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ABSTRAK/ RINGKASAN PENELITIAN 

 

 

Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengeksplorasi senyawa bioaktif dari 

rimpang tumbuhan Kaemferia rotunda (kunci pepet)  yang berpotensi sebagai antikanker. 

Target khusus yang ingin dicapai adalah untuk mendapatkan senyawa murni, struktur 

molekul berdasarkan data spektroskopi yang lengkap, data aktivitas sitotoksik terhadap 

beberapa cell line kanker, seperti sel  cell line kanker seperti Breast carcinoma (MCF-7); 

Cervical carcinoma (Ca Ski); T47-D; HCT 116; A549; WiDr; Hela S3 atau yang lainnya. 

Selanjutnya senyawa yang menunjukkan sifat toksis perlu dilanjutkan untuk mengetahui 

mekanisme aktivitas antiproliferasi, apoptosis, dan siklus penghambatan terhadap cell lines 

kanker.  Penelitian ini dilakukan di laboratium Kimia Organik Universitas Negeri 

Yogyakarta untuk isolasi senyawa bioaktifnya serta di Faculty of Science, University of 

Malaya dan Laboratorium Parasitologi fakultas Kedokteran UGM untuk uji aktivitas 

sitotoksiknya terhadap beberapa cell lines kanker. Metode penelitian yang telah dilakukan 

adalah dengan melakukan eksperimen di laboratorium yang meliputi isolasi dan pemurnian 

senyawa, uji sitotoksisitas, mekanisme molekuler aktivitas senyawa tersebut sebagai 

antiproliferasi, apoptosis, dan siklus penghambatan terhadap beberapa cell lines  kanker. 

Aktivitas antiproliferasi dilakukan dengan MTT Cell Proliferation Kit menggunakan 

metode kolorimetri yang diukur berdasarkan pembentukan warna pada λ 570 nm dari cell 

kontrol dan akibat perlakuan penambahan sampel pada berbagai variasi konsentrasi. 

Pengamatan apoptosis dilakukan dengan menggunakan double stain apoptototic Kit 

(Hoeschst 33342/PI) dan flow cytometric, serta pengamatan sel setelah perlakuan 

menggunakan flourecent microscup. Beberapa ekstrak rimpang kunci pepet menunjukkan 

aktivitas sitotoksik yang relatif lebih tinggi terhadap beberapa sel kanker yaitu MCF-7, Ca 

Ski, T47D, HeLa, dan WiDr (aktivitas sitotoksik <100 µg/ml). Dari penelitian ini 

menunjukkan bahwa ekstrak kloroform memiliki aktivitas sitotoksik yang relatif paling 

tinggi dibanding yang lainnya. Dari ekstrak etil asetat diperoleh tiga senyawa yaitu 4’-

hidroksi-7-metoksiflavanon, 5-hidroksi-7-metoksiflavanon, dan 4’,7-dihidroksiflavanon. 

Sedangkan dalam ekstrak kloroform ditemukan dua senyawa yaitu 5-hidroksi-7-

metoksiflavanon dan 4’, 7-dihidroksiflavanon. Uji aktivitas senyawa flavanon 

menunjukkan 4’,7-dihidroksiflavanon memiliki aktivitas sitotoksik yang tinggi terhadap 

sel kanker HCT 116 (19,7 ± 0,9 µg/ml) dan Ca ski (22,4 ± 2,0 µg/ml). Sedangkan 5-

hidroksi-7-metoksiflavanon menunjukkan aktivitas sitotoksik yang tinggi terhadap sel 

kanker HCT 116 (22,3 ± 2,5 µg/ml). Pengamatan secara kualitatif dan kuantitatif 

terjadinya apoptosis menunjukkan bahwa 4’-7-dihidroksiflavanon relatif lebih reaktif 

mempercepat terjadinya late apoptotic sel kanker HCT 116. 

 

 

 

 

 

Kata Kunci: Kaempferia rotunda; mekanisme molekuler; antikanker;  
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BAB I  

PENDAHULUAN 

 

 
A. Latar Belakang (permasalahan, urgensi, serta rasional, dan potensi tim peneliti) 

 

Kanker adalah proses pertumbuhan sel yang tidak terkontrol yang diikuti oleh 

invasi sel ke jaringan disekitarnya serta penyebaran (metastasis) ke bagian tubuh lain. Sifat 

utama sel kanker adalah proliferasi terus menerus sehingga menyebabkan 

ketidakseimbangan antara sel hidup dengan sel mati (Parton et al, 2001). Menurut catatan 

WHO  (Anonim, 2007) pada tahun 2000 hingga tahun 2010 kanker menempati urutan 

kedua sebagai penyebab kematian di dunia setelah penyakit jantung dan mengalami 

peningkatan hingga pada tahun 2030, diperkirakan akan menempati urutan pertama.Tahun 

2005 kanker membunuh sekitar 206.000 penderita di Indonesia, 135.000 diantaranya 

berusia dibawah 70 tahun. Oleh karena itu, diperlukan pengobatan yang tepat untuk 

meningkatkan kualitas hidup penderita kanker.  

 Pengobatan kanker pada umumnya didasarkan pada upaya pengambilan jaringan 

kanker atau dengan mematikan sel kanker dan meminimalkan efek pengobatan terhadap 

sel normal disekitarnya. Saat ini pengambilan kanker yang paling utama adalah operasi, 

radioterapi dan kemoterapi, namun ketiga jenis pengobatan tersebut memiliki kekurangan. 

Operasi akan berhasil pada beberapa tumor yang telah berkembang, tetapi sulit mengobati 

pada stadium awal metastasis. Pengobatan dengan radiasi mampu membunuh tumor lokal 

namun radiasi juga akan membunuh sel normal disekitarnya. Sebagian besar obat 

kemoterapi seperti taxol, 5-fluorourasil (5-FU) dan adriamisin memiliki target pada 

pembelahan sel (Boyer, 2005), tetapi kemoterapi ini bisa menyebabkan diare dan 

kerontokan rambut. Agen kemoterapi ini juga tidak efektif untuk sel yang mengalami 

mutasi p53. Sehingga perlu dikembangkan agen-agen baru untuk pengobatan kanker yang 

aman (Mathivadani, 2007; Hantz, H.L ,2005; Lindley C , 2005; Lin-Hao , 2003; 

Hondermarck Hubert, 2003; Parton, 2001; Vladusic (2000)). 

 Dewasa ini penggunaan bahan alami sebagai obat untuk mengendalikan kanker 

banyak dikembangkan, karena bahan alami dianggap tidak memiliki efek samping yang 

membahayakan apabila dibandingkan dengan kemoterapi yang memiliki toksisitas dan 

efek samping tinggi. Penelitian dan penemuan senyawa alami sebagai obat antikanker telah 

banyak dilakukan. Demikian pula penelitian tentang penggunaan senyawa bahan alami 

sebagai terapi kombinasi yang bersifat kemopreventif juga telah berkembang, namun 
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sampai saat ini belum ditemukan obat yang benar-benar efektif terhadap kanker 

(Mathivadani, 2007; Hantz, H.L ,2005). 

Famili tumbuhan Zingiberaceae tersebar di Asia Selatan dan Asia Tenggara, terdiri 

dari 47 genus dan sekitar 1000 spesies. Beberapa spesies tumbuhan dari famili ini banyak 

digunakan dan terdapat dalam semua ramuan obat tradisionil, seperti jamu. Tumbuhan ini 

selain sebagai rempah-rempah juga digunakan untuk mengobati berbagai macam penyakit, 

seperti deman, diare, menstruasi tidak teratur, tuberkolusis, radang gusi, penyakit kulit, 

radang hati, tumor, malaria, maupun gatal-gatal (Dalimarta, 2003). 

Kunci pepet (Kaempferia rotunda), termasuk famili tumbuhan Zingiberaceae yang 

banyak digunakan sebagai rempah-rempah. Beberapa khasiat yang dilaporkan antara lain 

sebagai peluruh dahak, obat cacing, dan penambah nafsu makan.  Pengujian secara in vitro 

menunjukkan kunci pepet dapat meningkatkan jumlah limfosit, antibodi spesifik,dan dapat 

membunuh sel kanker (Dalimarta, 2003). 

 Penelitian yang dilakukan oleh Leardkamolkarnn V. (2009) terhadap ekstrak 

metanol Kaempferia parviflora menunjukkan aktivitas sitotoksik yang tinggi terhadap 

human cholangiocarcinoma (HuCCA-1 and RMCCA-1). Dari hasil penelitian tersebut juga 

berhasil diisolasi senyawa 5,7,4-trimethoxyflavone yang juga menunjukkan aktivitas 

sitotoksik yang tinggi (LC50 46,1 µg/ml). Demikian juga penelitian yang dilakukan oleh 

Yanti (2009) menunjukkan beberapa senyawa seperti panduratin A yang ditemukan pada 

Kaempferia pandurata menunjukkan aktivitas sitotoksik tinggi terhadap sel kanker human 

epidermoid KB. 

  Hasil penelitian yang telah dilakukan oleh Sri Atun (2011) menunjukkan bahwa 

ekstrak metanol dari temu giring, temu ireng, kunci pepet dan laos menunjukkan aktivitas 

antimutagenik. Prosentase aktivitas antimutagenik ekstrak metanol berturut-turut dari yang 

paling tinggi pada dosis 300 mg/kg bb adalah temu giring, kunci pepet, temu ireng,  dan 

laos, dengan aktivitas adalah 95,6; 81,9; 80; dan 50 %. Isolasi dan identifikasi struktur 

senyawa yang ditemukan dalam ekstrak metanol kunci pepet diperoleh tiga jenis senyawa 

flavanon, yaitu 4’-hidroksi-7-metoksi-flavanon, 5- hidroksi-7-metoksi-flavanon, dan  4’, 7-

dihidroksi-flavanon. Hasil penelitian sebelumnya menunjukkan adanya beberapa senyawa 

yang memiliki aktivitas sitotoksik terhadap sel kanker juga menunjukkan sifat 

antimutagenik (Adam,2004). Oleh karena itu penelitian tersebut perlu dilanjutkan untuk 

menguji aktivitas sitotoksik ekstrak Kaempferia rotunda (kunci pepet) maupun senyawa 

murni yang ditemukan terhadap beberapa cell lines kanker. 
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B. Tujuan Penelitian 

Target khusus yang ingin dicapai adalah untuk mendapatkan senyawa murni, 

struktur molekul berdasarkan data spektroskopi yang lengkap, data aktivitas sitotoksik 

terhadap beberapa cell line kanker, seperti sel Breast carcinoma (MCF-7); Cervical 

carcinoma (Ca Ski); T47-D; HCT116; A549; WiDr; Hela S3, atau yang lainnya yang 

tersedia di Laboratorium Faculty of Science, University of Malaya dan laboratorium 

Parasitologi, Kedokteran UGM. Dalam penelitian ini juga diungkapkan mekanisme 

aktivitas antiproliferasi, apoptosis, dan siklus penghambatan terhadap cell lines kanker 

dari beberapa senyawa yang ditemukan.  

