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Macaranga Hosei King ex Hook.F. Sebagai Obat Kanker Serviks”. Besar dana Penelitian :
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UNMERSITAS MULAWARMAN
LEMBAGA PENELITIAN DAN PENGABDIAN KEPADA MASYARAKAT
Adamal - B Krayon No. 1Gﬂhﬁg.ﬂ 20 Kampus Gn_ Kefua Samerinda 75118
Talp & m (0541) T41033 - 7484582
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SURAT PENUGABAN PELAKEANAAN KEGIATAN
PENELITIAN HIBAH BERGAING BARLU
TAHUN ANGOARAN 2018

“Nomor {53 UNTT.I8LTR2016
Tan 16 Maral 2010

(Oiiam rangsa pelaksanann kogialan ponaliian tabun 2016, smyn manugaskan
Neme . EvaMarilans, SE. M|

NIP 19750302 200012 2 001
Jababan . Dosen Fak_ MIPA / Ketua Tim Panell
Alamat . JI Barong Tangkok Kampus Unmul Gn. Kelua Samarindo

Untuk melaksanakan kegiatan Penelltian “Fotens| Daun Macarangs Hosel King Ex Hook F. Sebegal
Obat Kanker Sarvike®.
& Dasar Penugasen :
(1) UndangUndang Reputilk indonasia No. 20 Tahun 2003, nang Sistern Pendidken Nasiond,
{7 Undang-Undang Republlk Indonasia No. 17 Tahun 2003, knking Keusngan Negers,
(3 Undang-Undang Republik Indonasia No. 01 Tahun 2004, entang Perbendaharaan Negers,
{4) Undang-Undang Repubilk Indonasia No. 15 Tahun 2004, lentang Pemeniksaan don Tanggung
Jowah Kouanpan Negare
{5) Undang-LUindang Republk indonasia Mo, 12 Tahun 2012 Tentang Pendidhan Tinggl,
{6] Persluran Presiden Ne_ 47 Tahun 2009, lentang Pambenlukan dan Crgantesi Kemen erian
Naparn;
(7} Paraluran Menter Pendidian den Kebudayaan Republik Indonesia No. 1 shun 201 lentang
Crganisasi dan Tata Keda Kemenierian Pandidkan dan Kebudayaan,
(8) Kepulusan Dircktur Pendlien dan Pangabdian knpada Masywakal No 01005 1PER016
ntang Penerima Hbsh Panslilien dan Pengebdan Kapeda Masyarake! & Parguruan Tingg
Tahun 2018 Balch 1;
(9 Daftar lsian Poloksanasn Anggeran (DIPA] Direkioral Panolian Pengebdian iepada
Masyerskal Nomor : DIPA-D23 04.1.5734532018, tanggal 14 Mopambar 2015 DIPA Rewisl 01
langpal 03 Marel 2018
{101Surat Perjanjan Panigasan Peiaksanaan Hbah Peneliian Bagl Dosen Parguruan Tinggl Balch
| Univorsias Mulawarman Tahun Anggaran 2018 No. 140SP2HPLDIH L itsbmesl|f2018



B. Ungkup Kegletan dan janghke wekiu

(1} Melahukan Kogialon Poneifian Polens! Daun Maocaranga Hosal King Ex Hook F- Sabagai Obal
Kanker Serviks

{2) Pendi§ menyerahkon Laporan Kemajuan sebonyak 3 (lige) ekeemger dan 5P Keuangan
T0% sabanysk 4 (empal) sksompler kopada Lambags Penelllen dan Pangabdisn kepade
Mesyarakal Univarsilas Midewerman soambal lembobeyn lenggel 31 Jull 2018 serin
mengunggahnya ke Simliiobmas

{3) Drafl Laporan Akhir harus disompalken kopoda Lembaga Ponefitlen Univergilos Midmvarmar
selambal lambatnys langgel 20 Olctober 2018 ssbanyek 3 (lige) eksempiar

{4) Tim Penellti harus melakukan seminar hesl ponelilian yang dkoordnasi oloh Lembage
Penaiian Uniersitas Mulawarman pada langgel 28 - 28 Oldober 2018 dan menyerahian
soficopy bahan pressntasi berups power point sebelum palaksanoan saminer

(5] Pendlid harus menyerahkan kepada Lembaga Peasdifan berupa
8. Laporan Akhk Penaliian yang sudsh dissmpurnekan sabanyek 5 (ima) eksampiar )
b Posier uluran 70 ¥ 70 cm sabanysk 2 (dus) buah
¢ Template profi ponelian sebanyak 2 (dus) eksemplar
d  Arfiesl bahasa Indonasis den behesa Inggrk masing-masing 2 (dua| eksemple
8 CD sabanysk 2 (dua) buah yang mamual poinf & d
selambaldambalnys tangged T Nopember 2016 dan mangunggahnya ke Skniitabmas

[6] Bukti perlanggungjewaban keuangen 0% sebamyek 4 [ampef) eksempler harus diserahikan
kepada Kela Lembaga Penalien dan Pengehdan kepada Mesymrakal! Universies
Mulpsrarman Linkorsitas Mulswarman seiamballambainya Bnggal 10 Nopember 2018,

(T} Laporan hasl herus memenunl ketan luan sebapgai berikut

1. Benhwukuran kerbas Ad

2 Wamna Cover Orange

3, Di Bawah bagian kufit i ulis :

Ditlayal olsh:
Direktorst Riset dan Pengabdian Masysrakast
Direkiorsl Jendersl Pengustan Riset den pengembangan
Kementerian Risel, Telnologl, dan Pendldiken Tinggl
Sesual dengan Surst Perjenjian Penugaesn Pelaksanaan Program Penalitian
Nomor; 133GPZHILTIORPMAIZD1S, tanggal 10 Mare! 2016

C. Anggarsn Penaktlan
(1) Pembliayean Keglalan Peneliian Polansi Daun Macaranpga Hosel King Ex Hook F Sabaga
Obel Kenker Serviks dbebankan kepada DIPA Direkioral Penelifan Pengabdisn kepads
Mesyarakat Momor - DIPA-OZ3 04 1 5734532016 fanggel 14 Nopamber 2014 DPA Revisi 01
tanggal 03 Marst 2016 dengen siokas| blaye ssbesar Rp. 50.000.000,- (Lima Puluh Juta
Fupiah)

(2] Pengeloiaan dana pandliian diskikan secara swakelola oleh pendliti dan seluruh panggunaan
dana penciitan dperianggunpiswebkan sesusl dengan kelentuan yemg bedeku kepada
Lamisega Pensifian Unbverslias Mulawarman



D. Syaral Pancalran Anggaran dana Panalltlan

i

{

Ponja cibesshan sebosae 70% dad pogu ongguien yang ielah dicbekan selelah Reve
Propossd kagintan ponoliiag maupun Rencana Anpguran Biays (RAB] ditesusikan dengan
angaoran yonyg  beloh disebgl oleh DRPM yang dgukan oleh penail lelah mendapal
per selujuan den Kete Lembisg Pondiban dan Pengabdian Kepada Magyerasal Universitas
e g I

Sisanyn dberlkon sesuai dongan kelenlsan yung lelah diletaspkan deh Kelia Lembaga
Fanaliien dan Pengabden Kopada Masyaaksl Universitis Mulawarmen dengan calatan
penoiit ieloh monyerabikan oporan akhi boserla kelongkopan lainnya tan ssluruh penenmaan

panfarkdang yang diksima scboimnya kfah dooflanggungiawabkan sesue dengan betentuan
yang badaku

E Penpawasen
(1) Kelua Lembaga Peneliban dan Pengabctan Kepada Masyarakal Dorkawapbar unfui

mengawasi maupun mengevaluas: pelaksanaan kegiatan penalibian serla mangupayakan hasi
penelitan yang diakuken cleh lim peneiili uniuk mempercleh palen danfatau putfikas: Imiah
defom urnal nasonalfiniernasions danfalen eknoleg tepal guna alau fekeyasa sosial
daniwan buky sjar, lapoean akhii, pemantuan lerhadep pelaksanaan penalifan uniuk sebap
jircduil-fudid peneliban sabagamana yang dianjkan oleh penslil dalam usulan penailannya

{2) Perdehan-porolehan sebagaimana dimaksud pada ayal (1) cemanfaakan sepesar-besa ya

unluk palaksanaan ridharma parguruan ingg

F. Sanks!

i)

(2

Apablla sampai dengan balss wakhy yong ickah dielaphkan umluk pelaksanaan kegaian
penelilian belum juga menyslosaiken semua kewajban den hpasnya kopada Lembaga
Pensiban dan Pengabdian Kepada Masyarakal maka penshl) akan désenskan sanksi denda
sehesar 1 Mg (salu permi) seliap hari kelerlambatan sampai dengan setmogr ingginya & %
{lima persen) terhdung darl bnggal |atuh lempo dan wajlb disslor ka kas negara abau ke kas
oiaerah sesuai dengan sumber perclehan dana kegiaten pendilien

Kelalaian atas pelaksanaan kewsgban sebagaimana dimaksud pada ayal (1) menyetabhan
guguriya hak untuk mangajuken usulan program Penalilian pada tahun berkubya,

G. Barang Inventars
Pembaiian perdalan [ invenlars ) sshubungan dengan kegiatan penalilian waph deserankan ke
Lewbaga Peneliten dan Pengabdian Kepada Masyarakal sebaga barang lwentars Universias
Mulewsrman yang pengeldlean edminskasinym bevads dbewsh Lembags Penetinan dan
Pengabdian Kepada Masyarakal Uniersilas Mulawarman

L —
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b MENTERLAN RISET TERNOLUE AN PENITNE AN
TINCHGI
UNIVERSITAS MULAW ARAM AN
LFMBAGA PENELITIAN DAN PENGABDIAN KEPADA
MASYARAKAT

Aumni - B K s | dlrdbaig A M0 Kdvepns Gl ok Sasmarido TV 1Y
TER PR ) AT TR, el R ETEEERL AL L vt | g e ] ]

HONTRAK PENELITIAN
Pencltian Produk Ternpan

Tahun Anggaran 3017
Momen @61 /UN1T.41/HL/2017

ok L ind Hendn tanggal Bepubil Lolan Aprll tnbion Dua Bilsng Tuguls el Raad o
Vet bomulatmgan Jibownls i 1

1 HUSILO Keiwn Lembagn  Pensliban oo Peogalelis
|-u:|_1|;|;1.-| Ihl:l-}'llrllkﬂl. I Hgipwesemitienn Bl bsenrnean
dalam hal [nd bertindak unluk dan afas magin
Uislverniias  Mulawarmad, youig berkedudikan
di Jubon Herapmn oo | Rosopon e kelisn
Sanarindn. uniuk pelopfutmya dielul FIHAK
PERTAMA;

2. EVA MARLIANA [hazen  Fakulios  Matematiks  don Lo
Pengetabuan Alms  Universite: Mulassrmnn
dalam hal il bertindak selugad peagoaod Qg
Eztua Pelaksann Peoelifinn Tabm Aosggeerim
MIT  wnink !E]rl.ll-jull'lfl.':l o [E T FTHAK
KEDUA.

FIHAK PERTAMA don PIHAH HEDUA, secnro bormama samo sequkal pioengiatbao o
dalam suaiy Konimk Penelitian Produk Terapan Tohun Anggaran 2007 olengaikets istvii
ilan sysrnl avainl aeljagal berikul

Fasnd |
Rusag Linghup Kontralk

PIHAK PERTAMA inember [nhu].mn kepasin FIHAR HEDOA «on PIHAK EEDUA
menerne  pekeraon  tersebul darl MHAR PERTAMA, ustok  webiboanedoan b
wienyelesoiknn Ponelition Produk Terapan Talwig Avggoran HIET desga pdy "Potenal

dsun mancersngs hosel Hing ax Hoole F sebagal Obal Hanlpr Serviks

Pasal 2
Dann Fapsditian

il Uesanuyn dans noluk oelaksanakan peoalition dengon judul selaguinms dsika il
paca Fasal | adalah sebenar Tujub pubsh juin rupslal sudab emsssgk jiajab

[.2] Pana Penelitian s=hagrinane: dimalkaid paida ayal (1) dibebhapkan jeelsafee o
(e lmksannnn Anggaran [ [PA) [Hrektorad Jenceral Penguotnn Biset s Peopenilsogan
beiemterion  Risel,  Tekoobksgi  dan Peodidiran Thoge  Momes I i
Cp A | S IS T, tanggal i Depspibier 200E



Fasml 3
Tatla Cara Pembayaran Dane Peaalll ban

(1} FIHAK PERTAMAkan oeeshaynrkon Dann Pepelitbg kepaorda PIHAK KEDVA '
Lertahap dengan ketentuan nelagal Lerlhul:
n. Pembhayaran Tahap Peotnmn oebenar 70% dorl tetal doo penelliion yafio 00 o

Kp. T0.000,000 = Rp. 49,000,000 (Empat Pulah Sermdbilan Juta Rupiohj g
akan dibayarkan oleh FIHAK PERTAMA keprdn PIRAK KEDUA seieloh FARA
FIHAK membunt dan melmmghapl rancangan pelaksamaan penelitlan yoang oe et
juiul penelitian, pendekatan dan metode peselition yong diguonnkon date jo0g
akan diperolah, anggoran yang akan digunakan, don tufuan peos b e
haaran yang akan dicapni

by, Tembayaran Tohop Eedus sebeanar J0% darl total dann penelitian yaiia 200« b
70,000,000 = Rp. 31.000.000 Dwa Puluh Satu Juta Ruplah)dibos ok o
PIHAK PERTAMA kepola PIHAK HEDUA setelah PIHAK HEDUA e iginggals ke
SIMIITABMAS waltu Laporon Kemajuan Peladeansan Penslilan dan Cataton
Mok,

¢ Biayn Iambahan diboyarkan kepada PIHAK #KEDUA bersonann  demgon
pre vilayarn Tnhnls Kedua ddengan melampirkan Dofter luaran penelitian ang
suclaly divalldasi oleh PIHAK FERTAMA

() Dann P pelitlnn uhﬂpﬂdmnnn drnnksud pﬂfﬂi ayal H:I ahan daalurkn okl FIHAK
PERTAMA kepada FIHAK KEDUA ke rekening sebagal berfkut:

Homor Fokening S OLTIIeR029
Mama Bank : HMI
BHI

(3] PIHAK PERTAMA thlak bertanggung jowab aloa keterlambaton danfainu falik
lethayarnya sajumiah dana sebngabnann dimaksud padn ayat (1) yang diwbalilan
karena kesalnhan PIHAK EEDUA dalom menyam data penelith, name bank,
pomor rekening, dan persyaratan lalonya yang Udak sesunl dengan keterituan

Faaal 4
Janglks Waldtu

Jangho wokiu pelolsanann penelilan sebhagaimans dimaksud dalam Posal | saupam
acheani 100%, adalab terhitung sejok Taaggel 10 Apell 3017 dan beraklir pads Tnnggal
31 Oicliober 2017

' Fusal 5
Target Lusdun

(1) FIHAE HEDUA berkewnjiban untuk menc i haran b ipemlillnrl b
] Aepyawn Bavonold yang akiif selbagai l.l'ﬂﬂﬂ..l.e-ﬂll' m;l terhs wﬂ] [leLa.
()] I‘ll:[ill KEDUA diharapkan dapat mencapal targel huaran tam penelition berupa

1. Jurnal [hnlah internnaional 2. Pemahalah dalam temu Umlak Internaninal
{4] FIHAK KEDUAbsrkewafbanunlukmelaporkanperkembangan pencapalan fnrget hiamn
sebagn lmanndmakeudpoadaayat (1] kepada FIHAK FERTAMA.

Fnanl 6
fink dan Hewnjiban Fars Pihak

{1} Hak cbnin Kewsifflhan FIHAK FERTAMA:

o, PIHAK FERTAMA berhak wantuk memlopatkan dari PIHAK KEDUA i
peeiislithiam sebagalimm s diinaksnd dalnm Feal 7,

Dulari &



I FIHAE TPERTAMA 1w l-ii“fl-ﬂililltll wprtnk b fap e pepelieon eyl
PIHAK EEDUA denpan jusnlal selagabnnn ko Qolnin Peeal 5 oot 0L
lribgpinii Tala caen s mbiagyaim o nl-||||w'|l-|||n|m lmnliavnd dalno Fosal

i) Hink dan Kewafilban PIHAK KEDUA

a. MHAK REDUA bechak menarhing dona peaelition das| PIHAK PERTAMA lenga
prulal sebagalmana ianahsl dalom Pasal 3 ayal (1],

I FIHAK HEINUA |:|nr."l'l.ﬂ'!'rl.,|'|ll'lll icryembihan kepnda PTHAK FERTAMA loarm
Proelilban Poochah Teengian deigan judil Petenst daun iaomesarangn booed Baog 0
Mook, F scbagal (Ml Kanker Bervikn oo cataton binring pelaksa o peae il

v, PIRAK HEDUALer kewoyjfhan uniuk |Hlﬂnll;u1t||ﬂ.|mu|i abokurn pengguneeng e

penelitian yony diteriatiyn sesuad dongan proposal kegintan yang t=lali e g
d FIMAK HEDUA leckeonlibaan otk gLy m H|I?nia|l||| hq]url. PMHAK PERTAMA
by peggiinani dai sebagaduinnn dimakssd dalyng Pasol 7

Paanl 7
Lagoran Pelahannsan Poanslit s

f11 MHAK HEDUA herkewafilan uutuk menyan polkan kopada PIHAK FERTAMA [+
Lippicon lermanjuan dan laparan akhir mengeoal luaran pensliilan dain sekagiiol
penggunnan snggaran jmslanpirhon buldi setor pajak yonyg teloh diloyarkon) seanne
dengnn junilal darn poog diberkan olkeh PIHAH PERTAMA YANg FErSUSTI S=oars
apilemntle seaual peibamon yong ditemliban oleh PIHAH FERTAMA,

(i PIHAK HEDUA I:I".‘I':I'['I"ﬁ"l.'lji.hﬂtl h!mlll]:l“nll |,|_'||‘u'|r|:||1 I':{Il:lnjll.ﬂll daiy Eoalatian Faeriin
prn::l.l!inn. yang telals dilakrannkon ke S MLITA DA Frﬂﬂ:nu lnmbat 30 Agustius I01T

b PIHAE HREDUA lerkewajiban  meoyeralicon Hardeopy  Laporan hema|oan Lo
Fo kgt ubest Peogguiaon Arggarmn 7% kepade FIHAH PERTABA, polieg, Loatas B

i1 :ﬂlﬁl REDUA berkewajlin aveoguiiggal Lagoran Akhir, capatan bhasd, Pt o, srtiki
itmikah dan profil pads SIMLITABMAR paling fnmbat 31 Olteber J00T [bagi o lil b
tahun temduld.

(%] Laperas hasll Peepeliting :I.ubqqimjul tersel il jrada aynd [4) b meaeunli Lebonbe
sehagal berikul;
w, Bevtuk/ukuran keras Ad;
B [ bowads lag i cower o it uliu;

byl kel

Dirsktorat Riset dan Pemgnbdinn Masynmkat
Direktorat Jendernl Panguetan Riset dan Fengembangan
Hementarian Riset, Teknologl, dan Pendidian Tinggl
Besual dengan Hootrak Penelitian
Nomos: 361/UN17.41/KL/2017

Bl



Paanl A
Monitoring dan Fralanal

PIHAK PERTAMA dalam rangka pengnwasnn akan malakukan Monitorng donBeabsosi
titernal terhadap kemajuan pelaksanaan Pepelltan Tahun Anggaran 2017 inl sabehon
|1|-|rll!!tl'l.l"li.'ll'll'l 'h‘l"ﬂﬂll‘ dan Bvalusal ehaterminl okl Dimkioral Reei dean I"‘-l'l“thi_Ii.n;n
PMpusiaralkal | IMrekioml Jenderal mlllllnlﬂﬂ Himal o "In.uml'-.r‘un. Kamenterlag Fia=sr,

Teknolagi. dan Pendidikan Tinggl.

Fraal @
Penilalan |naran

t Penilaian maran penelitian dilakukan oleh Kemile Penilnlf Bovivwer Luarsgn aesnng

dengan ketentuan yang beriaku.
Apabiln dalam penilaion luaran terdapal luaran tambahan yang tidak tercapai maka
dana tambahan yang sudah ditedima okh peneliti harus disstorkan kembali ke kan

negara

Fa

Faanl 10
Ferabahan Basruoan Tim Palaksans dan Bnbstansl Pelaksanasn

Prrulahan terhadap susunan tim pelalmana dan substans! pelaksnnasn Penelitian ini
dapat dibenarkan apa bila telah mendapal permelujuan tertulisdari Clrekiur Fhetdan
Pengabdian Masyarakat, Direktorat Janderal Penguatan Riset dan Pengembangan,
kemenlerian Risel, Teknologl, dan Pendidlkan Tinggi.

