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ABSTRACT 

 

ISOLATION AND IDENTIFICATION OF SECONDARY METABOLITES 

FROM THE Hopea mengarawan PLANT AND ANTICANCER ACTIVITY 

TESTING ON HeLa CELLS 

 

 

 

By 

 

Rista Anggi Pramudia 

 

 

The Hopea mengarawan plant from the Dipterocarpaceae family is known 

to be rich in secondary metabolite compounds that have the potential as anticancer 

agents. This study aims to isolate and identify secondary metabolite compounds 

from the bark of  H. mengarawan and evaluate their anticancer activity against 

HeLa cervical cancer cells in vitro.  

The extraction process was carried out using methanol solvent, followed 

by partition and fractionation of the ethyl acetate extract using vacuum liquid 

chromatography, column chromatography, and thin layer chromatography to 

obtain pure compounds. Identification of the structure of the isolated compounds 

was carried out using 1H-NMR and 13C-NMR spectrophotometers, as well as LC-

MS.  

Two isolated compounds, coded NV49 and NV50, were successfully 

identified, where compound NV49 is heptanoylcholine and compound NV50 is 

known as esculetin from coumarin derivatives. The anticancer activity test against 

HeLa cells was carried out using the resazurin method to determine the IC₅₀ value. 

The test results showed that both compounds have anticancer activity with 

different levels of activity, where each compound has an IC₅₀ value of 228.50 

µg/mL and 49.69 µg/mL. The results of this study provide additional information 

regarding the secondary metabolite compound content of H. mengarawan and 

support the potential of this plant as a source of natural compounds that have the 

opportunity to be further developed as anticancer candidates. 

Key words: H. mengarawan, Anticancer, heptanoylcholine, esculetin, HeLa  
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ABSTRAK 

 

 

ISOLASI DAN IDENTIFIKASI SENYAWA METABOLIT SEKUNDER 

DARI TANAMAN Hopea mengarawan SERTA UJI AKTIVITAS 

ANTIKANKER TERHADAP SEL HeLa 

 

 

 

Oleh 

 

 

Rista Anggi Pramudia 

 

 

Tanaman Hopea mengarawan dari famili Dipterocarpaceae diketahui kaya 

akan senyawa metabolit sekunder yang berpotensi sebagai agen antikanker. 

Penelitian ini bertujuan untuk mengisolasi dan mengidentifikasi senyawa 

metabolit sekunder dari kulit batang H. mengarawan serta mengevaluasi aktivitas 

antikankernya terhadap sel kanker serviks HeLa secara in vitro.  

Proses ekstraksi dilakukan menggunakan pelarut metanol, dilanjutkan 

dengan partisi dan fraksinasi ekstrak etil asetat menggunakan kromatografi cair 

vakum, kromatografi kolom, dan kromatografi lapis tipis hingga diperoleh 

senyawa murni. Identifikasi struktur senyawa hasil isolasi dilakukan 

menggunakan spektrofotometer 1H-NMR dan 13C-NMR, serta LC-MS.  

Dua senyawa hasil isolasi diberi kode NV49 dan NV50, berhasil 

diidentifikasi, di mana senyawa NV49 sebagai heptanoylcholine dan senyawa 

NV50 diketahui sebagai esculetin dari turunan kumarin. Uji aktivitas antikanker 

terhadap sel HeLa dilakukan menggunakan metode resazurin untuk menentukan 

nilai IC₅₀. Hasil pengujian menunjukkan bahwa kedua senyawa memiliki aktivitas 

antikanker dengan tingkat aktivitas yang berbeda, di mana masing-masing 

senyawa memiliki nilai IC₅₀ sebesar 228,50 µg/mL dan 49,69 µg/mL. Hasil 

penelitian ini memberikan informasi tambahan mengenai kandungan senyawa 

metabolit sekunder dari H. mengarawan serta mendukung potensi tanaman ini 

sebagai sumber senyawa alami yang berpeluang dikembangkan lebih lanjut 

sebagai kandidat antikanker. 

 

 

Kata kunci: H. mengarawan, Antikanker, heptanoylcholine, esculetin, HeLa  
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I. PENDAHULUAN 

 

 

 

1.1.  Latar Belakang 

 

 

Selama bertahun-tahun, kanker dapat menyerang orang dari segala usia dan jenis 

kelamin di seluruh dunia. Menurut WHO, 10 juta orang meninggal pada tahun 2020 

karena kanker, dan jumlah ini diperkirakan akan meningkat sebesar 70% dalam dua 

puluh tahun ke depan (Ali et al., 2024). Kanker serviks adalah salah satu jenis kanker 

yang paling umum menyerang wanita di seluruh dunia, menduduki peringkat 

keempat setelah kanker payudara, kanker kolorektal, dan kanker paru-paru. 

Berdasarkan data dari International agency for research on cancer, jumlah penderita 

kanker serviks meningkat sebesar 7,8% selama sepuluh tahun terakhir hingga tahun 

2018. Pada tahun 2020, terdeteksi 604.100 kasus baru kanker serviks di seluruh 

dunia, dengan jumlah kematian mencapai 341.800 (Volkova et al., 2021). 

Penyebab utama kanker serviks adalah human papillomavirus (HPV) dan dipengaruhi 

oleh faktor-faktor lain seperti merokok, sistem kekebalan tubuh yang lemah, dan 

memiliki banyak pasangan seksual (Burmeister et al., 2022). Saat ini, pilihan 

pengobatan kanker serviks meliputi reseksi bedah, terapi radikal, kemoterapi atau 

terapi kombinasi, dan imunoterapi. Namun, tingkat kelangsungan hidup 5 tahun 

secara keseluruhan hanya 68% untuk pasien kanker serviks stadium lanjut, yang 

menunjukkan bahwa pengobatan tersebut masih belum memuaskan. Kemoterapi telah 

dianggap sebagai pengobatan standar untuk pasien kanker serviks stadium lanjut atau 

kambuhan, tetapi obat terapeutik lini pertama cisplatin tampaknya menimbulkan 

resistensi kemoterapi, sehingga mengurangi kemanjuran terapi (Chen et al., 2022). 
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Data epidemiologi menunjukkan adanya korelasi antara pola makan, berbagai jenis 

kanker, dan peningkatan kasus kanker dari tahun ke tahun di seluruh dunia akibat 

perubahan gaya hidup modern dan kebiasaan makan. Akhir-akhir ini, minat terhadap 

penggunaan obat herbal atau obat alami dari tumbuhan semakin meningkat dalam 

bidang kesehatan karena efek sampingnya yang lebih rendah (Zhang et al., 2019).  

Studi fitokimia tentang tanaman obat telah dilakukan untuk memverifikasi potensinya 

sebagai obat dalam terapi modern. Kemampuan senyawa alami yang dihasilkan oleh 

tanaman sebagai bahan pengobatan menjadikannya salah satu alternatif untuk 

menyembuhkan penyakit tertentu. Senyawa fitoestrogen diketahui mengandung 

beberapa molekul bioaktif yang diklasifikasikan menjadi empat kelompok utama: 

isoflavonoid, flavonoid, stilbenoid, dan lignan, banyak ditemukan pada tanaman 

Dipterocarpaceae dan bentuk glukosidanya (Salehi et al., 2018), yang mana memiliki 

berbagai bioaktivitas seperti antikanker, larvasida, antihiperurisemik, antiinflamasi, 

antiasetilkolinesterase (Lulan et al., 2020), penyakit neurodegeneratif, antidiabetes, 

penyakit kardiovaskular (Koushki et al., 2018), antioksidan, antifungi (Atun, 2006), 

antibakteri, dan antivirus (Juliawaty et al., 2009). 

Kajian kandungan oligomer resveratrol dari tanaman famili Dipterocarpaceae 

terutama genus Hopea telah dilaporkan kandungan oligomer resveratrolnya adalah H. 

sangal, H. bancana, H. dryobalanoides, H. mengarawan, H. odorata, H. cardifolia, 

H. jucunda, H. malibato, H. parviflora dan H. utilis. Evaluasi fitokimia yang telah 

diisolasi dari tanaman-tanaman tersebut, memperlihatkan bahwa tanaman Hopea 

cenderung menghasilkan dimer resveratrol (Sahidin et al., 2008). Salah satu tanaman 

yang akan digunakan dalam penelitian adalah tanaman H. mengarawan. 

Tanaman H. mengarawan termasuk dalam famili Dipterocarpaceae, terdiri dari 

kurang lebih 100 spesies dan tersebar luas di Indonesia khususnya di Kalimantan dan 

hingga saat ini hanya sedikit spesies yang diteliti (Atun, 2006). Sahidin dkk., (2006), 

telah mengisolasi senyawa dari kulit batang H. mengarawan yang terdiri dari jenis 

dimer resveratrol termodifikasi yaitu, diptoindonesin D, balanokarpol, ampelopsin A, 
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hopeafuran, heimiol A, parviflorol, dan trimer resveratrol, yaitu α-viniferin, serta 

tetramer resveratrol, yaitu isohopeafenol dan vatikanol B. Senyawa Diptoindonesin G 

diisolasi dari tanaman yang sama dan memiliki sifat sitotoksik terhadap sel murin 

leukemia P-388 (Juliawaty et al., 2009).  

Atun et al. (2008), juga telah melakukan penelitian pada kulit batang  H. 

mengarawan dari ekstrak aseton mendapatkan senyawa turunan resveratrol yang 

terdiri dari dimer, trimer dan tetramer resveratrol. Hopeaphenol menunjukkan 

aktivitas antioksidan dengan nilai IC50 sebesar 61,8 μg/mL, sedangkan ampelopsin H 

dan vatikanol B  memberikan efek sitotoksik terhadap sel HeLa-S3 dengan nilai LC50 

sebesar  129,72 μg/mL dan 92,81 μg/mL sedangkan pada sel Raji memiliki nilai LC50 

sebesar 34,69 μg/mL dan 34,45 μg/mL.  