 

C. Manfaat Penelitian 

 Manfaat dari penelitian ini adalah: 

a. Mendapatkan data keanekaragaman struktur senyawa bioaktif dari tumbuhan dari 

rimpang tumbuhan Kaempferia rotunda (kunci pepet) yang memiliki aktivitas 

sitotoksik terhadap cell lines kanker. 

b. Mendapatkan informasi dalam mengembangkan obat berdasarkan lead compound yang 

telah ditemukan dalam dari rimpang tumbuhan Kaempferia rotunda (kunci pepet). 

c. Memanfaatkan senyawa bioaktif sebagai standar kualitas pengembangan produk obat 

herbal terstandar. 

Hasil yang diharapkan dalam penelitian ini adalah data keanekaragaman struktur 

senyawa kimia yang dapat diisolasi dari rimpang tumbuhan Kaempferia rotunda (kunci 

pepet), data aktivitas sitotoksik terhadap beberapa cell line kanker, seperti sel Breast 

carcinoma (MCF-7); Cervical carcinoma (Ca Ski); T47-D; HCT116; A549; WiDr; Hela 

S3 atau yang lainnya, mekanisme aktivitas antiproliferasi, apoptosis, dan siklus 

penghambatan terhadap sel kanker dari beberapa senyawa yang ditemukan. Dari penelitian 

ini juga akan diuji aktivitas sitotoksisitasnya terhadap sel Vero (sel normal), sehingga 

dapat diketahui selektivitasnya apabila digunakan sebagai obat kanker.  

Kerjasama penelitian antara lab kimia organik bahan alam dan farmasi Universitas 

Negeri Yogyakarta dengan lab Faculty of Science, University of Malaya sudah lama di 

lakukan antara Prof. Dr. Nurfina Az (UNY) dengan Prof Dr. Sri Nurestri (UM) untuk 

menguji  ekstrak berbagai tumbuhan herbal seperti kunyit putih terhadap berbagai jenis sel 

lines kanker yang tersedia di laboratorium Faculty of Science, University of Malaya, dari 

penelitian yang dilakukan telah dipublikasikan dalam prosiding seminar Internasional 
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maupun jurnal Internasional. Beberapa penelitian yang telah dipublikasikan bersama-sama 

antara lain : 

1. Cytotoxic Studies of Some Zingiberacea Species”. Program and Abstracts of the 

Twelfth Symposium on Medicinal Plants, Spices and Other Natural Products 

(ASOMPS XII) 13-18 November 2006, Padang, West Sumatera, Indonesia 

2. Phytochemical study on some Curcuma from Indonesia (Prosiding seminar 

Internasional ISNPC 27/ICOB Brisbane Australia 10-15 Juli 2011) 

3. Phytochemical study on some Zingiberaceae species from Indonesia and the 

evaluation of its function as antiviral (Prosiding seminar Internasional ISNPC 

27/ICOB Brisbane Australia 10-15 Juli 2011). 
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BAB II  

STUDI PUSTAKA 

 

 

 Penelitian tentang eksplorasi senyawa bioaktif antikanker dari famili 

Zingiberaceae, seperti dari rimpang tumbuhan temu giring (Curcuma heyneana ) dan temu 

ireng (C.aeruginosa), telah dilakukan sejak tahun 2009 dengan bekerjasama dengan Prof. 

Sri Nurestri dari University of Malaya, Malaysia. Uji aktivitas terhadap ekstrak maupun 

fraksi-fraksi dari rimpang temu giring dan temu ireng terhadap Breast carcinoma (MCF-

7); Cervical carcinoma (Ca Ski) menunjukkan aktivitas yang cukup baik (di bawah 100 

µg/ml), kecuali ekstrak metanol temu ireng yang menunjukkan harga IC50 di atas 100 

µg/ml. Uji aktivitas terhadap sel Hela S3 menunjukkan ekstrak dan fraksi-fraksi dari temu 

ireng tidak aktif, sedangkan dari temu giring beberapa diantaranya menunjukkan aktivitas 

yang sedang (IC50) di atas 100 µg/ml, demikian juga aktivitasnya terhadap sel payudara 

T47-D. Breast carcinoma (MCF-7) merupakan sel kanker sejenis dengan kanker payudara 

T47-D, namun memiliki beberapa perbedaan daya selektivitasnya, demikian juga  Cervical 

carcinoma (Ca Ski)  memiliki kemiripan dengan sel Hela S3. Hasil isolasi terhadap fraksi 

kloroform rimpang temu ireng diperoleh dua senyawa sudah dapat ditentukan strukturnya 

yaitu aeroginon (1) dan kurkumenon (2) yang merupakan senyawa seskuiterpen lakton (Sri 

Atun,  2010; 2011). Kurkumenon pernah dilaporkan ditemukan dalam Curcuma zedoria 

(Morikawa, 2002). Dua senyawa hasil isolasi dari temu giring terdapa pada gambar 1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

  

 Gambar 1. Senyawa yang telah ditemukan dari rimpang temu ireng 

  

 Penelitian terhadap tumbuhan famili Zingiberaceae sangat menarik untuk 

dilakukan, mengingat banyak spesies lokal seperti temu lawak, maupun kunir mangga 

yang sangat prospektif untuk dikembangkan sebagai obat herbal. Selain itu tumbuhan 
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famili Zingiberaceae juga mudah dibudidayakan, sehingga apabila akan dikembangkan 

menjadi produk obat bahan bakunya mudah diperoleh. Famili Zingiberaceae terdiri dari 47 

genus dan sekitar 1000 spesies, tersebar di Asia Selatan dan Asia Tenggara. Tumbuhan ini 

dilaporkan banyak digunakan dan terdapat dalam ramuan obat tradisionial jamu. Selain 

sebagai rempah-rempah, juga digunakan untuk obat-obatan, seperti untuk pengobatan 

penyakit kulit, penyakit yang berhubungan dengan saluran pernafasan, sinusitis, asma, 

peluruh dahak, nyeri perut, sembelit, bengkak, rematik, hepatitis, sakit mata, dan 

pengobatan wanita sesudah melahirkan (Dalimarta, 2003). Penelitian kandungan senyawa 

metabolit sekunder tumbuhan famili Zingiberaceae yang banyak dilaporkan adalah dari 

tumbuhan C. domestica; C. longa; C.anthorrhiza; C. zedoaria, C. hyenana (temu giring), 

dan C. aeruginosa (temu ireng), sedangkan senyawa kimia dari rimpang tumbuhan genus 

Kaemfera belum banyak dilaporkan karena belum diteliti secara tuntas (Morikawa, 2002; 

Wu, 2002; Park, 2002; Syamsul A.A, 2007). 

Beberapa tumbuhan Curcuma yang telah diteliti mengandung senyawa fenol 

turunan diarilheptanoid dan kurkuminoid dan senyawa seskuiterpen. Beberapa senyawa 

kurkuminoid yang telah ditemukan pada C. domestica dan C. longa antara lain kurkumin 

(3), demetoksikurkumin (4), bis(4-hidroksisinamoil)-metan (5), dihidrokurkumin (6), 1,7-

bis(4-hidroksi-3-metoksifenil)-1,4,6-heptatrien-3-on(7),1-hidroksi-1,7-bis(4-hidroksi-3-

metoksi-fenil)-6-hepten-3,5-dion (8), 1,7-bis(4-hidroksi-fenil)-1-hepten,3,5 -dion (9), 1,7-

bis(4-hidroksifenil)-1,4,6-heptatrien-3-on (10), dan calebin A (11) (Morikawa, 2002; Wu, 

2002; Park, 2002). Beberapa senyawa kurkuminoid yang telah ditemukan dari rimpang 

tumbuhan famili Zingiberaceae terdapat pada gambar 2. 

Selain senyawa kurkuminoid, dari C. domestica juga ditemukan senyawa 

seskuiterpen keton jenis bisabolen, seperti α-tumeron (12), β-tumeron (13), kurlon (14),4-

hidroksibisabola-2,10-dien-4-on (15), dan bisakuron (16) (Morikawa, 2002; Wu, 2002; 

Matsuo, 2002). Beberapa senyawa sesquiterpen yang telah dilaporkan tersebut terdapat 

pada gambar 3.  

Penelitian terhadap genus Kaempferia belum banyak dilaporkan. Beberapa spesies 

dari genus Kaempferia yang sudah diteliti antara lain Kaempferia parviflora dan 

Kaempferia pandurata. Penelitian yang dilakukan oleh Leardkamolkarnn V. (2009) 

terhadap ekstrak metanol Kaempferia parviflora menunjukkan aktivitas sitotoksik yang 

tinggi terhadap human cholangiocarcinoma (HuCCA-1 and RMCCA-1). Dari hasil 

penelitian tersebut juga berhasil diisolasi senyawa 5,7,4-trimethoxyflavone yang juga 

menunjukkan aktivitas sitotoksik yang tinggi (LC50 46,1 µg/ml). Demikian juga penelitian 
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yang dilakukan oleh Yanti (2009) menunjukkan beberapa senyawa seperti panduratin A 

yang ditemukan pada Kaempferia pandurata menunjukkan aktivitas sitotoksik tinggi 

terhadap sel kanker human epidermoid KB.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 2. Beberapa senyawa fenolik yang ditemukan dari rimpang tumbuhan  

      famili  Zingiberaceae 

 

   

 

 

 

 

 

 

 

  

  Gambar 3. Beberapa senyawa sesquiterpen dari rimpang tumbuhan famili  

         Zingiberaceae 

 

H3CO

HO

O O

OCH3

OH

H3CO

HO

O O

OH

3

4  

HO

O O

OH

H3CO

HO

O OH

OCH3

OH

5

6  

H3CO

HO

O

OCH3

OH

H3CO

HO

O O

OH

7

8

OH

OCH3

 

HO

O O

OH

HO

O

OH

9

10  

HO

O

O

OCH3

11

O

OHH3CO

 

O

H3C CH3

CH3

CH3

O

H3C CH3

CH2

CH3

O

H3C CH3

CH2

CH3

12 13 14

O

H3C CH3

CH3
H

CH3

OH O

H3C CH3

CH3
H

CH3

OH
OH

15 16  



15 

 

Hasil penelitian yang dilakukan oleh Sri Atun (2011) menunjukkan bahwa ekstrak 

metanol kunci pepet, temu giring, temu ireng, dan laos menunjukkan aktivitas 

antimutagenik. Persentase aktivitas antimutagenik ekstrak metanol berturut-turut dari yang 

paling tinggi pada dosis 300 mg/kg bb adalah temu giring, kunci pepet, temu ireng,  dan 

laos, dengan aktivitas adalah 95,6; 81,9; 80; dan 50 %. Dari data tersebut menunjukkan 

bahwa ekstrak metanol mengandung senyawa aktif yang bersifat antimutagenik. Isolasi 

dan identifikasi struktur senyawa yang ditemukan dalam ekstrak metanol kunci pepet 

diperoleh tiga jenis senyawa flavanon, yaitu 4’-hidroksi-7-metoksi-flavanon, 5- hidroksi-7-

metoksi-flavanon, dan  4’, 7-dihidroksi-flavanon (Gambar 4).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 4. Beberapa senyawa flavanon hasil isolasi ekstrak metanol kunci pepet  