Pasal 11
Penggentian Heins Felakanna

(1" Apahila PTHAK HEDUA sclaku ketua pelaksana tidak dapal melaksanakan Pen=litian
mi, maka PIHAKE HEDUA wajlb mengusulkan pengganti ketus pelaksain yang
merupakan salah satu anggota tim kepads PTHAK PERTAMA.

(2] Apabiln FIHAK KEDUA tidak dapal melalmanakan tugas dan tdak ada pengganti ketun
sebagnimana dimaksud pada syat{1), maka PIHAK HEDUA harus mengembalikan dans

penelition kepada PIHAK PERTAMA yang selanjutnya disetor ke Kas Negura
{3) Bukii setor sebagaimana dimaksud pada ayat {2) disimpan oleh FIHAK FERTAMA.

FPasal 13
Banksi

(1] Apabila sampai dengan batss wakiu yang telah ditetapkan untuk melaksanakan
Penelitlan knl telah berakhir, namun FIHAKE REDUA belum menyeleaniloon tugasoya
teriambal mengirim laporan Hemajuan, danfatay terdambat mengiriu lapormn akhis
maka PIHAK HEDUA dikenaian sankni adminkstratif berupa penghentlan pembayarm
dan tidak dapat mengajukan proposal penelitian dalam kurun waktu dus tahun

beriurut turut.
(2} Apabila FIHAK EEDUA tidak dapat mencapai target luaran sebagaimana dimnksud

dalum Pasal 5, maka kekurangan capalan targel luaran tersebul akon dicainl sebagn
hutang PIHAK KEDUA kepada FIHAK PERTAMA yang apabiln tidak dapor dilunasi
oleh PMIHAK HEDUA, akan berdampak pada kesempalan PIHAK HEDUA wotuk
mendapatkan pendonsan penelitian atau hibah lalnnys yang dikelola okh PIHAK

FERTAMA.
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{11 Apabila dikemudian had terhadap udul Penelitian sabagalmanadimakard dadam Panat
1 ditemuiknn sdaoys duplikssi davgan Peoelitlan dalo danfaten ditsmukan adamys
keiklakiuduran, Wkad ihilak balk, dan/stan flﬂllunlmt yang llidak sesuai obepgn
knkdaly fimbnh darl atan dilaloikan olkeh PIHAK KRIA, maks perjanBan Peoslitian jim
dinyatakan bainl dan TITHAR KEDUA wnjib mengeamialikon dana panslitlan  yomy
ichah diterdma kepada FIHAK PERTAMA yang selanfulnyn akan dineior ke Eas Negar

(Y Dkl setor sebagaimana dimaksad pada ayal 1] dabmpon oleh FIHAK PERETAMA.

Paanl 14
Pajuh Pajak

Hal hal danfstan segaly seawain pasng berkenaan dengar kewn|lwin pogik Leeujpn PI'N
daifatan P menfuditangguniglawnl PIIAR REDUA dan harus dibayorknn oked) FINAK
KEDTA ke knnior pelayanan pajak setempai sesual keleniunn yang berlak

Faanl 15
Perulntan denfslst Heall Pemalitisn

Hosil Pelalmanaan Penelitian ind yang berupa peralatan dan/atau alal yang dibeli dari
pelaksanann Penelitian ini adalah milk Megera yong dapat diftbahkan kepada U obemitas
Mulawarman seaual dengan ketentuan perntumn perundang undangan

Paaal 16
Fenyelmuian Benghets

Apabils terjadi persclislian amarm PIHAK PERTAMA donPIHAE KEDUA dolun
relaknansan perjanjfian ini akan diakukan penyelesaion secarae musyawarah dan mufnka
dan apablla tidak tercapal penyelesalan secars musyawarah don mubkat maka

Peasl 1T

Lais-lain
{1} FIHAK EEDUA menjamin bahwa penelitian dengan judul temebut i otes belom
pernah diblayal dan/atau difkuiseriakan pada Pendanaan Penelition lainnyn, Lok
yang diselonggarnkan oleh inetansi, lembaga, perusahaan atou yayasan, balk di lukaw

maupun & luar negeri.

{7 Begala sesuatu yang belum cukup diatur dalam Ferjanjien ol dan dipandang perin
diatur kbl lanjut dan dilakukan perubahan oleh FARA PIAAK. mako perubahan
akon diatur dalam perjanflan tambahan atan  perubshan vang

merupakan satu kesaluan dan baglan yang Udak ferplahkan dari Perjanjinn i

Bilaa) &
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yangberlaku, yang maning mmsing mempunyal kskuatan lukum yang sama.
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RINGKASAN

Saat ini penyakit kanker menjadi masalah kesehatan utama baik di dunia maupun di
Indonesia. Diantara penyakit kanker tersebut kanker leher rahim (serviks) merupakan kanker
yang paing banyak diderita. Indonesia merupakan prevalensi penyakit kanker serviks tertinggi
di dunia.

Salah satu teknik pengobatan kanker adalah kemoterapi. Senyawa metabolit sekunder
tumbuh-tumbuhan merupakan salah satu sumber obat-obatan kemoterapi yang potensial.
Sampal saat ini pencarian obat-obatan kemoterapi dari metabolit sekunder tumbuh-tumbuhan
masih terus dilakukan sehingga perlu mendapat perhatian peneliti untuk menemukan obat
antikanker yang efektif dan selektif sebaga alternatif untuk menanggulangi penyakit tersebut
serta aktif antioksidan untuk meningkatkan stamina dan sistim imun tubuh.

Macaranga merupakan genus besar tumbuhan tropis yang termasuk dalam famili
Euphorbiaceae yang menghasikan senyawa golongan flavonoid dan stilbenoid yang terpadu
dengan jenis terpenoid yakni jenis prenil (Cs), geranil (Cio), farnesil (Cis), dan geranil geranil
(C20). Senyawa-senyawa flavonoid dan stilbenoid dari tumbuhan Macaranga memperlihatkan
berbagai bioaktivitas seperti antitumor, antikanker, antivirus, antimikroba, dan antioksidan.
Mengingat adanya 125 spesies Macaranga yang tumbuh di Indonesia, dimana baru delapan
spesies yang telah dilaporkan kajian fitokimianya, maka kajian fitokimia lebih lanjut terhadap
senyawa-senyawa dari tumbuhan Macaranga hosei King ex Hook .F. yang tumbuh di
Kalimantan Timur perlu dilakukan, termasuk aktivitas biologis dari ekstrak dan fraks aktif
untuk pengembangan obat herbal sebagai antikanker serviks.

Penelitian ini bertujuan untuk membuktikan khasiat sebagai antikanker serviks dan

kekuatan aktivitas antioksidan secara kuantitatif pada ekstrak metanol, fraksi aktif dan isolat
daun Macaranga hosei King ex Hook .F., serta mengetahui struktur senyawa isolat. Dari hasil
penelitian ini diharapkan dapat ditemukan ekstrak dan fraksi yang aktif antioksidan dan
antikanker serviks yang dapat dikembangkan sebagai obat herbal serta sifat antioksidan dan
antikanker yang kuat dari senyawa turunan flavonoid tumbuhan ini dapat dijadikan sebagai
senyawainduk (lead compound) untuk pengembangan senyawa obat antikanker baru.
Metode yang digunakan dalam penelitian ini meliputi ekstraksi, fraksinas dan pemurnian
menggunakan berbagai teknik kromatografi seperti kromatografi cair vakum (KCV),
kromatografi kolom flash, dan kromatografi radial (KR). Penentuan struktur molekul ditetapkan
berdasarkan cara-cara spektroskopi, yang meliputi spekroskopi ultraviolet (UV), resonans
magnit inti (NMR) 1D (*H NMR dan C NMR) dan 2D (HMQC dan HMBC) serta
spektroskopi massa (MS). Selanjutnya, ekstrak metanol, fraks aktif dan senyawa-senyawa hasil
isolasi ditentukan sifat antioksidan terhadap pereakss DPPH (2,2,-difenil-1-pikrilhidrazil)
menggunakan metode peredaman radikal bebas dan aktivitas antikanker terhadap sel kanker
leher rahim (HelLa) dengan metode microculture tetrazolium technique (MTT).

Dari penelitian ini telah berhasil diketahui aktivitas antioksidan dan antikanker daun M.
hosal dengan ICso (ug/ml) ekstrak metanol (174,19; 36,18) dan fraks etilasetat (185,38 ; 7,01).
Dua senyawa flavonoid terisoprenilasi berhasil diisolasi yaitu 4’-O-metil-8-isoprenileriodiktiol
dan 6-isoprenileriodiktiol. Berdasarkan nilai ICso, fraksi etilasetat daun M. hosei berpotensi
sebagal antikanker serviks, sehingga perlu dilakukan isolasi senyawa aktifnya dari fraksi
lainnya dan uji aktivitas antioksidan serta antikanker terhadap sel Hela senyawa hasil isolasi.

Kata Kunci : Macaranga hosel King ex Hook .F., flavonoid, antioksidan dan antikanker
serviks
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BAB |
PENDAHULUAN
1.1 Latar Belakang

Saat ini penyakit kanker menjadi masalah kesehatan utama baik di dunia
maupun di Indonesia. Menurut data WHO tahun 2013, insiden kanker meningkat dari
12,7 juta kasus tahun 2008 menjadi 14,1 juta kasus tahun 2012. Sedangkan jumlah
kematian meningkat dari 7,6 juta orang tahun 2008 menjadi 8,2 juta pada tahun 2012.
Kanker menjadi penyebab kematian nomor 2 di dunia sebesar 13% setelah penyakit
kardiovaskular. Diperkirakan pada 2030 insiden kanker dapat mencapai 26 juta orang
dan 17 juta diantaranya meninggal akibat kanker. Indonesia merupakan prevalensi
penyakit kanker serviks tertinggi di dunia. Berdasarkan estimasi Globocan,
International Agency for Research on Cancer (IARC) tahun 2012, insiden kanker Ieher
rahim 17 per 100.000 perempuan (Kemkes RI, 2014).

Kanker serviks ditandai dengan tumbuhnya sel-sel tidak normal pada |eher
rahim. Diperkirakan 90 persen kanker leher rahim disebabkan human papilloma virus
(HPV). HPV menyerang kulit dan membran mukosa pada manusia dan hewan. Selain
itu di dalam tubuh kita juga terbentuk radikal bebas secara terus — menerus, baik
melalui proses metabolisme sel normal, peradangan, kekurangan gizi dan akibat respon
terhadap pengaruh dari luar tubuh, seperti polusi lingkungan, ultraviolet (UV), asap
rokok dan lain — lain memicu munculnya penyakit degeneratif (Winarsi, 2007).

Kanker merupakan penyakit akibat pembelahan sal jaringan tubuh yang tidak
terkendali. Pertumbuhan sel yang tidak terkendali ini akan menyerang jaringan
biologisdi dekatnya serta mampu bermigrasi ke jaringan tubuh yang lain
melalui sirkulasi darah atau sistem limfatik hingga dapat menyebabkan kematian.
Salah satu teknik pengobatan kanker ialah kemoterapi. Senyawa metabolit sekunder
tumbuh-tumbuhan merupakan salah satu sumber obat-obatan kemoterapi yang
potensial. Sampai saat ini pencarian obat-obatan kemoterapi dari metabolit sekunder
tumbuh-tumbuhan masih terus dilakukan (Farida, et .al., 2010).

Macaranga merupakan genus besar tumbuhan tropis yang termasuk dalam
famili Euphorbiaceae. Sekitar 300 spesies Macaranga, 125 spesies diantaranya
tumbuh di Indonesia. Di Indonesia tumbuhan ini dikenal dengan nama daerah mahang

merupakan tumbuhan pelopor, dan banyak dijumpai pada lahan terbuka atau hutan


http://id.wikipedia.org/wiki/Jaringan_(biologi)
http://id.wikipedia.org/wiki/Jaringan_(biologi)
http://id.wikipedia.org/w/index.php?title=Sirkulasi_darah&action=edit&redlink=1
http://id.wikipedia.org/wiki/Sistem_limfatik

yang sudah rusak (Slik, etal., 2000). Tumbuhan Macaranga telah banyak
dimanfaatkan untuk berbagai keperluan, diantaranya sebagai bahan bangunan untuk
tiang atau atap serta pengobatan tradisional. Beberapa penggunaan obat tradisional dari
tumbuhan ini yang penting, antara lain digunakan sebagai obat diare, luka, dan batuk
(Heyne, 1987). Kgian fitokimia tumbuhan Macaranga masih relatif terbatas. Dari
penelusuran literatur diketahui bahwa Macaranga menghasikan senyawa fenolik yakni
golongan flavonoid dan stilbenoid. Keunikan senyawa golongan flavonoid dan
stilbenoid tumbuhan ini yakni terikatnya jenis terpenoid pada inti aromatik antara lain
jenis prenil (Cs), geranil (Cio), farnesil (Cis), dan geranil geranil (Cxo) (Tanjung, et.al.,
2012; Sutthivaiyakit, et.al., 2002; Syah, et.al., 2009). Senyawa-senyawa turunan
flavonoid sangat efektif sebagai zat antikanker dan kemopreventif kanker (Lin dan
Weng, 2006). Senyawasenyawa flavonoid dan stilbenoid dari tumbuhan ini
memperlihatkan  bioaktivitas sebagai  antioksidan, inhibitor enzim COX
(cyclooxygenase), antikanker, antitumor, dan sifat pengatur pertumbuhan tanaman
(Tanjung, et.al., 2012; Kingston, 2011; Sutthivaiyakit, et.al., 2002; Jang, et.al., 2002).
Berdasarkan skrining fitokimia daun Macaranga hosei King ex Hook .F. mengandung
senyawa flavonoid dari isolasi ekstrak etilasetat tumbuhan tersebut serta analisis data
spektrum UV-Vis, NMR dan ESI-MS menunjukkan bahwa senyawa hasil isolas
merupakan senyawa flavonoid golongan flavanon yang tersubstitusi prenil (Marliana,
et. al., 2015).

Tumbuhan Macaranga yang telah dilaporkan mempunyai aktivitas antikanker,
namun baru terhadap sel murine leukemia P-388 yaitu M. recurvata (Tanjung, et.al.,
2012), M. lowii (Agusting, et.al., 2012) M. rhizinoides (Tanjung, et.al., 2010) dan M.
gigantea (Tanjung, et.al., 2009). Dari kajian literatur bioaktif senyawa flavonoid
Macaranga, belum ada penelitian antikanker yang spesifik pada sel kanker leher rahim,
maka senyawa-senyawa flavonoid dari Macaranga hosei King ex Hook .F. sangat
berpotensi sebagai obat antikanker leher rahim atau serviks.

Berdasarkan latar belakang di atas diharapkan dapat ditemukan ekstrak dan
fraks yang aktif antioksidan dan antikanker serviks yang dapat dikembangkan sebagai
obat herbal serta sifat antioksidan dan antikanker serviks yang kuat dari senyawa
turunan flavonoid daun Macaranga hosel King ex Hook .F. ini dapat dijadikan sebagai
senyawa induk (lead compound) untuk pengembangan obat antikanker serviks baru.



BAB |1
TINJAUAN PUSTAKA
2.1 Kanker

Kanker merupakan penyakit akibat pembelahan sel-sel jaringan tubuh yang
tidak norma atau tidak terkendali. Pertumbuhan sel yang tidak normal ini akan
menyerang jaringan biologisdi dekatnya serta mampu bermigrasi ke jaringan tubuh
yang lain melalui sirkulasi darah atau sistem limfatik hingga dapat menyebabkan
kematian (Farida, et. al., 2010). Pengobatan kanker umumnya menggabungkan
pembedahan dan radiasi dengan kemoterapi. Tumbuh-tumbuhan merupakan salah satu
sumber obat-obatan kemoterapi yang potensial, sehingga sampal saat ini pencarian
obat-obatan kemoterapi dari metabolit sekunder tumbuh-tumbuhan masih terus
dilakukan. Fungsi kerja obat-obatan ini ialah sebagai pelindung dan penekan terjadinya
karsinogenesis.

Salah satu metode yang digunakan dalam penentuan aktivitas antikanker ialah
metode microculture tetrazolium technique (MTT) secara in vitro. Sel kanker yang
digunakan ialah sel Hela yang merupakan sel kanker rahim. Dalam metode MTT,
penambahan senyawa hasil isolas terhadap sl kanker rahim HelLa dapat
mempengaruhi proses reduks garam tetrazolium MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolium bromida] oleh enzim suksinat dehidrogenase yang berada pada
mitokondria sel kanker hidup.

Reaks reduks tersebut akan menghasilkan kristal formazan berwarna biru
gelap yang tidak dapat larut dalam air. Penambahan reagen dimetil sulfoksida akan
melarutkan kristal formazan biru gelap yang kemudian diukur absorbansinya pada
panjang gelombang 570 nm menggunakan alat yang disebut Biotech Powerwave XS
plate reader. Intensitas warna biru gelap yang terbentuk sebanding dengan jumlah sel
yang hidup (Fahmi, et. al,. 2014).

Dalam metode MTT, nilai 1Cso dapat dihitung melalui ektrapolasi garis 50%
seragpan senyawa Uji terhadap berbagal konsentrasi. Sifat sitotoksik suatu senyawa
dikategorikan sangat kuat apabila nilai 1Cso < 2 ppm (10 uM), sedang 2-4 ppm (10-20
pM), lemah > 4 ppm (ICso 20-40 uM), dan tidak aktif jika ICso > 40 uM (Ito, et.al.,
2003).


http://id.wikipedia.org/wiki/Jaringan_(biologi)
http://id.wikipedia.org/w/index.php?title=Sirkulasi_darah&action=edit&redlink=1
http://id.wikipedia.org/wiki/Sistem_limfatik
file:///C:/Users/Asus/AppData/Local/Skripsi/BismiLlaah..%20Proposal/Daftar%20Pustaka.docx
file:///C:/Users/Asus/AppData/Local/Skripsi/BismiLlaah..%20Proposal/Daftar%20Pustaka.docx

2.2 Fitokimia dan Bioaktivitas Macaranga
Sifat antikanker senyawa turunan flavonoid dari tumbuhan Macaranga yang

telah dipublikasikan adalah macagigantin (1), glyasperin (2), apigenin (3) dari
Macaranga gigantea (Tanjung, et.al., 2009) dan macarhizinoidins A (4) dan
macarhizinoidins B (5) dari Macaranga rhizinoides (Tanjung, et.al., 2010) dan
macarecurvatin B (6) dari Macaranga recurvata (Tanjung, et.al., 2012). Aktivitas
antikanker senyawa-senyawa tersebut terhadap sel kanker leukemia Murine P-388
dapat dilihat pada Tabel-1.

Tabel-1. Aktivitas antikanker senyawa flavonoid Macaranga

Senyawa ICso (UM)
macagigantin (1) 113.6
glyasperin (2) 6.0
apigenin (3) 5.1
macarhizinoidins A (4) 114
macarhizinoidins B (5) 13.9
Macarecurvatin (6) 0.83

Gambar-1. Senyawa flavanoid tumbuhan Macaranga aktif sebagai antikanker

Sifat antioksidan senyawa-senyawa turunan flavonoid tumbuhan Macaranga,
enam senyawa turunan flavanon yakni senyawa nimpaeol B (7), nimpaeol C (8), dan
nimpaeol A (9), tanariflavanon C (10), tanariflavanon D (11), soforaflavanon B (12)
dan satu turunan flavonol (senyawa makarangin) (13) telah diujikan terhadap radikal
bebas DPPH. Hasil pengujian sifat antioksidan tersebut tercantum pada Tabel-2
dengan menggunakan BHT [(2,6-di-tert-butil)-4-metilfenol] sebagai kontrol positif.
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Hasil uji antioksidan senyawa tanariflavanon C (10) dan makarangin (13)
memperlihatkan sifat antioksidan sebanding dengan BHT. Nimpaeol A (9), nimpaeol
B (7), dan nimpaeol C (8) memperlihatkan sifat antioksidan dua kali lebih kuat
dibandingkan dengan BHT. (Phommart et.al., 2005; Sutthivaiyakit et.al., 2002).

(12) o D

(13)

Gambar-2. Senyawa flavanoid tumbuhan Macaranga aktif sebagai antioksidan

Tabel-2. Aktivitas antioksidan senyawa flavonoid Macaranga

Senyawa Jenis |Cso (ng/mL)
Nimpaeol B (7) Flavanon 13
Nimpaeol C (8) Flavanon 15
Nimpaeol A (9) Flavanon 14
Tanariflavanon C (10) Flavanon 33
Tanariflavanon D (11) Flavanon 20
Soforaflavanon B (12) Flavanon Tidak aktif
Makarangin (13) Flavonol 32
BHT (kontrol positif) - 30




Senyawa golongan flavonoid tumbuhan Macaranga mempunyai pola meta
dioksigenas di C-5 dan C-7 di cincin A, monooksigenasi di C-4 atau orto
dioksigenasi di C-3 dan C-4 di cincin B seperti lazimnya senyawa flavonoid yang
ditemukan pada tumbuhan. Demikian juga halnya dengan senyawa golongan
stilbenoid memperlihatkan pola yang sama dengan flavonoid mengingat secara
biosintesis pembentukan senyawa flavonoid dan stilbenoid berasal dari jalur sikhimat
(Dewick, 2002). Keragaman struktur senyawa golongan flavonoid dan stilbenoid
diperluas dengan adanya gugus terpenil yang terikat pada inti aromatik yakni
substituen prenil (Cs), geranil (Cio), farnesil (Cis), dan geranil geranil (C20). Dengan
adanya gugus terpenil tersebut pada kerangka flavonoid dan stilbenoid memberi

peluang ditemukannya senyawa baru dan kerangka baru dari tumbuhan Macaranga.