Berdasarkan hal tersebut, belum banyak dilakukan penelitian lebih lanjut terhadap 

ekstrak etil asetat dari hasil partisi ekstrak kasar metanol tanaman H. mengarawan, 

yang mana senyawa-senyawa polar lebih banyak memiliki bioaktivitas tinggi. 

Sehingga perlu dilakukan pengujian aktivitas antikanker pada senyawa yang  akan 

diisolasi  terhadap sel HeLa dari kulit batang tanaman H. mengarawan. 

 

 

1.2.  Tujuan Penelitian  

 

 

Tujuan dilakukan penelitian ini adalah mendapatkan senyawa metabolit sekunder dari 

kulit batang H. mengarawan  serta menguji aktivitas antikanker terhadap sel HeLa.  

 

 

1.3. Manfaat Penelitian  

 

 

Manfaat dari penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi tentang 

kandungan senyawa metabolit dari kulit batang H. mengarawan serta dapat 
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digunakan sebagai database tambahan sumber alami tanaman yang berpotensi 

sebagai antikanker.  
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II. TINJAUAN PUSTAKA 

 

 

 

2.1. Tinjauan Botani Tanaman Genus Hopea  

 

 

Dipterocarpaceae atau meranti, keruing, selangan (Sahidin dkk., 2006) merupakan 

salah satu kelompok tanaman hutan tropis yang banyak terdapat di Indonesia. 

Dipterocarpaceae terdiri dari 16 genus dan sekitar 600 spesies, sembilan di antaranya 

ditemukan di Indonesia, yaitu Anisoptera, Cotylelobium, Dipterocarpus, 

Dryobalanops, Hopea, Parashorea, Shorea, Upuna, dan Vatica. Kesembilan genus 

ini tersebar dari Aceh hingga Papua, dengan populasi terbesar di Kalimantan. Hopea 

adalah salah satu genus utama dari famili Dipterocarpaceae, terdiri dari sekitar 100 

spesies dan tersebar luas di Indonesia, khususnya di Kalimantan. Hingga saat ini, 

hanya sedikit spesies yang telah diteliti. Famili tanaman ini diketahui menghasilkan 

berbagai oligomer resveratrol (Atun, 2006).  

 

 

2.2. Kedudukan Hopea dalam Taksonomi Tanaman  

 

 

Penelitian ini menggunakan spesies tanaman H. mengarawan (Gambar 1), dengan 

nama lokal merawan. Tanaman ini tersebar luas di hutan hujan tropis Sumatera, 

Malaysia dan hingga kepulauan Andaman (Atun et al., 2008). Dari hasil determinasi 

tinggi pohon hingga 50 cm, garis tengah hingga 75 cm. Bulung lurus, banir terbang 

tinggi 1−3 m. Pepagan berlekah, berwarna coklat tua, keabuan hingga hitam, pepagan 

dalam tebal, berbilah, pepagan dalam coklat muda, bersemu merah jambu, kayu gubal 

pucat. Ranting menggalah, halus. Penumpu luruh awal, terlengkung balik jelas 
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sebelum luruh. Tangkai daun panjang 9−20 mm. Daun menjorong hingga membundar 

telur, panjang 10−15 cm, lebar 5−7 cm, menjangat, jika kering berwarna coklat 

kekuningan, pangkal membaji melebar, bagian runcing panjang hingga 1,5 cm, 

pertulangan dryobalanoid, tulang daun sekunder banyak (>20). Sehingga kedudukan 

tanaman H. mengarawan dalam taksonomi tanaman sebagai berikut:  

Regnum :Plantae 

Divisi  :Magnoliophyta 

Kelas  :Magnoliopsida 

Bangsa  :Malvales 

Suku  :Dipterocarpaceae 

Marga  :Hopea 

Jenis  :Hopea mengarawan Miq. 

 

 

Gambar 1. Tanaman H. mengarawan 

 

 

2.3. Efek Farmakologi Tanaman Dipterocarpaceae 

 

 

Ekstrak metanol kulit batang lebih aktif dibandingkan ekstrak daun Monotes 

kerstingii Gilg,  yang menunjukkan aktivitas anthelmintik dengan persentase 

mortalitas sebesar 14,87 ± 0,56% dan 4,32 ± 1,83% (Fotso et al., 2019). Sasikumar et 

al. (2019) juga telah melakukan penelitian pada H. ponga dari famili 



7 
 

 
 

Dipterocarpaceae, ekstrak aseton dan etanol menunjukkan penghambatan α-

glukosidase dengan nilai IC50 sebesar 11,21 ± 0,47 dan 22,42 ± 0,24 μg/mL lebih 

tinggi dari standar akarbosa dan  menunjukkan aktivitas antiglikasi dengan nilai IC50 

sebesar 8,94 ± 0,02 dan 19,36 ± 0,15 μg/mL juga lebih tinggi dari asam askorbat. 

Aktivitas antibakteri pada tanaman D. intricatus ditemukan  bahwa  mempunyai  

bioaktivitas  sebagai  antibakteri dengan  zona  hambat, pada ekstrak  etil asetat 

menghambat bakteri Staphylococcus aureus dengan nilai sebesar 12,5 ± 0,5 mm,  

yang  paling  rendah  pada  ekstrak  heksana  untuk  bakteri Salmonella enteritidis 

dan  ekstrak  etil  asetat  untuk  bakteri Pseudomonas  aeruginosa dengan  nilai  

hambat sebesar 7,3 ± 0,6 mm (Le et al., 2021). Dari hasil perhitungan nilai IC50 yang 

dilakukan oleh Atun (2006), menunjukkan bahwa balanokarpol, vatikanol G, dan 

vatikanol B yang diisolasi dari H. mengarawan bersifat  aktif sebagai penangkap 

radikal hidroksil, dengan nilai IC50 berturut-turut 3.83, 2.01, dan 4.71 µM. 

 

 

2.4. Kandungan Senyawa Metabolit Sekunder dari Tanaman 

Dipterocarpaceae 

 

 

Senyawa metabolit dibagi menjadi dua kategori, yaitu metabolit primer dan metabolit 

sekunder. Metabolit primer adalah senyawa yang diproduksi dalam jumlah terbatas 

dan penting untuk pertumbuhan tanaman. Sebaliknya, metabolit sekunder adalah 

senyawa yang tidak digunakan untuk pertumbuhan tetapi diproduksi dalam jumlah 

lebih banyak saat tanaman mengalami stres (Yuhernita dan Juniarti, 2011).  

Senyawa metabolit sekunder dari tanaman Dipterocarpaceae sangat beragam dan 

memiliki aktivitas biologis yang luas, termasuk antidiabetes, antiplasmodial, 

antibakteri, antioksidan, antifilaria, sitotoksik, antikolinesterase, antiproliferasi, dan 

antiinflamasi. Beberapa senyawa yang diidentifikasi meliputi α-viniferin, hopeafenol, 

dan asam-3-fenil akrilat yang menunjukkan aktivitas sitotoksik dan antikanker (Nalle 

et al., 2021). 
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A. Flavonoid 

 

 

Flavonoid adalah kelompok senyawa polifenol yang paling banyak ditemukan di 

tanaman dan memiliki struktur dasar berupa kerangka karbon 15 atom (C6-C3-C6), 

terdiri dari dua cincin benzena (A dan B) yang dihubungkan oleh cincin heterosiklik 

yang mengandung oksigen. Flavonoid dibagi menjadi enam kelompok berdasarkan 

tingkat oksidasi dan ikatan heterosiklik, termasuk flavonol, flavon, flavanon, 

flavanol, antosianin, dan isoflavon (Grgic et al., 2020). Senyawa flavonoid dari kulit 

batang  D. cornutus telah berhasil diisolasi dan diidentifikasi, di antaranya 4-methoxy 

epigallocatechin-3-O-(3-methyl) gallate (1) dan 4-O’-methylgallocatechin (2) 

(Gambar 2) (Wan Mohd Zain et al., 2021).  

. 

Gambar 2.  Senyawa-senyawa flavonoid dari tanaman D. cornutus 

 
 

B. Triterpenoid  

 

 

Triterpenoid adalah senyawa yang tulang punggung karbonnya berasal dari enam unit 

isoprena (2-metilbutil-1,3 diena), yaitu tersusun dari enam unit C5 Kerangka 

karbonnya berasal dari hidrokarbon C30 asiklik, yaitu skualena, bersifat siklik atau 

asiklik dan sering memiliki gugus alkohol, aldehida atau asam karboksilat (Hidayah 

et al., 2023). Lima triterpen baru berhasil diisolasi dan dikarakterisasi oleh Khiev et 

al. (2012) dari batang D. obtusifolius. Senyawa tersebut meliputi 3-oxo-20-hydroxy-

1 
2 
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30α-methyl-17(29)α-epoxy-28-norlupane (3), 3-oxo-20-hydroxy-30β-methyl-

17(29)α-epoxy-28-norlupane (4), 3,20-dioxo-28,29-norlupan-17α-ol (5), 27-

demethyl-20(S)-dammar-23-ene-20-ol-3,25-dione (6), dan 3-epi-cecropic acid (7) 

(Gambar 3). 

 

Gambar 3. Lima triterpen baru dari batang D. obtusifolius 

 

 

3 
4 

5 

6 

7 
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C. Steroid  

 

 

Steroid adalah senyawa organik yang termasuk dalam kelompok terpenoid lipid dan 

dikenal dengan struktur dasar yang terdiri dari empat cincin karbon yang saling 

menyatu. Senyawa ini memiliki fungsi penting dalam tubuh manusia, termasuk 

menjaga keseimbangan garam, mengatur metabolisme, meningkatkan fungsi organ 

seksual, serta berperan dalam berbagai proses biologis  (Nasrudin et al,. 2017). 

Senyawa steroid yang telah diisolasi dari ekstrak aseton kulit batang Dryobalanops 

oblongifolia adalah 6-hydroksistigmast-4-en-3-one (8), stigmast-4-en-3-one (9), dan 

3-hydroksistigmast-5-en-7-one (10) (Indriani et al., 2020), yang mana strukturnya 

dapat dilihat pada Gambar 4.  