     (Kaempferia rotunda) 

 

 

 Diduga dalam ekstraks metanol kunci pepet masih banyak senyawa sejenis yang 

belum teridentifikasi, sehingga masih perlu dilanjutkan untuk mengeksplorasi senyawa 

yang lainnya. Hasil penelitian sebelumnya menunjukkan adanya beberapa senyawa yang 

memiliki aktivitas sitotoksik terhadap sel kanker juga menunjukkan sifat antimutagenik 

(Adam,2004). Namun sebaliknya, ada juga senyawa yang dapat membunuh sel kanker 

tetapi pada dosis tinggi bersifat mutagenik atau menyebabkan terjadinya mutasi sel, 

sebagai contohnya adalah siklofosfamid. Oleh karena itu sangat menarik untuk menguji 

aktivitas sitotoksik ekstrak maupun senyawa hasil isolasi rimpang tumbuhan Kaempferia 

rotunda terhadap beberapa cell line kanker. 
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BAB III 

 METODE PENELITIAN 

 
 
A. Desain Penelitian 

Penelitian ini merupakan penelitian deskriptif, yaitu untuk menguji aktivitas 

sitotoksik ekstrak maupun senyawa murni dari rimpang tumbuhan Kaempferia rotunda 

(kunci pepet) terhadap cell line kanker seperti Breast carcinoma (MCF-7); Cervical 

carcinoma (Ca Ski); T47-D; HCT 116; A549; WiDr; Hela S3 atau yang lainnya yang 

tersedia di Laboratorium Faculty of Science, University of Malaya dan laboratorium 

Parasitologi, Kedokteran UGM serta mengetahui mekanisme molekuler aktivitasnya 

sebagai antiproliferasi, apoptosis, dan siklus penghambatan terhadap cell line kanker 

tersebut.   

 

B. Subyek dan Obyek Penelitian 

Subyek penelitian ini rimpang tumbuhan Kaempferia rotunda (kunci pepet). Objek 

penelitian ini adalah senyawa bioaktif yang memiliki aktivitas sitotoksik dan mekanisme 

aktivitas antiproliferasi, apoptosis, dan siklus penghambatan terhadap cell lines kanker. 

 

C. Alat dan bahan  

 Alat dan bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah sebagai berikut: 

Alat : 

 Evaporator Buchi Rotavapor R-114 

 Kromatografi cair vakum (kcv) untuk fraksinasi dilakukan dengan silika gel Merck 

60 GF254,  

 Kromatografi gravitasi (kkg) dilakukan dengan silika gel 60 (35–70 mesh) 

 Kromatografi kolom tekan (kkt) menggunakan silika gel 60 (230–400 mesh), dan 

sepadex LH-20  

 Kromatografi sentrifugal sistem radial (kromatotron) dilakukan dengan silika gel 

Merck PF254  (0,5; 1; dan 2 mm),  

 Analisis kromatografi lapis tipis (klt) menggunakan plat Si-gel Merck 60 F254 0,25 

mm. 

 Lampu UV pada λ 256 dan 366 nm 

 Spektrofotometer IR 
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 Spektrofotometer UV-VIS 

 CO2 inkubator 

 ELISA reader 

 Fluorecent plate reader 

 

Bahan : 

 Pelarut yang digunakan untuk isolasi dan pemurnian senyawa oligoresveratrol 

antara lain metanol, aseton, n-heksan, etil asetat, metilen klorida, kloroform dengan 

kualitas tenis dan p.a. 

 Sampel rimpang tumbuhan Kaempferia rotunda (kunci pepet)  

 Pereaksi penampak noda pada analisis kromatografi lapis tipis digunakan larutan 

2% serium sulfat (CeSO4) dalam asam sulfat.  

 Pereaksi geser untuk analisis spektrofotometer UV digunakan larutan natrium 

hidroksida (NaOH) 2 %.  

 Sel kanker seperti : Breast carcinoma (MCF-7); Cervical carcinoma (Ca Ski); T47-

D; HCT 116; A549; WiDr; Hela S3 atau yang lainnya 

 Sel Vero (sel normal) 

 Tissue culture flask, 10 cm
2
 

 96 well microtiter plates 

 Bahan yang diperlukan untuk kultur cell lines antara lain beberapa reagent  seperti 

larutan pencuci (99% RPMI (Gibco), 1% pensrep, (Gibco); media penyimpanan -70 

o
C (20% FBS (Gibco), 70% RPMI yang mengandung 1%penstrep dan 1% 

fungizon, 10% DMSO); Media kultur (89% RPMI, 1% penstrep, 10% FBS); kertas 

filter nitroselulosa 0,22 μm (Whatman)); bahan pewarna biru tripan (Sigma)); 

larutan MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium bromida (Sigma) 

dilarutkan dalam PBS dengan konsentrasi 5 mg/ml; pelarut formazan (10% SDS 

dalam 0,01 N asam klorida).        

 Reagent uji aktivitas seperti medium RPMI 1640, propidium iodida, andriamicin, 

cis plantin, 5-fluouracil, mitomicin C, deionized water, MTT cell proliferation kit, 

bovine serum, actin.         

 Nitrogen cair 

D. Prosedur Kerja 

Prosedur kerja yang akan dilakukan adalah sebagai berikut : 

1. Isolasi dan identifikasi struktur senyawa bioaktif 
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 Isolasi senyawa kimia dari bahan tumbuhan dilakukan dengan cara maserasi secara 

tuntas dengan pelarut metanol rimpang tumbuhan Kaempferia rotunda (kunci pepet). 

Ekstrak yang diperoleh dipekatkan pada tekanan rendah dan selanjutnya dipartisi berturut-

turut menggunakan pelarut n-heksan, metilen klorida, dan etil asetat. Pemisahan dan 

pemurnian senyawa kimia dilakukan dengan teknik kromatografi, seperti kromatografi 

vakum cair (kvc), kromatografi kolom gravitasi (kkg), kromatografi kolom tekan (kkt), dan 

kromatografi sentrifugal (kromatotron), serta kristalisasi untuk senyawa-senyawa yang 

dapat membentuk kristal. Identifikasi dan elusidasi struktur dilakukan menggunakan 

analisis data spektrum UV-VIS, IR, dan NMR. 

2. Uji aktivitas sitotoksisitas serta mekanisme antiproliferasi, apoptosis, dan siklus 

penghambatan sel kanker 

a). Menumbuhkan beberapa cell lines:  Breast carcinoma (MCF-7); Cervical 

carcinoma (Ca Ski); T47-D; HCT 116; A549; WiDr; Hela S3 atau yang lainnya 

dari penyimpanan dalam nitrogen cair 

 Sel beku dari nitrogen cair dibiarkan pada suhu kamar sampai mencair sebagian, 

kemudian dimasukkan dalam tabung konikal 50 ml dan ditambah 50 ml media RPMI lalu 

dikocok. Setelah itu disentrifus 275 g selama 10 menit. Sel kemudian diinkubasi pada 

suhu 37 
0
C dengan aliran CO2 5%. Perkembangan sel diamati tiap hari dan jika media 

mulai menguning diganti dengan media baru, jumlah sel dihitung dengan Nebauer 

Hemocytometer dengan pewarna biru tripan. 

b). Uji sitotoksisitas dilakukan dalam plate 96 sumuran.  

Sampel dilarutkan dalam buffer fosfat atau pelarut yang sesuai. Setiap sumuran 

dimasukkan 100 μl media RPMI yang mengandung penstrep 4 %, 100 μl sampel pada 

variasi konsentrasi 25 μg sampai 0,05 μg, kemudian ditambah 100 μl control sel dalam 

media kultur dengan jumlah sel 5 x 10
4
 setiap sumuran. Sebagai blanko digunakan dilusi 

seri buffer kalium fosfat 5 mM pH 7,2 sebanyak 100 μl pada sumuran pertama, dan setiap 

sampel dilakukan dua ulangan. Pada akhir inkubasi ditambahkan MTT (50 µg/ml) 

sebanyak 10 µl pada masing-masing sumuran, kemudian diinkubasi kembali selama 4 jam. 

Sel yang hidup akan bereaksi dengan MTT membentuk formazan yang memberikan warna 

ungu. Reaksi dihentikan dengan menambahkan 100 µl SDS 10% dalam HCl 0.01 N, 

kemudian diinkubasi pada suhu kamar semalam kemudian dibaca dengan Benchmark 

microplate reader pada panjang gelombang 595 nm.Viabilitas sel dihitung dengan rumus : 
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% sel hidup = (abs P – abs M)/(abs K – abs M) x 100% 

abs P = absorbansi sel dengan perlakuan 

abs M = absorbansi media 

abs K = absorbansi kontrol sel 

Nilai IC50 ditentukan dengan analisis probit pada program SPSS 11.5.  

c). Uji aktivitas antiproliferasi 

Aktivitas antiproliferasi dilakukan dengan menggunakan MTT cell proliferation 

Kit, secara kolorimetri berdasarkan terbentuknya perubahan warna sel kontrol dan 

perlakuan. Secara kuantitatif perubahan produk yang dihasilkan diukur menggunakan 

spektrofotometer microtiter plate reader pada 570 nm. Prosentase pertumbuhan dihitung 

berdasarkan hasil perbandingan dengan sel control yang hanya ditambahkan DMSO tanpa 

sampel. 

d). Uji apoptosis 

Pengamatan apoptosis dilakukan dengan menggunakan analisis kualitatif 

menggunakan Double stain Apoptotic detection Kit (Hoechst 33342/PI) dan pengamatan 

kuantitatif menggunakan flow cytometer. 

 e). Uji aktivitas siklus penghambatan sel 

Uji aktivitas siklus penghambatan sel dilakukan dengan uji doubling time. 

Perbedaan waktu penggandaan sel (doubling time) dihitung dari slope pada kurva dari 

persamaan grafik log jumlah sel vs waktu pengamatan.  