2.3 Fitokimia Macaranga hosel King ex Hook .F. dan Road Map Penedlitian
Tanaman Macaranga hosei King ex Hook .F. banyak ditemukan di

Kaimantan (Slik, et.al. 2000). Dari studi literatur dilaporkan fitokimia Macaranga
hosel King ex Hook .F. terkandung senyawa flavonoid terprenilasi 4’-O-methyl-8-

isoprenylnaringenin (14) dan Lonchocarpol A (15) (Marliana, et.al., 2015).

OCHjg OH
HO o O/ HO o O/

OH O / OH O
(14) 15)

Gambar-3. Senyawa flavanon terprenilasi tumbuhan M. hosei King ex Hook .F.

Penelitian pendahuluan yang telah dilakukan adalah determinasi tanaman di
herbarium wanariset Samboja Kaltim. Skrining fitokimia dengan metode kromatografi
lapis tipis positif mengandung flavonoid dan skrining antioksidan berdasarkan
kromatografi lapis tipis dengan pereakst DPPH diketahui senyawa flavonoid memiliki
sifat antioksidan. Berdasarkan studi literatur dan uji pendahuluan maka akan dilakukan
isolasi senyawa flavonoid yang potensial sebagai antioksidan dan antikanker serviks
yang juga diujikan pada ekstrak metanol dan fraksi etil asetat.
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BAB 3
TUJUAN DAN MANFAAT PENELITIAN

3.1 Tujuan Pendlitian
Tujuan umum penelitian ini adalah membuktikan khasiat sebagai antikanker

serviks dan kekuatan aktivitas antioksidan secara kuantitatif pada ekstrak metanol,
fraks aktif dan senyawa-senyawa isolat dari daun Macaranga hosei King ex Hook .F.
serta dilakukan elusidasi struktur senyawa-senyawa hasil isolasi.
Tujuan Pendlitian Tahun Pertama
a. Menentukan aktivitas antioksidan dari ekstrak metanol dan fraks aktif daun
Macaranga hosei King ex Hook .F. dengan metode peredaman radikal DPPH.
b. Menentukan aktivitas antikanker serviks dari ekstrak metanol dan fraksi aktif
daun Macaranga hosei King ex Hook .F. dengan metode MTT terhadap sel
kanker serviks (HelL a).
C. Isolas senyawa metabolit sekunder dari fraks aktif daun Macaranga hosei

King ex Hook .F.

3.2 Manfaat Pendlitian
Dari 125 spesies Macaranga yang tumbuh di Indonesia baru 8 spesies

dilaporkan data fitokimianya. Untuk uji antikanker baru terbatas pada sel kanker
leukemia Murine P-388 (Tanjung, et.al., 2009, 2010, 2012 dan Agustina, et.al.,2012),
belum ada uji aktivitas pada sel kanker leher rahim (HelLa). Sebagai bagian untuk
menemukan antioksidan dan antikanker dari tumbuh-tumbuhan, penelitian ini
mengkaji potens antioksidan dan antikanker tumbuhan Macaranga hosel King ex
Hook .F. yang tumbuh di Katim dan banyak dimanfaatkan oleh masyarakat sebagai
obat tradisional. Dari penelitian ini diharapkan ekstrak, fraksi dan senyawa flavonoid
dari daun Macaranga hosei King ex Hook .F. yang aktif antioksidan dan antikanker
serviks dapat dikembangkan sebagai obat herbal dapat dijadikan sebagai senyawa
induk (lead compound) untuk pengembangan obat antikanker serviks baru.



BAB 4
METODE PENELITIAN

Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental laboratorium. Tujuan
penelitian dapat dicapai menggunakan metode yang umum digunakan dalam penelitian
kimia bahan alam yaitu dimulai dengan pemilihan dan identifikasi spesies tumbuhan
untuk keabsahan sampel yang digunakan, isolasi dan pemurnian, penentuan struktur

Kimia, uji bioaktivitas serta analisis data yang diperol eh.

3.1 Bagan Penelitian Secara K eseluruhan

1 3 5
Pemisahan ; ; Uji antioksidan dan
ekstrak daun M.hosei Isolasi dan Pemurnian antikanker isolat murn
Maserasi dengan Kromatografi
metanol lapisTipis _
- _ Uji antioksid
Kromatografi _—
Partisi dengan kolom
n-heksana , Uji antikanker
e ——— Kromatografi —_—
radial
Partisi dengan T rigdis :
etil asetat nstaisas (Ekstrak dan senyawa aktif
» Sebaga antioksidan dan
UV-Vig antikanker dari daun
M.hosel
H-NMR
Uji ekstrak etil asetat -
> BC-NMR
Uji ekstrak metanol HMBC, HMQC
—_—
—_—
ESIMS
Uji antioksidan Penentuan struktur isolat murni
ekstrak daun M.hosei
4
2
' Y D
Nomor 1-3 Tahun | Nomor 4-5 Tahun ||

Gambar -4 : Diagram Alur Penelitian secara Keseluruhan (2 Tahun)



3.2 Lokas Penelitian
Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Kimia Organik, Jurusan Kimia,

FMIPA, Universitas Mulawarman, Samarinda. Analisis spektroskopi NMR dilakukan
di laboratorium Pusat Penyakit Tropis, Universitas Airlangga, Surabaya. Analisis
spektroskopi massa di Laboratorium instrumen ITB. Dan uji aktivitas antikanker
dilakukan di laboratorium Pusat Studi Satwa Primata Institut Pertanian Bogor.

3.3 Metode Pendlitian
TAHUN I

1. Pengumpulan Bahan Tumbuhan

Sampel pendlitian yang digunakan dalam penelitian berupa daun Macaranga hosei
King ex Hook .F. diperoleh dari hutan Bukit Soeharto, Kabupaten Kutai Kartanegara,
Kalimantan Timur. Identifikasi sampel tumbuhan dilakukan di Herbarium Wanariset,
Samboja Kaltim.

2. Ekstraksi

Serbuk daun Macaranga hosei King ex Hook .F. sebanyak 2 kg diekstraksi dengan
cara maseras selama 24 jam dilakukan dua kali menggunakan pelarut metanol.
Ekstrak yang diperoleh diuapkan dengan rotary vacuum evaporator hingga diperoleh
ekstrak kental metanol.

3. Kromatografi Lapis Tipis (KLT)

Analisis kromatografi lapis tipis bertujuan untuk mengetahui kompleksitas senyawa
dalam ekstrak yang akan diisolasi dan menetapkan jenis eluen untuk tahap fraksinasi.
4. Fraksinas dan Pemurnian

Ekstrak pekat metanol dipartis dengan n-heksana dan etil asetat. Ekstrak etilasetat
tersebut dilakukan pemisahan dengan Kromatografi Cair Vakum (KCV) dilakukan
dengan cara menigkatkan kepolaran secara gradien menggunakan eluen campuran n-
heksanaetilasetat = 9:1; 8:2; 7:3; 3.7 dan etilasetat. Fraks hasil KCV sdlanjutnya
dilakukan pemisahan dan pemurnian dengan menggunakan kromatografi kolom tekan
dan kromatografi radial. Untuk penampak noda pada masing-masing hasil
kromatografi menggunakan lampu UV dan pereaksi Ce(S0a)2. Senyawa Murni sebagai
target diuji kemurniannya menggunakan analisis KLT dengan berbagai eluen.



5. Verifikast Kemurnian | solat
Kemurnian isolat ditentukan berdasarkan hasil analisis KLT dengan fasa diam silika
gel. Isolat dikatakan murni apabila tetap memberikan satu noda pada tiga sistim eluen
yang berbeda.
6. Penentuan aktivitas antioksidan ekstrak metanol dan fraksi etilasetat

Penentuan aktivitas antioksidan terhadap ekstrak metanol dan fraksi dilakukan
menggunakan pereakss DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) menggunakan metode
spektrometer UV pada A 517 nm (Kadoma et al, 2011). Penentuan aktivitas antioksidan
dilakukan dengan cara melarutkan senyawa uji dengan metanol dalam berbagai
konsentrasi sebanyak 200 pL, kemudian, ditambahkan 200 pL larutan buffer asetat
0,1 M (pH 5,5) dan ditambahkan 100 pL larutan radikal DPPH 5.10% M. Penentuan
diukur setelah diinkubasi selama 30 menit pada suhu kamar (37°C). Nilai 1Cso dapat
dihitung melalui ekstrapolasi garis 50% serapan larutan radikal DPPH dari senyawa uji.
Untuk menentukan sifat antioksidan senyawa hasil isolasi dibandingkan dengan
senyawa kontrol positif yakni asam askorbat.
7. Penentuan aktivitas antikanker ekstrak metanol dan fraks etilasetat dengan

sel kanker Hel a

Penyiapan kultur

Kultur sel kanker rahim Hela dibiakkan dalam eagle's minimum essential
medium yang mengandung 1,5 gL natrium bikarbonat dan ditambah dengan 1% L-
glutamin, 1% formulasi antibiotik dan antimikotik, 1% asam amino non-esensial, 1%
natrium piruvat dan 10% serum janin sapi yang digunakan sebagai medium.
Selanjutnya sel tersebut diinkubas dengan inkubator 5% karbon dioksida pada
temperatur 37°C.
Penentuan aktivitas antikanker

Pengujian aktivitas antikanker ekstrak metanol dan fraks etilasetat terhadap sel
kanker rahim Hel.a menggunakan metode MTT. Sel Hela ditempatkan dalam 12
sumuran dan dalam setiap sumuran mengandung 25.000 sel. Setelah 24 jam, sel dicuci
dengan larutan phosphate-buffered saline (PBS) dan diinkubasi dengan berbagai
konsentrasi bahan uji selama 24 jam. Selanjutnya sel tersebut dicuci dengan larutan
PBS sebanyak dua kali. Kemudian sebanyak 1 mL larutan garam tetrazolium MTT [3-
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(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium bromida] dengan konsentrasi 500
mg.mL ! ditambahkan ke dalam sel dan diinkubasi selama 4 jam.

Selama inkubasi tersebut terjadi reaksi reduksi garam tetrazolium MTT oleh
enzim suksinat dehidrogenase yang berada pada mitokondria sel hidup. Reaksi
tersebut akan menghasilkan kristal formazan berwarna biru yang tidak dapat larut
dalam air. Jumlah kristal formazan biru gelap yang dihasilkan proporsional dengan
jumlah sel hidup. Kristal formazan biru gelap tersebut selanjutnya dilarutkan dengan
200 ml dimetil sulfoksida untuk diukur absorbansinya pada panjang gelombang 570

nm dengan menggunakan biotech powerwave X Splate reader (Fahmi, et al,. 2014).

TAHUN I
1. Pembuatan Spektrum UV, IR, NMR dan MS

Penentuan struktur molekul senyawa hasil isolas dilakukan dengan menggunakan
spektrometer ultraviolet (UV), nuclear magnetic resonance (NMR), dan spektrometer
massa (MS). Pengukuran panjang gelombang maksimum Amax, menghitung koefisiensi
eksitensi molar emax dan penentuan efek batokromik dengan NaOH atau pereaksi geser
lainnya pada senyawa hasil isolasi ditentukan menggunakan spektrometer ultraviolet
(UV) daam pelarut metanol. Pengukuran spektrum NMR dilakukan dengan
melarutkan senyawa hasil isolasi dengan aseton-d6 atau CDCls. Pengukuran spektrum
NMR dilakukan dengan cara auto shimming, terlebih dahulu ditentukan high frequency
pada 400 MHz untuk pengukuran H-NMR dengan memprogram pergeseran kimia
proton 0-14 ppm sedangkan low frequency pada 125 MHz dengan memprogram
pergeseran kimia karbon 0-220 ppm untuk pengukuran *3C-NMR pada pengukuran 1D
NMR. Pengukuran 2D NMR dilakukan setelah terlebih dahulu dibuat spektrum 1D
NMR dibuat (*H dan *C NMR). Pengukuran 2D NMR meliputi eksperimen HMQC,
dan HMBC. Penentuan massa molekul dengan HRESI-MS.

2. Analisis Data Spektrum dan Penentuan Struktur
Penentuan struktur terhadap isolat murni dan dilakukan berdasarkan metodologi yang
sesuai untuk penentuan struktur senyawa alam. Data spektroskopi yang diinterpretasi
adalah data NMR 1D (*H-NMR dan ®C-NMR), konformasi struktur dipertegas
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berdasarkan anadlisis data NMR 2D (HMQC dan HMBC) dan massa molekul dengan
analisisdataHRESI-MS.
3. Penentuan aktivitas antioksidan senyawa isolat

Penentuan aktivitas antioksidan terhadap senyawa hasil isolasi dilakukan
menggunakan pereakss DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) menggunakan metode
spektrometer UV pada A 517 nm (Kadoma et al, 2011). Penentuan aktivitas antioksidan
dilakukan dengan cara melarutkan senyawa uji dengan metanol dalam berbagai
konsentrasi sebanyak 200 pL, kemudian, ditambahkan 200 pL larutan buffer asetat
0,1 M (pH 5,5) dan ditambahkan 100 pL larutan radikal DPPH 5.10“% M. Penentuan
diukur setelah diinkubasi selama 30 menit pada suhu kamar (37°C). Nilai 1Cso dapat
dihitung melalui ekstrapolasi garis 50% serapan larutan radikal DPPH dari senyawa uji.
Untuk menentukan sifat antioksidan senyawa hasil isolasi dibandingkan dengan
senyawa kontrol positif yakni asam askorbat.

4. Penentuan aktivitas antikanker senyawa isolat dengan sel kanker Hel. a

Penyiapan kultur

Kultur sel kanker rahim Hela dibiakkan dalam eagle's minimum essential
medium yang mengandung 1,5 gL natrium bikarbonat dan ditambah dengan 1% L-
glutamin, 1% formulasi antibiotik dan antimikotik, 1% asam amino non-esensial, 1%
natrium piruvat dan 10% serum janin sapi yang digunakan sebagai medium.
Selanjutnya sel tersebut diinkubasi dengan inkubator 5% karbon dioksida pada
temperatur 37°C.
Penentuan aktivitas antikanker

Pengujian aktivitas antikanker senyawa hasil isolasi terhadap sel kanker rahim
Hel.a menggunakan metode MTT. S Hela ditempatkan dalam 12 sumuran dan
dalam setigp sumuran mengandung 25.000 sel. Setelah 24 jam, sel dicuci dengan
larutan phosphate-buffered saline (PBS) dan diinkubasi dengan berbagai konsentrasi
senyawa hasil isolasi selama 24 jam. Selanjutnya sel tersebut dicuci dengan larutan
PBS sebanyak dua kali. Kemudian sebanyak 1 mL larutan garam tetrazolium MTT [3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium bromida] dengan konsentrasi 500
mg.mL ! ditambahkan ke dalam sel dan diinkubasi selama 4 jam.

Selama inkubasi tersebut terjadi reaks reduks garam tetrazolium MTT oleh
enzim suksinat dehidrogenase yang berada pada mitokondria sel hidup. Reaksi

12



tersebut akan menghasilkan kristal formazan berwarna biru yang tidak dapat larut
dalam air. Jumlah kristal formazan biru gelap yang dihasilkan proporsional dengan
jumlah sel hidup. Kristal formazan biru gelap tersebut selanjutnya dilarutkan dengan
200 ml dimetil sulfoksida untuk diukur absorbansinya pada panjang gelombang 570
nm dengan menggunakan biotech powerwave X Splate reader (Fahmi, et al,. 2014).
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BAB 5
HASIL DAN LUARAN YANG DICAPAI

5.1. Hasll Penelitian
5.1.1. Ekstraks dan pemurnian senyawa flavonoid

Ekstraks senyawa flavonoid dari serbuk kering daun M. hosei (1 kg) dengan cara
maserasi menggunakan pelarut metanol pada suhu ruang selama dua kali. Penguapan
pelarut menggunakan penguap tekanan rendah menghasilkan ekstrak kental metanol
sebanyak 150 gram. Ekstrak metanol dipartisi menggunakan pelarut n-heksana dan etil
asetat menghasilkan ekstrak etilasetat sebanyak 70 gram. Pemisahan ekstrak etilasetat
dengan kromatografi cair vakum (KCV) menggunakan eluen n-heksana : etil asetat
dengan peningkatan kepolaran secara gradien (9:1, 4:1, 7:3, 1.1, dan 3:7)
menghasilkan tiga fraksi A-C. Fraks A (23,5 gram) dilakukan kolom kromatografi
vakum dengan eluen n-heksana : etil asetat dengan peningkatan kepolaran (9:1, 4:1,
7:3, 1:1, dan 3:7) menghasilkan dua subfraksi utama A1 dan A2. Pemisahan subfraksi
A1 dengan kolom kromatografi tekan dengan eluen n-heksana : etil asetat (9:1, 4:1,
7:3), menghasilkan tiga subfraksi utama A1l, A12 dan A13. Pemurnian subfraksi
A13 menggunakan kromatografi radial dengan eluen n-heksana : kloroform (1:1 —
3:7), menghasilkan senyawa (H1) sebanyak 12 mg dan (H2) sebanyak 0,6 mg.

Kedua senyawa hasil isolasi selanjutnya ditentukan struktur molekul
menggunakan spektroskopi UV dan 1D dan 2D NMR. Pada ekstrak methanol dan
fraksi etilasetat dilakukan uji aktivitas antioksidan terhadap radikal DPPH dan aktivitas
antikanker terhadap sel kanker rahim Hel.a menggunakan metode MTT

5.1.2.Penentuan Struktur Senyawa Hasil Isolas

Senyawa 4’-O-metil-8-isoprenileriodiktiol (H1)

Senyawa (H1) berwujud padatan putih memperlihatkan massa ion kuasi molekul
positif m/z [M+H]* 371,1486 (perhitungan [M+H]" 371,1495) yang sesuai dengan
rumus molekul Cz1H230e (lampiran 2.1). Spektrum UV dalam metanol memperlihatkan
sergpan maksima pada Amas M (log ) : 226 (4,25), 253 (4,30), 303 (4,63)
(MeOH+NaOH) : 259 (4,12), 287 (4,46), 332 (4,60), (MeOH+AICI3) : 265 (4,51), 304
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(4,6), (MeOH+AICIz+HCI) : 208 (3,53), 251 (4,46), 275 (4,61) dan 311 (4,64). Profil
spektrum ini memperlihatkan karakter senyawa flavanon (Mabry, Markham, 2006).

Spektrum *H-NMR senyawa (H1) (Lampiran 2.2) dalam CDCls, Su (ppm) : 5,36
(1H, dd, J= 12,0, 3,2 Hz, H-2), 3,03 (1H, dd, J= 17,1, 12,0 Hz, H-3x), 2,70 (1H, dd, J
=17,1, 3,2 Hz, H-3y), 5,98 (1H, s, H-6), 6,87 (1H, d, J= 2,4 Hz, H-2"), 6,89 (1H, d, J
= 8,4 Hz, H-5"), 6,82 (1H, dd, J = 8,4, 2,4 Hz, H-6’), 3,04 (2H, d, J= 7,0 Hz, H-17),
5,05 (1H, t, J=8,6 Hz, H-2”), 1,55 (3H, s, H-4"), 1,52 (3H, s, H-57), 12,05 (1H, S, 5-
OH), 3,73 (1H, s, 4-OCHs). Spektrum *C-NMR (Lampiran 2.3) &c (ppm) : 78,5 (C-2),
42,5 (C-3), 197,1 (C-4), 102,3 (C-4a), 161,6 (C-5), 95,8 (C-6), 164,8 (C-7), 107,4 (C-
8), 160,0 (C-8a), 132,0 (C-17), 114,4 (C-27), 146,9 (C-3), 148,2 (C-4), 112,3 (C-5"),
117,8 (C-6°), 21,8 (C-17), 123,2 (C-27), 130,8 (C-3™), 18,1 (C-4"), 26,0 (C-5"), 56,1
(4-OCHp3).