 

 

Gambar 4. Senyawa-senyawa steroid dari kulit batang D. oblongifolia 

 

 

 

 

 

8 9 

10 
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D. Stilbenoid 

 

 

Stilbenoid adalah kelas senyawa polifenolik yang dikenal memiliki berbagai aktivitas 

biologis, terutama pada pencegahan penyakit kronis terkait penuaan, seperti penyakit 

kardiovaskular, kanker, dan gangguan neurodegeneratif. Sifat antikanker yang 

bekerja dengan menghambat proliferasi sel kanker dan merangsang apoptosis 

(kematian sel). Senyawa ini, termasuk resveratrol, piceatannol, viniferin, dan 

oligomer resveratrol, terutama ditemukan dalam tanaman dari keluarga 

Dipterocarpaceae dan Vitaceae. Stilbenoid berfungsi sebagai phytoalexin, yaitu 

senyawa pelindung yang diproduksi oleh tanaman sebagai respons terhadap stres 

biotik dan abiotik, termasuk serangan patogen dan paparan UV (Pawlus et al,. 2012). 

Dari kulit batang H. ponga, telah diisolasi senyawa α-viniferin (15) beserta senyawa 

lainnya sebagaimana tertera pada Gambar 5, meliputi E-resveratrol (11), tetracosyl 

ferulate (12), vaticaphenol A (13), dan (−)-hopeaphenol (14) (Sasikumar et al., 2019) 

 

Gambar 5. Senyawa-senyawa yang termasuk stilbenoid 
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Sedangkan, Lulan et al. (2020), juga telah berhasil mengisolasi senyawa oligostilben 

yakni α-viniferin (15) pada ekstrak etil asetat kulit batang  Dipterocarpus littoralis. 

Yang mana menunjukkan aktivitas penghambatan α-glukosidase dan  α-amilase 

dengan  nilai IC50 masing-masing sebesar 256,17 (nilai hambat  38,7%)  dan  212,79 

μg/mL (nilai hambat 38,18%). Memiliki aktivitas antioksidan dengan nilai IC50 3,34 

μg/mL yang dikategorikan kuat, aktivitas antiplasmodium in vitro terhadap 

Plasmodium falciparum strain 3D7 pada konsentrasi 100 μg/mL dengan nilai IC50 

sebesar 2,76 μg/mL yang dikategorikan kuat.  

 

 

2.5. Kandungan Senyawa H. mengarawan  

 

 

Berdasarkan penelitian Sahidin, dkk., (2006), tanaman  Hopea cenderung 

menghasilkan dimer resveratrol, dan paling banyak ditemukan senyawa balanokarpol 

(16) dan vatikanol B (19), sehingga dapat disarankan bahwa kedua senyawa tersebut 

merupakan chemical marker untuk  Hopea. Beberapa senyawa juga telah berhasil 

diisolasi dari tanaman  H. mengarawan balanokarpol (16), heimiol A (17), vatikanol 

G (18), dan vatikanol B (19) (Atun, 2006), yang strukturnya ditunjukkan pada 

Gambar 6. Juliawaty et al. (2009) juga telah mengisolasi turunan 2-arilbenzofuran 

(diptoindonesin G) (20) dan diidentifikasi dari ekstrak aseton kulit pohon H. 

mengarawan, serta bersifat sitotoksik terhadap sel murin leukemia P-388, paling kuat 

dalam menghambat pertumbuhan sel. 
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Gambar 6. Senyawa-senyawa hasil isolasi dari tanaman H. mengarawan 

 

 

2.6.  Isolasi  

2.6.1. Ekstraksi  

 

 

Ekstraksi adalah salah satu metode pemisahan yang digunakan untuk memisahkan 

senyawa aktif atau komponen tertentu dari komponen lain yang tidak diinginkan. 

Proses ini didasarkan pada perpindahan massa komponen zat padat ke dalam pelarut, 

dimana perpindahan dimulai pada lapisan antar muka dan kemudian berdifusi masuk 

ke dalam pelarut (Fitria, 2021). Proses pengekstrakan komponen kimia dalam sel 

tanaman melibatkan pelarut organik yang menembus dinding sel dan masuk ke dalam 

rongga sel yang mengandung zat aktif. Zat aktif tersebut akan larut dalam pelarut 

organik di luar sel, sehingga larutan terpekat berdifusi keluar dari sel. Proses ini 
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berulang terus sampai tercapai keseimbangan antara konsentrasi cairan zat aktif di 

dalam dan di luar sel. Faktor-faktor yang mempengaruhi laju ekstraksi meliputi tipe 

persiapan sampel, waktu ekstraksi, kuantitas pelarut, suhu pelarut, dan tipe pelarut 

(Hambali dkk., 2014). 

Metode ekstraksi menggunakan pelarut dapat dilakukan dengan cara dingin dan 

panas. Ekstraksi dingin melibatkan maserasi dan perkolasi, sementara ekstraksi panas 

melibatkan refluks, sokletasi, digesti, infusa, dan dekokta. Selain metode tradisional 

tersebut, terdapat juga metode ekstraksi modern seperti Supercritical Fluid Extraction 

(SFE), Pressurized Liquid Extraction (PLE), dan Microwave Assisted Extraction 

(MAE). Pemilihan metode ekstraksi bergantung pada beberapa faktor, termasuk 

tujuan ekstraksi, skala ekstraksi, sifat komponen yang akan diekstrak, dan sifat 

pelarut yang digunakan (Fitria, 2021).  

 

 

2.6.2. Kromatografi  

 

 

Kromatografi adalah metode pemisahan campuran berdasarkan perbedaan kecepatan 

pergerakan komponen dalam medium tertentu. Dalam kromatografi, komponen-

komponen campuran dipisahkan antara dua fase: fase diam dan fase gerak. Fase diam 

bertindak untuk menahan komponen campuran, sedangkan fase gerak melarutkan 

komponen-komponen tersebut. Komponen yang lebih mudah tertahan oleh fase diam 

akan bergerak lebih lambat, sementara komponen yang lebih mudah larut dalam fase 

gerak akan bergerak lebih cepat (Atun, 2014).  

Berdasarkan sifat instrumen yang digunakan, metode analisis kromatografi dapat 

dibagi menjadi dua jenis: konvensional dan modern. Kromatografi modern adalah 

teknik pemisahan komponen zat atau zat aktif dari suatu senyawa yang memiliki 

berat molekul tinggi dengan menggunakan instrumen canggih. Alat yang sering 

digunakan termasuk HPLC (High Performance Liquid Chromatography) dan GC-MS 

(Gas Chromatography – Mass Spectrometry). Di sisi lain, kromatografi konvensional 
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merupakan teknik pemisahan yang dilakukan dengan menggunakan instrumen yang 

lebih sederhana, seperti kromatografi kertas, kromatografi kolom, dan kromatografi 

lapis tipis (Nurdiani, 2018).  

 

 

a) Kromatografi Cair Vakum (KCV) 

 

 

Kromatografi cair vakum (KCV) adalah metode fraksinasi yang digunakan untuk 

memisahkan crude extract menjadi fraksi-fraksi yang lebih sederhana. Proses 

pemisahan ini menggunakan kolom yang berisi fase diam, dengan aliran fase 

geraknya dibantu oleh pompa vakum. Fase diam yang sering digunakan adalah silika 

gel atau aluminium oksida (Ghisalberti, 2008). Sampel bergerak cepat terhadap fase 

diam dan fase gerak dalam kromatografi cair vakum karena proses tersebut terjadi 

dalam lingkungan vakum. Prinsip kerja kromatografi cair vakum melibatkan partisi 

dan adsorpsi komponen senyawa, dimana pemisahannya diperkuat oleh tekanan dari 

alat vakum (Mutmainnah et al., 2017).  

 

 

b) Kromatografi Kolom (KK) 

 

 

Prinsip pemisahan dalam kromatografi kolom melibatkan kompetisi antara zat terlarut 

(sampel) dan fase gerak dengan permukaan fase diam. Proses kromatografi kolom 

ditunjukkan pada Gambar 7 (Srivastava et al., 2021). Sampel, yang dibawa oleh 

pembawa atau fase gerak (mobile phase), bersaing  dengan fase diam yang 

mengandung bahan yang disebut fase diam (stationary phase) untuk memisahkan 

komponen-komponen sampel. Kekuatan adsorpsi terutama dipengaruhi oleh sifat 

gugus fungsional, yang menentukan tingkat kepolaran. Proses adsorpsi dipengaruhi 

oleh kekuatan ikatan antara larutan dan adsorben, serta kekuatan untuk memisahkan 

larutan dari adsorben (Wati, 2014).  
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Gambar 7. Ilustrasi proses kromatografi kolom  

 

 

c) Kromatografi Lapis Tipis (KLT) 

 

 

Kromatografi lapis tipis (KLT) termasuk dalam kategori kromatografi planar dan 

merupakan salah satu teknik pemisahan komponen-komponen campuran suatu 

senyawa. Proses ini melibatkan partisi senyawa di antara padatan penyerap (adsorben 

atau fase diam), yang diletakkan pada plat kaca atau aluminium, dengan pelarut (fase 

gerak) yang mengalir melewati adsorben, ditunjukkan pada Gambar 8. KLT efektif 

digunakan untuk memisahkan senyawa-senyawa yang memiliki sifat hidrofobik, 

seperti lipida dan hidrokarbon, yang sulit dipisahkan menggunakan kromatografi 

kertas (Nurdiani, 2018).  
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Gambar 8. Ilustrasi proses kromatografi lapis tipis 

 

Secara umum, kemampuan suatu pelarut pengembang (kekuatan elusi) untuk 

menggerakkan senyawa pada suatu adsorben berkaitan dengan polaritas pelarut. 

Urutan kekuatan elusi beberapa pelarut adalah sebagai berikut: air > metanol > etanol 

> aseton > etil asetat > kloroform > dietil eter > metilen diklorida > benzena > 

toluena > karbon tetraklorida > heksan > petroleum eter (Atun, 2014).  

