksana. Hasil ekstraksi dengan etil asetat kemudian dipisahkan
antara pelarut dan sampelnya, dan kemudian ampasnya dikeringkan dan dilakukan
proses remaserasi sebanyak 2 kali. Ampas hasil maserasi menggunakan etil asetat
kemudian dimaserasi menggunakan 1 L metanol dengan metode yang sama seperti
proses ekstraksi rumput gong dengan pelarut n-heksana. Maserasi dengan
menggunakan metanol diulang sebanyak 2 kali. Selanjutnya, ekstrak cair hasil dari
masing-masing proses maserasi dipekatkan dengan menggunakan rotary evaporator
sampai diperoleh ekstrak pekat dan dilanjutkan dengan pengeringan di dalam lemari
asam pada suhu kamar. Dari hasil ekstraksi, diperoleh ekstrak n-heksana (0,050
gram), ekstrak etil asetat (2,522 gram) dan ekstrak metanol (2,171 gram). Selanjutnya
ekstrak pekat disimpan di dalam vacuum desiccator sebelum digunakan.

2. Fraksinasi Ekstrak Etil Asetat dan Ekstrak Metanol Rumput Gong

Ekstrak etil asetat rumput gong (0,35 gram) difraksinasi dengan metode kromatografi
cair vakum menggunakan fase diam silika gel 60 GF,5, dan fase gerak diklorometana
100% dan etil asetat 100%. Mula-mula ekstrak difraksinasi dengan 750 mL
diklorometana dan dilanjutkan dengan 600 mL etil asetat sehingga didapatkan fraksi
diklorometana dan fraksi etil asetat. Kemudian masing-masing fraksi diuapkan dengan
menggunakan rotary evaporator dan dikeringkan di dalam lemari asam pada suhu
kamar. Dari hasil fraksinasi ekstrak etil asetat rumput gong diperoleh fraksi
diklorometana dan fraksi etil asetat seberat masing-masing 0,136 g dan 0,075 g.
Ekstrak metanol rumput gong (2 gram) difraksinasi dengan metode fraksinasi cair-cair
menggunakan corong pisah dan pelarut diklorometana (150 mL), kloroform (100 mL)
dan air (50 mL). Proses fraksinasi diawali dengan melarutkan ektrak metanol dengan
air dan kemudian ditambahkan diklorometana di dalam corong pisah sehingga
didapatkan dua lapisan cairan yaitu lapisan diklorometana dan lapisan air. Kedua
lapisan tersebut kemudian dipisahkan dan lapisan air selanjutnya dipergunakan untuk
proses fraksinasi cair-cair dengan menggunakan kloroform dan air. Hasil dari fraksinasi
cair-cair tersebut diuapkan dengan menggunakan rotary evaporator dan diperoleh fraksi
diklorometana (739,7 mg), fraksi kloroform (3,8 mg) dan fraksi air (1247,1 mg).
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3. Kultur Sel HeLa

Sel HelLa dikultur pada medium komplet yang terdiri atas RPMI (Roswell Park Memorial
Institute) 1640 ditambah dengan 10% Fetal Bovine Serum (FBS), 1% penicillin-
streptomycin dan 0.5% fungizone (Gibco Amphotericin B). Sel diinkubasi pada suhu 37
°C di dalam inkubator 5% CO.,.

4. Uji Aktivitas Sitotoksik

Uji aktivitas fraksi dari ekstrak etil asetat dan fraksi dari ekstrak metanol rumput gong
terhadap sel HelLa dan sel Vero dilakukan menggunakan metode MTT assay. Sel dalam
medium komplet dengan kepadatan 10.000-50.000 sel/ml diambil sebanyak 100 uL,
kemudian dimasukkan pada mikroplate (96 sumuran). Mikroplate diinkubasi selama 24
jam pada inkubator CO2 dengan suhu 37°C. Mikroplate yang telah diinkubasi dan
dibuang medium kompletnya ditambah 100 pL fraksi-fraksi yang diujikan (konsentrasi
15,625 — 1000 pg/ml) yang telah dilarutkan terlebih dahulu dalam dimetilsulfoksida.
Selanjutnya mikroplate tersebut diinkubasi kembali selama 24 jam pada inkubator CO2
dengan suhu 37°C. Setelah itu ditambahkan 100 yL MTT assay 0,5% pada masing-
masing sumuran yang telah diberi perlakuan dan diinkubasi selama 4 jam pada suhu
37°C di dalam inkubator CO2. Setelah 4 jam, 100 yL SDS stopper (SDS 10% dalam
0,01 N HCI) ditambahkan ke dalam masing-masing sumuran dan diinkubasi kembali
selama 24 jam pada suhu kamar dan ruangan gelap. Pembacaan hasil dilakukan
menggunakan Elisa reader pada panjang gelombang 595 nm. Uiji aktivitas sitotoksik
terhadap sel HelLa dan sel Vero dilakukan secara triplicate (n=3).

5. Analisis Data

Semua data hasil uji aktivitas sitotoksik rumput gong terhadap sel HeLa dan sel Vero
dianalisis secara statistika menggunakan analisis PROBIT dengan SPSS 16 for
Windows®.

