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Abstrak: Isolasi dan identifikasi senyawa kimia sebagai antikanker dari daun Kopasanda (Chromolaena
odorata L.) telah dilakukan. Ekstraksi dilakukan secara berturut-turut dengan n-heksan, etilasetat, dan
etanol secara maserasi kecuali dengan air dilakukan secara refluks. Fraksinasi ekstrak etilasetat dengan
kromatografi kolom (SiO,,: i). n-heksan-etilasetat = 10:1 ~ 1:1; etilasetat, ii). n-heksan-etilasetat = 5:1)
memberikan satu isolat murni fr. 5-3 yang mempunyai aktivitas daya hambat terhadap sel leukemia
L,,,, sebesar 1,515 bpj. Penentuan struktur kimia dilakukan berdasarkan interpretasi data spektra infra
merah, RMI 1D ('H, "*C) dan RMI 2D (H-H COSY, HMQC dan HMBC) dan spektra masa (LC-MS).
Isolat fr. 5-3 diduga adalah metil eter naragenin.

Kata kunci: daun kopasanda, Chromolaena odorata L, antiproliferasi, antioksidan.

Abstract: Isolation and identification of chemical compound as anticancer from the leaves of Kopasanda
(Chromolaena odorata L.) had been done. Extraction was conducted successfully with n-hexane,
ethylacetate and ethanol by maceration, and by reflux for water solvent. Fractionation of ethylacetate
extract by column chromatography (SiO2). n-hexane-ethylacetate = 10:1 ~ 1:1; ethylacetate). n-hexane-
ethylacetate = 5:1) gave one pure isolated fraction fr. 5-3 with inhibition activity against leukemia cell
line L1210 at concentration 1.515 ppm. Chemical structure determination was done based on spectral
data interpretation of Infra Red, 1D NMR ('H, *C) and 2D NMR (H-H COSY, HMQC and HMBC) and
mass spectra (LC-MS). Pure isolated fraction fr. 5-3 was deducted as methyl ether naragenine.

Keywords: kopasanda leaves, Chromolaena odorata L, antioxidant, antiproliferation.
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PENDAHULUAN

PESATNYA perkembangan ilmu pengetahuan dan
teknologi serta berubahnya pola hidup masyarakat
berdampak pada munculnya berbagai penyakit
degeneratif seperti penyakit kanker. Kanker adalah
suatu proliferasi sel-sel yang tidak teratur di dalam
tubuh manusia.Pada berbagai kasus, laju proliferasi
sangat tinggi. Hal yang membedakan sel kanker dengan
sel normal adalah bahwa sel kanker tidak pernah
berhenti membelah”. Kanker merupakan penyakit
yang menempati peringkat kedua penyebab kematian
di dunia. Hal ini menyebabkan pengembangan
penelitian untuk menemukan obat baru terus
berkembang, bahkan dari bahan alam pun kini banyak
diteliti untuk pengobatan kanker®.

Salah satu tumbuhan yang biasa digunakan
masyarakat sebagai bahan obat adalah daun kopasanda
atau disebut dengan nama Sunda Kirinyu, dan
tumbuhan ini oleh masyarakat wilayah Makassar
digunakan sebagai obat luka dan antioksidan.Daun
kopasanda (Chromolaena odorata L.) merupakan
salah satu jenis tumbuhan dari famili Compositae.
Daunnya mengandung beberapa senyawa utama
seperti tannin, fenol, flavonoid, saponin dan
steroid. Minyak essensial dari daunnya memiliki
kandungan a-pinene, cadinene, camphora, limonene,
B-caryophyllene dan isomer candinol®. Daun
kopasanda juga dikenal dengan nama tekelan atau
gulma siam yang mengganggu pertumbuhan tanaman
lain dan mengurangi kesuburan tanah. Ekstrak kasar
daun kopasanda memiliki efek antioksidan. Efek
yang dihasilkan ini disebabkan oleh kandungannya
yang tinggi akan flavonoid yang memiliki aktivitas
antioksidan, yang mampu menghambat proses
oksidasi®. Kopasanda awalnya diketahui berasal dari
Amerika Selatan dan Tengah, kemudian menyebar
ke daerah tropis Asia, Afrika, Pasifik, dan Indonesia.
Gulma ini dicirikan sebagai semak berkayu yang dapat
berkembang dengan cepat. Gulma ini merupakan
pesaing agresif dan mungkin memiliki efek allelopati.
Berdasarkan khasiat tanaman kopasanda tersebut yang
berguna bagi kesehatan, maka tujuan penelitian ini
adalah untuk mengetahui struktur kimia flavonoid
yang berpotensi sebagai antioksidan dan anti kanker
dari daun kopasanda (Chromolaena odorata L.).