 

 

2.7. Karakterisasi Senyawa Murni  

 

 

Dalam penelitian ini, karakterisasi senyawa murni dilakukan menggunakan 

spektrofotometer dengan tujuan untuk menentukan struktur dari senyawa hasil isolasi. 

Teknik spektrofotometer ini bergantung pada radiasi elektromagnetik, yang 

merupakan energi yang dipancarkan dan menembus ruang dalam bentuk gelombang-

gelombang (Fessenden dan Fessenden, 1982).  Adapun metode spektrofotometer 

yang akan digunakan adalah spektrofotometer ultraviolet-visible (UV-Vis), 

spektrofotometer Infra Red (IR), dan spektrofotometer Nuclear Magnetic Resonance 

(NMR).  

 

eluen 

plat 

KLT 

chamber 
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2.7.1. Spektrofotometer Ultraviolet-Visible (UV-Vis) 

 
 
Spektrofotometer UV-Vis merupakan pengukuran panjang gelombang, intensitas 

sinar ultraviolet serta cahaya tampak yang diabsorpsi oleh sampel. Sinar ultraviolet 

dan cahaya tampak memiliki energi yang cukup untuk mempromosikan elektron pada 

kulit terluar ke tingkat energi yang lebih tinggi. Spektrofotometer UV-Vis adalah 

salah satu teknik analisis spektrofotometer yang memakai sumber REM  (radiasi 

elektromagnetik), ultraviolet dekat (190-380 nm), dan sinar tampak (380-78 nm) 

(Yulianti, 2020).  

Absorpsi cahaya ultraviolet atau cahaya tampak mengakibatkan transisi elektronik, 

yaitu promosi elektron-elektron dari orbital keadaan dasar yang berenergi rendah ke 

keadaan tereksitasi berenergi lebih tinggi. Transisi ini memerlukan 40-300 kkal/mol. 

Energi yang terserap selanjutnya terbuang sebagai kalor, sebagai cahaya atau 

tersalurkan dalam reaksi. Panjang gelombang cahaya UV atau tampak bergantung 

pada mudahnya promosi elektron. Molekul-molekul yang memerlukan lebih banyak 

energi untuk promosi elektron akan menyerap pada panjang gelombang yang lebih 

pendek. Molekul yang memerlukan energi lebih sedikit akan menyerap pada panjang 

gelombang yang lebih panjang. Senyawa yang menyerap cahaya dalam daerah 

tampak (senyawa berwarna) mempunyai elektron yang lebih mudah dipromosikan 

daripada senyawa yang menyerap pada panjang gelombang UV yang lebih pendek 

(Fessenden dan Fessenden, 1982). Skema proses spektrofotometer UV-Vis 

ditunjukkan pada Gambar 9 (Suhartati, 2017). 
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Gambar 9. Skema kerja spektrofotometer UV-Vis 

 
Spektrum UV senyawa dalam pelarut metanol menghasilkan serapan maksimum pada 

λmaks (log ε) = 228 (sh, 4.11), 284 (sh, 3.47), 323 (3.64) nm. Data tersebut 

menunjukkan bahwa senyawa ini adalah senyawa aromatik. Spektrum UV dengan 

puncak-puncak serapan yang khas untuk senyawa-senyawa turunan fenol dan puncak 

serapan pada 323 nm menunjukkan adanya konjugasi dan senyawa turunan fenol 

(Jayuska, 2001).  

Data diatas diperkuat dengan penambahan pereaksi larutan NaOH dengan bertujuan 

untuk mengetahui adanya kromofor fenol yang terkonjugasi pada λmaks (log ε) = 248 

(sh, 3.72), 345 (3.67). Puncak serapan 248 dan 345 nm menunjukkan pergeseran 

batokromik, yakni dari 228 nm menjadi 248 bergeser sebesar 20 nm dan dari 323 nm 

menjadi 345 nm bergeser sebesar 23 nm. Data ini menunjukkan bahwa kromofor 

fenol mengalami konjugasi (Jayuska, 2001).  
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2.7.2. Spektrofotometer Infra Red (IR) 

 
 
Radiasi inframerah mengacu pada  spektrum elektromagnetik yang berada pada 

daerah gelombang sinar tampak dan microwave. Batasan panjang gelombang yang 

umum digunakan untuk pendeteksian senyawa organik berkisar dari 4000 cm-1 

sampai 400 cm-1. Posisi pita serapan IR ditentukan dengan menggunakan satuan cm-1 

(Silverstein et al., 2005). 

Bila molekul menyerap radiasi inframerah, energi yang diserap menyebabkan 

kenaikan dalam amplitudo getaran atom-atom yang terikat itu. Jadi molekul ini 

berada dalam keadaan vibrasi tereksitasi (energi yang terserap ini akan dibuang dalam 

bentuk panas bila molekul itu kembali ke keadaan dasar). Keadaan vibrasi dari ikatan 

terjadi pada keadaan tetap, atau terkuantifikasi, tingkat-tingkat energi. Panjang 

gelombang eksak absorpsi oleh suatu tipe ikatan tertentu, bergantung pada macam 

getaran dari ikatan tersebut. Oleh karena itu, tipe ikatan yang berlainan (C-H, C-C, O-

H, dan sebagainya) menyerap radiasi inframerah pada panjang gelombang 

karakteristik yang berlainan.  

Ikatan dalam sebuah molekul dapat menjalani berbagai macam osilasi; oleh karena 

itu, suatu ikatan tertentu dapat menyerap energi lebih daripada satu panjang 

gelombang. Banyaknya energi yang diabsorpsi oleh suatu ikatan tergantung pada 

perubahan dalam momen ikatan seperti vibrasi atom-atom yang saling berikatan lebih 

besar perubahan dalam momen ikatan mengakibatkan absorbsi sejumlah energi juga 

lebih besar. Ikatan non-polar tidak mengabsorbsi radiasi inframerah karena tidak ada 

perubahan momen ikatan apabila atom-atom saling berosilasi. Ikatan non-polar relatif 

menyebabkan absorpsi yang lemah. Pada ikatan polar menunjukkan absorpsi yang 

kuat (Fessenden dan Fessenden, 1982). 

Skema instrumen spektrofotometer inframerah dapat dilihat pada Gambar 10. Radiasi 

dari sumber sinar melewati celah dan diteruskan ke dalam interferometer. 

Selanjutnya, radiasi akan melewati sampel dan diteruskan ke detektor. Sinyal yang 
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terbaca oleh detektor didigitalisasi  dan dikirim ke komputer tempat proses 

transformasi fourier dilakukan  sehingga dihasilkan spektrum inframerah (Alauhdin 

dkk., 2021).  

 

Gambar 10. Skema kerja spektrofotometer infra red 

 

Spektrum inframerah dengan pelet KBr menghasilkan puncak-puncak serapan pada 

bilangan gelombang vmaks = 3400, 1605, 1513, 1450, 833 cm-1, dan puncak-puncak 

pada daerah sidik jari. Puncak serapan pada 3400 cm-1 menunjukkan serapan vibrasi 

ulur OH, sedangkan serapan pada 1605, 1513, dan 1450 cm-1 merupakan serapan 

C=C aromatik dan serapan pada 833 cm-1 menunjukkan serapan untuk benzen yang 

tersubstitusi. Data spektrum UV diatas dan inframerah tersebut memberi petunjuk 

bahwa senyawa ini adalah suatu senyawa turunan fenol yang tak terkonjugasi berupa 

resveratrol oligomer (Jayuska, 2001).  

 

 

2.7.3. Spektrofotometer Nuclear Magnetic Resonance (NMR) 

 
 
Spektrofotometer NMR adalah teknik yang digunakan untuk menentukan struktur 

senyawa yang tidak diketahui. NMR dapat digunakan untuk menjelaskan dinamika 

dan mekanisme transformasi metabolit serta untuk mengeksplorasi 
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kompartementalisasi jalur metabolisme (Markley et al., 2017). Spektrofotometer 

NMR memanfaatkan interaksi antara nukleus yang bertindak sebagai magnet kecil 

dan medan magnetik eksternal, sehingga dapat diterapkan untuk mengevaluasi ikatan 

kimia dan lingkungan nuklir. Sinyal yang diperoleh dari spektrofotometer NMR 

memberikan informasi tentang interaksi antara inti dan elektron serta interaksi inti, 

yang dapat membantu menentukan struktur senyawa kimia. Spektrum NMR yang 

dihasilkan adalah kumpulan satu atau lebih puncak resonansi pada frekuensi tertentu. 

Ada dua jenis spektrofotometer NMR, yaitu 1H-NMR  yang memberikan informasi 

pergeseran kimia dari berbagai jenis proton (Ismail et al., 2022). Tabel 1 

menunjukkan letak pergeseran kimia beberapa senyawa organik dalam spektra 1H-

NMR (Sudjadi, 1985). 

 

Tabel 1. Letak pergeseran kimia dalam spektrum 1H-NMR  

Senyawa Proton 1H (δ) ppm 

C-CH3 (alkana) 0,5-2 

C≡C-H (alkuna) 2,5-3,5 

H3C-O- (eter) 3,5-3,8 

H2C=C (alkena) 4,5-7,5 

Ar-OH (fenol) 4-8 

R-OH (alkohol) 5-5,5 

Ar-H (aromatik) 6-9 

-CO-H (aldehid) 9,8-10,5 

-CO-OH 11,5-12,5 

 

 

Di spektra 13C-NMR, terlihat pergeseran kimia untuk jenis-jenis atom karbon yang 

terkandung dalam suatu senyawa organik. Pergeseran kimia ini memberikan 

informasi tentang lingkungan kimia dari atom karbon tersebut dalam molekul. Letak 

pergeseran kimia dalam spektrum 13C-NMR bervariasi tergantung pada struktur 

senyawa organik yang sedang dianalisis (Sudjadi, 1985) ditunjukkan pada Tabel 2. 
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Tabel 2. Letak pergeseran kimia dalam spektrum 13C-NMR  

Jenis-Jenis Gugus Fungsional  13C (δ) ppm 

C=O (keton) 205-220 

C=O (aldehid) 190-200 

C=O 170-185 

C aromatik  125-150 

C=C (alkena) 115-140 

RCH2OH 50-65 

RCH2Cl 40-45 

RCH2NH2 37-45 

R3CH 25-35 

CH3CO- 20-30 

R2CH2 16-25 

 

 

Pada spektrum 1H-NMR dengan menggunakan pelarut aseton-d6 memberikan 

pergeseran kimia pada (δ, ppm) 8,4, 8,3  (7H, br, s); 7,23 (4H, d, J = 8,6 Hz); 6,93 

(2H, d, J = 8,6 Hz); 6,93 (2H, d, J = 8,6 Hz); 6,83 (4H, d, J = 8,6 Hz); 6,65 (1H, d, J = 

16,7 Hz); 6,60 (2H, d, J =8,6 Hz); 6,55 (1H, d, J = 16,7 Hz); 6,46 (1H, s), 6,25 (4H, d,  

J = 2,1 Hz); 6,18 (2H, t,  J = 2.1 Hz); 5,43 (2H, d,  J = 5,1 Hz) dan 4,54 (2H, d, J = 

5,1 Hz). Pada spektrum 1H-NMR  adanya proton-proton alifatik, daerah aromatik dan 

hidroksi yang jumlah protonnya 32 atom H (Jayuska, 2001).  

