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ABSTRAK

Melicope incana merupakan salah satu spesies tumbuhan dari
famili Rutaceae. Melicope menghasilkan senyawa fenolik,antaralain
alkaloid, asilfloroglusinol, flavonoid, dan kuumarin. Penelitian ini
bertujuan untuk mengisolasi senyawa turunan asilfloroglusinol
yang terdapat pada biji M. incana. Ekstraksi senyawa
asilfloroglusinol  dengan metanol menggunakan metode
maserasipada suhu kamar. Pemisahan dan pemurnian
menggunakan kombinasi kromatografi kolom dan kromatografi
radial. Dua senyawa asilfloroglusinol telah berhasil diisolasi yaitu
3’-geranil-2",4°,6’-trihidroksi-asetofenon (1) dan 3’-isoprenil-
24" ,6'-trihidroksiasetofenon  (2). Struktur kedua senyawa
ditetapkan berdasarkan analisis spektroskopi UV, IR, 1D dan 2D
NMR. Uji aktivitas antikanker senyawa 1 dan 2 terhadap sel kanker
payudara MCF-7 memperlihatkan nilai ICso sebesar 48,98 dan 4,30
pg/mL.

Kata kunci: Melicope incana, asilfloroglusinol, antikanker, sel
MCF-7

ABSTRACT

Melicope incana is one of the plant species that belongs to family
Rutaceae. Melicope produces phenolic compounds, including
alkaloids, acylphloroglucinol, flavonoids, and coumarins. This study
aims to isolate the acylphloroglucinoderivatives found in M. incana
seeds. Extraction of acylphloroglucinol derivatives with methanol
using the maceration method at room temperature. Separation
and purification using a combination of column chromatography,
and radial chromatography. Two acylphloroglucinol compounds
have been isolated, namely 3'-geranyl-2'4',6'-
trihydroxyacetophenone (1) and 3'-isoprenyl-2',4',6'-trihydroxy
acetophenone (2). The structure of the two compounds was
determined based on UV, IR, 1D, and 2D NMR spectroscopic
analysis. Anticancer activity of compounds 1 and 2 against breast
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cancer cells MCF-7 showed ICs, values of 48.98 and 4.30 pug /mL,

respectively.

Keywords: Melicope incana, acylphloroglucinol, anticancer,

MCF-7 cells

1. PENDAHULUAN

Melicope merupakan salah satu
genus terbesar famili Rutaceae yang
tumbuh di daerah tropis. Melicope
menghasilkan senyawa metabolit
sekunder seperti golongan alkaloid,
kuinolin, asilfloroglusinol, flavonoid, dan
fenilpropanoid, aril propanoid, kumarin
dan lignan (Chen, 2003; Chou, 2005;
Nakashima, 2012; Saputri, 2018). Senyawa

asilfloroglusinol  Melicope  merupakan
senyawa golongan poliketida dan
memperlihatkan aktivitas  terhadap

berbagai sel kanker (Chou, 2005; Saputri,
2018; Xu, 2016). Biosintesis senyawa
asilfloroglusinol berasal dari
penggabungan empat asetil koenzim A
melalui reaksi kondensasi menghasilkan
senyawa tetraketida. Reaksi siklisasi yang
diaktifkan oleh Ha antar unit asetil
koenzim A dan dikuti oleh reaksi tautomeri
(keto-enol) menghasilkan senyawa
asilfloroglusinol. Senyawa asilfloroglusinol
mengalami reaksi substitusi elektrofilik
pengarah ortho atau para dari substituent
hidroksi dengan rantai samping terpenil
menghasilkan turunan asilfloroglusinol
yang beragam (Nakashima, 2012). Rantai
samping terpenil pada Melicope umumnya
berupa isoprenil (Cs), geranil (Cio), dan
farnesil (Cis) yang terikat pada inti
aromatik. Adanya rantai samping terpenil
yang terlihat pada inti fenolik merupakan
ciri senyawa Melicope (Nguyen, 2016;
Saputri, 2019; Xu, 2016).

Melicope incana merupakan salah
satu tumbuhan endemik Sumatera. Data

fitokimia M. incana sampai saat ini belum
ada laporan ilmiahnya. Penelitian ini
bertujuan untuk mengisolasi senyawa
asilfloroglusinol yang terdapat dalam biji
Melicope incana. Uji
antikankersenyawa asilfloroglusinol hasil
isolasi dilakukan terhadap sel kanker
payudara MCF-7 menggunakan metode
MTT juga akan dibahas dalam artikel ini.