Analisis spektrum H-NMR senyawa (H1) memperlihatkan karakter senyawa
flavanon yakni tiga buah sinyal proton doublet-doublet pada én 5,36 (J = 12,0 ; 3,2 Hz,
H-2), 3,03 (J = 12,0; 17,1 Hz, H-3), dan 2,70 (J = 17,1; 3,2 Hz, H-3j). Spektrum *H-
NMR senyawa 4’-O-metil-8-isoprenileriodiktiol memperlihatkan tiga buah sinya
proton aromatik dari sistem ABX yakni sinyal doublet pada o+ 6,89 (J = 8,4, Hz, H-5),
sinya doublet pada dn 6,87 (J = 2,4, Hz, H-2”) dan sinyal doublet doublet pada 6+ 6,82
(J=84, 2,4 Hz, H-6"). Senyawa flavanon hasil isolasi memperlihatkan satu substituen
isoprenil (sinya triplet vinil dn 5,05; sinyal doublet metilen on 3,04 dan dua sinyal
singlet metil 4 1,55, 1,52) dan satu sinyal singlet metoks (8w 3,73). Adanya satu
sinyal proton singlet pada 6+ 5,98 menunjukkan bahwa gugus isoprenil terikat pada C-
6 atau C-8.

Analisis spektrum *C-NMR senyawa (H1) memperlihatkan 21 sinyal karbon
yang terpisah secara sempurna. Senyawa terdiri enam atom karbon metin, dua atom
karbon metilen, tiga atom karbon metil, dan sepuluh atom karbon kuartener. Sinyal
karbon karbonil (6c 197,1), satu sinyal karbon metin oksikarbon (d¢ 78,5) dan lima
sinya karbon oksiaril (164,8; 161,6; 160,0; 148,2; 146,9) mengindikasikan bahwa
senyawa flavanon yang memiliki struktur dasar eriodiktiol.

Penempatan gugus isoprenil dan gugus metoks ditetapkan berdasarkan data
spektrum HMQC (Lampiran 2.4) dan HMBC (Lampiran 2.5). Korelasi jarah jauh
antara sinyal proton 5-OH pada ox 12,05 dengan dua sinyal atom karbon kuarterner
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(6c 161,6, C-5; 102,3, C-4a) dan satu sinyal karbon metin aromatik (¢ 95,8, C-6)
menunjukkan gugus isoprenil terikat pada C-8. Korelasi sinya proton metoks pada
O 3,73 dengan sinyal karbon oksiaril (dc 148,2) menunjukkan bahwa gugus metoksi
terikat pada C-4’. Berdasarkan analisis spektrum NMR maka senyawa flavanon hasil
isolasi adalah  4’-O-metil-8-isoprenilnaringenin. Senyawa  4’-O-metil-8-
isoprenilnaringenin memperlihatkan parameter NMR yang sesuai dengan 4’-O-metil-
8-isoprenileriodiktiol dari Macaranga conifera (Versiani, et al., 2011).

Berdasarkan analisis spektrum 'H-NMR, ¥C-NMR, HMQC, dan HMBC, maka
masing-masing posisi proton dan karbon senyawa 4’-O-metil-8-isoprenileriodiktiol
hasil isolasi dapat dilihat pada Tabel 3.

Tabel-3. Data spektrum NMR senyawa 4°-O-metil-8-prenileriodiktiol dalam CDCla.

No. C on (mult, J H2) oC HMBC
2 5,36(dd, 12,0, 3,2) 785 C-4,C1,C2,C6
3 3,03(dd, 17,1,12,0)ax 425 C-2,C4

2,70(dd, 17,1, 3,2)eq C-1’
4 - 197,1 -
da - 102,3 -
5 - 161,6 -
6 5,98(9) 958 C-4a3 C-5,C-7,C-8
7 - 164,8 -
8 - 107,4 -
8a - 160,0 -
1’ - 132,0 -
2’ 6,87(d, 2,4) 1144 C-2,C-4’, C6’
3’ - 146,9 -
4 - 148,2 -
5’ 6,89(d,8,4) 1123 C-1,C-3
6’ 6,82(dd,8,4, 2,4) 1178 C-2°,C-4
17 3,04 (d, 7,0) 21,8 C-7,C-8,C-83 C-27,C-3”
27 5,05(t, 8,6) 1232 C-3”,C-4”, C-5”
3” - 130,8 -
47 1,55(s) 18,1 Cc-27,C-37, C-5”
5”7 1,52(s) 26,0 C-27,C-3”7,C-4”
5-OH 12,05(s) - C-4a, C-5, C-6
7-OH 10,70(9) - C-7,C-8
3’-OH  9,01(s) - C-2’,C-4
4’0CHz  3,73(9) 561 C-4
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Korelass HMBC yang mendukung senyawa 4’-O-metil-8-prenileriodiktiol hasil
isolasi dapat dilihat pada Gambar 5.

4"‘ 5"'

Gambar 5. Korelass HMBC senyawa 4’-O-metil-8-isoprenileriodiktiol.

Senyawa 6-isoprenileriodiktiol (H2)

Senyawa (H2) berwujud minyak berwarna kuning dengan  spektrum UV dalam
metanol memberikan serapan maksimal pada Amaks NM (log ¢€) : 258,50 (4,33), 294,50
(4,65), (MeOH+NaOH) : 296,50 (4,58), 339 (4,62), (MeOH+AICI3) : 299,50 (4,73),
(MeOH+AICIz+HCI) : 317 (4,80), 393 (4,04). Profil serapan spektrum ini merupakan
karakter senyawaflavanon hasil isolasi di atas.

Spektrum *H-NMR senyawa (H2) (Lampiran 2.7) dalam CDCls, Su (ppm) : 5,27
(1H, dd, J= 12,8, 3,2 Hz, H-2), 3,02 (1H, dd, J = 17,2, 12,8 Hz, H-3x), 2,79 (1H, dd, J
= 17,2, 3,2 Hz, H-3«), 6,38 (1H, s, H-8), 6,98 (1H, d, J= 1,6 Hz, H-2"), 6,89 (1H, d, J
= 8,0 Hz, H-5), 6,87 (1H, dd, J= 8,0, 1,6 Hz, H-6"), 3,30 (2H, d, J= 7,2 Hz, H-17),
5,19 (1H, bt, J= 7,0 Hz, H-2), 1,81 (3H, s, H-4"), 1,71 (3H, s, H-5"), 12,32 (1H, s, 5
OH), Spektrum *C-NMR (Lampiran 2.8) 8¢ (ppm) : 78,5 (C-2), 43,6 (C-3), 196,8 (C-
4), 103,1 (C-4a), 159,6 (C-5), 107,6 (C-6), 162,6 (C-7), 95,8 (C-8), 161,6 (C-8a),
129,3 (C-17), 113,7 (C-2°), 147.,7 (C-3"), 144,0 (C-4’), 115,7 (C-5°), 119,2 (C-6"), 21,5
(C-17), 122,0 (C-27), 135,0 (C-37), 18,2 (C-47), 26,2 (C-57).
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Analisis spektrum H-NMR senyawa (H2) memperlihatkan sinyal proton yang
sama dengan 4’-O-metil-8-isoprenileriodiktiol. Memperlihatkan sinyal tiga buah
proton doublet-doublet yakni pada 61 5,27 (J = 12,8; 3,2 Hz, H-2), 3,02 (J = 12,8; 17,2
Hz, H-3x), dan 2,79 (J = 17,2; 3,2 Hz, H-3e) dan tiga buah sinyal proton aromatik dari
sistem ABX pada én 6,98 (J = 1,6, Hz, H-2’), 1 6,89 (J = 8,0, Hz, H-5") dan sinya
doublet doublet pada 6+ 6,87 (J = 8,0; 1,6 Hz, H-6’). Senyawa flavanon hasil isolasi
memperlihatkan satu substituen isoprenil (sinyal triplet vinil dn 5,19; sinyal doublet
metilen ox 3,30 dan dua sinyal singlet metil 64 1,81; 1,71) serta satu sinyal proton
singlet aromatik di cincin A pada 61 6,38 menunjukkan bahwa gugus isoprenil terikat
pada C-6 atau C-8.

Analisis spektrum *C-NMR senyawa (H2) memperlihatkan 20 sinyal karbon
yang terpisah sempurna, terdiri dari enam atom karbon metin, dua atom karbon
metilen, dua atom karbon metil dan sepuluh atom karbon kuartener. Senyawaini juga
memiliki struktur eriodiktiol dengan satu substituen isoprenil.

Penempatan substituen isoprenil ditetapkan dengan spektrum HMQC (Lampiran
2.9) dan HMBC (Lampiran2.10). Korelasi jarah jauh antara sinyal proton 5-OH pada
dn 12,32 dengan tiga sinyal atom karbon kuarterner (¢ 159,6, C-5; 107,6, C-6 103,1,
C-4a) menunjukkan gugus isoprenil terikat pada C-6.

Berdasarkan data UV dan NMR-1D dan 2D, senyawa flavanon hasil isolas
diidentifikasi sebagai 6-isoprenileriodiktiol. Spektrum 'H dan *C-NMR senyawa
isolasi sesuai dengan 6-isoprenileriodiktiol yang memiliki rumus molekul CzoH200e
massaion positif m/z[M]* 356,126 (Azinova, Vinogranova, 2013).

Berdasarkan andlisis spektrum *H-NMR, ¥C-NMR, HMQC, dan HMBC, maka
masing-masing posisi proton dan karbon senyawa 6-isoprenileriodiktiol hasil isolasi
dapat dilihat pada Tabel 4.

18



Tabel 4. Data spektrum NMR senyawa 6-isoprenileriodiktiol dalam CDCla.

No. C dn (mult, J H2) dc HMBC
2 5,27(dd, 12,8, 3,2) 785 C-2
3 3,02(dd,17,2, 128)x 436 C-2,C4
2,79(dd, 17,2, 3,2)eq
4 - 196,8 -
4a - 103,1 -
5 - 159,6 -
6 - 107,6 -
7 - 162,6 -
8 6,38 () 958 C-7
8a - 161,6 -
N - 129,3 -
2’ 6,98 (d, 1,6) 113,7 C-2,C-4’,C-6
3 - 147,7 -
4 - 1440 -
5 6,89(d, 8,0) 1157 C-1°,C-3’
6’ 6,87(dd, 8,0, 1,6) 119,2 C-2,C4
1” 3,30(d,7,2) 215 C-5,C-6, C-7,C-2”, C-3”
27 5,19(bt) 1220 C-47,C-5”
3 - 135,0 -
4 1,81(s) 182 C-27,C-3”,C-5”
5” 1,71(s) 26,2 C-27,C-3”,C-4”
5-OH 12,32(s) - C-4a,C-5,C-6

Korelass HMBC senyawa 6-isoprenileriodiktiol senyawa hasil isolasi dapat dilihat
pada Gambar 6.

Gambar 6. Korelass HMBC senyawa 6-isoprenileriodiktiol.
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5.2. Aktivitas Antioksidan

Analisis aktivitas antioksidan ektrak metanol dan fraks etilasetat dengan metoda
peredaman radikal DPPH memberikan hasil sebagaimana tertera padatabel 5.
Tabel 5. Uji aktivitas antioksidan ekstrak metanol dan fraksi etilasetat M. hosal.

Sampel
C (ug/mL) Ekstrak MeOH Fraksi EtOH
Absorbansi % inhibis Absorbansi % inhibisi
500 0,123 59,54 0,182 53,33
250 0,149 50,99 0,192 50,77
125 0,154 49,34 0,198 49,23
62,5 0,181 40,46 0,209 46,41
31,25 0,199 34,54 0,211 45,90
15,62 0,216 28,95 - -
7,81 0,230 24,34 - -
Control 0,304 0,00 0,390 0,00
| Cso (ug/mL) 174,19 185,38

Berdasarkan tabel 5 aktivitas antioksidan ekstrak metanol (ICso 174,19 pug/mL)
dan fraksi etil asetat (1Cso 185,38 ng/mL) termasuk kategori aktif karena memiliki nilai
ICso antara 100-200 pg/mL (Muharni, et al., 2013).

Ekstrak metanol dan fraks etilasetat dari tumbuhan M. hosel aktif sebagai
antioksidan, hal ini tidak terlepas dari senyawa-senyawa flavonoid yang terkandung
dalam tumbuhan tersebut. Senyawa flavonoid yang telah berhasil diisolas yaitu 4’-O-
metil-8-isoprenileriodiktiol dan 6-isoprenileriodiktiol. Senyawa turunan flavonoid dan
senyawa polifenol lainnya aktif sebagai antioksidan karena sangat reaktif sebagai
donor hidrogen atau elektron. Hubungan struktur dan aktivitas antoksidan dari
senyawa flavonoid sangat dipengaruhi oleh jumlah dan posisi gugus hidroksi yang
terikat (Seyoum, €t. al., 2006).

5.3. Aktivitas Antikanker terhadap Sel Hela

Analisis aktivitas antikanker terhadap sel Hel a ektrak metanol dan fraksi etilasetat
dengan metoda MTT memberikan hasil sebagaimana tertera padatabel 6.

20



Tabel 6. Uji aktivitas antikanker terhadap sel Hel a ekstrak metanol dan fraksi
etilasetat M. hosel.

C Sampel
(ng/mL) Ekstrak Fraksi
Abs % inh Abs % inh
100 0,048 89,21 0,045 89.89
10 0,299 32,81 0,181 59.33
1 0,368 17,30 0,331 25.62
0,1 0,384 13,71 0,359 19.33
0,01 0,389 12,58 0,322 27.64
kontrol 0,445 0,00 0,445 0,00
1Cs0
(ng/mL) 36,18 7,01

Berdasarkan tabel 5.4 aktivitas antikanker terhadap sel Hel a ekstrak metanol
(ICs0 36,18 pug/mL) termasuk kategori moderat dan fraksi etil asetat (1Cso 7,01 ug/mL)
termasuk kategori aktif karena memiliki nila ICsp antara < 30 pg/mL menurut
National Cancer Institute (Benzivin, et al., 2003)

Ekstrak metanol dan fraks etilasetat dari tumbuhan M. hosei juga aktif sebagai
antikanker serviks, hal ini tidak terlepas dari senyawa-senyawa flavonoid yang
terkandung dalam tumbuhan tersebut. Senyawa flavonoid yang telah berhasil diisolasi
yaitu 4’-O-metil-8-isoprenileriodiktiol dan 6-isoprenileriodiktiol. Senyawa-senyawa

flavonoid terisoprenilasi aktif sebagai antikanker (Tanjung, et al., 2012).

5.2. Luaran yang Dicapai
1. Duasenyawa flavonoid terisoprenilasi telah berhasil diisolasi dari tumbuhan M.
hosai yakni 4’-O-metil-8-isoprenileriodiktiol (H1) dan 6-isoprenileriodiktiol

(H2).

2. Publikasi ilmiah:

- Marliana, E., Astuti, W., Kosala, K., Tjahjandarie, TS., Tanjung, M., 2016.
Flavanone Derivatives from Macaranga hosei, submit under review
ICICS.

- Marliana, E., Astuti, W., Kosala, K., Tjahjandarie, TS., Tanjung, M., 2016.
The Anticancer Activities of Macaranga hosel Leaves Against HeLa Cell.
Draft jurnal.
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3. Seminar ilmiah

Marliana, E., Astuti, W., Kosala, K., Tjahjandarie, TS., Tanjung, M., 2016.
Flavanone Derivatives from Macaranga hosei, International Conference
The Indonesan Chemica Society, 30-31 Agustus 2016, Samarinda,
Indonesia.

Marliana, E., Astuti, W., Kosadla, K., Tjahjandarie, TS., Tanjung, M., 2016.
The Anticancer Activities of Macaranga hosei Leaves Against Hel.a Cell.
International Conference of Herbal Medicine , 6-7 Oktober 2016, Lembaga
Penelitian Universitas Y arsi, Jakarta Indonesia.
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BAB 6
RENCANA TAHAPAN BERIKUTNYA

Rencana tahapan berikutnya :

1
2.

Isolasi senyawa aktif dari daun M. hosel dari fraksi lainnya.
Elusidasi struktur senyawa isolat dari daun M. hosel dengan spektroskopi
ultraviolet dan 1D dan 2D-NMR.

3. Menentukan aktivitas antioksidan senyawa hasil isolasi dengan metode DPPH.

4. Menentukan aktivitas antikanker serviks terhadap sel Hel.a dengan metoda

MTT.
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BAB 7
KESIMPULAN DAN SARAN

7.1 Kessimpulan
Dari penelitian ini dapat disimpulkan bahwa:

1. Aktivitas antioksidan ekstrak metanol dan fraksi etilasetat daun M. hosei yang
dinyatakan dalam nilai 1Cso yaitu 174,19 dan 185,38 pg/mL.

2. Aktivitas antikanker serviks terhadap sel Hela ekstrak metanol dan fraks
etilasetat daun M. hosei yang dinyatakan dalam nilai 1Csp yaitu 36,18 dan 7,01
pg/mL.

4. Dua senyawa flavonoid terisoprenilasi berhasil diisolasi dari daun M. hosei
yakni 4’-O-metil-8-isoprenileriodiktiol (H1) dan 6-isoprenileriodiktiol (H2).

7.2 Saran
1. Untuk mengetahui senyawa aktif antioksidan dan antikanker serviks yang
terkandung dalam daun M. hosei, maka perlu dilakukan isolasi dan penentuan
struktur senyawa aktif dari fraksi lainnya.
2. Penentuan aktivitas antioksidan dan antikanker serviks terhadap sel HelLa
senyawa-senyawa yang berhasil diisolasi, untuk mengetahui senyawa yang

potensia dikembangkan sebagai antikanker serviks.
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(ICICS-2016) membentahukan bahwa naskah anda :

SURAT KETERANGAN

Jugdul : Fiavanone Derivarives from Mocaranga hosei
Pemulis : 1. Eva Markiana
2. Winn: Astuti
3. Khemazli Kozala
4. Tjetjik Soe Tjahjandans
5. Mulyadi Tanjung
E-mail ; eva samanndadvahoe.com
Telah diseminarkan pada tanggal 30-31 Agusrus 2016 di Swiss-BelHotel Samannd2 dan naskah
artikel ilmvah telah dikumpuXan pada tanggal 30 Agustas 2016. Naskah artikel tersebut sedang
melalui proses review untuk diajukan ke salah sam Jumal yang bekerjasama dengan Seminar
ICICS-2016.

Untuk menghindari adanva duplikasi naskah'tulisan dan pelanggaran etika keilmiahan, kami
berharap agar artikel tersebut idak dikinimkan dan dipublikasikan ke peparbit jurmal lam.

Demikian surat pemberitahuan ini kam: sampaikan atas partisipasinya kams ucapkan terima kasih.

Hormat Kaps,
Estus Panntiy ICICS-2016,
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Lampiran 1.3. Artikel dalam review ICICS
Flavanone Derivatives from Macaranga hosei

Eva Marliana®”, Winni Astuti?), Khemasili Kosala?, TjitjikSrie Tjahjandarie®,
Mulyadi Tanjung®

D Department of Chemistry, Faculty of Mathematics and Natural Science,
Mulawarman University, Samarinda, Indonesia.

2 Pharmacology Research Group, Faculty of Medicine, Mulawarman
University, Samarinda, Indonesia.

3) Natural Products Chemistry Research Group, Organic Chemistry Division,
Department of Chemistry, Faculty of Science and Technology, Airlangga
University, Surabaya, Indonesia.

*email : eva_samarinda@yahoo.com

ABSTRACT

Two isoprenylated flavanones, 4'-O-methyl-8-isoprenyleriodictyol (1) and 6-
isoprenyleriodictyol (2) have been isolated from the leaves of Macaranga hosei.
The structures of both compounds have been elucidated based on their
spectroscopic data, including UV, 1D and 2D NMR, and HREIS-MS spectra.

Keywords:Macaranga hosei, flavanone, isoprenylated.

INTRODUCTION

Macaranga is one genus of the family Euphorbiaceae comprising of = 300
species. These plants are distributed throughout Indonesia with the local name
“‘Mahang.” The distribution of Macaranga plants is relatively wide, other than
Indonesia, also can be found in Africa, Madagascar, Asia, the east coast of

Australia and the Pacific islands [1].
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Lampiran 1.5. Draft artikel

The Anticancer activities of Macarangahosei leaves Against Hel a Cell
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Abstract

The genus Macaranga is one of family Euphorbiaceae which produce phenolic
compounds including flavonoid and stilbenoid which are integrated with terpenoid
types. Some species of Macaranga have been reported to show the anticancer
properties. This researched is amed to asses the anticancer properties of Macaranga
hosel against Hel.a cell. The Macaranga hosel |eaves was macerated with methanol
and partitionedwithn-hexane and ethylacetate. Methanol and ethylacetate extracts
were tested for their anticancer properties using MTT cytotoxic assay on Hela cellsin
vitro. The ICso methanol extract is 36.18 ug/ml and ethylacetat extract is 7.01pg/ml.