Pada 13C-NMR dengan adanya pelarut aseton-d6 adanya karbon-karbon daerah sp3 

dan daerah sp2 berjumlah 19 sinyal, memberikan pergeseran kimia pada (δ, ppm) = 

162,6; 159,8; 158,2; 158,1; 147,3; 133,9; 133,4; 130,1; 128,5; 127,9; 122,2; 119,9; 

116,14; 116,09; 106,9; 102,1; 94,1; 91,3; dan 57,9 dari DEPT 135 dan 90 adanya 11 

sinyal metin dan tidak adanya sinyal metil serta metilen. Berarti 8 sinyal atom karbon 

kuartener, 5 sinyal dalam bentuk oksiaril dengan 9 atom karbon ini menyatakan 

adanya 9 atom yang terikat pada atom karbon dari 3 sinyal dalam bentuk karbon 

kuartener yang lainnya (Jayuska, 2001).  

Pada spektrum 1H-NMR  senyawa ini menunjukkan adanya 6 sinyal proton aromatik 

kopling orto dari tiga p-hidroksifenil pada δH 7,23 (2H, d, J=8,6 Hz)/6,83 (2H, d, 
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J=8,6 Hz); 7,23 (2H, d,  J=8,6 Hz)/6,83 (2H, d, J= 8,6 Hz), dan 6,93 (2H, d, J= 8,6 

Hz)/6,60 (2H, d, J= 8,6 Hz), yang bersesuaian dengan sinyal spektrum 13C-NMR 

127,9 (C-2 dan C-9)/116,1 (C-3 dan C-5), 127,9 (C-2” dan C-6”)/116,1 (C-3” dan C-

5”), dan 128,5 (C-2’ dan C-6’)/116,1 (C-3’ dan C-5’). Dari data diatas menyatakan 

adanya gugus p-hidroksifenil identik yang mempunyai konfigurasi sama dan satu lagi 

dalam posisi yang lain (Jayuska, 2001).  

Selanjutnya pada spektrum 1H-NMR  juga menunjukkan adanya 4 sinyal proton 

aromatik kopling meta dari dua gugus 3,5-m-dihidroksifenil pada δH 6,25 (4H, d, 

J=2,1 Hz) dan 6,18 (2H, t,  J=2,1 Hz). Didukung adanya dua pasang sinyal spektrum 

13C-NMR  pada δC 106,9 (C-10 dan C-14)/102,1 (C-12). Dari data diatas menyatakan 

adanya 2 gugus 3,5-m-dihidroksifenil yang identik (Jayuska, 2001).  

Karakteristik untuk sinyal proton benzilik dalam bentuk gugus diaril-

dihidrobenzofuran adanya δH  pada 5,43 (2H, d, J=5,1 Hz), dan 4,54 (2H, d, J=5,1 Hz) 

dalam spektrum 1H-NMR  dan ditunjang oleh resonansi sinyal spektrum 13C-NMR  

menunjukkan adanya ikatan tunggal karbon pada δC 94,1 (C-7 atau C-7”) dan 57,9 

(C-8 atau C-8”). Konstanta kopling (J =5,1 Hz) dari dua pasang proton dengan 

multiplisitas doublet ini menyatakan dua pasang proton posisi α,β diaksial (Jayuska, 

2001).  

Pada 1H-NMR  ada pasangan multiplisitas doublet pada 6,65 dan 6,55 ppm (masing-

masing 1H, J = 16,7 Hz, H-7’ dan H-8’), dua doublet sinyal karbon pada 122,2 (C-7”) 

dan 130,1 (C-8’), ini menunjukkan adanya vinil dengan konfigurasi trans. 

Memperhatikan data spektrum ultraviolet, inframerah, 1H-NMR  dan 13C-NMR   

yang menggunakan pelarut aseton-d6 dari senyawa yang ditemukan ini ternyata 

sangat mirip sekali dengan ampelopsin-E (21) (Gambar 11). 
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Gambar 11. Struktur senyawa ampelopsin-E 

 

 

2.7.4. Liquid Chromatography-Mass Spectrometry (LC-MS) 

 
 
Kromatografi  cair-spektrometri  massa  (LC-MS)  adalah teknik  kimia  analitik  

yang  menggabungkan kemampuan  pemisahan  fisik  kromatografi  cair  (atau  

HPLC) dengan  kemampuan  analisis  spektrometri  massa, umumnya  digunakan  di  

laboratorium  untuk  analisis  kualitatif  dan  kuantitatif  obat zat,  produk  obat,  dan  

sampel  biologis (Kumar et al., 2016). Prinsip LC-MS adalah proses yang 

menggabungkan pemisahan zat dalam sampel menggunakan liquid chromatography 

(LC) dengan deteksi dan identifikasi berdasarkan massa menggunakan mass 

spectrometry (MS). Sampel terlebih dahulu dipisahkan dalam kolom kromatografi 

berdasarkan sifat fisikokimia, kemudian ionisasi dan dianalisis oleh MS untuk 

menentukan massa dan struktur molekulnya (Zhou et al., 2012).  

Spektrofotometer massa biasanya terdiri dari tiga bagian utama: sumber ion, 

penganalisis massa, dan detektor. Sumber ion mengubah molekul sampel menjadi 

ion, sementara penganalisis massa memisahkan ion-ion ini baik dalam tabung time-

of-flight maupun medan elektromagnetik sebelum diukur oleh detektor. Beberapa 

pilihan sumber ion tersedia, termasuk ionisasi elektrospray (ESI), ionisasi kimia 
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tekanan atmosfer (APCI), fotoionisasi tekanan atmosfer (APPI), dan pemboman atom 

cepat (FAB). Karena sifat kimia metabolit yang beragam, analisis sampel biologis 

seringkali diperlukan dalam mode ionisasi +ve (positif) dan -ve (negatif) pada 

rentang pemindaian m/z 50-1000 hingga untuk memaksimalkan cakupan metabolom. 

ESI, sejauh ini merupakan metode pilihan dalam studi metabolomik berbasis LC-MS, 

karena kemampuan ionisasi lunaknya menghasilkan sejumlah besar ion melalui 

pertukaran muatan dalam larutan dan seringkali membentuk ion molekul utuh yang 

membantu identifikasi awal. APCI dan APPI juga biasanya menginduksi sedikit atau 

tidak ada fragmentasi in-source dan dianggap relatif toleran terhadap konsentrasi 

buffer yang tinggi. Pendekatan ionisasi ini melengkapi ESI untuk analisis senyawa 

non-polar dan stabil secara termal seperti lipid (Zhou et al., 2012). 

Metode deteksi dalam instrumen LC-MS biasanya menggunakan berbagai jenis 

detektor, diantaranya adalah detektor indeks refraktif, elektrokimia, florosens, UV-

tampak, dan yang paling banyak digunakan adalah spektrofotometer massa. Detektor 

jenis spektrofotometer massa ini merupakan salah satu detektor yang mampu 

menghasilkan data dalam bentuk 3D dengan penggambaran kekuatan sinyal dan 

spektrum massa. Spektrum massa yang dihasilkan akan menyajikan informasi berupa 

berat molekul, identitas, kuantitas, dan kemurnian sampel sehingga dapat 

meningkatkan kualitas hasil yang diperoleh pada analisis kuantitatif dan kualitatif 

(Ramadhan, 2019).  

Saat ini, telah  digunakan  dalam  industri  obat-obatan pengembangan  pada  

berbagai  tahap  termasuk  penyaringan, stabilitas  metabolik,  identifikasi metabolit, 

skrining  obat  in  vivo,  identifikasi  pengotor,  pemetaan  peptida, pemetaan  

glikoprotein,  dereplikasi  produk  alami,  dan skrining  bioafinitas. Ada beberapa 

keuntungan  LCMS  dibandingkan  metode  kromatografi  lainnya,  diantaranya 

adalah  sebagai  berikut: 

1. Selektivitas:  puncak  yang  keluar  bersama  dapat  diisolasi  dengan  selektivitas  

massa  dan  tidak  dibatasi dengan  resolusi  kromatografi. 
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2.  Penugasan  puncak:  sidik  jari  molekuler  untuk  senyawa  yang  diteliti  

dihasilkan, memastikan  penugasan  puncak  yang  benar  dalam  keberadaan  

matriks  yang  kompleks. 

3. Informasi  berat  molekul:  konfirmasi  dan  identifikasi  molekul  yang  diketahui. 

4. Informasi  struktural:  fragmentasi  terkendali  memungkinkan  penjelasan  

struktural  suatu kimia. 

5. Pengembangan  metode  yang  cepat:  memberikan  identifikasi  analit  yang  

dielusi  dengan  mudah  tanpa validasi  waktu  retensi. 

6. Kemampuan  beradaptasi  matriks  sampel:  mengurangi  waktu  persiapan  sampel  

dan  dengan  demikian  menghemat  waktu. 