Hasil dan Pembahasan

Berdasarkan hasil evaluasi aktivitas sitotoksik fraksi-fraksi rumput gong terhadap sel
HelLa (Tabel 1 dan Tabel 2) menunjukkan bahwa fraksi etil asetat dari ekstrak etil asetat
dan fraksi diklorometana dari ekstrak metanol rumput gong merupakan fraksi yang
paling aktif dengan nilai IC5, sebesar 267,34 yg/mL dan 235,65 pg/mL. Sedangkan
fraksi diklorometana dari ekstrak etil asetat rumput gong memiliki aktivitas sitotoksik
lebih rendah dengan nilai IC5, sebesar 466,61 pg/mL dan fraksi air dari ekstrak metanol
tidak memiliki aktivitas sitotoksik karena memiliki nilai IC5, sebesar 2325,30 pg/mL.
Fraksi-fraksi rumput gong memiliki aktivitas sitotoksik yang rendah terhadap sel Vero
(Tabel 1 dan Tabel 2).

Tabel 1. Hasil Uji Aktivitas Fraksi dari Ekstrak Etil Asetat Rumput Gong

“ IC;, Sel Hela IC;, Sel Vero
z/mL g/mL
| Etil Asetat |

267,34 795,59

Diklorometana 466,61 525,95
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Tabel 2. Hasil Uji Aktivitas Fraksi dari Ekstrak Metanol Rumput Gong

“ IC;, Sel Hela IC,, Sel Vero
g/mL g/mL

| Diklorometana | 235 65 493,50

_ 2325,30 4960,31

Eriocaulon cinereum R. Br. merupakan tumbuhan yang hidup di daerah rawa yang
berair13 dan banyak tumbuh di negara-negara dengan iklim tropis termasuk di Propinsi
Bangka Belitung, Indonesia. Oleh masyarakat setempat, E. cinereum atau dikenal
sebagai rumput gong telah dipergunakan secara tradisional untuk mengobati kanker. E.
cinereum atau rumput gong merupakan salah satu spesies dari genus Eriocaulon yang
belum banyak diteliti mengenai aktivitas biologinya sebagai antikanker dibandingkan
dengan spesies Eriocaulon lainnya seperti E. australe'* dan E. sieboldianum'®. Hasil
studi antiproliferatif'® dan aktivitas sitoksik'"12 ekstrak rumput gong terhadap sel HelLa
menunjukkan bahwa tumbuhan tersebut memiliki potensi untuk dikembangkan sebagai
antikanker serviks. Berdasarkan laporan hasil studi pendahuluan tersebut'%-12 maka
evaluasi lebih lanjut aktivitas sitotoksik rumput gong terhadap sel HelLa dilakukan.
Pada penelitian ini, fraksi-fraksi yang diperoleh dari ekstrak aktif rumput gong (ekstrak
etil asetat dan ekstrak metanol) dievaluasi aktivitas sitotoksiknya terhadap sel Hela.
Hasil penelitian memperlihatkan bahwa fraksi etil asetat dari ekstrak etil asetat rumput
gong dan fraksi diklorometana dari ekstrak metanol rumput gong memiliki aktivitas
sitotoksik terhadap sel HeLa dengan IC5, masing-masing sebesar 267,34 pug/mL dan
235,65 pg/mL. Hal ini menunjukkan bahwa aktivitas sitotoksik fraksi-fraksi tersebut
terhadap sel Hela lebih tinggi dibandingkan dengan ekstraknya (IC5, ekstrak etil asetat
580,07 pug/ml dan ekstrak metanol 626,41 ug/ml). Aktivitas sitotoksik fraksi yang lebih
tinggi dibandingkan dengan ekstrak memberikan informasi adanya kandungan senyawa
yang bertanggung jawab atas aktivitas tersebut dan berpotensi sebagai antikanker
serviks. Skrining fitokimia yang telah dilakukan sebelumnya terhadap ekstrak etil asetat
rumput gong' menunjukkan adanya golongan senyawa flavonoid, fenolik, terpenoid
dan steroid, sedangkan pada ekstrak metanol'?2 terkandung golongan senyawa fenolik
dan steroid. Senyawa golongan flavonoid dari E. australe dilaporkan memiliki aktivitas
sitotoksik terhadap sel HeLa dengan ICy, berkisar 7,17 sampai 29,57 ug/mL'. Oleh
karena itu, aktivitas sitotoksik dari fraksi etil asetat dari ekstrak etil asetat rumput gong
diduga dikarenakan adanya golongan senyawa flavonoid. Namun tidak menutup
kemungkinan juga adanya senyawa golongan lain yang berperan dalam aktivitas
sitotoksik karena fraksi diklorometana dari ekstrak metanol memiliki 1C5, yang lebih
tinggi dibandingkan fraksi etil asetat dari ekstrak etil asetat. Lebih lanjut, hasil evaluasi
sitotoksisitas fraksi-fraksi dari ekstrak etil asetat dan ekstrak metanol rumput gong
terhadap sel Vero (Tabel 1 dan Tabel 2) memperlihatkan aktivitas sitotoksik yang lebih
rendah dibandingkan terhadap sel HeLa. Hal ini mengindikasikan bahwa fraksi aktif
rumput gong mengandung senyawa-senyawa dengan aktivitas sitotoksik yang potensial
dan selektivitas yang baik serta berpotensi untuk dikembangkan sebagai agen terapi
kanker serviks. Oleh karenanya, penelitian lebih lanjut akan dilakukan untuk
mengidentifikasi senyawa yang bertanggung jawab atas aktivitas sitotoksik terhadap sel
HelLa dan mengkaji mekanisme aksi dari senyawa aktifnya.
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Kesimpulan

Fraksi etil asetat dari ekstrak etil asetat dan fraksi diklorometana dari ekstrak metanol
rumput gong memiliki aktivitas sitotoksik yang tinggi terhadap sel HelLa sehingga
berpotensi untuk dikembangkan sebagai kandidat obat antikanker serviks.
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