Keywords: Macaranga hosel, extraction, anticancer, Helacell, 1Cso
Introduction

Cancer is the mgjor health problems today's world. Cervix / cervical cancer is
the most common and Indonesia was the highest prevalence of cervical cancer in the
world.One technigue of cancer treatment is chemotherapy. Secondary metabolites from
plants are one source of potential chemotherapy drugs and till now the search is still
underway to find effective and selective anticancer drug as an alternative to overcome
the disease [1].

Macaranga is a genus of tropical plant that belongs to the family of
Euphorbiaceae which produces the flavonoid and stilbenoid compounds integrated
with the kind of terpenoids: prenyl, geranyl, and farnesyl which derived flavonoid
compounds are very effective as an anti-cancer and a chemopreventive cancer [2,3,4].
Macaranga plants that have been reported to have anticancer activity, but only against
murine leukemia cells P-388 are M. recurvata, M. lowii, M. rhizinoides and M.
gigantea [5,6,7,8]. This is necessary to encourage the study the biological activity of
extracts and active fractions from Macaranga hosel leaves for the development of

herbal medicine as an anticancer of cervix.
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Lampiran 2. Data Penelitian

Lampiran 2.1. Spektra ESI-M S senyawa 4°-O-metil-8-isoprenileriodiktiol (H1).
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L ampiran 2.2. Spektra *H-NMR senyawa 4’-O-metil-8-isoprenileriodiktiol (H1).
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L ampiran 2.3. Spektra *C-NMR senyawa 4’-O-metil-8-isoprenileriodiktiol (H1).
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Lampiran 2.4. Spektra2D-NMR HMQC senyawa 4’-O-metil-8-isoprenileriodiktiol
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Lampiran 2.5. Spektra2D-NMR HMBC senyawa 4’-O-metil-8-isoprenileriodiktiol
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Lampiran 2.6. Perbandingan data spektrum NMR senyawa 4’-O-metil-8-
isoprenileriodiktiol.

No,C  4’-O-metil-8-isoprenileriodiktiol  4’-O-metil-8-isoprenileriodiktiol

(Hasll isolasi) (Versani, et.al., 2011)
on (mult, J HZ) dc on (mult, J Hz) oc
2 5,36(dd, 12,0, 3,2) 78,5 5,30(dd, 12,5, 3,0) 80,3
3 3,03(dd, 17,1, 12,0)ax 42,5 3,03(dd, 17,0, 12,5)x 44,2
2,70(dd, 17,1, 3,2)eq 2,73(dd, 17,0, 2,5)eq

4 - 197,1 - 198,1
da - 102,3 - 103,5
5 - 161,6 - 166,2
6 5,98(9) 95,8 5,93(9) 96,8
7 - 164,8 - 163,3
8 - 1074 - 109,2
8a - 160,0 - 161,6
1’ - 132,0 - 133,6
2’ 6,87(d, 2,4) 114,4 6,98(d, 1,3) 114,7
3’ - 146,9 - 147.9
4 - 148,2 - 1494
5’ 6,89(d,8,4) 112,3 6,95(d,8,5) 112,7
6’ 6,82(dd,8,4, 2,4) 117,8 6,93(dd,8,5, 1,3) 119,0
1” 3,04 (d, 7,0) 21,8 3,17 (d, 7,6) 22,6
27 5,05(t, 8,6) 1232 5,05(t, 8,6) 1241
3” - 130,8 - 131,8
47 1,55(s) 18,1 1,63(s) 18,0
5”7 1,52(s) 26,0 1,59(s) 26,1
5-OH 12,05(9) - - -
4’0CH3z  3,73(s) 56,1 3,87(9) 56,6
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Lampiran 2.7. SpektraH-NMR senyawa 6-isoprenileriodiktiol (H2).
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L ampiran 2.8. Spektra*C-NMR senyawa 6-isoprenileriodiktiol (H2)..
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Lampiran 2.9. Spektra2D-NMR HMQC senyawa 6-isoprenileriodiktiol (H2)..
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Lampiran 2.10. Spektra2D-NMR HMBC senyawa 6-prenileriodiktiol (H2)..
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Lampiran 2.11. Perbandingan data spektrum NMR senyawa 6-isoprenileriodiktiol.

No. C 6-isoprenileriodiktiol 6-isoprenileriodiktiol
(Hasll isolasi) (Azinova dan Vinogranova, 2013)
on (mult, JHZ) oc on (mult, J HZ) oc

2 5,27(dd, 12,8, 3,2) 78,5 5,30(dd) 79,9

3 3,02(dd,17,2, 12,8) 43,6 3,01 (dd) 43,7

2,79(dd, 17,2, 3,2)« 2,78 (dd)

4 - 196,8 - 197,1
4a - 103,1 - 103,4
5 - 159,6 - 162,3
6 - 107,6 - 109,1
7 i 162,6 - 165,2
8 6,38 (9) 95,8 6,01 (s) 95,4
8a - 161,6 - 162,0
1’ - 129,3 - 131,1
2’ 6,98(d, 1,6)) 113,7 6,98(d) 114,7
3’ - 147,7 - 146,4
4 - 1440 - 146,1
5’ 6,89(d, 6,0) 115,7 6,89 (d) 116,0
6’ 6,87(dd, 6,0, 1,6) 119,2 6,86 (dd) 119,1
17 3,30(d,7,2) 21,5 3,31(br d) 21,7
2” 5,19(bt) 122,0 5,20 (br t) 1237
3” - 135,0 - 131,7
4 1,81(s) 18,2 1,73(9) 17,8
5” 1,71(s) 26,2 1,73(s) 25,9
5-OH 12,32(9) - 11,98(9) -
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RINGKASAN

Saat ini penyakit kanker menjadi masalah kesehatan utama baik di dunia maupun di
Indonesia. Diantara penyakit kanker tersebut kanker leher rahim (serviks) merupakan kanker
yang paling banyak diderita. Indonesia merupakan prevalensi penyakit kanker serviks tertinggi
di dunia.

Salah satu teknik pengobatan kanker adalah kemoterapi. Senyawa metabolit sekunder
tumbuh-tumbuhan merupakan salah satu sumber obat-obatan kemoterapi yang potensial.
Sampal saat ini pencarian obat-obatan kemoterapi dari metabolit sekunder tumbuh-tumbuhan
masih terus dilakukan sehingga perlu mendapat perhatian peneliti untuk menemukan obat
antikanker yang efektif dan selektif sebaga alternatif untuk menanggulangi penyakit tersebut
serta aktif antioksidan untuk meningkatkan stamina dan sistim imun tubuh.

Macaranga merupakan genus besar tumbuhan tropis yang termasuk dalam famili
Euphorbiaceae yang menghasikan senyawa golongan flavonoid dan stilbenoid yang terpadu
dengan jenis terpenoid. Senyawa-senyawa flavonoid dan stilbenoid dari tumbuhan Macaranga
memperlihatkan berbagal bioaktivitas seperti antitumor, antikanker, antivirus, antimikroba, dan
antioksidan.

Penelitian tahun kedua ini bertujuan untuk membuktikan khasiat sebagai antikanker
serviks dan kekuatan aktivitas antioksidan secara kuantitatif pada isolat daun Macaranga hosei
King ex Hook .F., serta mengetahui struktur senyawa isolat. Dari hasil penelitian ini diharapkan
dapat ditemukan isolat yang aktif antioksidan dan antikanker serviks yang dapat dikembangkan
sebagal obat herbal serta sifat antioksidan dan antikanker yang kuat dari senyawa turunan
flavonoid tumbuhan ini dapat dijadikan sebagai senyawa induk (lead compound) untuk
pengembangan senyawa obat antikanker baru.

Metode yang digunakan dalam penelitian ini meliputi ekstraksi, fraksinasi dan
pemurnian menggunakan berbagai teknik kromatografi seperti kromatografi cair vakum (KCV),
kromatografi kolom flash, dan kromatografi radial (KR). Penentuan struktur molekul ditetapkan
berdasarkan cara-cara spektroskopi, yang meliputi spekroskopi ultraviolet (UV), resonans
magnet inti (NMR) 1D (*H NMR dan **C NMR) dan 2D (HMQC dan HMBC) serta
spektroskopi massa (MS). Selanjutnya, senyawa-senyawa hasil isolas ditentukan sifat
antioksidan terhadap pereskss DPPH (2,2,-difenil-1-pikrilhidrazil) menggunakan metode
peredaman radikal bebas dan aktivitas antikanker terhadap sel kanker leher rahim (HelLa)
dengan metode microculture tetrazolium technique (MTT).

Penelitian ini  telah berhasil mengisolasi 4 senyawa yakni 4’-O-metil-8-
isoprenileriodiktiol (H1), 6-isoprenileriodiktiol (H2), 4’-O-metil-8-isoprenilnaringenin (H3) dan
lonkokarpol A (H4). Aktivitas antioksidan daun M. hosei dengan ICso (ug/ml) isolat berturut-
turut (198,86; -; 286,50; 174,193). Aktivitas antikanker serviks terhadap sel HeLa daun M.
hosel dengan ICso (ug/ml) isolat berturut-turut (6,39; -; 21,46; 5,62). Berdasarkan nilai 1Csp,
senyawa 4’-O-metil-8-isoprenileriodiktiol (H3) dan lonkokarpol A (H4) berpotensi sebagal
antioksidan dan antikanker serviks. Hasil penelitian ini dalam proses under review artikel pada
Asian Journal of Chemistry dan telah disampaikan pada International Conference of The
Indonesian Chemical Society (ICICS) tanggal 17-18 oktober 2017 di Palembang.

Kata Kunci : Macaranga hosei King ex Hook .F., flavonoid, antioksidan dan antikanker
serviks



PRAKATA

Puji syukur ke hadirat Allah SWT. yang senantiasa memberikan petunjuk, bimbingan dan
kemudahan-Nya sehingga laporan akhir Penelitian Produk Terapan tahun ke-2 yang berjudul
“Potensi daun Macaranga hosei King Ex Hook F. sebagal obat kanker Serviks” dapat
diselesaikan. Penulis mengucapkan terimakasih kepada :

1. Rektor Universitas Mulawarman.

2. Dekan FMIPA Universitas Mulawarman.

3. Kementerian Riset dan Teknologi Pendidikan Tinggi, Republik Indonesia yang telah

memberikan dana Penelitian Produk Terapan.

Penulis menyadari sepenuhnya bahwa penulisan laporan akhir ini masih belum
sempurna, untuk itu segala saran sangat diharapkan demi kesempurnaan penyusunan laporan

kemajuan ini.

Penulis



DAFTAR ISI

Halaman
HALAMAN SAMPUL. ... e e [
HALAMAN PENGESAHAN. ... e, I
RINGEK A S AN L e i
PR A K AT A . 1%
DAFT AR IS .. e, %
DAFTAR TABEL. ... e Vi
DAFTAR GAMBAR. ... e Vii
DAFTAR LAMPIRAN. ...ttt e e viii
BAB 1. PENDAHULUAN. ... e 1
LllatarBelakang.........ooooiiiiiiii i, 1
BAB 2. TINJAUAN PUST AK A .. 3
2. L KaANKEY ... e 3
2.2 Fitokimia dan BioaktivitasMacaranga................cccoeveeeninnenn... 4
2.3 Fitokimia Macaranga hosei King EXx HOOK F........................... 6
BAB 3. TUJUAN DAN MANFAAT PENELITIAN. ... 7
A Tujuan Penelitian...........coooiiiiii i 7
3.2Manfaat Penelitian............ccooviiiiiiii e 7
BAB 4. METODE PENELITIAN. ... 8
4.1 Bagan Penelitian SecaraKeseluruhan....................coooceiiinnl, 8
4.2 Lokasi Penelitian ............cooiiiiiiiiii i 9
4.3 Metode Penelitian .............oooviiiiiiiiiiii i 9
BAB 5. HASIL DAN LUARAN YANG DICAPAL.......ccccoiiiiiiiiin, 12
5.1 Hasil Penelitian..........coooiiiiiiii e 12
5.1.1 Pemurnian Senyawa Flavonoid.....................coooiiiiinn, 12
5.1.2 Penentuan Struktur SenyawaHasil Isolasi............................ 12
5.1.3 Aktivitas AntiokSidan. ...........coovviiiii 17
5.1.4 Aktivitas Antikanker serviks terhadap sel HeLa..................... 18
5.2Luaranyang diCapal..........ooviuiiniiiiiii i 20
BAB 6. KESIMPULAN DAN SARAN. ..ot 21
6.1 Kesimpulan.........coooviiiniiiiiiii e 21
Y V1 1 D PP 21
DAFTAR PUST AK A e 22
LAMPIRAN-LAMPIRAN. ... e 24



DAFTAR TABEL

Tabel 2.1 Aktivitas antikanker senyawa flavonoid Macaranga..................
Tabel 2.2 Aktivitas antioksidan senyawa flavonoid Macaranga................
Tabel 5.1 Data spektrum NMR senyawa 4°-O-metill-8-isoprenilnaringenin
dalam CDCla... .o
Tabel 5.2 Data spektrum NMR senyawa lonkokarpol A dalam CDCls........
Tabel 5.3 Uji aktivitas antioksidan senyawaisolat dari daun M. hosei.........
Tabel 5.4 Uji aktivitas antikanker terhadap sel Hel.a senyawaisolat dari
dauN M. hOSE . ...

Vi

14
17
17

19



vii



Gambar 2.1

Gambar 2.2

Gambar 2.3

Gambar 4.1
Gambar 5.1

Gambar 5.2
Gambar 5.3

Gambar 5.4

DAFTAR GAMBAR

Senyawa flavanoid tumbuhan Macaranga aktif sebagai
antikanKer. ... ...

Senyawa flavanoid tumbuhan Macaranga aktif sebagai
antioksidan...............o
Senyawa flavanon terprenilas tumbuhan M. hosei King
EXHOOK .F. .
Diagram Alur Penelitian secara Keseluruhan (2 Tahun)..
Korelass HMBC senyawa 4’-O-metil-8-
ISOPrenilnaringenin. . .........coevuierieiiaierinneneenenannn.
Korelass HMBC senyawa lonkokarpol A..................
Grafik hubungan konsentrasi dan persen inhibisi
aktivitas antioksidan tigaisolat Macaranga hosei.........

Grafik hubungan konsentrasi dan persen inhibisi
aktivitas antioksidan tigaisolat Macaranga hose ... ....

viii

Halaman

»

15
16

18

19



Lampiran 1

Lampiran 1.1
Lampiran 1.2
Lampiran 1.3

Lampiran 1.4
Lampiran 1.5

Lampiran 1.6
Lampiran 1.7
Lampiran 2

Lampiran-2.1
Lampiran-2.2

Lampiran-2.3
Lampiran-2.4
Lampiran-2.5
Lampiran-2.6
Lampiran-2.7
Lampiran-2.8
Lampiran-2.9
Lampiran-2.10

Lampiran-2.11
Lampiran-2.12

DAFTAR LAMPIRAN

LuaranPenelitian ..............coooiiiiiiiii e,
Keterangan Asian Journal of Chemistry.........................

Naskah artikel pada Asian Journal of Chemistry ..............
Abstract Acceptance Letter International Conference The
Indonesian Chemical Society (ICICS)..........c.coevvnnnn...
Sertifikat International Conference The Indonesian
Chemical Society (ICICS).......cooiviiiiiiiiiiieeeeen,
Abstrak seminar International Conference The Indonesian
Chemical Society (ICICS).......ccovviiiiiiiiiieeeeeea
Serifikat seminar nasional kimia.................................
Abstrak seminar Nasional....................ccoooiiiiiinian. ..
DataPenelitian.............coooviiiiiiiiie e
Spektra ESI-M S senyawa 4°-O-metil-8-isoprenilnaringenin
SpektraH-NMR senyawa 4’-O-metil -8-
Isoprenilinaringenin...........ooviiii i
Spektra *C-NMR senyawa 4’-O-metil-8-
isopreniinaringenin............ooiiii i
Spektra 2D-NMR HMQC senyawa 4’-O-metil-8-
isopreniinaringenin............ocoiiiiiiii
Spektra 2D-NMR HMBC senyawa 4’-O-metil-8-
isopreniinaringenin...........ccooiiiiiiii
Perbandingan data spektrum NMR senyawa 4’-O-metil-8-
isopreniinaringenin...........ocoeviiii i
Spektra ESI-M S senyawa lonkokarpol A......................
Spektra 'H-NMR senyawa lonkokarpol A.....................
Spektra *C-NMR senyawa lonkokarpol A.....................
Spektra2D-NMR HMQC senyawa lonkokarpol A..........
Spektra 2D-NMR HMBC senyawa lonkokarpol A...........
Perbandingan data spektrum NMR senyawa lonkokarpol A

viii

35
36
37
38
38

39
40
M
42
43
45
46
47

48
49



viii



BAB |
PENDAHULUAN
1.1 Latar Belakang

Saat ini penyakit kanker menjadi masalah kesehatan utama baik di dunia
maupun di Indonesia. Menurut data WHO tahun 2013, insiden kanker meningkat dari
12,7 juta kasus tahun 2008 menjadi 14,1 juta kasus tahun 2012. Sedangkan jumlah
kematian meningkat dari 7,6 juta orang tahun 2008 menjadi 8,2 juta pada tahun 2012.
Kanker menjadi penyebab kematian nomor 2 di dunia sebesar 13% setelah penyakit
kardiovaskular. Diperkirakan pada 2030 insiden kanker dapat mencapai 26 juta orang
dan 17 juta diantaranya meningga akibat kanker. Indonesia merupakan prevalensi
penyakit kanker serviks tertinggi di dunia. Berdasarkan estimasi Globocan,
International Agency for Research on Cancer (IARC) tahun 2012, insiden kanker Ieher
rahim 17 per 100.000 perempuan (Kemkes RI, 2014).

Kanker serviks ditandai dengan tumbuhnya sel-sel tidak normal pada |eher
rahim. Diperkirakan 90 persen kanker leher rahim disebabkan human papilloma virus
(HPV). HPV menyerang kulit dan membran mukosa pada manusia dan hewan. Selain
itu di dalam tubuh kita juga terbentuk radikal bebas secara terus — menerus, baik
melalui proses metabolisme sel normal, peradangan, kekurangan gizi dan akibat respon
terhadap pengaruh dari luar tubuh, seperti polusi lingkungan, ultraviolet (UV), asap
rokok dan lain — lain memicu munculnya penyakit degeneratif (Winarsi, 2007).

Kanker merupakan penyakit akibat pembelahan sdl jaringan tubuh yang tidak
terkendali. Pertumbuhan sel yang tidak terkendali ini akan menyerang jaringan
biologisdi dekatnya serta mampu bermigrasi ke jaringan tubuh yang lain
melalui sirkulasi darah atau sistem limfatik hingga dapat menyebabkan kematian.
Salah satu teknik pengobatan kanker ialah kemoterapi. Senyawa metabolit sekunder
tumbuh-tumbuhan merupakan salah satu sumber obat-obatan kemoterapi yang
potensial. Sampai saat ini pencarian obat-obatan kemoterapi dari metabolit sekunder
tumbuh-tumbuhan masih terus dilakukan (Farida, et .al., 2010).

Macaranga merupakan genus besar tumbuhan tropis yang termasuk dalam
famili Euphorbiaceae. Sekitar 300 spesies Macaranga, 125 spesies diantaranya
tumbuh di Indonesia. Di Indonesia tumbuhan ini dikenal dengan nama daerah mahang

merupakan tumbuhan pelopor, dan banyak dijumpai pada lahan terbuka atau hutan
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yang sudah rusak (Slik, etal., 2000). Tumbuhan Macaranga telah banyak
dimanfaatkan untuk berbagai keperluan, diantaranya sebagai bahan bangunan untuk
tiang atau atap serta pengobatan tradisional. Beberapa penggunaan obat tradisional dari
tumbuhan ini yang penting, antara lain digunakan sebagai obat diare, luka, dan batuk
(Heyne, 1987). Kgian fitokimia tumbuhan Macaranga masih relatif terbatas. Dari
penelusuran literatur diketahui bahwa Macaranga menghasikan senyawa fenolik yakni
golongan flavonoid dan stilbenoid. Keunikan senyawa golongan flavonoid dan
stilbenoid tumbuhan ini yakni terikatnya jenis terpenoid pada inti aromatik antara lain
jenis prenil (Cs), geranil (Cio), farnesil (Css), dan geranil geranil (Cx) (Tanjung, et.al.,
2012; Sutthivaiyakit, et.al., 2002; Syah, et.al., 2009). Senyawa-senyawa turunan
flavonoid sangat efektif sebagai zat antikanker dan kemopreventif kanker (Lin dan
Weng, 2006). Senyawa-senyawa flavonoid dan stilbenoid dari tumbuhan ini
memperlihatkan  bioaktivitas sebagai  antioksidan, inhibitor enzim COX
(cyclooxygenase), antikanker, antitumor, dan sifat pengatur pertumbuhan tanaman
(Tanjung, et.al., 2012; Kingston, 2011; Sutthivaiyakit, et.al., 2002; Jang, et.al., 2002).
Berdasarkan skrining fitokimia daun Macaranga hosei King ex Hook .F. mengandung
senyawa flavonoid dari isolasi ekstrak etilasetat tumbuhan tersebut serta analisis data
spektrum UV-Vis, NMR dan ESI-MS menunjukkan bahwa senyawa hasil isolas
merupakan senyawa flavonoid golongan flavanon yang tersubstitusi prenil (Marliana,
et. al., 2015).

