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Abstrak: Dysoxylum merupakan salah satu genus yang memiliki metabolit sekunder dan aktivitas yang
beragam, salah satu aktivitas yang menarik adalah mampu bertindak sebagai agen P-gp pada sel
kanker payudara MCF-7. Kulit batang D.alliaceum dimaserasi berturut-turut dengan n-heksana, etil
asetat dan metanol. Ekstrak n-heksan dipisahkan dan dimurnikan dengan berbagai teknik
kromatografi dipandu dengan analisis kromatografi lapis tipis diperoleh dua senyawa stigmast-5-en-
3p-ol (1), stigmasterol (2). Struktur kimia senyawa tersebut telah ditetapkan berdasarkan intrepretasi
data-data spektroskopi dan dibandingkan dengan data spektra dari penelitian sebelumnya. Semua
isolat senyawa dievaluasi aktivitas sitotoksiknya terhadap sel kanker payudara MCF-7. Senyawa 1
dan 2 dirujuk dari literatur menunjukkan aktivitas kuat dengan 1Cs, 8,65 pg/mL.

Kata kunci: D.alliaceum, stigmasterol, B-sitosterol, sel MCF-7

Abstract: Dysoxylum is a genus that has secondary metabolites with biological aktivities, one of the
interesting activities that is capable acted as agent of P-gp in MCF-7 breast cancer cells. Secondary
metabolites from D.alliaceum already reported by Nishizawa et al., (1982). The bark of D.alliaceum
extracted successively with n-hexane, ethyl acetate and methanol. The n-hexane extract was separated
and purified using several chromatographic techniques asl well as guided by thn layer chromatografi
analysis, and obtained four compounds stigmast-5-en-3p-ol (1), stigmasterol (2). The chemical
structure of these compounds has been determined based on spectroscopic interpretation and
compared using data spectra from previous studies. All compounds were evaluated sitotoksik activity
against MCF-7 breast cancer cell line. Compounds 1 and 2 showed weak cytotoxic activity 1C5,>100
mg / mL, compounds 1 and 2 showed strong activity with 1Cs, of 8.65 ug / mL based on literature.
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PENDAHULUAN sama, baru ataupun derivat dari jenis Dysoxylum

Dysoxylum merupakan salah satu genus dari lainnya yaitu Dysoxylum alliaceum. Laporan
Meliaceae yang terdiri atas +80 spesies yang berada mengenai  metabolit  sekunder  dari  jenis
di Asia, Australia, dan sebelas spesies endemik di D. alliaceum baru dilaporkan oleh Nishizawa et al.,

Cina (Mabberley 2008). Hingga sekarang ini, banyak (1982) berupa senyawa (+)-8-hidroksi kalamenen

senyawa golongan terpenoid, kroman alkaloid, yang diisolasi dari biji buah D. alliaceum.

limonoid, flavonoid, steroid, protolimonoid dan

senyawa sulfur telah dilaporkan dan memiliki BAHAN DAN METODE

aktivitas yang sangat menarik (Najmuldeen, 2011). Sampel yang digunakan dalam penelitian ini
Triterpenoid kumingianol diisolasi dari tanaman ~ adalah bagian kulit batang D.alliaceum yang

D_Cumingianum dapat menghambat P-gp pada sel diperOIEh dari Kebun Raya Bogor dan dideterminasi

kanker MCF-7 sehingga bisa dijadikan sebagai agen di Herbarium Bogorianse Pusat Penelitian Biologi

untuk kemoterapi (Wink et al. 2012). Menurut ~ LIPl. Bogor, Jawa Barat

Mohanakumara et al., ( 2010) rohitukin pada Bahan

Dysoxylum adalah prekursor flavopiridol, senyawa n-heksana, etil asetat, metanol, aseton, kloroform

antikanker yang potensial. Flavopiridol pada , air (aquades), silika gel Ggo (70-230 mesh), ODS
D.binectariferum merupakan inhibitor dari MMP-2 RP-18 Fys, silika gel GFss, untuk pemisahan