BAHAN DAN METODE

BAHAN. Bahan yang digunakan pada penelitian
ini adalah simplisia daun kopasanda (Chromolaena
odorata L.), n-heksan, etil asetat, etanol, sel leukemia
L ,,, dalam medium RPMI-1640, L-glutamin,
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NaHCO,, calf bovine serum, tryphan blue, metanol,
aquabidest.

Alat. Multi well plate tissues, haemocytometer
neubauer improved, mikroskop, cover glass dan objek
gelas, mikropipet.

Ekstraksi. Serbuk daun kopasanda (200 g)
dimaserasi dengan n-heksan selama 24 jam, dan
dilakukan pengulangan sebanyak 3 kali, diuapkan
dengan rotavapor hingga kering. Residu dilanjutkan
dimaserasi dengan pelarut etilasetat, etanol, dan
terakhir dengan pelarut air dengan cara refluks.
Sehingga diperoleh ekstrak n-heksan, etilasetat, etanol
dan air.

Uji Aktivitas Antioksidan. Uji antioksidan
dengan metode peredaman radikal bebas menggunakan
reagen DPPH (1,1-Difenil 2-pikrilhidrazil) dilakukan
berdasarkan cara Molyneux®,

Uji Aktivitas Antikanker terhadap Sel
Leukemia L, . Media RPMI-1640 seberat 10,4 g
yang mengandung L-glutamin dilarutkan dalam 1 L
air steril (A). Kemudian 1,3 g NaHCO, dilarutkan ke
dalam 50 mL air steril (larutan B). sebanyak 25 mL
larutan B ditambahkan ke dalam 475 mL larutan A,
sehingga didapat 500 mL untuk media (C). 15 mL
calfbovine serumuntuk ujinya ditambahkan ke dalam
85 mL larutan C dan semua perlakuan dilakukan
di ruang steril. Media yang telah mengandung calf
bovine serum tadi masukkan suspense sel leukemia
L ,,, sehingga jumlah sel 2x10° sel/mL"%.Untuk
pengujian aktivitas ekstrak pada penelitian ini
menggunakan variasi dosis yaitu 5, 10,20,40, 80 ug/
mL dalam metanol. Media dan zat uji dimasukkan
ke dalam multi well plate tissue's culture sehinga
total volume 1 mL dalam setiap sumuran. Adapun
kontrol yang digunakan adalah metanol 10 pL yang
telah ditambahkan 990 uL suspense sel. Selanjutnya
sel yang telah diisi zat uji diinkubasi selama 48
jam pada suhu 37 °C dalam inkubator 5% CO- dan
dilakukan pengulangan secara triplo. Perhitungan sel
menggunakan Haemocytometer neubauer improved.
Perhitungan, 90 pL suspense dimasukkan ke dalam
sero cluster plate dan ditambah 10 pL larutan 1%
tryphan blue lalu dihomogenkan sehingga dapat
membedakan sel hidup dengan sel mati. Sebanyak
10 pL larutan dialirkan ke dalam Haemocytometer
neubauer improved kemudian dihitung sel yang hidup
di bawah mikroskop.

Persentase (%) penghambatan dihitung berdasarkan
rumus:

(rerata sel kontrol) - (rerata sel sampel uji)
(reratasel kontrol)
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Perhitungan untuk nilai IC, adalah konsentrasi zat uji
yang dapat menghambat pertumbuhan sel yaitu 50%,
dihitung kurva regresi linier antara log konsentrasi
zat uji dengan nilai probit aktivitas penghambatan.
Menurut Mans, suatu ekstrak tanaman dikatakan aktif
atau positif menghambat pertumbuhan sel pada uji
proliferasi sebagai zat antikanker bila IC, <50 pg/mL
©_menurut National Cancer Institute (NCI) senyawa
murni tergolong aktif menghambat perkembangbiakan

sel bila nilai IC, <4 pg/mL?.
HASIL DAN PEMBAHASAN

Daun kopasanda yang diekstraksi secara bertahap
diperoleh masing-masing ekstrak n-heksan sebanyak
3,6 g, ekstrak etil asetat sebanyak 11,7 g, ekstrak
etanol sebanyak 8,2 g, dan ekstrak air sebanyak 6,4
g (Tabel 1).