Tumbuhan Macaranga yang telah dilaporkan mempunyai aktivitas antikanker,
namun baru terhadap sel murine leukemia P-388 yaitu M. recurvata (Tanjung, et.al.,
2012), M. lowii (Agustina, et.al., 2012) M. rhizinoides (Tanjung, et.al., 2010) dan M.
gigantea (Tanjung, et.al., 2009). Dari kaian literatur bioaktif senyawa flavonoid
Macaranga, belum ada penelitian antikanker yang spesifik pada sel kanker leher rahim,
maka senyawa-senyawa flavonoid dari Macaranga hosei King ex Hook .F. sangat
berpotensi sebagai obat antikanker leher rahim atau serviks.

Berdasarkan latar belakang di atas diharapkan dapat ditemukan ekstrak dan
fraks yang aktif antioksidan dan antikanker serviks yang dapat dikembangkan sebagai
obat herbal serta sifat antioksidan dan antikanker serviks yang kuat dari senyawa
turunan flavonoid daun Macaranga hosel King ex Hook .F. ini dapat dijadikan sebagai

senyawa induk (lead compound) untuk pengembangan obat antikanker serviks baru.



BAB |1
TINJAUAN PUSTAKA
2.1 Kanker

Kanker merupakan penyakit akibat pembelahan sel-sel jaringan tubuh yang
tidak norma atau tidak terkendali. Pertumbuhan sel yang tidak normal ini akan
menyerang jaringan biologisdi dekatnya serta mampu bermigrasi ke jaringan tubuh
yang lain melalui sirkulasi darah atau sistem limfatik hingga dapat menyebabkan
kematian (Farida, et. al., 2010). Pengobatan kanker umumnya menggabungkan
pembedahan dan radiasi dengan kemoterapi. Tumbuh-tumbuhan merupakan salah satu
sumber obat-obatan kemoterapi yang potensial, sehingga sampal saat ini pencarian
obat-obatan kemoterapi dari metabolit sekunder tumbuh-tumbuhan masih terus
dilakukan. Fungs kerja obat-obatan ini ialah sebagai pelindung dan penekan terjadinya
karsinogenesis.

Salah satu metode yang digunakan dalam penentuan aktivitas antikanker ialah
metode microculture tetrazolium technique (MTT) secara in vitro. Sel kanker yang
digunakan ialah sel Hela yang merupakan sel kanker rahim. Dalam metode MTT,
penambahan senyawa hasil isolas terhadap sl kanker rahim HelLa dapat
mempengaruhi proses reduks garam tetrazolium MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolium bromida] oleh enzim suksinat dehidrogenase yang berada pada
mitokondria sel kanker hidup.

Reaks reduks tersebut akan menghasilkan kristal formazan berwarna biru
gelap yang tidak dapat larut dalam air. Penambahan reagen dimetil sulfoksida akan
melarutkan kristal formazan biru gelap yang kemudian diukur absorbansinya pada
panjang gelombang 570 nm menggunakan alat yang disebut Biotech Powerwave XS
plate reader. Intensitas warna biru gelap yang terbentuk sebanding dengan jumlah sel
yang hidup (Fahmi, et. al,. 2014).

Dalam metode MTT, nilai 1Cso dapat dihitung melalui ektrapolasi garis 50%
seragpan senyawa Uji terhadap berbagal konsentrasi. Sifat sitotoksik suatu senyawa
dikategorikan sangat kuat apabila nilai 1Cso < 2 ppm (10 uM), sedang 2-4 ppm (10-20
uM), lemah > 4 ppm (ICsp 20-40 uM), dan tidak aktif jika ICso > 40 uM (Ito, et.al.,
2003).
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2.2 Fitokimia dan Bioaktivitas Macaranga
Sifat antikanker senyawa turunan flavonoid dari tumbuhan Macaranga yang

telah dipublikasikan adalah macagigantin (1), glyasperin (2), apigenin (3) dari
Macaranga gigantea (Tanjung, et.al., 2009) dan macarhizinoidins A (4) dan
macarhizinoidins B (5) dari Macaranga rhizinoides (Tanjung, et.al., 2010) dan
macarecurvatin B (6) dari Macaranga recurvata (Tanjung, et.al., 2012). Aktivitas
antikanker senyawa-senyawa tersebut terhadap sel kanker leukemia Murine P-388
dapat dilihat pada Tabel-2.1.

Tabel-2.1. Aktivitas antikanker senyawa flavonoid Macaranga

Senyawa [Cso (UM)
macagigantin (1) 113.6
glyasperin (2) 6.0
apigenin (3) 5.1
macarhizinoidins A (4) 114
macarhizinoidins B (5) 13.9
Macarecurvatin (6) 0.83

Gambar-2.1. Senyawa flavanoid tumbuhan Macaranga aktif sebagai antikanker

Sifat antioksidan senyawa-senyawa turunan flavonoid tumbuhan Macaranga,
enam senyawa turunan flavanon yakni senyawa nimpaeol B (7), nimpaeol C (8), dan
nimpaeol A (9), tanariflavanon C (10), tanariflavanon D (11), soforaflavanon B (12)
dan satu turunan flavonol (senyawa makarangin) (13) telah diujikan terhadap radikal
bebas DPPH. Hasil pengujian sifat antioksidan tersebut tercantum pada Tabel-2
dengan menggunakan BHT [(2,6-di-tert-butil)-4-metilfenol] sebagai kontrol positif.
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Hasil uji antioksidan senyawa tanariflavanon C (10) dan makarangin (13)
memperlihatkan sifat antioksidan sebanding dengan BHT. Nimpaeol A (9), nimpaeol
B (7), dan nimpaeol C (8) memperlihatkan sifat antioksidan dua kali lebih kuat
dibandingkan dengan BHT. (Phommart et.al., 2005; Sutthivaiyakit et.al., 2002).

(12 on @D

(13)

Gambar-2.2. Senyawa flavanoid tumbuhan Macaranga aktif sebagai antioksidan

Tabd-2.2. Aktivitas antioksidan senyawa flavonoid Macaranga

Senyawa Jenis [Cso (ug/mL)
Nimpaeol B (7) Flavanon 13
Nimpaeol C (8) Flavanon 15
Nimpaeol A (9) Flavanon 14
Tanariflavanon C (10) Flavanon 33
Tanariflavanon D (11) Flavanon 20
Soforaflavanon B (12) Flavanon Tidak aktif
Makarangin (13) Flavonol 32
BHT (kontrol positif) - 30




Senyawa golongan flavonoid tumbuhan Macaranga mempunyai pola meta
dioksigenasi di C-5 dan C-7 di cincin A, monooksigenasi di C-4 atau orto
dioksigenasi di C-3 dan C-4 di cincin B seperti lazimnya senyawa flavonoid yang
ditemukan pada tumbuhan. Demikian juga halnya dengan senyawa golongan
stilbenoid memperlihatkan pola yang sama dengan flavonoid mengingat secara
biosintesis pembentukan senyawa flavonoid dan stilbenoid berasal dari jalur sikhimat
(Dewick, 2002). Keragaman struktur senyawa golongan flavonoid dan stilbenoid
diperluas dengan adanya gugus terpenil yang terikat pada inti aromatik yakni
substituen prenil (Cs), geranil (Cio), farnesil (Cis), dan geranil geranil (C2). Dengan
adanya gugus terpenil tersebut pada kerangka flavonoid dan stilbenoid memberi

peluang ditemukannya senyawa baru dan kerangka baru dari tumbuhan Macaranga.

2.3 Fitokimia Macaranga hosei King ex Hook .F.
Tanaman Macaranga hosei King ex Hook .F. banyak ditemukan di

Kalimantan (Slik, et.al. 2000). Dari studi literatur dilaporkan fitokimia Macaranga
hosel King ex Hook .F. terkandung senyawa flavonoid terprenilasi 4’-O-methyl-8-

isoprenylnaringenin (14) dan Lonchocarpol A (15) (Marliana, et.al., 2015).

OCHj OH
HO (o) O/ HO o) O/

OH O = OH O
(14) (15)

Gambar-2.3. Senyawa flavanon terprenilasi tumbuhan M. hosel King ex Hook .F.

Penelitian pendahuluan yang telah dilakukan adalah determinasi tanaman di
herbarium wanariset Samboja Kaltim. Skrining fitokimia dengan metode kromatografi
lapis tipis positif mengandung flavonoid dan skrining antioksidan berdasarkan
kromatografi lapis tipis dengan pereaksi DPPH diketahui senyawa flavonoid memiliki
sifat antioksidan. Berdasarkan studi literatur dan uji pendahuluan maka akan dilakukan
isolasi senyawa flavonoid yang potensial sebagai antioksidan dan antikanker serviks
yang juga diujikan pada ekstrak metanol dan fraksi etil asetat.
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BAB 3
TUJUAN DAN MANFAAT PENELITIAN

3.1 Tujuan Penelitian
Tujuan umum penelitian ini adalah membuktikan khasiat sebagai antikanker

serviks dan kekuatan aktivitas antioksidan secara kuantitatif pada ekstrak metanol,
fraks aktif dan senyawa-senyawa isolat dari daun Macaranga hosei King ex Hook .F.

serta dilakukan elusidasi struktur senyawa-senyawa hasil isolasi.

Tujuan Penelitian Tahun Kedua

a Isolas senyawa metabolit sekunder dari fraks aktif lainnya dari daun
Macaranga hosei King ex Hook .F.

b. Menentukan struktur kimia senyawa-senyawa hasil isolasi.

c. Menentukan aktivitas antioksidan senyawa-senyawa hasil isolasi dari daun
Macaranga hosei King ex Hook .F. dengan metode peredaman radikal DPPH.

d. Menentukan aktivitas antikanker serviks dari senyawa-senyawa hasil isolasi
dari daun Macaranga hosei King ex Hook .F. dengan metode MTT terhadap
sel kanker serviks (Hel a).

3.2 Manfaat Pendlitian
Dari 125 spesies Macaranga yang tumbuh di Indonesia baru 8 spesies

dilaporkan data fitokimianya. Untuk uji antikanker baru terbatas pada sel kanker
leukemia Murine P-388 (Tanjung, et.al., 2009, 2010, 2012 dan Agustina, et.al.,2012),
belum ada uji aktivitas pada sel kanker leher rahim (HelLa). Sebagai bagian untuk
menemukan antioksidan dan antikanker dari tumbuh-tumbuhan, penelitian ini
mengkaji potensi antioksidan dan antikanker tumbuhan Macaranga hosel King ex
Hook .F. yang tumbuh di Kaltim dan banyak dimanfaatkan oleh masyarakat sebagal
obat tradisional. Dari penelitian ini diharapkan ekstrak, fraksi dan senyawa flavonoid
dari daun Macaranga hosei King ex Hook .F. yang aktif antioksidan dan antikanker
serviks dapat dikembangkan sebagai obat herbal dapat dijadikan sebaga senyawa

induk (lead compound) untuk pengembangan obat antikanker serviks baru.



BAB 4
METODE PENELITIAN

Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental laboratorium. Tujuan
penelitian dapat dicapai menggunakan metode yang umum digunakan dalam penelitian
kimia bahan alam yaitu dimulai dengan pemilihan dan identifikasi spesies tumbuhan
untuk keabsahan sampel yang digunakan, isolasi dan pemurnian, penentuan struktur

kimia, uji bioaktivitas serta analisis data yang diperol eh.

4.1 Bagan Pendlitian Secara Keseluruhan

1 3 5
Pemisahan ; ; Uji antioksidan dan
ekstrak daun M.hosei Isolasi dan Pemurnian antikanker isolat murn
Maserasi dengan Kromatografi
metanol lapisTipis
> _ Uji antioksid
Kromatografi —_—
Partisi dengan kolom
n-heksana . Uji antikanker
—_— > Kromatografi —_— »
radial
Partisi dengan W’ :
etil asetat nsiaisas (Ekstrak dan senyawa aktif
»| sebagal antioksidan dan
UV-Vig antikanker dari daun
M.hosel
H-NMR
Uji ekstrak etil asetat ’
> BCNMR
Uji ekstrak metanol HMBC, HMQC
—_—
—_—
ESIMS
Uji antioksidan Penentuan struktur isolat murni
ekstrak daun M.hosei
4
2
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Gambar -4.1 : Diagram Alur Penelitian secara Keseluruhan (2 Tahun)



4.2 Lokas Pendlitian
Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Kimia Organik, Jurusan Kimia,

FMIPA, Universitas Mulawarman, Samarinda. Analisis spektroskopi NMR dilakukan
di laboratorium Pusat Penyakit Tropis, Universitas Airlangga, Surabaya. Analisis
spektroskopi massa di Laboratorium instrumen ITB. Dan uji aktivitas antikanker
dilakukan di laboratorium Pusat Studi Satwa Primata Institut Pertanian Bogor.

4.3 Metode Pendlitian
TAHUN II

1. Fraksinasi dan Pemurnian

Melanjutkan fraksinasi dan pemurnian dari fraks aktif kedua, hasil ekstraks tahun
pertama. Pemisahan dan pemurnian dengan menggunakan kromatografi kolom tekan
dan kromatografi radial. Untuk penampak noda pada masing-masing hasil
kromatografi menggunakan lampu UV dan pereaksi Ce(SOa)2. Senyawa Murni sebagai
target diuji kemurniannya menggunakan analisis KLT dengan berbagai eluen.

2. Verifikas Kemurnian | solat

Kemurnian isolat ditentukan berdasarkan hasil analisis KLT dengan fasa diam silika
gel. Isolat dikatakan murni apabila tetap memberikan satu noda pada tiga sistim eluen
yang berbeda.

3. Pembuatan Spektrum UV, NMR dan M S

Penentuan struktur molekul senyawa hasil isolas dilakukan dengan menggunakan
spektrometer ultraviolet (UV), nuclear magnetic resonance (NMR), dan spektrometer
massa (MS). Pengukuran panjang gelombang maksimum Amax, menghitung koefisiensi
eksitens molar emax dan penentuan efek batokromik dengan NaOH atau pereaksi geser
lainnya pada senyawa hasil isolasi ditentukan menggunakan spektrometer ultraviolet
(UV) dalam pelarut metanol. Penentuan massa molekul dan rumus molekul ditentukan
dengan pengukuran spektrometer massa HRESIMS (high resolution electro spray
ionization mass spectrometer). Pengukuran spektrum NMR dilakukan dengan
melarutkan senyawa hasil isolasi dengan aseton-d6 atau CDCls. Pengukuran spektrum
NMR dilakukan dengan cara auto shimming, terlebih dahulu ditentukan high frequency
pada 400 MHz untuk pengukuran H-NMR dengan memprogram pergeseran kimia
proton 0-14 ppm sedangkan low frequency pada 125 MHz dengan memprogram
pergeseran kimia karbon 0-220 ppm untuk pengukuran *3C-NMR pada pengukuran 1D



NMR. Pengukuran 2D NMR dilakukan setelah terlebih dahulu dibuat spektrum 1D
NMR dibuat (*H dan **C NMR). Pengukuran 2D NMR meliputi eksperimen HMQC,
dan HMBC. Umumnya eksperimen HMQC, dan HMBC yang sering dilakukan untuk
pengukuran senyawa-senyawa alam.
4. Analisis Data Spektrum dan Penentuan Struktur
Penentuan struktur terhadap isolat murni dan dilakukan berdasarkan metodologi yang
sesuai untuk penentuan struktur senyawa alam. Data spektroskopi yang diinterpretasi
adalah data NMR 1D (*H-NMR dan ®*C-NMR), konformasi struktur dipertegas
berdasarkan analisis data NMR 2D (HMQC dan HMBC) serta massa molekul senyawa
ditentukan dengan hasil ESI-MS.
5. Penentuan aktivitas antioksidan senyawa isolat

Penentuan aktivitas antioksidan terhadap senyawa hasil isolasi dilakukan
menggunakan pereakss DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) menggunakan metode
spektrometer UV pada A 517 nm (Kadoma et al, 2011). Penentuan aktivitas antioksidan
dilakukan dengan cara melarutkan senyawa uji dengan metanol dalam berbagai
konsentrasi sebanyak 200 pL, kemudian, ditambahkan 200 pL larutan buffer asetat
0,1 M (pH 5,5) dan ditambahkan 100 pL larutan radikal DPPH 5.10“% M. Penentuan
diukur setelah diinkubasi selama 30 menit pada suhu kamar (37°C). Nilai 1Cso dapat
dihitung melalui ekstrapolasi garis 50% serapan larutan radikal DPPH dari senyawa uji.
Untuk menentukan sifat antioksidan senyawa hasil isolasi dibandingkan dengan
senyawa kontrol positif yakni asam askorbat.
6. Penentuan aktivitas antikanker senyawa isolat dengan sel kanker HeL a

Penyiapan kultur

Kultur sel kanker rahim Hela dibiakkan dalam eagle's minimum essential
medium yang mengandung 1,5 gL ! natrium bikarbonat dan ditambah dengan 1% L-
glutamin, 1% formulasi antibiotik dan antimikotik, 1% asam amino non-esensial, 1%
natrium piruvat dan 10% serum janin sapi yang digunakan sebagai medium.
Selanjutnya sel tersebut diinkubasi dengan inkubator 5% karbon dioksida pada
temperatur 37°C.
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Penentuan aktivitas antikanker

Pengujian aktivitas antikanker senyawa hasil isolasi terhadap sel kanker rahim
HeLa menggunakan metode MTT. Sel HelLa ditempatkan dalam 12 sumuran dan
dalam setiagp sumuran mengandung 25.000 sel. Setelah 24 jam, sel dicuci dengan
larutan phosphate-buffered saline (PBS) dan diinkubasi dengan berbagai konsentrasi
senyawa hasil isolasi selama 24 jam. Selanjutnya sel tersebut dicuci dengan larutan
PBS sebanyak dua kali. Kemudian sebanyak 1 mL larutan garam tetrazolium MTT [3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium bromida] dengan konsentras 500
mg.mL " ditambahkan ke dalam sel dan diinkubasi selama 4 jam.

Selama inkubasi tersebut terjadi reaks reduksi garam tetrazolium MTT oleh
enzim suksinat dehidrogenase yang berada pada mitokondria sel hidup. Reaksi
tersebut akan menghasilkan kristal formazan berwarna biru yang tidak dapat larut
dalam air. Jumlah kristal formazan biru gelap yang dihasilkan proporsional dengan
jumlah sel hidup. Kristal formazan biru gelap tersebut selanjutnya dilarutkan dengan
200 ml dimetil sulfoksida untuk diukur absorbansinya pada panjang gelombang 570

nm dengan menggunakan biotech powerwave X Splate reader (Fahmi, et al,. 2014).
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BAB 5
HASIL DAN LUARAN YANG DICAPAI

5.1. Hasil Penelitian
5.1.1. Pemurnian senyawa flavonoid

Pemurnian subfraks A2 lanjutan penelitian tahun pertama, dengan kolom
kromatografi tekan menggunakan eluen n-heksana : etil asetat (9:1 - 37),
menghasilkan dua subfraksi utama A2.1 dan A2.2. Pemurnian  subfraksi A2.1
menggunakan kromatografi radial dengan eluen n-heksana : kloroform (1:1 — 3:7),
dilanjutkan dengan eluen n-heksana : aseton ( 9:1 — 2:8) menghasilkan senyawa (H3)
sebanyak 11,9 mg dan (H4) sebanyak 13,1 mg.

Kedua senyawa hasil isolasi selanjutnya ditentukan struktur molekul
menggunakan spektroskopi UV, MS, 1D dan 2D NMR. Pada keempat senyawa juga
dilakukan uji aktivitas antioksidan terhadap radikal DPPH.

5.1.2. Penentuan Struktur Senyawa Hasll Isolasi

1. Senyawa 4’-O-metil-8-isoprenilnaringenin (H3)

Senyawa (H3) berupa padatan putih mempunyai rumus molekul Cz1H2105 dari
hasil analisis HR-ESIMS (Lampiran-2.1) dengan massa ion kuasi molekul negatif m/z
[M-H]" 353,1380 (perhitungan [M-H]  353,1457). Spektrum UV dalam metanol
memperlihatkan Amas M (log €) : 209 (4,53), 261 (4,56) dan 298 (4,67) yang
merupakan ciri senyawa flavanon (Mabry, Markham. 1970). Penambahan NaOH,
AICl3 dan AICIz+HCI memperlihatkan efek batokromik yakni bertambahnya serapan
panjang gelombang. Penambahan NaOH memperlihatkan serapan maksimum pada 211
(4,59), 287 (4,64) dan 334 (4,63), (MeOH+AICI3) : 209 (4,62), 277 (4,70), 312 (4,66)
dan (MeOH+AICI3+HCI) : 210 (4,63), 282 (4,60) dan 313 (4,62).