7. Kuantisasi:  data  kuantitatif  dan  kualitatif  dapat  diperoleh  secara  mudah  

dengan  keterbatasan optimasi  instrumen (Kumar et al., 2016).  

 
 

2.8. Kanker   

 

 

Kanker terjadi ketika sel-sel dalam tubuh tumbuh secara abnormal dan tidak 

terkendali, kemudian menyebar dari tempat asalnya ke bagian tubuh lainnya. Proses 

ini dikenal sebagai metastasis dan sering terjadi melalui aliran darah atau sistem 

limfatik. Namun, sayangnya, dalam banyak kasus, kanker metastasis sulit diobati 

dengan pengobatan yang tersedia saat ini  (Jiramongkol and Lam, 2020).  

Adapun sifat umum dari kanker adalah sebagai berikut:  

a. Pertumbuhan berlebihan. 

b. Gangguan diferensiasi dari sel dan jaringan sehingga mirip jaringan mudigah. 

c. Bersifat invasif, mampu tumbuh di jaringan sekitarnya.  

d. Bersifat metastasis, menyebarkan pertumbuhan baru.  

e. Memiliki hereditas bawaan, yaitu turunan sel kanker juga dapat menyebabkan 

kanker.  
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f. Pergeseran metabolisme ke arah pembentukan makromolekul dari nukleosida dan 

asam amino serta peningkatan katabolisme karbohidrat untuk energi sel (Agustini, 

2004).  

 
 

2.8.1. Kanker Serviks  

 

 

Kanker serviks muncul di area serviks, yang merupakan saluran sempit menuju rahim 

dan berhubungan dengan vagina melalui saluran endoserviks (Gambar 12). Serviks 

dibagi menjadi ektoserviks yang dilapisi oleh sel epitel skuamosa berlapis, sementara 

endoserviks terdiri dari sel epitel kolumnar sederhana. Pertemuan antara epitel 

skuamosa berlapis dan kolumnar membentuk zona transisi di saluran endoserviks. 

Daerah ini, disebut zona transformasi, terdiri dari epitel metaplastik yang 

menggantikan epitel berlapis kolumnar pada endoserviks. Daerah ini merupakan 

tempat yang paling mungkin berkembang menjadi kanker serviks karena 

kemungkinan transformasi pramaligna melalui infeksi HPV (Burmeister et al., 2022). 

Dua subtipe histologis utama dari kanker serviks adalah karsinoma sel skuamosa 

(SCC) dan adenokarsinoma. SCC berkembang dari sel skuamosa di ektoserviks dan 

merupakan penyebab sekitar 75% kasus karsinoma serviks, sementara 

adenokarsinoma berasal dari sel kelenjar yang memproduksi lendir di endoserviks. 

Wanita yang terinfeksi HIV memiliki risiko enam kali lebih tinggi untuk mengalami 

infeksi persisten dengan berbagai jenis HPV, meningkatkan risiko mereka terkena 

kanker serviks (Burmeister et al., 2022).  
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Gambar 12. Anatomi organ reproduksi wanita 

 

Kanker serviks pada stadium awal sering kali tidak menunjukkan gejala dan biasanya 

didiagnosis melalui pemeriksaan rutin atau pemeriksaan panggul. Gejala yang 

umumnya muncul meliputi pendarahan vagina yang berat atau tidak normal, terutama 

setelah hubungan seksual, mungkin juga disertai dengan keputihan yang encer, 

berlendir, atau bernanah dan berbau tidak sedap, walaupun hal ini jarang terjadi. Pada 

tahap lanjut, pasien dapat mengalami pembengkakan pada ekstremitas bawah, nyeri 

panggul atau punggung bagian bawah. Selain itu, keluhan yang terkait dengan usus 

dan/atau kandung kemih seperti perubahan tekanan atau keluarnya urin dan/atau feses 

melalui vagina menunjukkan kemungkinan invasi kandung kemih dan rektum 

(Burmeister et al., 2022). 

Pemeriksaan panggul dilakukan pada pasien yang mengalami gejala kanker serviks 

dan biasanya mencakup visualisasi serviks dan mukosa vagina serta biopsi jika ada 

kelainan yang terlihat. Serviks mungkin tampak normal jika penyakitnya bersifat 

mikro-invasif atau terlokasi di dalam saluran endoserviks. Namun, jika tumor besar, 

seluruh serviks mungkin tergantikan, dan lesi metastasis dapat diidentifikasi melalui 

pembesaran kelenjar getah bening yang teraba (Burmeister et al., 2022). 
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2.9. Uji Antikanker Secara In Vitro 

2.9.1. Reagen Resazurin  

 
 
Resazurin dengan rumus molekul C12H7NO4 yang memiliki nama IUPAC yaitu 7-

hydroxy-10 oxidophenoxazin-10-ium-3-one, dengan bobot molekul 229,18828 g/mol. 

Resazurin merupakan senyawa aktif dari Alamar Blue diketahui sebagai indikator 

reaksi reduksi oksidasi (redoks) yang digunakan untuk menilai fungsi metabolisme 

sel sejak lama. Resazurin juga dikenal sebagai diazol-resorcinol, azoresorcin, 

resazoin, resazurine, yang larut dalam air, tidak beracun, dan mudah masuk kedalam 

membran sel. Resazurin memiliki warna biru yang tidak berfluoresensi dan dapat 

tereduksi menjadi warna pink yang berfluoresensi dalam bentuk resorufin. 

Mekanisme perubahan warna dari biru (resazurin) menjadi warna pink (resorufin) 

merupakan indikator terjadinya reduksi oleh sel yang ditunjukkan pada  (Syahputra, 

2015). 

Uji tersebut memiliki sensitivitas tinggi, tidak beracun, kesederhanaan, permeabel 

terhadap sel, stabil untuk beberapa bulan pada suhu ruangan jika terlindungi dari 

cahaya dan fleksibilitasnya yang tinggi dalam hal metode pengukuran, serta dapat 

diterapkan untuk mempelajari sel mamalia, bakteri, tumbuhan, dan ikan. Uji ini 

mengukur kemampuan sel yang aktif secara metabolik untuk mereduksi resazurin 

secara enzimatik menjadi resorufin. Jumlah resorufin yang dihasilkan setelah 

inkubasi sel dengan resazurin sebanding dengan jumlah sel yang hidup, yang dapat 

diukur secara kolometrik atau fluorometrik. Namun, metode pilihan untuk mencapai 

tingkat sensitivitas yang cukup adalah deteksi fluoresensi (Luzak et al., 2022). 

Pengujian ini menggunakan larutan Dimetil Sulfoksida (DMSO) sebagai kontrol 

negatif dan sebagai pelarut sampel karena dapat larut dengan baik dalam berbagai 

pelarut organik, yang bersifat polar maupun nonpolar sehingga dapat meningkatkan 

kelarutan sampel. Adapun cisplatin sebagai kontrol positif yang merupakan zat murni 

agen antikanker dan biasanya digunakan sebagai pembanding (Hamzah, 2018). 
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2.9.2. Cisplatin  

 
 
Nama kimia dari cisplatin adalah cis-diamminedichloroplatinum(II), yang memiliki 

struktur kimia kompleks Pt(II) bergeometri square planar dengan dua ligan amonia 

dan dua klorida dalam konfigurasi cis (Gambar 13). Cisplatin merupakan agen 

kemoterapi berbasis platinum yang digunakan secara luas sebagai obat antikanker, 

dengan aktivitas antineoplastik utama melalui pembentukan ikatan silang (cross-link) 

dan adduct pada DNA, serta kontribusi pembentukan radikal superoksida yang 

memperkuat efek antikanker (Barabas et al., 2008).  

 

Gambar 13. Struktur senyawa cisplatin 

 

Mekanisme kerja cisplatin sebagai agen antikanker ditunjukkan pada Gambar 14, 

yang diawali dengan proses aktivasi melalui reaksi aquation di dalam sel, yaitu ketika 

ligan klorida pada cisplatin digantikan oleh molekul air akibat rendahnya konsentrasi 

ion klorida intraseluler. Bentuk teraktivasi ini kemudian bersifat sangat reaktif dan 

berikatan secara kovalen dengan DNA, terutama pada atom N7 basa purin, khususnya 

guanin. Ikatan tersebut menghasilkan DNA adduct dan ikatan silang (cross-link), 

terutama ikatan intraranta, yang menyebabkan distorsi struktur heliks DNA. 

Perubahan struktur DNA ini menghambat proses replikasi dan transkripsi DNA, 

sehingga mengganggu pembelahan sel. Akumulasi kerusakan DNA selanjutnya 

memicu respons kerusakan DNA dan aktivasi jalur apoptosis, yang berujung pada 

kematian sel kanker. Konfigurasi cis dan geometri square planar merupakan prasyarat 

penting bagi pembentukan adduct DNA yang stabil dan toksik, sehingga menentukan 

efektivitas aktivitas antikanker cisplatin. Selain melalui kerusakan DNA, cisplatin 

22 
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dengan DNA dapat memicu pembentukan radikal superoksida, yang berkontribusi 

terhadap efek sitotoksik cisplatin pada sel kanker (Barabas et al., 2008). 