Tabel 1. Hasil ekstraksi daun kopasanda.

No Elstak Bobot (3} Rendemen (%))
I Elstrak nhebsan 36 18
2 Flatak etl ssent 17 58
3. Hlstrak etanol 82 41
1 Flstrak air 4 3

Hasil Uji Antioksidan pada Ekstrak. Hasil uji
antioksidan diperoleh secara visual terbukti adanya
perubahan warna larutan DPPH dari semula ungu
menjadi kuning pada saat ditambahkan ke dalamnya
ekstrak etil asetat dan etanol. Ekstrak n-heksan dan air
tidak mengalami perubahan warna. Perubahan warna
inilah yang menunjukkan bahwa terjadi perendaman
radikal bebas dari molekul DPPH oleh senyawa kimia
yang ada di dalam larutan ekstrak (Tabel 2).

Tabel 2. Hasil pengamatan dari uji aktivitas
antioksidan ekstrak.

] Konsentrasi Y%
No Ekstrak )
(ppmy) Hambatan
1 Ekstrak n-heksan 100 53475
2 Ekstrak etil asetat 100 $9.078
3 Ekstrak etanol 100 85,390
4 Ekstrak air 100 55,035
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Hasil penentuan persen hambatan dari 4 ekstrak seperti
terlihat pada Tabel 2 menunjukkan bahwa ekstrak
etil asetat memberikan persen hambat radikal bebas
sebesar 89,08%.

Hasil Uji Inhibitor Sel Leukimia L , - Ekstrak.
Hasil uji aktivitas antiproliferasi sel leukemia L,
terhadap ekstrak n-heksan, etil asetat, etanol, dan air
diperoleh bahwa ekstrak etil asetat adalah yang paling
aktif, dengan nilai IC, sebesar 9,30 pug/mL. Oleh
karena itu ekstrak etil asetat dipilh untuk dilanjutkan
pada kromatografi kolom.

Tabel 3. Hasil uji aktivitas antiproliferasi

sel leukemia L, ekstrak
Konsentrasi B g Pl?_bl[ Persamaan ICy
No  Sampel , = . Ulhbist % ST
{ugmL}  konsentrasi .. regrestlimer  (ug/ml)
o mhibist i
0 {kontrol) - 0 -
| Ekstrak p- 10 10000 737 401 y=07Td+
heksan 20 13010 53,68 510 i 4100 14.1645
40 16021 6211 531 R=099263
1 (kontrol) - I -
. Ekstraketil 10 10000 5158 505 y=0T075
T asetat 20 13010 61.03 528 +4.055 9.2082
40 16021 6737 54 R'=089
0 (kontrol) = 0 -
. Ekstrak 10 10000 46,32 49 y=07308x+
tanal 20 13010 684 518 41712 13.6176
40 16021 6108 58 RI=008438
1) (kontrol) - I -
el 10 10000 4632 4490
| meRE 1300 S8 508
40 16021 6506 539

Isolasi dan Pemurnian Ekstrak Etilasetat.
Fraksinasi kromatografi kolom terhadap ekstrak
etilasetat dengan menggunakan silica gel sebagai fasa
diam, dan menggunakan pelarut n-heksan-etilasetat
=10 :1 ~ 1:1; etilasetat secara gradient memberikan
7 fraksi. Kemudian fraksi 5 dilanjutkan pemurnian
dengan kromatografi kolom (SiO,: n-heksan-etilasetat
= 5:1) memberikan isolat murni fr. 5-3 yang berupa
serbuk amorf yang berwama putih (15 mg).

Hasil uji antioksidan terhadap hasil kromatografi
kolom.

Tabel 4.Hasil uji aktivitas antioksidan
fraksi kromatografi kolom I.

No Fraksi Konsentrasi Hambatan({%a)
1 1 100 68,630
2 2 100 76,301
3 100 76,575
4 4 100 71,018
5 5 100 83.014
6 6 100 93,151
& 7 100 80,548
g 5-3 100 41,870




80 FITRAH ET AL.

Hasil Uji Inhibitor Sel Leukimia L, , Isolat
Murni (fraksi 5-3). Hasil uji aktivitas antiproliferasi
sel leukemia L, , pada isolat murni (fraksi. 5-3)
memberikan IC_ sebesar 1,515 bpj (Tabel 5).