Tahap penelitian yang akan dilakukan serta hasil yang dijanjikan seperti tercantum 

pada Tabel 1. 
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Tabel 1. Tahapan Penelitian dan Hasil yang ditargetkan 

 
Tahap Metode/Kegiatan Lokasi Penanggungjawab Hasil/Target 

I 

(Bulan 

ke 1-4) 

 Isolasi , dan pemurnian 

, senyawa bioaktif 

ekstrak  metanol 

rimpang tumbuhan 

Kaempferia rotunda 

(kunci pepet) 

 Identifikasi Struktur 
 

Lab Kimia 

UNY 

Prof. Dr. Sri Atun 

Prof. Dr. Nurfina 

Az 

 

 Beberapa 

senyawa bioaktif 

dalam jumlah 

cukup 

 Struktur 

Senyawa 

Bioaktif 

  Uji aktivitas sitotoksik 

dari ekstrak maupun 

senyawa murni 

terhadap sel lines 

kanker : Breast 

carcinoma (MCF-7); 

Cervical carcinoma 

(Ca Ski); T47-D; HCT 

116; A549; WiDr; Hela 

S3 atau yang lainnya; 

sel Vero 

 Pengukuran/ Analisis 

Struktur senyawa 

secara spektroskopi 

NMR, MS 

Lab. Biosain 

Univ. Of 

Malaya 

Prof. Dr. Sri 

Nurestri 
 Data sitoksitas 

dari ekstrak dan 

senyawa murni 

terhadap sel 

lines kanker : 

Breast 

carcinoma 

(MCF-7); 

Cervical 

carcinoma (Ca 

Ski); T47-D; 

HCT 116; A549; 

WiDr; Hela S3 

atau yang 

lainnya  

 Data 

spektroskopi 
  Analisis data 

 Pembuatan laporan 

Lab Kimia 

UNY 

Prof. Dr. Sri Atun Hasil analisis 

Laporan 

II 

(Bulan 

ke 5-7) 

 Uji aktivitas 

antiproliferasi, 

apoptosis, dan siklus 

penghambatan 

terhadap sel lines 

Breast carcinoma 

(MCF-7); Cervical 

carcinoma (Ca Ski); 

T47-D; HCT 116; 

A549; WiDr; Hela S3 

atau yang lainnya  

 Pengukuran/ Analisis 

Struktur senyawa 

secara spektroskopi 

NMR, MS 

Lab. Biosain 

Univ. Of 

Malaya 

 

Lab. Kimia 

UNY 

Prof. Dr. Sri 

Nurestri 

 

 

 

Prof. Dr. Sri Atun 

 Data Mekanisme 

Molekuler 

 Data 

Spektroskopi 

 Hasil analisis 

 Laporan 

 Artikel jurnal 
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Bagan Kerja 

 

 

 

      

      

 

 

  

 

 

 

              

        

 

 

 

 

 

     

 

 

    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Bahan tumbuhan rimpang tumbuhan Kaempferia rotunda 

(kunci pepet) 

Maserasi dengan metanol 

 

Ekstrak metanol 
Residu 

Partisi dengan n-heksan 

Fr. larut dalam 

metanol 

Fr. n-heksan 

Partisi dengan metilen klorida/kloroform 

Fr. larut dalam metanol Fr. metilen 

klorida/kloroform 

Fr. Metanol 

sisa 

Partisi dengan etil asetat 

Fr. Etil asetat 

Gambar 5. Pembuatan ekstrak kunci pepet 
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Dipisahkan secara kromatografi  vakum cair, 

Hasil fraksi dengan Rf sama digabung 

 

Uji aktivitas sitotoksik terhadap 

cell line kanker: Breast 

carcinoma (MCF-7); Cervical 

carcinoma (Ca Ski); T47-D; HCT 

116; A549; WiDr; Hela S3 atau 

yang lainnya, sel Vero 

 

Elusidasi struktur secara 

UV, IR, 
1
H dan 

13
C 

NMR, MS 

Struktur senyawa kimia 

(Senyawa baru atau senyawa yang 

sudah dikenal ) 
 

 

Senyawa-senyawa murni 

Fraksi –Fraksi /ekstrak rimpang 

tumbuhan Kaempferia rotunda 

(kunci pepet) 

Fraksi relatif non polar Fraksi relatif polar 

Pemisahan dan elusidasi 

struktur 

mekanisme molekuler sebagai 

antiproliferasi, apoptosis, dan siklus 

penghambatan menggunakan 

beberapa jenis cell lines yaitu 

Breast carcinoma (MCF-7); 

Cervical carcinoma (Ca Ski); T47-

D; HCT 116; A549; WiDr; Hela S3 

atau yang lainnya,serta sel Vero  

 

Gambar 6. Isolasi dan uji aktivitas sitotoksik 

Jika aktif dapat 

dilanjutkan 
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BAB IV 

HASIL PENELITIAN DAN PEMBAHASAN 

 

A. Hasil Penelitian 

1. Ekstraksi dan fraksinasi sampel tumbuhan 

 Bahan tumbuhan yang berupa serbuk kering rimpang kunci pepet sebanyak 3  Kg, 

dimasukkan ke dalam jerigen plastik ukuran 20 L, dan ditambahkan pelarut metanol 

sebanyak 10 L, selanjutnya direndam selama 24 jam. Ekstrak selanjutnya disaring dan 

dikumpulkan filtratnya. Residu selanjutnya di maserasi kembali menggunakan metanol, 

dan diulang seperti prosedur sebelumnya sebanyak 2 kali. Filtrat yang diperoleh dari 

masing-masing sampel tumbuhan selanjutnya dipekatkan menggunakan evaporator vakum, 

sehingga diperoleh ekstrak kental sebanyak 230 gram. Ekstrak kental dari masing-masing 

tumbuhan selanjutnya di partisi berturut-turut menggunakan pelarut n-heksan, kloroform, 

dan etil asetat. Ekstrak hasil partisi selanjutnya dipekatkan dengan evaporator vakum, 

sehingga diperoleh ekstrak kental, masing-masing sebanyak 43,2; 135,8; dan 31,9 gram.  

 

2. Uji aktivitas sitotoksik terhadap beberapa sel kanker dari masing-masing ekstrak 

 Hasil uji aktivitas sitotoksik terhadap beberapa sel kanker dari masing-masing 

ekstrak kunci pepet dilakukan di laboratorium Biosain University of Malaya dan  

laboratorium Parasitologi Kedokteran UGM dengan hasil seperti dalam Tabel 2.  

 

Tabel 2. Hasil uji aktivitas sitotoksik masing-masing ekstrak 

No Ekstrak Dilakukan di Lab. 

Biosain UM 

Dilakukan di Lab. Parasitologi Kedokteran 

UGM 

  IC50 (µg/ml) terhadap 

sel kanker 

IC50 (µg/ml) terhadap sel kanker 

  MCF-7 Ca Ski HeLa T47D WiDr Vero 

1 MeOH 29,43 ± 

0,97 

31,62 ± 

1,02 

109, 130 71,600 163,628 161,054 

2 Hexane 39,22 ± 

0,63 

36,13 ± 

2,34 

203,065 175,872 61,8858 Tidak 

aktif 

3 EtOAc 38,80 ± 

0,40 

42,13 ± 

1,02 

- - - - 

4 CHCl3 34,03 ± 

0,59 

24,27 ± 

0,47 

62,358 41,720 65,801 88,093 

Keterangan : 

MCF-7 : sel kanker payudara; Ca Ski : sel kanker rahim; HeLa : sel kanker rahim; T47D : 

sel kanker payudara; WiDr : Sel kanker kolon; Vero : sel normal 
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3. Isolasi, pemurnian, dan identifikasi senyawa dalam ekstrak kunci pepet 

 Isolasi terhadap senyawa kimia dalam kunci pepet telah dilakukan dalam penelitian 

sebelumnya dan diperbanyak dalam penelitian ini sehingga cukup untuk penelitian lebih 

lanjut. Dari ekstrak etil asetat diperoleh tiga senyawa yaitu 4’-hidroksi-7-metoksi-flavanon, 

5-hidroksi-7-metoksi-flavanon, dan 4’, 7-dihidroksiflavanon.  Sedangkan dalam ekstrak 

kloroform ditemukan dua senyawa yaitu 5-hidroksi-7-metoksi-flavanon dan 4’, 7-

dihidroksi-flavanon. 

 

 

 

 

 

 

 

 

4. Hasil Uji aktivitas sitotoksik dari senyawa murni 

Tabel 3. Hasil uji sitotoksik senyawa hasil isolasi terhadap beberapa sel kanker 

No Senyawa 

Uji 

Dilakukan di Lab. Biosain UM 

IC50 (µg/ml) terhadap sel kanker 

Dilakukan di Lab. Parasitologi Kedokteran 

UGM 

IC50 (µg/ml) terhadap sel kanker 

  MCF-7 HCT 

116 

Ca ski A549 HeLa 

 

T47D 

 

MCF-7 WiDr 

 

Vero 

 

1 5- 

hidroksi-7-

metoksi-

flavanon 

100 22,3 ± 

2,5 

>100 >100 Tidak 

aktif 

Tidak 

aktif 

Tidak 

aktif 

Tidak 

aktif 

Tidak 

aktif 

2 4’, 7-

dihidroksi-

flavanon 

97,1± 

3,9 

19,7 ± 

0,9 

22,4 ± 

2,0 

76,7 

± 

11,3 

138,62 122,70 140,51 76,83 Tidak 

aktif 

3 4’-

hidroksi-7-

metoksi-

flavanon 

- - - - Tidak 

aktif 

Tidak 

aktif 

Tidak 

aktif 

Tidak 

aktif 

Tidak 

aktif 

 

Keterangan :  

A549 : Human lung adenocarcinoma epithelial cell line;  

WiDr : Human colon adenocarcinoma Cell Line 
HCT 116 : sel kanker kolon 
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5. Hasil pengamatan apoptosis 

 a. Pengamatan apoptosis secara kualitatif 

 Pengamatan apoptosis pada perlakuan sel kanker HCT 116 dilakukan 

menggunakan double Stain Apoptosis detection Kit (Hoeschst 33342/PI). Pengamatan 

dilakukan setelah perlakuan inkubasi dengan senyawa flavanon selama 48 jam. Sel kanker 

HCT 116 diinkubasi dengan senyawa flavanon pada konsentrasi sesuai dengan IC50 dan 

dua kali IC50. Dengan menggunakan Kit tersebut dapat dideteksi sel-sel yang normal, 

apoptosis, dan sel mati. Pengamatan dilakukan menggunakan mikroskup phace contras 

dan mikroskup flourecent. Dengan menggunakan mikroskup flourecent dapat diketahui 

adanya sel yang normal berwarna biru gelap, sel yang mengalami erlay apotosis akan 

berwarna biru cerah, sedangkan sel yang mengalami late apoptosis berwarna merah. 

Sedangkan dengan menggunakan mikroskup phace contras hanya dapat membedakan sel 

yang masih hidup dan mati. Sel yang hidup bentuk masih utuh, sedangkan yang mati 

kelihatan pecah, dan mengapung. Pengamatan dengan mikroskup phace contras dilakukan 

sebelum penambahan double Stain Apoptosis detection Kit (Hoeschst 33342/PI) (Gambar 

7-9). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Gambar 7. Pengamatan Sel kanker HCT 116 kontrol (tanpa perlakuan) setelah 48 jam  

                  di bawah mikroskup face kontras (A); Pengamatan dengan mikroskup  

                  fluorecent (perbesaran 40x) (B) dan perbesaran 100x (C) 
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 b. Pengamatan apoptosis secara kuantitatif 

 Pengamatan apoptosis secara kuantitatif menggunakan metode flow cytometryc. 