Gambar 14. Mekanisme kerja cisplatin sebagai agen kemoterapi 

 

Selain kegunaanya sebagai obat kemoterapi, cisplatin juga memiliki beberapa 

kekurangan utama yang membatasi penggunaannya secara klinis, terkait dengan 

tingginya toksisitas sistemik. Efek samping yang paling signifikan adalah 

nefrotoksisitas, yaitu kerusakan ginjal yang bersifat dose-dependent dan terutama 

terjadi pada tubulus proksimal, sehingga pemberian cisplatin harus disertai dengan 

hidrasi dan diuresis yang ketat. Selain itu, cisplatin juga dapat menimbulkan mual dan 

muntah berat, ototoksisitas berupa gangguan pendengaran yang sering kali bersifat 

irreversibel, serta neurotoksisitas yang ditandai dengan neuropati perifer pada 

penggunaan dosis tinggi atau jangka panjang. Efek samping lain yang dilaporkan 

meliputi mielosupresi dan gangguan elektrolit. Di samping masalah toksisitas, 

penggunaan cisplatin juga menghadapi kendala berupa resistensi sel kanker, yang 

dapat terjadi melalui penurunan akumulasi obat di dalam sel, inaktivasi oleh 
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glutation, peningkatan perbaikan DNA, serta gangguan jalur apoptosis, sehingga 

efektivitas terapinya dapat menurun (Barabas et al., 2008) 

 

 

2.9.3. Sel HeLa 
 
 
Sel HeLa adalah lini sel manusia pertama yang dikulturkan dan menjadi lini sel 

manusia yang paling banyak digunakan dalam penelitian biologi. Aplikasinya sebagai 

organisme model telah berkontribusi pada karakterisasi berbagai proses biologi 

penting dan lebih dari 70.000 publikasi. Lini sel ini berasal dari tumor kanker serviks 

seorang pasien bernama Henrietta Lacks, yang kemudian meninggal karena 

kankernya pada tahun 1951 (Landry et al., 2013). Awalnya, garis sel ini disebut-sebut 

diberi nama Helen Lane untuk menjaga anonimitas Lacks (Patel et al., 2009).  

Selama bertahun-tahun, sel-sel lain telah menjadi bagian integral dari penelitian 

biomedis, digunakan untuk mempelajari jalur biokimia berbagai jaringan. Sel HeLa 

merupakan kanker tingkat tinggi dengan mutasi spesifik yang memungkinkan 

pertumbuhan berkelanjutan, menjadikannya sumber daya yang langka dan berharga. 

Meskipun banyak lini sel manusia telah dikembangkan sejak saat itu, HeLa tetap 

paling banyak digunakan karena kualitasnya yang unik (Masters, 2002).  

Salah satu penggunaan sel HeLa yang paling awal adalah dalam pengembangan 

vaksin melawan virus polio (Landry et al., 2013). George Gey dan timnya 

menemukan bahwa sel HeLa dapat dengan mudah terinfeksi dan dihancurkan oleh 

virus polio, sehingga menyediakan metode pengujian yang sederhana. Hal ini 

mengarah pada terciptanya fasilitas produksi sel HeLa di Tuskegee Institute, yang 

mendistribusikan sekitar 600.000 kultur meskipun dalam kondisi suhu yang 

menantang (Masters, 2002).  
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2.9.4. Perhitungan persentase jumlah sel yang hidup  

 
 
Data uji aktivitas sitotoksisitas yang diperoleh adalah nilai absorbansi. Data ini 

digunakan untuk menghitung persentase jumlah sel yang hidup menggunakan 

Persamaan 1.  

 

% 𝑠𝑒𝑙 ℎ𝑖𝑑𝑢𝑝 =  
𝑎𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏𝑎𝑛𝑠𝑖 𝑝𝑒𝑟𝑙𝑎𝑘𝑢𝑎𝑛−𝑎𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏𝑎𝑛𝑠𝑖 𝑘𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙 𝑚𝑒𝑑𝑖𝑎

𝑎𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏𝑎𝑛𝑠𝑖 𝑘𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙 𝑠𝑒𝑙−𝑎𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏𝑎𝑛𝑠𝑖 𝑘𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙 𝑚𝑒𝑑𝑖𝑎
𝑋100%          (1) 

 

Setelah didapatkan persentase sel hidup dari sampel, selanjutnya digunakan untuk 

menentukan nilai Inhibitory Concentration 50% (IC50) terhadap lini sel HeLa. Data 

yang diperoleh dibuat dalam bentuk tabel dan data yang dimasukan merupakan data 

hubungan antara konsentrasi dengan persentase sel hidup serta nilai maksimum 

sebesar 100. Selanjutnya, dilakukan analisis regresi linear yang akan memunculkan 

nilai IC50 dari sampel dan bentuk grafik (Bafadal et al., 2021).   

Metode analisis yang digunakan untuk menguji hipotesis adalah model analisis 

regresi linier berganda. Regresi berganda merupakan persamaan dengan 

menggunakan dua atau lebih variabel independen. Pada model linear berganda ini, 

akan dilihat besarnya kontribusi untuk variabel bebas terhadap variabel terikatnya 

dengan melihat besarnya koefisien determinasi totalnya (R). Nilai R mempunyai 

interval antara 0 sampai 1 (0 ≤ R ≥ 1). Semakin besar R (mendekati 1), semakin baik 

hasil untuk model regresi tersebut dan semakin mendekati 0, maka variabel 

independen secara keseluruhan tidak dapat menjelaskan variabel independen. Jika (R) 

yang diperoleh mendekati 1 (satu) maka dapat dikatakan semakin kuat model tersebut 

menerangkan hubungan variabel bebas terhadap variabel terikat. Sebaliknya jika (R) 

makin mendekati 0 (nol) maka semakin lemah pengaruh variabel-variabel bebas 

terhadap variabel terikat  (Hasania dkk., 2016).  

Gusungi et al. (2020) menyatakan bahwa berdasarkan nilai IC50 ada empat kategori 

aktivitas sitotoksik suatu ekstrak terhadap sel kanker yaitu, sangat aktif jika IC50 < 10 
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μg/mL, aktif jika IC50 10-100 μg/mL, cukup aktif jika IC50 100-500 μg/mL, dan 

kurang aktif jika nilai IC50  >500 μg/mL.   
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III. METODE PENELITIAN 

 

 

 

3.1.  Waktu dan Tempat Penelitian  

 

 

Penelitian telah dilakukan mulai Desember 2024 hingga November 2025, berlokasi di 

Laboratorium Kimia Organik Jurusan Kimia FMIPA Universitas Lampung. 

Determinasi tanaman dilakukan di Generasi Biologi Indonesia, Gresik. Analisis 

menggunakan spektrofotometer Nuclear Magnetic Resonance (NMR) dilaksanakan di 

Laboratorium Kimia Terpadu FMIPA Institut Teknologi Bandung. Analisis LC-MS 

dilakukan di Laboratorium Forensik, Sentul, Bogor. Pengujian antikanker 

dilaksanakan di Laboratorium Sentral Universitas Padjadjaran. 

 

 

3.2. Alat dan Bahan  

3.2.1. Alat-alat yang digunakan  

 

 

Instrumen yang digunakan dalam penelitian ini meliputi peralatan gelas, rotary 

evaporator IKA RV 8 V, satu set peralatan kromatografi cair vakum, satu set 

peralatan kromatografi kolom, lampu UV, satu set peralatan kromatografi lapis tipis, 

pipet kapiler, neraca analitik M5-HPB-1004Ai-ION, spektrofotometer LC-MS dan 

spektrofotometer NMR. 

 

 

3.2.2. Bahan-bahan yang digunakan  

 

 

Sampel yang digunakan dalam penelitian adalah serbuk kulit batang H. mengarawan  

yang diambil di Baturaja, Kabupaten OKU, Sumatera Selatan. Pelarut yang 
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digunakan untuk ekstraksi dan fraksinasi berkualitas teknis yang telah didestilasi. 

Bahan-bahan kimia yang digunakan antara lain metanol (MeOH), n-heksana (n-

C6H14), etil asetat (EtOAc), aseton (C3H6O), akuades (H2O), etanol (C2H5OH),  silika 

gel Merk G 60 untuk impregnasi, silika gel 60 GF254 (35-70 Mesh), plat KLT, sel 

kanker HeLa, dimetil sulfoksida (DMSO), cisplatin, Trypsin-EDTA, Trypan Blue, 

Roswell Park Memorial Institute Medium (RPMI), dan reagen resazurin.  

 

 

3.3. Prosedur Penelitian  

3.3.1. Persiapan Sampel  

 

 

Identifikasi tanaman H. mengarawan  telah dilakukan di Generasi Biologi Indonesia, 

Gresik. Sebanyak 2,4 kg kulit batang telah dibersihkan dengan air mengalir dan 

kemudian dikeringkan kurang lebih selama satu minggu tanpa terkena paparan sinar 

matahari langsung sebelum proses penggilingan. Setelah dikeringkan, kulit batang 

digiling hingga menjadi serbuk halus yang akan digunakan sebagai sampel dalam 

penelitian ini. 

 

 

3.3.2. Ekstraksi dengan berbagai pelarut 

 

 

Serbuk halus kulit batang H. mengarawan sebanyak 2,4 kg direndam dalam metanol 

sebagai pelarut. Proses maserasi dilakukan selama 24 jam, yang diulang sebanyak 3 

kali untuk setiap jenis pelarut yang digunakan. Setelah itu, maserat disaring 

menggunakan kertas saring, kemudian dikumpulkan dan dipekatkan menggunakan 

rotary evaporator. Berat ekstrak pekat metanol yang dihasilkan kemudian ditentukan. 

Selanjutnya, ekstrak pekat metanol dipartisi menggunakan pelarut n-heksana, 

menghasilkan fraksi n-heksana dan fraksi metanol. Fraksi n-heksana diuapkan untuk 

mendapatkan ekstrak n-heksana, sementara fraksi metanol diuapkan setelah 

ditambahkan etil asetat untuk menghasilkan fraksi etil asetat dan fraksi metanol. 
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Fraksi-fraksi hasil partisi tersebut kemudian dievaporasi untuk mendapatkan ekstrak 

pekatnya.  

 

 

3.3.3. Kromatografi Cair Vakum (KCV)  

 

 

Ekstrak kasar etil asetat H. mengarawan kemudian di fraksinasi menggunakan 

kromatografi cair vakum. Pada tahap pertama, sampel dilarutkan dengan aseton. 

Setelah larut, sampel diimpregnasi pada silika gel 60 GF254. Massa silika yang 

digunakan adalah dua kali berat sampel. Persiapan kolom KCV dilakukan dengan 

menambahkan adsorben berupa silika gel Merk (35-70 Mesh) ke dalam kolom KCV, 

sebanyak 10 kali berat sampel. Kolom tersebut kemudian dipadatkan, ditekan, dan 

dipompa vakum.  