dan MMP-9 pada sel kanker payudara MCF-7 (Tobin  senyawa. Irutan H,SO, 10 % sebagai zat penampak
et al. 2012) Kulit batang D. binectariferum noda, Seperangkat alat Ujl sel MCF-7 (Se| MCF-7,
menghasilkan rohitukin yang sangat efektif terhadap DMSO, MTT, dan PBS (Phosphate Buffer Saline).
ovarium dan kanker payudara (Lakshmi et al. 2007).

Peneliti bermaksud untuk menggali metabolit yang
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Isolasi dan Penenetuan Struktur

Proses ini terdiri dari tiga tahap, yaitu: ekstraksi
kulit batang D.alliaceum pemisahan dan pemurnian
isolat dari fraksi target serta karakterisasi isolat
murni. Sampel berupa kulit batang D.alliaceum (3,5
kg) dihaluskan kemudian diekstraksi dengan cara
maserasi dengan menggunakan pelarut metanol.
Ekstrak ini kemudian dipartisi berturut-turut dengan
pelarut
n-heksana, etil asetat dan metanol. sehingga
diperoleh ekstrak pekat n-heksana(65 g), etil asetat
(16 g) dan metanol (34 g). Fraksi n-heksan (30 g)
dipisahkan dengan kromatografi vakum cair (KVC)
fase diam silika gel G60 sistem gradien 10% dengan
n-heksana, etil asetat, dan metanol dihasilkan tujuh
fraksi (A-G). Fraksi D (3,3 g) dilakukan pemisahan
dengan kromatografi kolom (KK) n-heksan:EtOAc
(8-2) menghasilkan lima fraksi (D1-D5). Fraksi D4
(1 g) dilakukan KK n- heksan:EtOAc menghasilkan
empat fraksi (D4A-D4D). sehingga diperoleh
senyawa 1 (D4B) (76 mg). Fraksi E (1,1 Q)
dilakukan KK
n- heksan:EtOAc menghasilkan enam fraksi (E1-E6).
Fraksi E4 (250 mg) dilakukan KK n- heksan:MTC
4.6 menghasilkan empat fraksi (E4A-E4D). Fraksi
E4C (130 mg) KK n- heksan:EtOAc. Sehingga
diperoleh senyawa 2 (E4C2) (66 mQ).

Pengujian Senyawa Terhadap Sel MCF-7

Pengujian sitotoksisitas dilakukan dengan 1 pelat
96 sumuran. Ke dalam tiap sumur dimasukkan
suspensi sel dalam medium RPMI 1640 sebanyak 50
pL  kemudian diinkubasi selama 24 jam dalam
inkubator sel pada suhu 37°C. Setelah 24 jam, ke
dalam sumur uji dimasukkan 50 pL larutan uji yang
telah dilakukan pengenceran (1 ppm, 10 ppm, 100
ppm, 1000 ppm, dan 10.000 ppm). Setelah itu
ditambahkan 10 pL kit WST-8 untuk MTT assay
kedalam masing masing sumuran dan diinkubasi
selama 3 jam. Masukkan pelat kultur 96 sumuran ke
dalam ELISA plate reader. Baca serapannya dengan
ELISA plate reader pada panjang gelombang 545 nm
dengan referensi 630 nm (Freshney, R 2005).