Dalam metode ini dapat dianalisis secara kuantitatif jumlah sel kanker yang masih hidup, 

jumlah sel kanker mengalami erlay apoptosis, serta sel kanker yang mengalami late 

apoptosis atau nekrosis. Hasil pengamatan apoptosis menggunakan metode flow 

cytometryc dilakukan menggunakan metode apoptosis detection Kit staining protocol (Cat 

No. 556570). Sel kanker HCT 116 diinkubasi selama 72 jam menggunakan senyawa 

 

  

 

Gambar 8. Pengamatan Sel kanker HCT 116 dengan penambahan pinostrombin 50 µg/ml  

       setelah 48 jam di bawah mikroskup phace contras (A) dan Pengamatan  

                 dengan mikroskup fluorecent (perbesaran 40x) (B) dan perbesaran 100x (C) 

Gambar 9. Pengamatan Sel kanker HCT 116 dengan penambahan 4’, 7-dihidroksi- 

       flavanon 40 µg/ml  setelah 48 jam di bawah mikroskup face kontras (A) dan  

      Pengamatan dengan  mikroskup fluorecent (perbesaran 50x) (B) dan  

      perbesaran 100x (C) (a=sel normal; b= erlay apoptotic; c= late apoptotic)  
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flavanoid konsentrasi sesuai dengan IC50 a dua kali IC50. Data yang diperoleh dari metode 

ini seperti tercantum dalam Gambar 10. Namun data yang diperoleh dalam penelitian ini 

belum lengkap dan kontrol selnya tidak begitu bagus. Pengamatan terjadinya apoptosis 

sangat dipengaruhi oleh waktu inkubasi dan konsentrasi sampel, sehingga perlu divariasi 

waktu inkubasi dan konsentrasinya. Pengamatan data flow cytometer dapat diketahui dari 

jumlah sel yang terdapat pada masing-masing quadrant. Quadran satu (Q-LL) (FITC-/PI-) 

menunjukkan sel normal, quadran ke dua (Q-LR) (FITC-/PI+), menunjukkan sel debris 

(rusak) akibat faktor mekanik proses pengerjaan, quadran ke tiga (Q-UR) (FITC+/PI+), 

menunjukkan sel yang mengalami late apoptosis, quadran ke empat (Q-UL) (FITC+ /PI-), 

menunjukkan sel yang mengalami erlay apoptosis. 
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Gambar 10. Data flow cytometryc sel kanker HCT 116 kontrol (A); setelah perlakuan  

                  pinostrombin 50 µg/ml (B); dan setelah  perlakuan perlakuan 

                  4’, 7-dihidroksi- flavanon 20 µg/ml (C)  pada inkubasi selama 72 jam 

B        C 
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B. Pembahasan 

 

 Uji sitotoksik masing-masing ekstrak terhadap beberapa sel kanker menunjukkan 

bahwa ekstrak kloroform memiliki IC50 sebesar 24,27 µg/ml terhadap sel kanker Ca-ski, 

dan juga terhadap sel kanker yang lainnya menunjukkan harga IC50 yang relatif rendah 

dibanding yang lainnya. Hasil isolasi dan identifikasi struktur diperoleh dua senyawa 

dalam ekstrak kloroform, yaitu 5-hidroksi-7-metoksiflavanon dan 4’, 7-dihidroksi-

flavanon. 

 Uji sitotoksik terhadap dua senyawa 5-hidroksi-7-metoksiflavanon dan 4’, 7-

dihidroksi-flavanon terhadap sel kanker MCF-7; HCT 116; Ca ski; dan A549 menunjukkan 

bahwa senyawa 4’,7-dihidroksiflavanon memiliki aktivitas sitotoksik yang lebih tinggi. 

Ditinjau dari struktur molekulnya dapat diketahui bahwa adanya gugus hidroksil pada 

posisi 4’ dapat meningkatkan aktivitas sitotoksiknya. Senyawa 5- hidroksi-7-metoksi-

flavanon atau pinostrombin tidak memiliki gugus hidroksil pada posisi 4’, namun memiliki 

gugus hidroksil pada posisi 5. Gugus hidroksil pada posisi 5 tersebut tidak bebas, oleh 

karena  dapat membentuk ikatan hidrogen dengan gugus karbonil, seperti ditunjukkan 

dalam Gambar 11. Pinostrombin juga memiliki kelarutan yang relatif lebih kecil, hal ini 

nampak pada pengamatan menggunakan mikroskup phace contras menunjukkan adanya 

butiran kristal dari senyawa ini (Gambar 8 A). Hasil penelitian Hui wang (2012) juga 

menunjukkan bahwa adanya 4-hidroksi fenil bersifat sebagai inhibitor non kompetitif 

terhadap transportasi glukosa sehingga mengurangi energi yang dibutuhkan sel, dan 

menyebabkan terjadinya apoptosis. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Gambar 11. Terbentuknya ikatan hidrogen pada pinostrombin 

 

 

 Mekanisme molekuler terjadinya apoptosis karena pengaruh senyawa flavanon 

selanjutnya diamati secara kualitatif dan kuantitatif. Pengamatan apoptosis secara kualitatif 

pada perlakuan sel kanker HCT 116 dilakukan menggunakan double Stain Apoptosis 
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detection Kit (Hoeschst 33342/PI). Kit tersebut berisi pewarna yang dapat berikatan 

dengan DNA. Hoeschst 33342 merupakan pewarna yang berpendar biru ketika berikatan 

dengan DNA pada sel normal dan akan berpendar biru terang jika berikatan dengan 

benang-benang kromatin pada sel yang mulai mengalami apoptosis (erlay apoptotic). 

Sedangkan PI (Propidium Iodida) merupakan pewarna merah yang akan menembus masuk 

ke dalam sel dan berikatan dengan DNA pada sel mati atau late apoptotic. Perbedaan erlay 

apoptotic, late apoptotic, serta sel mati dapat dilihat pada Gambar 12 berikut. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Gambar 12. Perbedaan erlay apoptotic, late apoptotic, serta sel mati 

 

 

 Pengamatan secara kualitatif terjadinya apoptosis menunjukkan bahwa 4’-7-

dihidroksi-flavanon relatif lebih reaktif mempercepat terjadinya late apoptotic sel kanker 

HCT 116, yaitu dengan pengamatan mikroskup fluorecent warna biru terang dan warna 

merah jauh lebih banyak dibanding kontrol maupun perlakuan inkubasi dengan 

pinostrombin. Data ini juga sesuai dengan pengamatan apoptosis secara kuantitatif 

perlakuan inkubasi senyawa 4’-7-dihidroksiflavanon 20 µg/ml  menunjukkan sel yang 

mengalami late apoptotic (quadran ke tiga) pada juga relatif lebih banyak (63,3%), 

dibanding kontrol (15,5%), dan pinostrombin 50 µg/ml (23,1%). 
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BAB V 

KESIMPULAN DAN SARAN 

 

A. Kesimpulan 

 

 Dari hasil penelitian ini dapat disimpulkan sebagai berikut: 

1. Beberapa ekstrak rimpang kunci pepet menunjukkan aktivitas sitotoksik yang 

relatif lebih tinggi terhadap beberapa sel kanker yaitu MCF-7, Ca Ski, T47D, 

HeLa, dan WiDr (aktivitas sitotoksik <100 µg/ml). Dari penelitian ini 

menunjukkan bahwa ekstrak kloroform memiliki aktivitas sitotoksik yang 

relatif paling tinggi dibanding yang lainnya. 

2. Dari ekstrak etil asetat diperoleh tiga senyawa yaitu 4’-hidroksi-7-metoksi-

flavanon, 5-hidroksi-7-metoksi-flavanon, dan 4’, 7-dihidroksiflavanon.  

Sedangkan dalam ekstrak kloroform ditemukan dua senyawa yaitu 5-hidroksi-

7-metoksiflavanon dan 4’, 7-dihidroksiflavanon. 

3. Uji aktivitas senyawa flavanon menunjukkan senyawa 4’,7-dihidroksiflavanon 

menunjukkan aktivitas sitotoksik yang tinggi terhadap sel kanker HCT 116 

(19,7 ± 0,9 µg/ml) dan Ca ski (22,4 ± 2,0 µg/ml). Sedangkan hidroksi-7-

metoksiflavanon menunjukkan aktivitas sitotoksik yang tinggi terhadap sel 

kanker HCT 116 (22,3 ± 2,5 µg/ml). 

4. Pengamatan secara kualitatif dan kuantitatif terjadinya apoptosis menunjukkan 

bahwa 4’-7-dihidroksiflavanon relatif lebih reaktif mempercepat terjadinya late 

apoptotic sel kanker HCT 116. 

 

 

B. Saran 

 Penelitian perlu dilanjutkan untuk mengetahui cell cycle progression maupun 

ekspresi protein yang dihasilkan dari sel kanker HCT 116 yang terinduksi dengan senyawa 

flavanon, sehingga mekanisme molekulernya dapat diketahui secara lengkap. 
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ABSTRAK 

 

Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengeksplorasi senyawa bioaktif dari 

rimpang tumbuhan Kaemferia rotunda (kunci pepet)  yang berpotensi sebagai antikanker. 

Target khusus yang ingin dicapai adalah untuk mendapatkan senyawa murni, struktur 

molekul berdasarkan data spektroskopi yang lengkap, data aktivitas sitotoksik terhadap 

beberapa cell line kanker, seperti sel  cell line kanker seperti Breast carcinoma (MCF-7); 

Cervical carcinoma (Ca Ski); T47-D; HCT 116; A549; WiDr; Hela S3 atau yang lainnya. 

Selanjutnya senyawa yang menunjukkan sifat toksis perlu dilanjutkan untuk mengetahui 

mekanisme aktivitas antiproliferasi, apoptosis, dan siklus penghambatan terhadap cell lines 

kanker.  Penelitian ini dilakukan di laboratium Kimia Organik Universitas Negeri 

Yogyakarta untuk isolasi senyawa bioaktifnya serta di Faculty of Science, University of 

Malaya dan Laboratorium Parasitologi fakultas Kedokteran UGM untuk uji aktivitas 

sitotoksiknya terhadap beberapa cell lines kanker. Metode penelitian yang telah dilakukan 

adalah dengan melakukan eksperimen di laboratorium yang meliputi isolasi dan pemurnian 

senyawa, uji sitotoksisitas, mekanisme molekuler aktivitas senyawa tersebut sebagai 

antiproliferasi, apoptosis, dan siklus penghambatan terhadap beberapa cell lines  kanker. 

Aktivitas antiproliferasi dilakukan dengan MTT Cell Proliferation Kit menggunakan 

metode kolorimetri yang diukur berdasarkan pembentukan warna pada λ 570 nm dari cell 

kontrol dan akibat perlakuan penambahan sampel pada berbagai variasi konsentrasi. 