Tabel 5. Hasil uji aktivitas antiproliferasi

sel leukemia L 10 isolat fr. 5-3

Komentrasi  Log % Probit% Pasaman Gy
Sampel  (ppm)  komseotrast [nlnbisi  mhibisi  represtlinier  (ppu)
0 (kontrol) . 0 .
1 0 0847
S ; y=0187
2 0,301 S £ N b I -
Fi o A s +4858 1515
! w8 sy
g e s BOW
] LY R B A

Penentuan struktur kimia isolat fr. 5-3. Isolat
fraksi.5-3 yang diperoleh berbentuk serbuk amorf
mempunyai rumus formula C, H O, dengan bobot
molekul m/z 286. Hasil analisis spectra infra merah
(IR) memberikan pita serapan pada bilangan
gelombang 3749 cm™ (OH); 2931 cm™ (aromatic) dan
1774 cm™ (C=0).

Hasil analisis Resonansi Magnetik Proton (RMI)
proton memberikan pergeseran kimia pada dH 3,79
bpj (s) memberikan informasi adanya gugus metoksi,
pada 6H 2,72 (dd); 3.06 (dd) adalah gugus untuk CH>
dan dH 5,36 (-CH-O-). Sedangkan pada 6H 5.86; 5.88;
6,95 dan 7,39 ppm memberikan informasi adanya
ikatan rangkap dua yaitu -CH=yang berbentuk cincin
benzen. Spektra RMI karbon menunjukkan adanya
13 atom karbon yang berdasarkan analisa DEPT
(Distortionless Enhancement by Polarization transfer)
terdiri dari atas 1 gugus OCHs yaitu 6C 55,85bpj, 1
gugus CH, pada 5C 44,15 bpj; 1 gugus CH pada 6C
80,38 bpj, dan 10 ikatan rangkap yang terdiri dari
4 gugus —CH= yaitu pada 8C 96,32; 6C 97,22; 6C
115,11; dan 6C 129,02 bpj, serta 6 gugus —C= yaitu
pada 8C 103,44; 6C 132,46; 5C 161,55; 6C 164,91;
0C 165,59 dan 8C 197,69 bpj.

Hasil analisis RMI 2 dimensi HMQC menunjukkan
adanya korelasi antara proton dengan karbonnya dan

7,39
129.02 ENG]

OH O

Gambar 2. Korelasi antara proton dengan karbon HMBC
isolat F5-3.
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spectra COSY dan HMBC (Gambar 2) menunjukkan
adanya hubungan proton dan karbon yang berjarak
lebih dari satu ikatan. pada 6H 3,79 bpj memberikan
hubungan pada dC.

Perkiraan struktur kimia isolat fraksi. 5-3 di atas
diperkuat dengan membandingkan pergeseran kimia
(dH dan dC) senyawa narigenin (Tabel 6), maka
senyawa isolat fraksi. 5-3 merupakan senyawa metil
eter narigenin.

Tabel 6. Perbandingan pergeseran kimia ({H& dC) antara
naringenin dan isolat F_,.

HCNMR 'H-NMR
Ne  Naringenin sampel naringenin Sampel
2 79,04 80,38 540 (dd.J=13.1:3.0) 5,36 (1)
42,66 ) 2,70 (dd.J=17.2:3.0) 2.72 (dd)
44,15
3.15(ddJ=17.2:13.1) 3,06 (dd)
4 196.26 197.69
4a 102,19 103.44
5 164.11 165.59
3 05,00 96.32 595 (dJ=2.0) 5,86
7 166.59 165,59
8 95.80 97.22 5.94(d.J=2.0) 5.88
Sa 163,50 164,91
I 129,49 132,46
26 128.10 129.02 7.37 (d.J=8.6) 7.39 (d)
Iy 115.22 115.11 6.87 (d.J=8.6) 6.5 (d)
4 157.82 161.55
OMe - 55,85 - 3,79 (s)
OR

OH @]

Gambar 3. Sruktur kimia naringenin

SIMPULAN

Hasil isolasi, pemurnian dan identifikasi senyawa
kimia dari ekstrak etilasetat daun Kopasanda
(Chromolaena odorata L.) adalah senyawa metil eter
narigenin yang mempunyai aktiivitas antiproliferasi
sel leukemia L, - sebesar IC_ 1,515 bpj.

1210 50 72

SARAN

Dalam pengujian antikanker disarankan agar dalam
penelitian selanjutnya dilakukan pada sel kanker
yang lain.
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