HASIL DAN PEMBAHASAN

Senyawa 1 diperoleh berupa padatan kristal
putih, memiliki titik leleh 133,9°C- 134,9 °C. Rumus
molekul senyawa 1 ditetapkan sebagai CyHs,0
dengan lima derajat ketidakjenuhan. Spektrum IR
(KBr) senyawa 1 menunjukkan pita serapan kuat
pada 3424, 2937, 1464, 1379 yang berasal dari
regangan —OH, C-H alifatik, C=C dan gem dimetil.
Spektrum  'H-NMR  (aseton-dg) senyawa 1
menunjukka lima puluh atom hidrogen dimana
terdapat dua sinyal singlet dari metil tersier (o4 0,74
dan 1,02 ppm), tiga sinyal doublet dari metil

sekunder (J4 0,86; 0,84; dan 0,96 ppm), satu sinyal
triplet dari metil primer pada J4 0,88 ppm, satu
proton -OH yang ditunjukkan dengan adanya sinyal
berupa puncak lebar pada oy 3,65 ppm, satu sinyal
proton multiplet yang terikat pada karbon yang
mengikat oksigen pada oy 3,39 ppm, serta satu sinyal
proton olefinik pada d, 5,31 ppm. Spektrum C-
NMR (aseton-dg) menunjukkan 29 atom karbon yang
merupakan ciri umum golongan steroid, dua karbon
sp?, satu karbon sp® teroksigenasi, dan 26 atom
karbon sp® lainnya. Adanya sinyal khas yaitu karbon
metil pada Jc 11-20 ppm, satu karbon kuartener sp?
pada ¢ 141,54 ppm, satu karbon metin sp® d¢ 120,74
ppm menunjukkan bahwa senyawa 1 merupakan
steroid stigmastan. Dari data NMR (Tabel 1)
senyawa 1 memiliki kerangka steroid stigmastan, OH
yang terikat pada C-3 yang berposisi aksial (3a-),
serta adanya C-H sp® pada C-5 dan C-6, maka dapat
disimpulkan senyawa 1 yang merupakan stigmast-5-
en-3p-ol (Gambar 1).Senyawa 2 yang diperoleh
berupa padatan kristal putih yang memiliki titik leleh
174, 4°C- 175,0°C. Rumus molekul senyawa 2
ditetapkan sebagai CyH4sO dengan enam derajat
ketidakjenuhan. Spektrum IR (KBr) senyawa 1
menunjukkan pita serapan kuat pada 3424, 2937,
1464, 1379 yang berasal dari regangan —OH, C-H
alifatik, C=C dan gem dimetil. Spektrum 'H-NMR
dalam CDClI; menunjukkan senyawa 2 memiliki 48
atom hidrogen dimana terdapat dua sinyal singlet
dari metil tersier (o4 0,74 dan 1,02 ppm), tiga sinyal
doublet dari metil sekunder (54 0,86; 0,84; dan 0,96
ppm), satu sinyal triplet dari metil primer pada Jy
0,88 ppm, satu proton -OH yang ditunjukkan dengan
adanya sinyal berupa puncak lebar pada Jy 3,65 ppm,
satu sinyal proton multiplet yang terikat pada karbon
yang mengikat oksigen pada Jy 3,53 ppm, serta tiga
sinyal proton olefinik pada dy 5,35, 5,14, dan 4,76
ppm. Spektrum *C-NMR menunjukkan 29 atom
karbon yang terdiri atas dua karbon sp?, satu karbon
sp® teroksigenasi, dan 26 atom karbon sp® lainnya.
Jumlah karbon 29 serta adanya sinyal khas yaitu satu
karbon kuartener sp? pada e 141,54 ppm, satu
karbon metin sp® dc 120,74 ppm dan satu karbon
metin sp® teroksigenasi pada Jc 70,89 ppm
menunjukkan bahwa senyawa 2 merupakan
stigmasterol. Berdasarkan analisis NMR (Tabel 1)
dapat diidentifikasikan bahwa senyawa 2 merupakan
senyawa stigmasterol (Gambar 1).