Pengamatan apoptosis dilakukan dengan menggunakan double stain apoptototic Kit 

(Hoeschst 33342/PI) dan flow cytometric, serta pengamatan sel setelah perlakuan 

menggunakan flourecent microscup. Beberapa ekstrak rimpang kunci pepet menunjukkan 

aktivitas sitotoksik yang relatif lebih tinggi terhadap beberapa sel kanker yaitu MCF-7, Ca 

Ski, T47D, HeLa, dan WiDr (aktivitas sitotoksik <100 µg/ml). Dari penelitian ini 

menunjukkan bahwa ekstrak kloroform memiliki aktivitas sitotoksik yang relatif paling 

tinggi dibanding yang lainnya. Dari ekstrak etil asetat diperoleh tiga senyawa yaitu 4’-

hidroksi-7-metoksiflavanon, 5-hidroksi-7-metoksiflavanon, dan 4’,7-dihidroksiflavanon. 

Sedangkan dalam ekstrak kloroform ditemukan dua senyawa yaitu 5-hidroksi-7-

metoksiflavanon dan 4’, 7-dihidroksiflavanon. Uji aktivitas senyawa flavanon 

menunjukkan 4’,7-dihidroksiflavanon memiliki aktivitas sitotoksik yang tinggi terhadap 

sel kanker HCT 116 (19,7 ± 0,9 µg/ml) dan Ca ski (22,4 ± 2,0 µg/ml). Sedangkan 5-

hidroksi-7-metoksiflavanon menunjukkan aktivitas sitotoksik yang tinggi terhadap sel 

kanker HCT 116 (22,3 ± 2,5 µg/ml). Pengamatan secara kualitatif dan kuantitatif 
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terjadinya apoptosis menunjukkan bahwa 4’-7-dihidroksiflavanon relatif lebih reaktif 

mempercepat terjadinya late apoptotic sel kanker HCT 116. 

 

Kata Kunci: Kaempferia rotunda; mekanisme molekuler; antikanker;  

 

PENDAHULUAN 

Kanker adalah proses pertumbuhan sel yang tidak terkontrol yang diikuti oleh 

invasi sel ke jaringan disekitarnya serta penyebaran (metastasis) ke bagian tubuh lain. Sifat 

utama sel kanker adalah proliferasi terus menerus sehingga menyebabkan 

ketidakseimbangan antara sel hidup dengan sel mati (Parton et al, 2001). Menurut catatan 

WHO  (Anonim, 2007) pada tahun 2000 hingga tahun 2010 kanker menempati urutan 

kedua sebagai penyebab kematian di dunia setelah penyakit jantung dan mengalami 

peningkatan hingga pada tahun 2030, diperkirakan akan menempati urutan pertama.Tahun 

2005 kanker membunuh sekitar 206.000 penderita di Indonesia, 135.000 diantaranya 

berusia dibawah 70 tahun. Oleh karena itu, diperlukan pengobatan yang tepat untuk 

meningkatkan kualitas hidup penderita kanker.  

 Pengobatan kanker pada umumnya didasarkan pada upaya pengambilan jaringan 

kanker atau dengan mematikan sel kanker dan meminimalkan efek pengobatan terhadap 

sel normal disekitarnya. Saat ini pengambilan kanker yang paling utama adalah operasi, 

radioterapi dan kemoterapi, namun ketiga jenis pengobatan tersebut memiliki kekurangan. 

Operasi akan berhasil pada beberapa tumor yang telah berkembang, tetapi sulit mengobati 

pada stadium awal metastasis. Pengobatan dengan radiasi mampu membunuh tumor lokal 

namun radiasi juga akan membunuh sel normal disekitarnya. Sebagian besar obat 

kemoterapi seperti taxol, 5-fluorourasil (5-FU) dan adriamisin memiliki target pada 

pembelahan sel (Boyer, 2005), tetapi kemoterapi ini bisa menyebabkan diare dan 

kerontokan rambut. Agen kemoterapi ini juga tidak efektif untuk sel yang mengalami 

mutasi p53. Sehingga perlu dikembangkan agen-agen baru untuk pengobatan kanker yang 

aman (Mathivadani, 2007; Hantz, H.L ,2005; Lindley C , 2005; Lin-Hao , 2003; 

Hondermarck Hubert, 2003; Parton, 2001; Vladusic (2000)). 

Dewasa ini penggunaan bahan alami sebagai obat untuk mengendalikan kanker 

banyak dikembangkan, karena bahan alami dianggap tidak memiliki efek samping yang 

membahayakan apabila dibandingkan dengan kemoterapi yang memiliki toksisitas dan 

efek samping tinggi. Penelitian dan penemuan senyawa alami sebagai obat antikanker telah 

banyak dilakukan. Demikian pula penelitian tentang penggunaan senyawa bahan alami 

sebagai terapi kombinasi yang bersifat kemopreventif juga telah berkembang, namun 
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sampai saat ini belum ditemukan obat yang benar-benar efektif terhadap kanker 

(Mathivadani, 2007; Hantz, H.L ,2005). 

Famili tumbuhan Zingiberaceae tersebar di Asia Selatan dan Asia Tenggara, terdiri 

dari 47 genus dan sekitar 1000 spesies. Beberapa spesies tumbuhan dari famili ini banyak 

digunakan dan terdapat dalam semua ramuan obat tradisionil, seperti jamu. Tumbuhan ini 

selain sebagai rempah-rempah juga digunakan untuk mengobati berbagai macam penyakit, 

seperti deman, diare, menstruasi tidak teratur, tuberkolusis, radang gusi, penyakit kulit, 

radang hati, tumor, malaria, maupun gatal-gatal (Dalimarta, 2003). 

Kunci pepet (Kaempferia rotunda), termasuk famili tumbuhan Zingiberaceae yang 

banyak digunakan sebagai rempah-rempah. Beberapa khasiat yang dilaporkan antara lain 

sebagai peluruh dahak, obat cacing, dan penambah nafsu makan.  Pengujian secara in vitro 

menunjukkan kunci pepet dapat meningkatkan jumlah limfosit, antibodi spesifik,dan dapat 

membunuh sel kanker (Dalimarta, 2003). 

 Penelitian yang dilakukan oleh Leardkamolkarnn V. (2009) terhadap ekstrak 

metanol Kaempferia parviflora menunjukkan aktivitas sitotoksik yang tinggi terhadap 

human cholangiocarcinoma (HuCCA-1 and RMCCA-1). Dari hasil penelitian tersebut juga 

berhasil diisolasi senyawa 5,7,4-trimethoxyflavone yang juga menunjukkan aktivitas 

sitotoksik yang tinggi (LC50 46,1 µg/ml). Demikian juga penelitian yang dilakukan oleh 

Yanti (2009) menunjukkan beberapa senyawa seperti panduratin A yang ditemukan pada 

Kaempferia pandurata menunjukkan aktivitas sitotoksik tinggi terhadap sel kanker human 

epidermoid KB. 

Hasil penelitian yang dilakukan oleh Sri Atun (2011) menunjukkan bahwa ekstrak 

metanol kunci pepet, temu giring, temu ireng, dan laos menunjukkan aktivitas 

antimutagenik. Persentase aktivitas antimutagenik ekstrak metanol berturut-turut dari yang 

paling tinggi pada dosis 300 mg/kg bb adalah temu giring, kunci pepet, temu ireng,  dan 

laos, dengan aktivitas adalah 95,6; 81,9; 80; dan 50 %. Dari data tersebut menunjukkan 

bahwa ekstrak metanol mengandung senyawa aktif yang bersifat antimutagenik. Isolasi 

dan identifikasi struktur senyawa yang ditemukan dalam ekstrak metanol kunci pepet 

diperoleh tiga jenis senyawa flavanon, yaitu 4’-hidroksi-7-metoksi-flavanon, 5- hidroksi-7-

metoksi-flavanon, dan  4’, 7-dihidroksi-flavanon (Gambar 1).  

Diduga dalam ekstraks metanol kunci pepet masih banyak senyawa sejenis yang belum 

teridentifikasi, sehingga masih perlu dilanjutkan untuk mengeksplorasi senyawa yang 

lainnya. Hasil penelitian sebelumnya menunjukkan adanya beberapa senyawa yang 

memiliki aktivitas sitotoksik terhadap sel kanker juga menunjukkan sifat antimutagenik 
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(Adam,2004). Namun sebaliknya, ada juga senyawa yang dapat membunuh sel kanker 

tetapi pada dosis tinggi bersifat mutagenik atau menyebabkan terjadinya mutasi sel, 

sebagai contohnya adalah siklofosfamid. Oleh karena itu sangat menarik untuk menguji 

aktivitas sitotoksik ekstrak maupun senyawa hasil isolasi rimpang tumbuhan Kaempferia 

rotunda terhadap beberapa cell line kanker. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 1. Beberapa senyawa flavanon hasil isolasi ekstrak metanol kunci pepet  

     (Kaempferia rotunda) 

 

METODE PENELITIAN 

a. Desain Penelitian 

Penelitian ini merupakan penelitian deskriptif, yaitu untuk menguji aktivitas 

sitotoksik ekstrak maupun senyawa murni dari rimpang tumbuhan Kaempferia rotunda 

(kunci pepet) terhadap cell line kanker seperti Breast carcinoma (MCF-7); Cervical 

carcinoma (Ca Ski); T47-D; HCT 116; A549; WiDr; Hela S3 atau yang lainnya yang 

tersedia di Laboratorium Faculty of Science, University of Malaya dan laboratorium 

Parasitologi, Kedokteran UGM serta mengetahui mekanisme molekuler aktivitasnya 

sebagai antiproliferasi, apoptosis, dan siklus penghambatan terhadap cell line kanker 

tersebut.   

b. Subyek dan Obyek Penelitian 

Subyek penelitian ini rimpang tumbuhan Kaempferia rotunda (kunci pepet). Objek 

penelitian ini adalah senyawa bioaktif yang memiliki aktivitas sitotoksik dan mekanisme 

aktivitas antiproliferasi, apoptosis, dan siklus penghambatan terhadap cell lines kanker. 

c. Alat dan bahan  

 Alat dan bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah sebagai berikut: 

Alat : 

 Evaporator Buchi Rotavapor R-114 
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 Kromatografi cair vakum (kcv) untuk fraksinasi dilakukan dengan silika gel Merck 

60 GF254,  

 Kromatografi gravitasi (kkg) dilakukan dengan silika gel 60 (35–70 mesh) 

 Kromatografi kolom tekan (kkt) menggunakan silika gel 60 (230–400 mesh), dan 

sepadex LH-20  

 Kromatografi sentrifugal sistem radial (kromatotron) dilakukan dengan silika gel 

Merck PF254  (0,5; 1; dan 2 mm),  

 Analisis kromatografi lapis tipis (klt) menggunakan plat Si-gel Merck 60 F254 0,25 

mm. 