Spektrum *H-NMR senyawaisolasi (Lampiran-2.2) dalam CDCls, 51 (ppm) : 5,35
(1H, dd, J= 13,0, 3,0 Hz, H-2), 3,04 (1H, dd, J= 17,0, 13,0 Hz, H-3x), 2,79 (1H, dd, J
= 17,0, 3,0 Hz, H-3¢y), 6,01 (1H, s, H-6), 7,36 (2H, d, J= 8,4 Hz, H-2’/H-6"), 6,93 (2H,
d, J=8,4 Hz, H-3"/H-5%), 3,28 (2H, d, J= 7,2 Hz, H-1"), 5,18 (1H, t, J= 7,4 Hz, H-2"),
1,70 (3H, s, H-47), 1,68 (3H, s, H-57), 11,99 (1H, s, 5-OH), 3,82 (1H, s, 4-OCHs3).
Spektrum *C-NMR (Lampiran-2.3) ¢ (ppm) : 78,8 (C-2), 43,1 (C-3), 196,7 (C-4),
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103,2 (C-4a), 162,2 (C-5), 97,0 (C-6), 163,9 (C-7), 106,7 (C-8), 161,4 (C-8a), 130,8
(C-17), 127,5 (C-2°/C-6"), 114,2 (C-3°/C-5), 160,0 (C-4’), 21,9 (C-17), 121,7 (C-2"),
134,6 (C-3"), 25,9 (C-4"), 17,9 (C-5"), 55,5 (4-OCHy).

Analisis spektrum H-NMR senyawa (H3) memperlihatkan karakter senyawa
flavanon yakni tiga buah sinya proton doublet-doublet pada on 5,35 (J = 13,0 ; 3,0 Hz,
H-2), 3,04 (J = 13,0; 17,0 Hz, H-3x), dan 2,79 (J = 17,0; 3,0 Hz, H-3«) yang
merupakan ciri khas senyawa flavanon. Sepasang sinyal doublet (J = 8,4 Hz) pada &n
7,36 dan 6,93 merupakan sinyal proton aromatik monosubstitusi pada cincin B
(Tanjung, et al., 2009). Sinya proton aromatik singlet pada on 6,01 menunjukkan
proton aromatik di cincin A. Senyawa flavanon hasil isolas memperlihatkan satu
substituen isoprenil yakni pada sinyal ox 3,28 (2H, d, J= 7,2 Hz, H-1"°), 5,18 (1H, t,
J=7,4Hz H-2"), 1,70 (3H, s, H-4*"), 1,68 (3H, s, H-5") dan satu sinyal singlet gugus
metoks padadn 3,82.

Analisis spektrum C-NMR (percobaan APT) senyawa (H3) memperlihatkan 19
sinya karbon yang mewakili 21 atom karbon yang terdiri dari limaatom karbon metin,
dua atom karbon metilen, tiga atom karbon metil dan sembilan atom karbon kuartener.
Satu sinyal karbon karbonil (6¢c 196,7), satu sinyal karbon metin oksikarbon (dc 78,8)
dan empat sinyal karbon oksiaril (162,2; 163,9; 161,4; 160,0) mengindikasikan bahwa
senyawa flavanon mempunyai struktur dasar naringenin.

Penempatan gugus isoprenil dan gugus metoksi ditetapkan berdasarkan data
spektrum HMQC (Lampiran-2.4) dan HMBC (Lampiran-2.5). Korelas jarah jauh
antara sinyal proton deshielding o1 11,99 (5-OH) dengan dua sinyal atom karbon
kuarterner (¢ 162,2, C-5; 103,2, C-4a) dan satu C metin aromatik (6¢c 97,0, C-6)
mengindikasikan bahwa gugus isoprenil terikat pada C-8. Korelasi sinya proton
singlet dari metoks pada on 3,82 dengan sinyal karbon oksiaril (3¢ 160,0)
menunjukkan bahwa gugus metoksi terikat pada C-4’. Hal ini didukung oleh korelasi
sinyal proton aromatik di cincin B yakni o4 7,36 (H-2°/6) dengan sinyal karbon
oksiaril (dc 160,0) yang menunjukkan gugus metoksi terikat di C-4’. Berdasarkan data
UV, HRESI-MS, 1D dan 2D-NMR, senyawa flavanon hasil isolasi diidentifikasi
sebagai 4’-O-metil-8-isoprenilnaringenin. Sinyal H dan ¥C-NMR memperlihatkan
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kesesuaian yang tinggi dengan spektrum senyawa 4’-O-metil-8-isoprenilnaringenin
yang diisolasi dari Macaranga lowii (lampiran 2.6) (Agustina, et al., 2012).

Berdasarkan andlisis spektrum *H-NMR, *C-NMR, HMQC, dan HMBC, maka
masing-masing posisi proton dan karbon senyawa 4’-O-metil-8-isoprenilnaringenin
hasil isolasi dapat dilihat pada Tabel 5.1.

Tabel 5.1. Data spektrum NMR senyawa 4’-O-metill-8-isoprenilnaringenin

dalam CDCls.
No. C on (mult, J HZ) oc HMBC
2 5,35 (dd, 13,0, 3,0) 78,8 C-1’,C-2’, C-6’, C-4
3 3,04 (dd, 13,0, 17,0)ax 431 C-2,C-1,C-4
2,79 (dd, 17,0, 3,0)eq

4 - 196,7 -

4a - 103,2 -

5 - 162,2 -

6 6,01 () 97,0 C-4a,C-5,C-7,C-8

7 - 163,9 -

8 - 106,7 -

8a - 161,4 -

1’ - 130,8 -

2°/6 7,36 (d, 8,4) 127,5 C-2, C-2’, C-6°, C-3°, C-5°,
C-4

3°/5° 6,93 (d,8,4) 114,2 C-1’,C-3°,C-5,C-4’

4 - 160,0 -

17 3,28 (d, 7,2) 21,9 C-7,C-8,C-8a, C-27, C-3”

27 5,18 (t, 7,4) 121,7 C-17,C-4”, C-5”

3”7 - 134,6 -

4 1,70 (s) 25,9 C-27,C-3”,C-4”, C-5”

5” 1,68 (s) 17,9 C-27,C-3”,C-4”, C-5”

5-OH 11,99 () - C-4a, C-5, C-6, C-7

4’0OCHs 3,82 (9) 55,5 C-4

Korelas penting antara sinya proton dan sinya karbon pada spektrum HMBC
yang mendukung senyawa 4’-O-metil-8-isoprenilnaringenin hasil isolasi dapat dilihat
pada Gambar 5.1.
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Gambar 5.1. Korelass HMBC senyawa 4’-O-metil-8-isoprenilnaringenin.

2. Senyawa lonkokarpol A (H4)

Senyawa (H4) berwujud padatan kuning mempunyai rumus molekul CzsH29Os
berdasarkan hasil pengukuran HR-ESIMS (Lampiran-2.7) dan mempunyai massa ion
kuass molekul positif m/z [M+H]" 409,2018 (perhitungan [M+H]" 409,1937).
Spektrum UV dalam metanol memperlihatkan serapan maksimal pada Amaks hm (log €)
. 208 (4,75), 257 (4,81), 306 (sh) (4,95), (MeOH+NaOH) : 220 (4,58), 287,5 (4,66),
344 sh (5,08), (MeOH+AICI3) : 210 (4,43), 266,5 (4,46), 316 (4,93), dan
(MeOH+AICIz+HCI) : 207 (4,28), 265 (4,42), 3155 (4,91). Profil spektrum UV
senyawa hasil isolas memperlihatkan karakter senyawa flavanon sama dengan
senyawa (H3).

Spektrum *H-NMR senyawa (H4) (Lampiran-2.8) dalam CDCls, &n (ppm) : 5,30
(1H, dd, J= 13,0, 3,0 Hz, H-2), 3,02 (1H, dd, J= 17,0, 13,0 Hz, H-3x), 2,79 (1H, dd, J
= 17,0, 3,0 Hz, H-3«), 7,30 (2H, d, J= 8,4 Hz, H-2°/H-6"), 6,85 (2H, d, J= 8,4 Hz, H-
3°/H-5%), 3,33 (2H, d, J= 7,2 Hz, H-1”), 5,22 (1H, t, J= 7,2 Hz, H-2"), 1,80 (3H, S, H-
4”), 1,70 (3H, s, H-5"), 3,28 (2H, J = d, 7,2 Hz, H-1""), 5,20 (1H, t, J= 7,2 Hz, H-2""),
1,73 (3H, s, H-4), 1,68 (3H, s, H-5""), 12,30 (1H, s, 5-OH). Spektrum *C-NMR
(Lampiran-18) &c (ppm) : 78,6 (C-2), 43,3 (C-3), 196,8 (C-4), 102,9 (C-44q), 159,4 (C-
5), 107,4 (C-6), 162,5 (C-7), 106,6 (C-8), 157,9 (C-8a), 130,9 (C-17), 127.,3 (C-2’/C-
6’), 115,6 (C-3’/C-5"), 156,2 (C-4"), 22,0 (C-17), 122,0 (C-27), 134,8 (C-3), 17,9 (C-
4”), 25,9 (C-5), 21,3 (C-1"7), 121,8 (C-2""), 134,0 (C-3""), 17,8 (C-4), 25,9 (C-5"").

Analisis spektrum H-NMR senyawa (H4) memperlihatkan karakter yang sama
dengan senyawa (H3), yakni tiga buah sinyal proton doublet-doublet pada o 5,30 (J =
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13,0; 3,0 Hz, H-2), 3,03 (J = 13,0; 17,0 Hz, H-3), dan 2,79 (J = 17,0; 3,0 Hz, H-3e)
dan sepasang sinyal doublet aromatik (J = 8,4 Hz) pada o1 7,30 dan 6,85 dengan
subtitusi p-hidroksifenil di cincin B. Senyawa flavanon hasil isolasi memperlihatkan
dua gugus isopreni yakni empat sinyal metil (64 1,80; 1,70; 1,73; 1,68), dua sinya
vinil (5,22 ; 5,20) dan dua sinyal metilen (3,33; 3,28).

Analisis spektrum *C-NMR senyawa (H4) (lampiran-2.9) memperlihatkan 23
sinya karbon yang mewakili 25 atom karbon yang terdiri dari lima atom karbon metin,
tiga atom karbon metilen, empat atom karbon metil dan 11 atom karbon kuartener.
Penempatan gugus isoprenil ditetapkan berdasarkan data spektrum HMQC (Lampiran-
2.10) dan HMBC (Lampiran-2.11). Korelas jarah jauh antara sinyal proton
deshielding 61 12,30 (5-OH) dengan tiga sinyal atom karbon kuarterner (6¢c 159,4, C-
5; 102,9, C-4a; 107,4, C-6) mengindikasikan bahwa gugus isoprenil terikat pada C-6
dan C-8.

Berdasarkan data UV, HRESI-MS, 1D dan 2D-NMR, senyawa ini diidentifikas
sebagai 6,8-diisoprenilnaringenin atau lonkokarpol A  sesuai dengan spektrum
senyawa lonkokarpol A dari Erythrina crista-galli (Lampiran-2.12) (Tjahjandarie, et.
al., 2014). Korelass HMBC yang mendukung senyawa lonkokarpol A hasil isolas
dapat dilihat pada Gambar 5.2.

5" P o
z.
D
Gambar 5.2. Korelass HMBC senyawa lonkokarpol A

Berdasarkan analisis spektrum *H-NMR, *C-NMR, HMQC, dan HMBC, masing-
masing posisi proton dan karbon senyawa lonkokarpol A dapat dilihat pada Tabel 5.2.
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Tabel 5.2. Data spektrum NMR senyawa lonkokarpol A dalam CDCla.

No. C on (mult, J HZ) oc HMBC
2 5,30(dd, 13,0, 3,0) 786 C-1’,C-2°,C-6°,C-4
3 3,03(dd,13,0, 17,0)x 433 C-2,C-1’, C-4,

2,79(dd, 17,0, 3,0)q C-4,
4 - 196,8 -
da - 102,9 -
5 - 159,4 -
6 - 1074 -
7 - 162,5 -
8 - 106,6 -
8a - 157,9 -
I - 130,9 -
2°/6 7,30(d, 8,4) 1273 C-2,C-2’,C-6°, C-3’°, C-5’, C-4’
3°/5° 6,85(d,8,4) 1156 C-1’,C-3°,C-5,C-4’
4’ - 156,2 -
1” 3,33(d, 7,2) 22,0 C-8a, C-27, C-3”
2” 5,22(t, 7,2) 1220 C-17,C-4”,C-57
3” - 134,8 -
47 1,80(s) 179 C-27,C-37,C-57
5” 1,70(s) 259 C-27,C-3”,C-4”
1’ 3,28(d, 7,2) 21,3 C-6, C-27,C-37,
2’ 5,20(t, 7,2) 1218 C-17,C-4”,C-57
3 - 134,0 -
4> 1,73(s) 178 C-27,C-37,C-57
57 1,68(s) 259 C-27,C-3”,C-4”
5-OH 12,30(s) - C-4aC-5C-6

5.1.3. Aktivitas Antioksidan

Anadlisis aktivitas antioksidan senyawa-senyawa yang berhasil diisolasi dengan
metoda peredaman radikal DPPH memberikan hasil sebagaimanatertera padatabel 5.3
Tabel 5.3 Uji aktivitas antioksidan senyawaisolat dari daun M. hosal.

Sampel
C (ng/mL) H1 H3 H4
Abs % inhibis  Abs % inhibis Abs % inhibis
500 0,139 83,13 0,521 56,03 0,178 68,74
250 0,258 68,33 0,605 48,94 0,238 61,54
125 0,618 23.42 0,612 48,35 0,318 40,47
62,5 0,743 10,68 0,621 47,59 0,355 37,14
31,25 0,768 8,86 0,637 46,24 0,437 30,99
Control 0,824 1,185 0,5695
| Cso (pg/mL) 198,86 286,50 174,193
Ket: C =konsentras H1 = 4’-O-metil-8-isoprenileriodiktiol
EA = etilasetat H3 = 4’-O-metil-8-isoprenilnaringenin
Abs = absorbansi H4 = lonkokarpol A

% inh = % inhibisi
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Gambar 5.3. Grafik hubungan konsentrasi dan persen inhibis aktivitas

antioksidan tigaisolat Macaranga hosei

Berdasarkan tabel 5.3 dan gambar 5.3, aktivitas antioksidan senyawa isolat 4’-
O-metil-8-isoprenileriodiktiol (H-1) (ICso 198,86 pg/mL), dan lonkokarpol A (H4)
(ICso0 174,193 ng/mL) termasuk kategori aktif karena memiliki nilai 1Cso antara 100-
200 pg/mL. 4’-O-metil-8-isoprenilnaringenin (H3) (1Cso 286,50 pug/mL) dan senyawa
6-isoprenileriodiktiol (H2) tidak diuji karena isolat yang didapat hanya 1,2 mg.
(Muharni, et al., 2013).

Senyawa turunan flavonoid dan senyawa polifenol lainnya aktif sebagai
antioksidan karena sangat reaktif sebagai donor hidrogen atau elektron. Hubungan
struktur dan aktivitas antioksidan dari senyawa flavonoid sangat dipengaruhi oleh
jumlah dan posisi gugus hidroks yang terikat, terbukti senyawa H-1 dan H-4 memiliki
gugus hidroksi lebih banyak daripada senyawa H-3 (Seyoum, et. al., 2006).

5.1.4. Aktivitas Antikanker terhadap Sel Hel a

Analisis aktivitas antikanker terhadap sel Hel a tiga senyawa isolat dengan
metoda MTT memberikan hasil sebagaimanatertera padatabel 5.4
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Tabel 5.4. Uji aktivitas antikanker terhadap sel HeLa senyawaisolat M. hosal.

C Sampel
(ng/mL) H-1 H-3 H-4
Abs % inh Abs % inh Abs % inh
100 0,049 89,31 0,143 68,87 0,035 92,29
10 0,184 59,85 0,242 47,13 0,213 53,53
1 0,303 33,82 0,305 33,53 0,243 46,91
01 0,299 34,76 0,283 38,25 0,307 33,09
0,01 0,325 29,02 0,313 31,71 0,284 38,04
kontrol 0,445 0,00 0,445 0,00 0,445 0,00
1Cso 21,46 5,62
(ng/mL) 6,39
Ket: C =konsentrasi H1 = 4°-O-metil-8-isoprenileriodiktiol
EA = etilasetat H3 = 4°-O-metil-8-isoprenilnaringenin
Abs = absorbansi H4 = lonkokarpol A

% inh = % inhibisi
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Gambar 5.4. Grafik hubungan konsentrasi dan persen inhibisi aktivitas
antikanker tigaisolat Macaranga hosel

Berdasarkan tabel 5.4 dan gambar 5.4, aktivitas antikanker terhadap sel HeLa
senyawa isolat 4’-O-metil-8-isoprenileriodiktiol (H-1) (ICso 6,39 pg/mL), 4’-O-metil-
8-isoprenilnaringenin (H-3) (ICso0 21,46 pg/mL) dan lonkokarpol A (H4) (1Cso 5,62
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pg/mL) termasuk kategori aktif sebagai antikanker karena memiliki nilai 1Cso antara <
30 pug/mL menurut National Cancer Institute (Benzivin, et al., 2003)

Ketiga senyawa isolat dari M. hosel berpotensi sebagai antikanker serviks, hal ini
tidak terlepas dari senyawa-senyawa flavonoid yang terkandung dalam tumbuhan
tersebut adalah senyawa flavonoid yang terisoprenilasi. Senyawa-senyawa flavonoid

terisoprenilasi aktif sebagai antikanker (Tanjung, et al., 2012).

5.2. Luaran yang Dicapai
1. Pada tahun kedua berhasil mengisolasi dua senyawa flavonoid terisoprenilas
dari tumbuhan M. hosei yakni 4’-O-metil-8-isoprenilnaringenin (H3) dan
lonkokarpol A (H4), sehingga total senyawa isolat penelitian ini empat
senyawa.
2. Publikasi ilmiah:

- Marliana, E., Kosda, K., Astuti, W., Hairani, R., Tjahjandarie, TS., Tanjung,
M., 2017. Chemical Composition and Anticancer Activity of Macaranga
hosel leaves. Under review : Asian Journal of Chemistry

3. Seminar ilmiah

- Marliana, E., Kosala, K., Astuti, W., Hairani, R., Tjahjandarie, TS., Tanjung,
M., 2017. Isoprenylated Flavanone derivatives and Anticancer Activity of
Macaranga hosei King ex Hook. F. Leaves, International Conference of
The Indonesian Chemical Society (ICICS) Palembang, 17-18 Oktober
2017.

- Marliang, E., Kosala, K., Hairani, R., Tjahjandarie, TS., Tanjung, M., 2017,
Senyawa Turunan Flavanon dari Daun Macaranga hosei, Seminar Nasional
Kimia, Samarinda 4 September 2017.
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BAB 6
KESIMPULAN DAN SARAN

6.1 Kessmpulan

Dari penelitian ini dapat disimpulkan bahwa:

1. Empat senyawa flavonoid terisoprenilasi berhasil diisolas dari daun M.
hosel yakni 4’-O-metil-8-isoprenileriodiktiol (H1), 6-isoprenileriodiktiol
(H2), 4’-O-metil-8-isoprenilnaringenin (H3) dan lonkokarpol A (H4).

2. Aktivitas antioksidan terhadap DPPH keempat senyawa isolat daun M.
hosai 4’-O-metil-8-isoprenileriodiktiol, 6-isoprenileriodiktiol, 4’-O-metil-8-
isoprenilnaringenin dan lonkokarpol A yang dinyatakan dalam nilai 1Cso
yaitu 198,86; -; 286,50; 174,19 pg/mL.

3. Aktivitas antikanker terhadap sel Hel a keempat senyawa isolat daun M.
hosai 4’-O-metil-8-isoprenileriodiktiol, 6-isoprenileriodiktiol, 4’-O-metil-8-
isoprenilnaringenin dan lonkokarpol A yang dinyatakan dalam nilai 1Cso
yaitu 6,39; -; 21,46; 5,62ug/mL. Senyawa isolat dari daun M. hosel

berpotens dikembangkan untuk obat kanker serviks.