Hasil uji sitotoksik senyawa 1 dan 2 berdasarkan
litertur menunjukkan nilai 1Csy yang sama yaitu 8,65
pg/mL. Menurut (Cho et al., 1998) nilai IC5, < 5
pug/mL dikategorikan sangat aktif, nilai ICsy 6-10
pg/mL dikategorikan aktif, nilai ICsy 11-30 pg/mL
dikategorikan sedang dan nilai 1Csy > 30 pg/mL
dikategorikan lemah.
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Tabel 1. Data *H dan **C NMR senyawa 1 and 2

senyawa 1 (stigmast-5-en-3p-ol) * Senyawa 2 (stigmasterol)**
Posisi  3C-NMR (ppm) 'H-NMR(ppm) BC.NMR 'H-NMR(ppm)
C (XH, mult., J = Hz) (ppm) (H, mult., J = Hz)
1 37,4 1,06 (1H, dd, 10,5; 5,5) 37,4 1,05(1H,dd, 10,5; 5,5)
1,11 (1H, dd, 10,5; 5,5) 1,11(1H,dd, 10,5; 5,5)
2 31,7 1,69 (1H, dt, 9,5; 6,0) 32,1 1,69 (1H, dt, 9,5; 6,0)
1,77 (1H, dt, 9,5; 6,0) 1,83 (1H, dt, 9,5; 6,0)
3 70,9 3,39 (1H, m, 3,8) 72,0 3,53 (1H, m)
4 42,5 2,21 (2H, d, 6,5) 42,4 2,23 (2H, d, 6,5)
5 1415 - 140,9 -
6 120,7 5,31 (1H, d, 4,9) 120,7 5,31 (1H, d, 4,9)
7 318 1,94 (2H, dt, 5,6; 8,5) 318 1,97 (2H, dt, 5,6; 8,5)
8 36,2 1,42 (1H, m) 318 1,43 (1H, m)
9 50,4 0,95 (1H, m) 50,3 0,95 (1H, m)
10 36,5 - 36,6 -
11 20,9 1,55 (2H, m) 213 1,50 (2H, m)
12 39,8 1,19 (2H, d, 5,6) 39,9 1,17 (2H, d, 5,6)
13 42,3 - 42,5 -
14 56,8 1,13 (1H, m) 56,9 1,13 (1H, m)
15 25,9 1,23 (2H, m) 24,5 1,23 (2H, m)
16 28,1 1,95 (2H, m) 29,3 1,97 (2H, m)
17 56,1 1,15 (1H, m) 56,2 1,15 (1H, m)
18 115 0,97 (1H, m) 40,7 0,78 (3H, m)
19 18,4 0,96 (3H, d, 6,7) 21,3 1,02 (3H, t, 1,89)
20 40,6 2,05 (2H, m) 138,5 4,76 (1H, m)
21 19,3 1,27 (2H, m) 129,4 5,14 (1H, m)
22 33,9 1,22 (1H, m) 46,0 2,02 (2H, m)
23 24,1 1,6 (2H, m) 256 1,58 (2H, m)
24 45,9 0,88 (3H,t,7,1) 12,2 0,83 (1H, m)
25 31,9 1,15 (1H, m) 29,3 1,15 (1H, m)
26 18,9 0,86 (3H, d, 6,2) 20,0 0,81 (3H, d, 6,2)
27 18,5 0,84 (3H, d, 6,2) 19,5 0,80 (3H, d, 6,7)
28 22,9 0,74 (3H, s) 18,9 0,67 (3H, s)
29 114 1,02 (3H, s) 12,2 1,02 (3H, s)

*Pengukuran dilakukan dengan aseton-ds pada 500 MHz untuk *H dan 125 MHz untuk =°C
**Pengukuran dilakukan dengan CDCl; pada 500 MHz untuk *H dan 125 MHz untuk “C.

KESIMPULAN

Hasil isolasi ekstrak n-heksan kulit batang D.
alliaceum didapatkan dua senyawa golongan steroid
yaitu stigmast-5-en-3p-ol (1) dan stigmasterol (2)
dimana keduanya aktif terhadap sel kanker payudara
MCEF-7 dengan nilai 1Cs 8,65 pg/mL.
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