Sampel kulit batang H. mengarawan yang telah diimpregnasi dimasukkan ke dalam 

kolom KCV dan ditekan menggunakan gelas penekan dalam kondisi vakum untuk 

menghilangkan rongga dalam sampel. Setelah pengemasan selesai, kertas saring 

ditempatkan di atas sampel untuk menjaga kestabilan permukaan saat eluen 

ditambahkan. Eluen yang digunakan adalah n-heksana 100%, diikuti oleh campuran 

n-heksana:etil asetat dengan gradien (0-100% etil asetat). Hasil elusi dari setiap 

pelarut dikumpulkan dan dimonitoring menggunakan metode KLT. Fraksi-fraksi 

dengan nilai Rf yang sama digabungkan dalam satu wadah (Pramudia et al., 2023).  

 

 

3.3.4. Kromatografi Lapis Tipis (KLT)  

 

 

Dalam penelitian ini, KLT dilakukan pada fraksi-fraksi sebelum dan sesudah proses 

fraksinasi. KLT menggunakan campuran eluen yang terdiri dari n-heksana dan etil 

asetat. Kromatogram yang dihasilkan disemprot dengan larutan serium sulfat untuk 

menampakkan noda komponen senyawa. Pemisahan terbaik dengan jumlah bercak 

yang paling sedikit diamati di bawah lampu UV setelah elusi pada plat KLT. Fraksi-



39 
 

 
 

fraksi yang menunjukkan pola pemisahan dengan nilai Rf (Retention factor) yang 

sama pada kromatogram digabung dan dipekatkan, menghasilkan beberapa fraksi 

gabungan untuk fraksinasi lebih lanjut.  

 

 

3.3.5. Kromatografi Kolom (KK)  

 

 

Setelah fraksi-fraksi yang dihasilkan memiliki jumlah lebih sedikit dan pola 

pemisahan terbaik, tahap fraksinasi selanjutnya dilakukan dengan teknik kromatografi 

kolom. Adsorben silika gel Merck (35-70 Mesh) dilarutkan dalam pelarut yang 

digunakan untuk elusi. Slurry silika gel dimasukkan terlebih dahulu ke dalam kolom, 

dan fase diam diatur agar rapat dan rata tanpa rongga. Selanjutnya, sampel yang telah 

diimpregnasi dimasukkan ke dalam kolom berisi fase diam silika gel. Selama proses 

ini, kolom harus tetap basah dan tidak kekurangan pelarut untuk menjaga integritas 

fase diam dan memastikan elusi berjalan lancar. Eluat yang diperoleh dikumpulkan 

dalam botol vial yang sesuai. Fraksi-fraksi yang menunjukkan zat yang sama 

berdasarkan hasil uji KLT digabungkan menjadi fraksi baru.  

 

 

3.3.6. Analisis Kemurnian  

 

 

Uji kemurnian dilakukan dengan metode KLT  menggunakan beberapa campuran 

eluen. Kemurnian senyawa ditunjukkan dengan timbulnya satu noda dengan berbagai 

campuran eluen yang digunakan, kemudian disemprot menggunakan larutan serium 

sulfat untuk menampakkan bercak/noda dari komponen senyawa tersebut. Isolat 

murni dapat disebut murni secara uji KLT jika isolat tetap menunjukkan noda 

tunggal, hal tersebut dikarenakan isolat atau senyawa murni yang didapat 

mengandung satu jenis senyawa (Pramudia, 2023).  

Untuk identifikasi titik leleh, sebelum dilakukan pengukuran, alat pengukur titik leleh 

tersebut dibersihkan terlebih dahulu dari pengotor, karena pengotor akan menaikkan 
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atau menurunkan titik leleh dari kristal hasil isolasi. Untuk kristal yang berukuran 

besar, kristal terlebih dahulu digerus hingga terbentuk serbuk kemudian kristal yang 

akan ditentukan titik lelehnya diletakkan pada lempeng kaca, diambil sedikit dengan 

menggunakan pipa kapiler, alat dihidupkan, diatur suhu minimum melelehnya kristal 

yang telah diketahui, setelah sesuai ditekan tombol strat, ditunggu sampai instrumen 

meminta pipa kapiler dimasukan, kemudian setelah kristal telah meleleh semua 

instrumen akan berbunyi dan suhu titik leleh tertera pada layar monitor instrumen. 

 

 

3.3.7. Identifikasi Senyawa dengan Spektrofotometer Resonansi Magnetik 

Nuklir (NMR)  

 

 

Sampel berupa kristal murni yang akan diidentifikasi dilarutkan ke dalam pelarut 

yang melarutkan sampel, kemudian ditambahkan sedikit senyawa acuan. Larutan 

ditempatkan dalam tabung gelas tipis dengan tebal 5 mm di tengah-tengah kumparan 

frekuensi radio (rf) diantara dua kutub magnet yang sangat kuat kemudian energi dari 

kumparan rf ditambah secara terus menerus. Energi pada frekuensi terpasang dari 

kumparan rf yang diserap cuplikan direkam dan memberikan spektrum NMR. Hasil 

karakterisasi menggunakan NMR didapatkan spektrum NMR yang selanjutnya 

diinterpretasikan menggunakan softwere Mestrenova (Mnova). 

 

 

3.3.8. Identifikasi Senyawa dengan Spektrofotometer LC-MS 

 
 
Sampel dilarutkan dalam 20 µL metanol, diambil 10 µL dan diinjeksikan ke dalam 

LC-MS melalui kolom ACQUITY UPLC® BEH C18 dengan laju alir 0,2 mL/menit. 

Campuran metanol: aquades digunakan sebagai fase gerak (Rudiana et al., 2019). 
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3.3.9. Uji Antikanker terhadap Sel HeLa  

 
 
Pengujian antikanker ini akan dilakukan seperti penelitian sebelumnya (Farabi et al., 

2022) dan telah dimodifikasi, dengan reagen resazurin untuk menganalisis proliferasi 

berbagai jenis sel berbasis resazurin secara cepat dan kuantitatif dengan 

menggunakan kemampuan reduksi sel hidup. Sel yang hidup dan sehat memiliki 

lingkungan sitosol yang tereduksi, sehingga dapat mereduksi resazurin (berwarna 

biru) menjadi resorufin (berwarna ungu). Perubahan warna ini menunjukkan tingkat 

aktivitas metabolik sel dan berbanding lurus dengan jumlah sel hidup. 

Disiapkan kultur sel kanker seperti sel HeLa yang dikultur hingga mencapai 70% 

pertumbuhan. Sel-sel tersebut ditanam dalam mikroplat:96 sumur (170.000 

sel/sumur) dan diberi perlakuan dengan berbagai konsentrasi senyawa 1–2 (3,91–

5000 μg/mL) menggunakan 2% DMSO sebagai kosolven, sedangkan kontrol positif 

seperti cisplatin selama 48 jam pada suhu 37°C dan 5% CO₂. Setelah itu, reagen kerja 

seperti resazurin ditambahkan dan pengukuran absorbansi dilakukan menggunakan 

multimode reader untuk menilai viabilitas sel, yang kemudian dianalisis untuk 

menentukan IC50 dan aktivitas antikanker sampel. Sebelum perlakuan, sel yang telah 

mencapai konfluensi minimal 70% dibersihkan dan disiapkan melalui proses 

pencucian dan penambahan trypsin-EDTA. Sampel diencerkan dalam pelarut yang 

tidak toksik, lalu dipindahkan ke dalam microtube dan selanjutnya diinkubasi 

kembali. Setelah perlakuan, media dihapus dan reagen resazurin ditambahkan, 

kemudian absorbansi diukur untuk menilai efek antiproliferatif sampel terhadap sel 

kanker. Penghitungan sel dilakukan menggunakan hemacytometer dan trypan blue 

untuk memastikan jumlah sel viabel, serta data diolah untuk mendapatkan kurva 

hubungan konsentrasi dan aktivitas antikanker. Hasil pengujian biasanya disajikan 

dalam tabel IC50 dan absorbansi, serta observasi morfologi sel melalui mikroskop 

untuk mendukung analisis aktivitas antikankernya.  
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V. KESIMPULAN DAN SARAN 

 

 

 

5.1. Kesimpulan  

 

 

Adapun kesimpulan yang dapat diambil dari penelitian yang telah dilakukan adalah 

sebagai berikut:  

1. Pada penelitian ini, dua senyawa metabolit sekunder berhasil diisolasi dari kulit 

batang H. mengarawan, yang pertama diidentifikasi sebagai heptanoylcholine 

(kode NV49), diperoleh sebanyak 3 mg dalam bentuk kristal jarum berwarna 

putih, sedangkan senyawa kedua adalah esculetin (kode NV50), yang diperoleh 

sebanyak 10 mg dalam bentuk kristal jarum berwarna kuning kecoklatan.  

2. Hasil uji antikanker menunjukkan bahwa senyawa NV49 memiliki potensi 

cukup aktif dengan nilai IC50 228,50 µg/mL yang ditandai adanya perubahan 

morfologi signifikan, meskipun masih ada bagian sel yang berdekatan, 

sementara itu senyawa NV50 menunjukkan aktivitas antikanker yang lebih kuat 

daripada NV49 dengan nilai IC50 sebesar 49,69 µg/mL, diperkuat oleh 

kerusakan sel yang sangat jelas dan kematian sel yang lebih luas.  

 

 

5.2. Saran  

 

 

Saran yang berkaitan dengan  penelitian ini adalah tidak menggunakan metode yang 

sama jika melakukan penelitian dengan bagian tanaman H.mengarawan yang sama 

agar diperoleh senyawa metabolit sekunder lainnya, melakukan proses isolasi secara 

optimal dengan meningkatkan jumlah serbuk tanaman agar didapatkan senyawa hasil 

isolasi dalam jumlah besar, melakukan modifikasi senyawa hasil isolasi untuk 
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mendapatkan senyawa yang lebih berpotensi, serta dilakukan karakterisasi yang lebih 

lengkap.  
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