6.2 Saran
Penentuan aktivitas antikanker serviks terhadap sel Hel.a senyawa-senyawa

yang berhasi| diisolasi secarain-vivo.
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Abstract

The anticancer activity of MeOH extract and EtOAc fraction of Macarangahoseileaves
against HeLa cel lines were evauated by 3-4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide (MTT) assay. Both extracts displayed anticancer activity
with 1Cso values of 36.18 and 7.01 UM, respectively, which can be suggested that M.
hoseiis a great potential source of anticancer agents. In addition, two isoprenylated
flavanones, 4'-O-methyl-8-isoprenyleriodictyol (1) and 6-isoprenyleriodictyol (2) have
been isolated from EtOAc fraction. The structures of both compounds have been
elucidated based on their spectroscopic data, including 1D and 2D NMR spectra.
Keywords: Macaranga hosel, Anticancer, MTT Assay, Flavanones, |soprenylated
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INTRODUCTION

Macaranga is one genus of the familyEuphorbiaceaecomprising of+ 300 species.
In Indonesia, this plant known as “Mahang.” The distribution of Macaranga plants is
relatively wide, other than Indonesia, also can be found in Africa, Madagascar, Asia,
the east coast of Australia and the Pacific islands.!

According to previous studies, phenolics such as flavonoids and stilbenoids can
be isolated from this genus. The uniqueness of flavonoids and stilbenoidsfrom this
genus is the presence of terpenoids at aromatic core such as prenyl, geranyl, farnesyl,
and geranylgeranyl.>*Prenylated flavonoids including flavanone derivatives mostly
can be found inM. triloba, M. trichocarpa, M. conivera, and M. lowii.>®Flavonol
derivatives can be obtained from M. gigantea, M. recurvate, M. pruinosa, M.
rizhinoides, and M. bicolor.?>"°Dihydroflavone derivatives mostly can be attained in
M. conivera, M. alnifolia, M. pruinosa, and M. lowii.6810.11

Previous studies have revealed that the presence of isoprenoid chains plays an
important role for the biological activity of prenylated aromatic compounds which
made them possess better bioactivity than their mother compounds without
derivatization or modification.'> An isoprenylated flavanone compound named 4'-O-
methyl-8-isoprenyeriodictyol from M. pearsoniidisplayed an antioxidant activity with
|Cso value of 536.89 uM. In addition, another isoprenylated flavanones such as 4'-O-
methyl-8-isoprenylnaringenin and lonchocarpol A from M. hoseileaves exhibited
antioxidant  activities with ICsp values of 1298.0 and 11157 pM,
respectively.**Prenylated flavonoids were reported to have good anticancer effects.
Severa of these compounds which were isolated from M. indica, M. kurzi showed
cytotoxic activities against cancer cell lines.>1°

Although numbers of bioactivities have been reported in this genus, the
anticancer activity from M. hoselleaves extract has not been investigated. In our
research, the anticancer activity of MeOH extract and its EtOAc fraction were
determined. Moreover, two compounds belong to isoprenylated flavanones named 4'-
O-methyl-8-isoprenyleriodictyol (1) and 6-isoprenyleriodictyol (2) have been isolated
from the MeOH extract of M. hoseileaves.

EXPERIMENTAL
General Information:

All reagents used were obtained from Merck Chemical, Co. without further
additional purification. The isolation were monitored by Thin Layer Chromatography
(TLC) and visualized under UV 254 and 356 nm with Cerium sulfate (CeSO.) as
staining agent.Vacuum liquid chromatography (VLC) and radial chromatography were
carried out using Silica gel 60 GFxs4 and Silica gel 60 PFass. For TLC analysis, pre-
coated silica gel plates (Merck Kieselgel 60 GF 254, 0.25 mm thickness) were used. *H
and *C NMR spectra were recorded with a JEOL ECS 400 spectrometer operating at
400 (*H) and 100 (**C) MHz in CDCl3s using TMS as the internal standard. In addition,
BioTekPowerWave XSPlate Reader and 5% COzincubator at 37°C werealso used in
this research.
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Plant Material:

The leaves of Macarangahosel were collected from Samboja, KutaiK artanegara,
East Kalimantan, Indonesia. This species was identified at the Herbarium of Wanariset,
Samboja, KutaiKartanegara, East Kalimantan, Indonesia and a voucher specimen had
been deposited at that herbarium.
Extraction and | solation:

The dried leaves of M. hosei(1.0 kg) were grounded and macerated withMeOH at
room temperature and filtered every two days. The MeOHcrude extract (150 g) was
obtained afterevaporated by rotary evaporator.Furthermore, the crude was partitioned
withn-hexane and EtOAc, respectively.The EtOAc fraction (35 g) was further
fractionated by VLC on silica gel with n-hexane:EtOAc by increasing the polarity (9:1,
4:1; 7.3, 1.1, and 1:4). Further separation by VLC using n-hexane:EtOAc (9:1 to 3:7),
followed by n-hexane:CHCIs (9:1 to 3:7) using chromatotronyielded compound (1)
12.0 mg and compound (2) 0.6 mg. Moreover, the structures of these compounds were
elucidated by spectroscopic including 1D and 2D NMR.

Deter mination of Anticancer Activity:

Cell Culture:Hela cervical cancer cell lineswere cultured in the eagle's minimum
essential medium containing 1.5 g/Lof N&COz and supplemented with 1% of L-
glutamine, 1% of formulation of antibiotics and antimycotics, 1% of non-essential
amino acids, 1% of sodium pyruvate and 10% of fetal bovine serum (FBS).
Furthermore, these cells were incubated with 5% CO- incubator at a temperature of
37°C.

Anticancer Activity: The anticancer activities of MeOH extract and EtOAc fraction of
M. hoseileaves were determined by method as described by Fahmi, et.al’” with
modification, using MTT [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium
bromide] assay. Hel.a cells were placed in 12 wells containing 25,000 cells/well. After
24 h, cells were washed with phosphate-buffered saline (PBS) and incubated with
different concentrations of sample for 24 h. Furthermore, the cells were washed with
PBS twice. Then 1 mL of 500 mg/mL MTTwas added into each cell and incubated for
4 h. Dark blue formazan crystals formed were then dissolved in 200 mL of DMSO to
measure the absorbance at aA of 570 nm by BioTekPowerWave X SPlate Reader.

RESULTSAND DISCUSSION
Anticancer Activity:

The result of anticancer activities of MeOH extract and EtOAc fraction against
HeLacelsby MTT assay isshown in Table 1.

Table 1. Anticancer activities of MeOH extract and EtOAc fraction of M. hoseiagainst
HelLacells

Sample | Cso(jg/mL)
MeOH extract 36.18
EtOAcCc fraction 7.01

According to Table 1, particularly, MeOH extract and EtOAc fraction of M.
hoseileaves were active as anti-cervical cancer against HeLa cell lines with ICsovalues
of 36.18 and 7.01 pg/mL, respectively. The 1Cso values indicated that the anticancer
activities of MeOH extract belongs to moderate while EtOAc fraction displayed higher
effect than MeOH extract. Based on National Cancer Institute, EtOAc fraction
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signified as an active anticancer due to it has ICso < 30 pug/mL.*® The anticancer
activity which is showed by M. hosei can be assumed caused by its bioactive
compounds, one of them is prenylated flavonoids such as flavanone derivatives which
known have awide variety of biological activities.

Flavanone Derivatives:

Due to EtOAc fraction of M. hoseileaves was found to be more active than its
MeOH extract, further separation had been conducted to isolate bioactive compounds.
Two isolated flavanone derivatives, i.e. 4'-O-methyl-8-isoprenyleriodictyol (1) and 6-
isoprenyleriodictyol (2).The position of protons and carbons of compounds 1 and 2are
presented in Table 2 and 3, respectively. In addition, HMBC correlations of both
compounds are shown in Figure 1.

Table 2. NMR data of compound 1 in CDCl3, 400 MHz

No. C dn (mult, Jin Hz2) dc HMBC
2 5.36(dd, 12.0, 3.2) 785 C-4,C-1,C-2,C-6
3 3.03(dd, 17.1, 12.0)ax 425 C-2,C4
2.70(dd, 17.1, 3.2)«q C-1
4 - 197.1 -
4a - 102.3 -
5 - 161.6 -
6 5.98(s) 95.8 C-44, C-5,C-7,C-8
7 - 164.8 -
8 - 1074 -
8a - 160.0 -
1 - 132.0 -
2 6.87(d, 2.4) 1144 C-2,C-4, C6
3 - 146.9 -
4 - 148.2 -
5 6.89(d, 8.4) 112.3 C-1,C3
6' 6.82(dd,8.4, 2.4) 117.8 c-2,C4
1" 3.04(d, 7.0) 21.8 C-7,C-8,C-8a C-2", C-3"
2" 5.05(t, 8.6) 123.2 c-3", C-4", C-5"
3" - 130.8 -
4" 1.55(s) 18.1 c-2", C-3", C-5"
5" 1.52(s) 26.0 c-2", C-3", C-4"
5-OH 12.05(s) - C-4a, C-5,C-6
7-OH 10.70(s) - C-7,C-8
3-OH 9.01(s) - c-2, C-4
4'-OCH3 3.73(9) 56.1 C-4
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Table3. NMR datafor compound 2 in CDCl3, 400 MHz

No.C o (mult, Jin Hz) dc HMBC
2 5.27(dd, 12.8, 3.2) 78.5 C-2
3 3.02(dd,17.2, 12.8)ax  43.6 C-2,C4
2.79(dd, 17.2, 3.2)eq
4 - 196.8 -
4a - 103.1 -
5 - 159.6 -
6 - 107.6 -
7 - 162.6 -
8 6.38 (s) 95.8 C-7
8a - 161.6 -
1 - 129.3 -
2 6.98(d, 1.6) 113.7 C-2,C-4, C-6
3 - 147.7 -
4 - 144.0 -
S 6,89(d, 8,0) 115.7 C-1,C-3
6 6.87(dd, 8.0, 1.6) 119.2 C-2,C-A4
1" 3.30(d,7.2) 21.5 C-5,C-6,C-7,C-2", C-3"
2" 5.19(bt) 122.0 C-4", C-5"
3" - 135.0 -
4" 1.81(s) 18.2 c-2", C-3", C-5"
5" 1.71(s) 26.2 c-2", C-3", C-4"
5-OH 12.32(s) - C-43, C-5,C-6
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Figure 1. HMBC correlations of compounds 1 and 2

Compound 1was obtained as white powder. 'H NMR spectra analysis of
compound 1 displayed the characteristic of flavanone such as three protons signals of
doublet-doubletat 615.36 ppm (J = 12.0,3.2Hz, H-2),3.03 ppm (J = 12.0; 17.1Hz, H-
3a), and2.70 ppm (J = 17.1; 3.2Hz, H-3«). *H NMR spectra analysis of compound 4'-
O-methyl-8-isoprenyleriodictyol exhibited three aromatic protons signals of ABX
system such as doublet signal aton6.89ppm (J = 8.4Hz, H-5),doublet signal at
dH6.87ppm (J = 2.4Hz, H-2") and doublet-doubletsignal at 616.82 ppm (J = 8.4,2.4 Hz,
H-6").2This compound showed one substituent of isoprenyl(vinyl signal as triplet at Sy
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5.05 ppm; methylene signal as doubletat 1 3.04 ppm, two methyl signals as singlet at
o1 1.55 and 1.52 ppm), and one methoxysignal as singlet (6w 3.73 ppm). The presence
of one proton singlet signal at o1 5.98 ppm indicated that isoprenyl substituent bonded
at C-6 or C-8.

Spectra analysis of *C NMR from compound 1 showed 21 carbon signals which
are distinguished well. The compound consists of six carbons methine, two carbons of
methylene, three carbons of methyl and ten quaternary carbons. The carbonyl signal
showedat 6c 197.1 ppm and one signal of oxycarbonmethine was shown at dc 78.5
ppm. Five signals of oxyaryl carbon were shown at 6c: 164.8, 161.6, 160.0, 148.2, and
146.9 ppm. Those signals indicated flavanone with eriodictyol moiety.

The isoprenyl and methoxy were elucidated based on HMQC and HMBC results.
Long-range correlation between proton signa of 5-OH atdn 12.05 ppm with two
quarternary carbon atoms (6¢c 161.6 ppm, C-5; 102.3 ppm, C-4a) and one aromatic
methine carbon (¢ 95.8 ppm, C-6) showed that isoprenyl substituent bonded at C-8.
Correlation of methoxy proton signal atén 3.73 ppm with oxyaryl carbon signal (6c
148.2 ppm) displayed that the methoxy group bonded at C-4'. Based on NMR spectra
anaysis of isolated flavanone it can be €ucidated as 4'-O-methyl-8-
isoprenyleriodictyol. This compound gave NMR parameter which is suitable with 4'-
O-methyl-8-isoprenyleriodictyol from M.conifera.”

Compound 2 was gained as yellow oil. *H NMR spectra analysis of compound 2
showed the characteristic of flavanone as well, three protons signals of doublet-doublet
at 6u5.27 ppm (J = 12.8, 3.2Hz, H-2),3.02 ppm (J = 12.8, 17.2Hz, H-3x), and 2.79ppm
(J = 17.2, 3.2Hz, H-3«),and three protons aromatic signals of ABX system at 616.98
ppm (J = 1.6Hz, H-2’), ox6.89ppm (J = 8.0 Hz, H-5’) and doublet-doublet
atéH6.87ppm (J = 8.0, 1.6 Hz, H-6"). The isolated compound displayed one substituent
of isoprenyl (vinyl signal as triplet at o1 5.19 ppm, methylene signal as doublet atén
3.30 ppm and two methyl signals assinglet at 6+ 1.81 and 1.71 ppm) together with one
aromatic proton signa as singlet in A ring at on 6.38ppm exhibited that isoprenyl
bounded at C-6 or C-8.

13C NMR spectra analysis of compound 2 indicated 20 carbon signals which are
separated completely, consist of six methine carbon atoms, two methylene carbon
atoms, two methyls and ten quartener carbon atoms. This compound has aso
eriodictyol structure with one isoprenyl substituent.

Isoprenyl position was elucidated by HMQC and HMBC. Correlation of long-
range between proton signa of 5-OH aton 12.32 ppm with three quarternary carbon
atoms signas (dc 159.6 ppm, C-5; 107.6 ppm, C-6;103.1 ppm, C-4a) indicated the
presence of isoprenyl substituent at C-6.

Based on data of NMR (including 1D and 2D), this flavanone was elucidated as
6-isoprenyleriodictyol.*H and'*C-NMR spectra of the isolated compound is similar
with 6-isoprenyleriodictyol which has a molecular structure as CxoH200e and positive
ion mass vz [M]*356.126.1°
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CONCLUSIONS

Two isoprenylatedflavanones named 4'-O-methyl-8-isoprenyleriodictyol (1) and
6-isoprenyleriodictyol (2) have been isolated from the MeOH extract of M. hoseileaves.
In addition, the present study revealed that MeOH extract and EtOAc fraction of M.
hoselleaves exhibited significant anticancer activity against HelLa cell lines.It can be
suggested that M. hoseiis a great potential source as anticancer agents and assumed
that two isolated compounds belong to isoprenylated flavanones may play important
role in anticancer property.
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Lampiran 1.5. Abstrak seminar International Conference The Indonesian Chemical
Society (ICICS) di Palembang tanggal 17-18 oktober 2017.

I soprenylated flavanone derivatives and anticancer activity of
Macaranga hosel King ex Hook.F.leaves

Four isoprenylated flavanones, 4’-O-metil-8-isoprenileriodiktiol (1), 4’-O-methyl-8-
isoprenylnaringenin (2), lonchocarpol A (3) and 6-isoprenileriodiktiol (4) have been
isolated from the leaves of Macaranga hosei King ex Hook.f. The structure of fourth
compounds have been elucidated based on their spectroscopic data, including UV, 1D
and 2D NMR, and HREISMS spectra. Compounds 1-3 displayed anticancer activity
toward HelLa cell lines that were evaluated by MTT assay with 1Cso values of 6.39,
21.46, 5.62, (compound 4 was not test) UM respectively were evaluated. It can be
suggested that M. hosel isa great potential source of anticancer agents.

Keywords: Macaranga hosel, anticancer, MTT assay, flavanones, isoprenylated.
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Lampiran 1.7. Abstrak Seminar Nasional Kimia

Senyawa Turunan Flavanon dari Daun Macaranga hosel
Abstrak
Empat senyawa turunan flavanon yaitu 4'-O-metill-8-isoprenileriodiktiol (1), 6-
isoprenileriodiktiol (2),lonkokarpol A (3) dan 4-O-metil-8-isoprenilnaringenin (4)
telah berhasil diisolas dari daun Macaranga hosel. Penentuan struktur keempat
senyawa berdasarkan data spektroskopi meliputi spekirum UV, 1D, 2D NMR, HREIS

MS.

Kata kunci : Macaranga hosel, flavanone, isoprenylated.

37



Lampiran 2 Data Penélitian
L ampiran-2.1. Spektra ESI-MS senyawa 4’-O-metil-8-isoprenilnaringenin.
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Lampiran-2.2. SpektraH-NMR senyawa 4’-O-metil-8-isoprenilnaringenin.
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L ampiran-2.3. Spektra ®*C-NMR senyawa 4’-O-metil-8-isoprenilnaringenin.
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L ampiran-2.4. Spektra2D-NMR HMQC senyawa 4’°-O-metil-8-isoprenilnaringenin.
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L ampiran-2.5. Spektra2D-NMR HMBC senyawa 4’-O-metil-8-isoprenilnaringenin.
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L ampiran-2.6.

isoprenilnaringenin.

Perbandingan data spektrum NMR senyawa 4’-O-metil-8-

No. C 4’-O-metill-8-prenilnaringenin  4’-O-metill-8-prenilnaringenin

(Hasll isolasi) (Agustina, et al., 2012)

on (mult, JHZ) oc on (mult, J HZ2) oc
2 5,35(dd, 13,0, 3,0) 78,8 5,48 (dd, 13,0, 3,0) 79,5

3 3,04(dd, 13,0, 17,0)ax 43,1 3,14 (dd, 17,0, 13,0)

2,79(dd, 17,0, 3,0)eq 2,77 (dd, 17,0, 3,0) 43,4
4 - 196,7 - 197,4
4a - 103,2 - 103,2
5 - 162,2 - 162,9
6 6,01(s) 97,0 6,02 (9) 96,3
7 - 163,9 - 164,9
8 - 106,7 - 108,2
8a - 161,4 - 160,9
1’ - 130,8 - 132,1
2°/6° 7,36(d, 8,4) 127,5 7,49 (d, 9,0) 128,7
3°/5° 6,93(d,8,4) 114,2 6,99 (d, 9,0) 114,7
4 - 160,0 - 160,8
17 3,28(d, 7,2) 21,9 3,21 (d, 7,5) 22,2
2” 5,18(t, 7,4) 121,7 5,18 (tm, 7,5) 123,6
3” - 134,6 - 131,2
4” 1,70(s) 25,9 1,60 (s) 25,8
5” 1,68(s) 17,9 1,59 (s) 17,8

5-OH 11,99(s) - 12,13 (9) -
4’0CHsz 3,82(s) 55,5 3,82 (9) 55,5
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Lampiran-2.7. Spektra ESI-MS senyawa lonkokarpol A.
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L ampiran-2.8. Spektra 'H-NMR senyawa lonkokarpol A.
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Lampiran-2.9. Spektra3C-NMR senyawalonkokarpol A
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Lampiran-2.10. Spektra2D-NMR HMQC senyawa lonkokarpol A.
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Lampiran-2.11. Spektra2D-NMR HMBC senyawa lonkokarpol A
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Lampiran-2.12. Perbandingan data spektrum NMR senyawa lonkokarpol A.

No. C Lonkokarpol A Lonkokarpol A
(Hasll isolasi) (Tjahjandarie, et al., 2014)
on (mult, J HZ) dc on (mult, J HZ) oc
2 5,30(dd, 13,0, 3,0) 78,6 5,33 (dd, 12,8, 3,0) 78,6
3 3,03(dd,13,0, 17,0)a 43,3 _
279(dd. 13,0, 3.0)e 3,05(dd, 17,1; 12,8) 43,6
4 - 196,8 - 196,9
4a - 102,9 - 102,8
5 - 159,4 - 159,4
6 - 107,4 - 107,3
7 - 162,5 - 162,3
8 - 106,6 - 106,3
8a - 157,9 - 158,0
1’ - 130,9 - 131,2
2°/6° 7,30(d, 8,4) 127,3 7,33 (d, 8,4) 128,0
3°/5° 6,85(d,8,4) 115,6 6,89 (d, 8,4) 1154
4 - 156,2 - 156,2
17 3,33(d, 7,2) 22,0 3,35(d, 7,4) 22,0
2” 5,22(t, 7,2) 122,0 5,25 (t, 7,7) 121,8
3” - 134,8 - 134,7
4 1,80(s) 17,9 1,83 (9) 17,9
5” 1,70(s) 25,9 1,76 (9) 25,8
1°” 3,28(d, 7,2) 21,3 3,31(d, 7,1) 21,3
277 5,20(t, 7,2) 121,8 5,21 (t, 7,9) 121,7
37 - 134,0 - 133,9
4> 1,73(s) 17,8 1,71 (9) 17,8
5 1,68(s) 25,9 1,60 (s) 25,6
5-OH 12,30(s) - 12,30 (S) -
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