 Lampu UV pada λ 256 dan 366 nm 

 Spektrofotometer IR 

 Spektrofotometer UV-VIS 

 CO2 inkubator 

 ELISA reader 

 Fluorecent plate reader 

Bahan : 

 Pelarut yang digunakan untuk isolasi dan pemurnian senyawa oligoresveratrol 

antara lain metanol, aseton, n-heksan, etil asetat, metilen klorida, kloroform dengan 

kualitas tenis dan p.a. 

 Sampel rimpang tumbuhan Kaempferia rotunda (kunci pepet)  

 Pereaksi penampak noda pada analisis kromatografi lapis tipis digunakan larutan 

2% serium sulfat (CeSO4) dalam asam sulfat.  

 Pereaksi geser untuk analisis spektrofotometer UV digunakan larutan natrium 

hidroksida (NaOH) 2 %.  

 Sel kanker seperti : Breast carcinoma (MCF-7); Cervical carcinoma (Ca Ski); T47-

D; HCT 116; A549; WiDr; Hela S3 atau yang lainnya 

 Sel Vero (sel normal) 

 Tissue culture flask, 10 cm
2
 

 96 well microtiter plates 

 Bahan yang diperlukan untuk kultur cell lines antara lain beberapa reagent  seperti 

larutan pencuci (99% RPMI (Gibco), 1% pensrep, (Gibco); media penyimpanan -70 

o
C (20% FBS (Gibco), 70% RPMI yang mengandung 1%penstrep dan 1% 

fungizon, 10% DMSO); Media kultur (89% RPMI, 1% penstrep, 10% FBS); kertas 

filter nitroselulosa 0,22 μm (Whatman)); bahan pewarna biru tripan (Sigma)); 
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larutan MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium bromida (Sigma) 

dilarutkan dalam PBS dengan konsentrasi 5 mg/ml; pelarut formazan (10% SDS 

dalam 0,01 N asam klorida).        

 Reagent uji aktivitas seperti medium RPMI 1640, propidium iodida, andriamicin, 

cis plantin, 5-fluouracil, mitomicin C, deionized water, MTT cell proliferation kit, 

bovine serum, actin.         

 Nitrogen cair 

d. Prosedur Kerja 

Prosedur kerja yang akan dilakukan adalah sebagai berikut : 

1. Isolasi dan identifikasi struktur senyawa bioaktif 

 Isolasi senyawa kimia dari bahan tumbuhan dilakukan dengan cara maserasi secara 

tuntas dengan pelarut metanol rimpang tumbuhan Kaempferia rotunda (kunci pepet). 

Ekstrak yang diperoleh dipekatkan pada tekanan rendah dan selanjutnya dipartisi berturut-

turut menggunakan pelarut n-heksan, metilen klorida, dan etil asetat. Pemisahan dan 

pemurnian senyawa kimia dilakukan dengan teknik kromatografi, seperti kromatografi 

vakum cair (kvc), kromatografi kolom gravitasi (kkg), kromatografi kolom tekan (kkt), dan 

kromatografi sentrifugal (kromatotron), serta kristalisasi untuk senyawa-senyawa yang 

dapat membentuk kristal. Identifikasi dan elusidasi struktur dilakukan menggunakan 

analisis data spektrum UV-VIS, IR, dan NMR. 

2. Uji aktivitas sitotoksisitas serta mekanisme antiproliferasi, apoptosis, dan siklus 

penghambatan sel kanker 

a). Menumbuhkan beberapa cell lines:  Breast carcinoma (MCF-7); Cervical 

carcinoma (Ca Ski); T47-D; HCT 116; A549; WiDr; Hela S3 atau yang lainnya 

dari penyimpanan dalam nitrogen cair 

 Sel beku dari nitrogen cair dibiarkan pada suhu kamar sampai mencair sebagian, 

kemudian dimasukkan dalam tabung konikal 50 ml dan ditambah 50 ml media RPMI lalu 

dikocok. Setelah itu disentrifus 275 g selama 10 menit. Sel kemudian diinkubasi pada 

suhu 37 
0
C dengan aliran CO2 5%. Perkembangan sel diamati tiap hari dan jika media 

mulai menguning diganti dengan media baru, jumlah sel dihitung dengan Nebauer 

Hemocytometer dengan pewarna biru tripan. 

b). Uji sitotoksisitas dilakukan dalam plate 96 sumuran.  

Sampel dilarutkan dalam buffer fosfat atau pelarut yang sesuai. Setiap sumuran 

dimasukkan 100 μl media RPMI yang mengandung penstrep 4 %, 100 μl sampel pada 

variasi konsentrasi 25 μg sampai 0,05 μg, kemudian ditambah 100 μl control sel dalam 
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media kultur dengan jumlah sel 5 x 10
4
 setiap sumuran. Sebagai blanko digunakan dilusi 

seri buffer kalium fosfat 5 mM pH 7,2 sebanyak 100 μl pada sumuran pertama, dan setiap 

sampel dilakukan dua ulangan. Pada akhir inkubasi ditambahkan MTT (50 µg/ml) 

sebanyak 10 µl pada masing-masing sumuran, kemudian diinkubasi kembali selama 4 jam. 

Sel yang hidup akan bereaksi dengan MTT membentuk formazan yang memberikan warna 

ungu. Reaksi dihentikan dengan menambahkan 100 µl SDS 10% dalam HCl 0.01 N, 

kemudian diinkubasi pada suhu kamar semalam kemudian dibaca dengan Benchmark 

microplate reader pada panjang gelombang 595 nm.Viabilitas sel dihitung dengan rumus : 

% sel hidup = (abs P – abs M)/(abs K – abs M) x 100% 

abs P = absorbansi sel dengan perlakuan 

abs M = absorbansi media 

abs K = absorbansi kontrol sel 

Nilai IC50 ditentukan dengan analisis probit pada program SPSS 11.5.  

c). Uji apoptosis 

Pengamatan apoptosis dilakukan dengan menggunakan analisis kualitatif 

menggunakan Double stain Apoptotic detection Kit (Hoechst 33342/PI) dan pengamatan 

kuantitatif menggunakan flow cytometer. 

 

HASIL PENELITIAN DAN PEMBAHASAN 

Hasil Penelitian 

1. Ekstraksi dan fraksinasi sampel tumbuhan 

 Bahan tumbuhan yang berupa serbuk kering rimpang kunci pepet sebanyak 3  Kg, 

dimasukkan ke dalam jerigen plastik ukuran 20 L, dan ditambahkan pelarut metanol 

sebanyak 10 L, selanjutnya direndam selama 24 jam. Ekstrak selanjutnya disaring dan 

dikumpulkan filtratnya. Residu selanjutnya di maserasi kembali menggunakan metanol, 

dan diulang seperti prosedur sebelumnya sebanyak 2 kali. Filtrat yang diperoleh dari 

masing-masing sampel tumbuhan selanjutnya dipekatkan menggunakan evaporator vakum, 

sehingga diperoleh ekstrak kental sebanyak 230 gram. Ekstrak kental dari masing-masing 

tumbuhan selanjutnya di partisi berturut-turut menggunakan pelarut n-heksan, kloroform, 

dan etil asetat. Ekstrak hasil partisi selanjutnya dipekatkan dengan evaporator vakum, 

sehingga diperoleh ekstrak kental, masing-masing sebanyak 43,2; 135,8; dan 31,9 gram.  

2. Uji aktivitas sitotoksik terhadap beberapa sel kanker dari masing-masing ekstrak 
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 Hasil uji aktivitas sitotoksik terhadap beberapa sel kanker dari masing-masing 

ekstrak kunci pepet dilakukan di laboratorium Biosain University of Malaya dan  

laboratorium Parasitologi Kedokteran UGM dengan hasil seperti dalam Tabel 1.  

 

Tabel 1. Hasil uji aktivitas sitotoksik masing-masing ekstrak 

No Ekstrak Dilakukan di Lab. 

Biosain UM 

Dilakukan di Lab. Parasitologi Kedokteran 

UGM 

  IC50 (µg/ml) terhadap 

sel kanker 

IC50 (µg/ml) terhadap sel kanker 

  MCF-7 Ca Ski HeLa T47D WiDr Vero 

1 MeOH 29,43 ± 

0,97 

31,62 ± 

1,02 

109, 130 71,600 163,628 161,054 

2 Hexane 39,22 ± 

0,63 

36,13 ± 

2,34 

203,065 175,872 61,8858 Tidak 

aktif 

3 EtOAc 38,80 ± 

0,40 

42,13 ± 

1,02 

- - - - 

4 CHCl3 34,03 ± 

0,59 

24,27 ± 

0,47 

62,358 41,720 65,801 88,093 

Keterangan : 

MCF-7 : sel kanker payudara; Ca Ski : sel kanker rahim; HeLa : sel kanker rahim; T47D : 

sel kanker payudara; WiDr : Sel kanker kolon; Vero : sel normal 

 

3. Isolasi, pemurnian, dan identifikasi senyawa dalam ekstrak kunci pepet 

 Isolasi terhadap senyawa kimia dalam kunci pepet telah dilakukan dalam penelitian 

sebelumnya dan diperbanyak dalam penelitian ini sehingga cukup untuk penelitian lebih 

lanjut. Dari ekstrak etil asetat diperoleh tiga senyawa yaitu 4’-hidroksi-7-metoksi-flavanon, 

5-hidroksi-7-metoksi-flavanon, dan 4’, 7-dihidroksiflavanon.  Sedangkan dalam ekstrak 

kloroform ditemukan dua senyawa yaitu 5-hidroksi-7-metoksi-flavanon dan 4’, 7-

dihidroksi-flavanon. 
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4. Hasil Uji aktivitas sitotoksik dari senyawa murni 

Tabel 2. Hasil uji sitotoksik senyawa hasil isolasi terhadap beberapa sel kanker 

No Senyawa 

Uji 

Dilakukan di Lab. Biosain UM 

IC50 (µg/ml) terhadap sel kanker 

Dilakukan di Lab. Parasitologi Kedokteran 

UGM 

IC50 (µg/ml) terhadap sel kanker 

  MCF-7 HCT 

116 

Ca ski A549 HeLa 

 

T47D 

 

MCF-7 WiDr 

 

Vero 

 

1 5- 

hidroksi-7-

metoksi-

flavanon 

100 22,3 ± 

2,5 

>100 >100 Tidak 

aktif 

Tidak 

aktif 

Tidak 

aktif 

Tidak 

aktif 

Tidak 

aktif 

2 4’, 7-

dihidroksi-

flavanon 

97,1± 

3,9 

19,7 ± 

0,9 

22,4 ± 

2,0 

76,7 

± 

11,3 

138,62 122,70 140,51 76,83 Tidak 

aktif 

3 4’-

hidroksi-7-

metoksi-

flavanon 

- - - - Tidak 

aktif 

Tidak 

aktif 

Tidak 

aktif 

Tidak 

aktif 

Tidak 

aktif 

 

Keterangan :  

A549 : Human lung adenocarcinoma epithelial cell line;  

WiDr : Human colon adenocarcinoma Cell Line 
HCT 116 : sel kanker kolon 

 

5. Hasil pengamatan apoptosis 

 a. Pengamatan apoptosis secara kualitatif 

 Pengamatan apoptosis pada perlakuan sel kanker HCT 116 dilakukan 

menggunakan double Stain Apoptosis detection Kit (Hoeschst 33342/PI). Pengamatan 

dilakukan setelah perlakuan inkubasi dengan senyawa flavanon selama 48 jam. Sel kanker 

HCT 116 diinkubasi dengan senyawa flavanon pada konsentrasi sesuai dengan IC50 dan 

dua kali IC50. Dengan menggunakan Kit tersebut dapat dideteksi sel-sel yang normal, 

apoptosis, dan sel mati. Pengamatan dilakukan menggunakan mikroskup phace contras 

dan mikroskup flourecent. Dengan menggunakan mikroskup flourecent dapat diketahui 

adanya sel yang normal berwarna biru gelap, sel yang mengalami erlay apotosis akan 

berwarna biru cerah, sedangkan sel yang mengalami late apoptosis berwarna merah. 

Sedangkan dengan menggunakan mikroskup phace contras hanya dapat membedakan sel 

yang masih hidup dan mati. Sel yang hidup bentuk masih utuh, sedangkan yang mati 

kelihatan pecah, dan mengapung. Pengamatan dengan mikroskup phace contras dilakukan 

sebelum penambahan double Stain Apoptosis detection Kit (Hoeschst 33342/PI) (Gambar 

3-4). 

 



43 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

Gambar 2. Pengamatan Sel kanker HCT 116 kontrol (tanpa perlakuan) setelah 48 jam  

                  di bawah mikroskup face kontras (A); Pengamatan dengan mikroskup  

                  fluorecent (perbesaran 40x) (B) dan perbesaran 100x (C) 

 

Gambar 3. Pengamatan Sel kanker HCT 116 dengan penambahan pinostrombin 50 µg/ml  

       setelah 48 jam di bawah mikroskup phace contras (A) dan Pengamatan  

                 dengan mikroskup fluorecent (perbesaran 40x) (B) dan perbesaran 100x (C) 

Gambar 4. Pengamatan Sel kanker HCT 116 dengan penambahan 4’, 7-dihidroksi- 

       flavanon 40 µg/ml  setelah 48 jam di bawah mikroskup face kontras (A) dan  

      Pengamatan dengan  mikroskup fluorecent (perbesaran 50x) (B) dan  

      perbesaran 100x (C) (a=sel normal; b= erlay apoptotic; c= late apoptotic)  

 

 

 A     B    C 

 

 

 A     B    C 

A      B    C 

b 

c 

a 
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 b. Pengamatan apoptosis secara kuantitatif 

 Pengamatan apoptosis secara kuantitatif menggunakan metode flow cytometryc. 

Dalam metode ini dapat dianalisis secara kuantitatif jumlah sel kanker yang masih hidup, 

jumlah sel kanker mengalami erlay apoptosis, serta sel kanker yang mengalami late 

apoptosis atau nekrosis. Hasil pengamatan apoptosis menggunakan metode flow 

cytometryc dilakukan menggunakan metode apoptosis detection Kit staining protocol (Cat 

No. 556570). Sel kanker HCT 116 diinkubasi selama 72 jam menggunakan senyawa 

flavanoid konsentrasi sesuai dengan IC50 a dua kali IC50. Data yang diperoleh dari metode 

ini seperti tercantum dalam Gambar 5. Namun data yang diperoleh dalam penelitian ini 

belum lengkap dan kontrol selnya tidak begitu bagus. Pengamatan terjadinya apoptosis 

sangat dipengaruhi oleh waktu inkubasi dan konsentrasi sampel, sehingga perlu divariasi 

waktu inkubasi dan konsentrasinya. Pengamatan data flow cytometer dapat diketahui dari 

jumlah sel yang terdapat pada masing-masing quadrant. Quadran satu (Q-LL) (FITC-/PI-) 

menunjukkan sel normal, quadran ke dua (Q-LR) (FITC-/PI+), menunjukkan sel debris 

(rusak) akibat faktor mekanik proses pengerjaan, quadran ke tiga (Q-UR) (FITC+/PI+), 

menunjukkan sel yang mengalami late apoptosis, quadran ke empat (Q-UL) (FITC+ /PI-), 

menunjukkan sel yang mengalami erlay apoptosis. 

Uji sitotoksik masing-masing ekstrak terhadap beberapa sel kanker menunjukkan 

bahwa ekstrak kloroform memiliki IC50 sebesar 24,27 µg/ml terhadap sel kanker Ca-ski, 

dan juga terhadap sel kanker yang lainnya menunjukkan harga IC50 yang relatif rendah 

dibanding yang lainnya. Hasil isolasi dan identifikasi struktur diperoleh dua senyawa 

dalam ekstrak kloroform, yaitu 5-hidroksi-7-metoksiflavanon dan 4’, 7-dihidroksi-

flavanon. 
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Pembahasan 

 

 Uji sitotoksik terhadap dua senyawa 5-hidroksi-7-metoksiflavanon dan 4’, 7-

dihidroksi-flavanon terhadap sel kanker MCF-7; HCT 116; Ca ski; dan A549 menunjukkan 

bahwa senyawa 4’,7-dihidroksiflavanon memiliki aktivitas sitotoksik yang lebih tinggi. 

Ditinjau dari struktur molekulnya dapat diketahui bahwa adanya gugus hidroksil pada 

posisi 4’ dapat meningkatkan aktivitas sitotoksiknya. Senyawa 5- hidroksi-7-metoksi-

flavanon atau pinostrombin tidak memiliki gugus hidroksil pada posisi 4’, namun memiliki 

gugus hidroksil pada posisi 5. Gugus hidroksil pada posisi 5 tersebut tidak bebas, oleh 

karena  dapat membentuk ikatan hidrogen dengan gugus karbonil, seperti ditunjukkan 

dalam Gambar 6. Pinostrombin juga memiliki kelarutan yang relatif lebih kecil, hal ini 

 

 
 

 A 

  

   

Gambar 5. Data flow cytometryc sel kanker HCT 116 kontrol (A); setelah perlakuan  

                  pinostrombin 50 µg/ml (B); dan setelah  perlakuan perlakuan 

                  4’, 7-dihidroksi- flavanon 20 µg/ml (C)  pada inkubasi selama 72 jam 

B        C 
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nampak pada pengamatan menggunakan mikroskup phace contras menunjukkan adanya 

butiran kristal dari senyawa ini (Gambar 8 A). Hasil penelitian Hui wang (2012) juga 

menunjukkan bahwa adanya 4-hidroksi fenil bersifat sebagai inhibitor non kompetitif 

terhadap transportasi glukosa sehingga mengurangi energi yang dibutuhkan sel, dan 

menyebabkan terjadinya apoptosis. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Gambar 6. Terbentuknya ikatan hidrogen pada pinostrombin 

 

 Mekanisme molekuler terjadinya apoptosis karena pengaruh senyawa flavanon 

selanjutnya diamati secara kualitatif dan kuantitatif. Pengamatan apoptosis secara kualitatif 

pada perlakuan sel kanker HCT 116 dilakukan menggunakan double Stain Apoptosis 

detection Kit (Hoeschst 33342/PI). Kit tersebut berisi pewarna yang dapat berikatan 

dengan DNA. Hoeschst 33342 merupakan pewarna yang berpendar biru ketika berikatan 

dengan DNA pada sel normal dan akan berpendar biru terang jika berikatan dengan 

benang-benang kromatin pada sel yang mulai mengalami apoptosis (erlay apoptotic). 

Sedangkan PI (Propidium Iodida) merupakan pewarna merah yang akan menembus masuk 

ke dalam sel dan berikatan dengan DNA pada sel mati atau late apoptotic. Perbedaan erlay 

apoptotic, late apoptotic, serta sel mati dapat dilihat pada Gambar 7 berikut. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Gambar 7. Perbedaan erlay apoptotic, late apoptotic, serta sel mati 
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 Pengamatan secara kualitatif terjadinya apoptosis menunjukkan bahwa 4’-7-

dihidroksi-flavanon relatif lebih reaktif mempercepat terjadinya late apoptotic sel kanker 

HCT 116, yaitu dengan pengamatan mikroskup fluorecent warna biru terang dan warna 

merah jauh lebih banyak dibanding kontrol maupun perlakuan inkubasi dengan 

pinostrombin. Data ini juga sesuai dengan pengamatan apoptosis secara kuantitatif 

perlakuan inkubasi senyawa 4’-7-dihidroksiflavanon 20 µg/ml  menunjukkan sel yang 

mengalami late apoptotic (quadran ke tiga) pada juga relatif lebih banyak (63,3%), 

dibanding kontrol (15,5%), dan pinostrombin 50 µg/ml (23,1%). 

 

KESIMPULAN DAN SARAN 

Kesimpulan 

 

 Dari hasil penelitian ini dapat disimpulkan sebagai berikut: 

1. Beberapa ekstrak rimpang kunci pepet menunjukkan aktivitas sitotoksik yang 

relatif lebih tinggi terhadap beberapa sel kanker yaitu MCF-7, Ca Ski, T47D, 

HeLa, dan WiDr (aktivitas sitotoksik <100 µg/ml). Dari penelitian ini 

menunjukkan bahwa ekstrak kloroform memiliki aktivitas sitotoksik yang 

relatif paling tinggi dibanding yang lainnya. 

2. Dari ekstrak etil asetat diperoleh tiga senyawa yaitu 4’-hidroksi-7-metoksi-

flavanon, 5-hidroksi-7-metoksi-flavanon, dan 4’, 7-dihidroksiflavanon.  

Sedangkan dalam ekstrak kloroform ditemukan dua senyawa yaitu 5-hidroksi-

7-metoksiflavanon dan 4’, 7-dihidroksiflavanon. 

3. Uji aktivitas senyawa flavanon menunjukkan senyawa 4’,7-dihidroksiflavanon 

menunjukkan aktivitas sitotoksik yang tinggi terhadap sel kanker HCT 116 

(19,7 ± 0,9 µg/ml) dan Ca ski (22,4 ± 2,0 µg/ml). Sedangkan hidroksi-7-

metoksiflavanon menunjukkan aktivitas sitotoksik yang tinggi terhadap sel 

kanker HCT 116 (22,3 ± 2,5 µg/ml). 

4. Pengamatan secara kualitatif dan kuantitatif terjadinya apoptosis menunjukkan 

bahwa 4’-7-dihidroksiflavanon relatif lebih reaktif mempercepat terjadinya late 

apoptotic sel kanker HCT 116. 

Saran 

 Penelitian perlu dilanjutkan untuk mengetahui cell cycle progression maupun 

ekspresi protein yang dihasilkan dari sel kanker HCT 116 yang terinduksi dengan senyawa 

flavanon, sehingga mekanisme molekulernya dapat diketahui secara lengkap. 
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