aktivitas

2. METODE PENELITIAN

2.1 Prosedur Umum

Pelarut yang digunakan
ekstraksi, pemisahan, dan pemurnian
senyawa diantaranya adalah metanol, n-
heksana,  kloroform,  diisopropileter,
aseton, dan etil asetat. Pelat KLT Kieselgel
60 GFs4 0.25 mm (Merck) untuk analisis
kromatografi lapis tipis (KLT), silika gel 60
untuk kromatografi kolom dan silika gel 60
PF2s4 untuk kromatografi radial. Spektrum
UV ditetapkan dengan spektrofotometer
UV-Vis Shimadzu 1800 dan spektrum IR
diukur dengan spektrofotometer IR Perkin
Elmer  100.Analisis  spektrum  NMR
menggunakan NMR JEOL ECA 400 yang
beroperasi pada 400 MHz ('"H-NMR) dan
100 MHz ("*C-NMR). Sel kanker payudara
T47D dikulturkan pada media RPMI-1640
dalam 1 mL fetal bovine serum (FBS),
streptomisin 100 pg/mL, penisilin 100
pug/mL, dan natrium bikarbonat dalam
inkubator CO, selama 24 jam pada suhu
37°C (Tanjung, 2019). Uji aktivitas
antikanker asilfloroglusinol
terhadap sel kanker payudara MCF-7
menggunakan metode MTT [3-(4,5-

untuk

senyawa
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dimethylthiazole-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide]. Chem Bio
Draw Ultra 12.0 merupakan software untuk
menggambarkan struktur senyawa.

2.2 Bahan Tanaman

Sampel yang diteliti
penelitian ini adalah biji M. incana yang
berasal dari Kecamatan Lipat Kain,
Kabupaten Kampar, Riau. Identifikasi
tumbuhan dilakukan di  Herbarium
Bogorensis, LIPI Biologi, Cibinong, Bogor,
Jawa Barat.

dalam

2.3 Ekstraksi dan Isolasi

Ekstraksi senyawa asilfloroglusinol
yang terdapat dalam serbuk kering biji M.
incana sebanyak 0,6 kg dengan metanol
sebanyak 3 L menggunakan metode
maserasi pada suhu kamar selama tiga hari
dengan pengulangan dua kali. Pelarut
diuapkan menggunakan rotary vacuum
evaporator sehingga menghasilkan ekstrak
kental metanol. Senyawa nonpolar
(terpenoid dan asam lemak) yang terdapat
dalam ekstrak metanol dipartisi dengan n-

heksana. Ekstrak metanol ditambahkan air
sebanyak 10% v/v kemudian dipartisi
dengan etil asetat menghasilkan ekstrak
kental etil asetat sebanyak 25,0 gr.
Fraksinasi ekstrak etil asetat (25,0 gr)
dengan kromatografi kolom gravitasi
dengan eluen n-heksana:etil asetat (9:1
sampai 1:1) menghasilkan tiga fraksi
utama yakni fraksi A-C. Pemisahan fraksi A
(12 g) dengan sephadex LH-20
menggunakan metanol sebagai eluen
menghasilkan subfraksi A; dan A..
Pemisahan subfraksi A; menggunakan
kromatografi radial dengan campuran n-
heksana:CHCl:= (1:1 dan 3:7) (v/v) dan
CHCl;:etil asetat = (9:1) (v/v) menghasilkan
dua subfraksi yaitu A;; dan Aq,. Pemurnian
subfraksi A;; dan A:; menggunakan
kromatografi  radial.  Subfraksi A
menggunakan eluen n-heksana:aseton =
(9:1;17:3 dan 4:1) menghasilkan senyawa 1
sebanyak 25 mg dan subfraksi A
menggunakan eluen n-heksana-aseton
(4:1 dan 3:1) menghasilkan senyawa 2
sebanyak 39 mg (Gambar 1).

Gambar 1. Senyawa asilfloroglusinol M. incana

2.4 Uji Antikanker

Uji aktivitas antikanker senyawa
asilfloroglusinol hasil isolasi terhadap sel
kanker payudara MCF-7 dilakukan

O
OH
OH N
2)
menggunakan metode MTT [3-(4,5-

dimethylthiazole-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide] secara in
vitro yang umum digunakan untuk
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penentuan toksisitas suatu senyawa
terhadap sel kanker. Sel kanker payudara
MCF-7 yang sebelumnya telah diinkubasi
ditambahkan dengan senyawa uji dalam
berbagai konsentrasi (6,25; 12,5; 25; 50;
100 ppm). Sel MCF-7 yang telah dikultur
diberi larutan uji dengan berbagai
konsentrasi (dibuat replikasi sebanyak tiga
kali untuk masing-masing konsentrasi) dan
kemudian diinkubasi selama 24 jam.
Aktivitas pertumbuhan sel dapat diamati
setelah penambahan garam MTT. Garam
MTT ditambahkan setelah 24 jam
penambahan  larutan  uji.  Setelah
ditambahan garam MTT, diinkubasi
kembali selama 4 jam pada suhu 37°C.
Aktivitas  pertumbuhan  sel
perlakuan diukur dengan pemberian
larutan ~ MTT mengamati
perubahan warna yang terjadi pada kristal
formazan. Perubahan warna pada garam
MTT berbanding lurus dengan aktivitas
penghambatan pertumbuhan sel kanker.
Kristal yang terbentuk kemudian
dilarutkan dengan dimetil sulfoksida
(DMSO) lalu dianalisis menggunakan micro

setelah

dengan

plate reader pada panjang gelombang 570
nm (Aldin, 2019; Tjahjandarie, 2019).

3. HASILDAN PEMBAHASAN
Senyawa 3’-geranil-2",4",6'-
trihidroksi-asetofenon (1) berwujud
padatan berwarna kuning muda dengan
titik leleh 140-142° C. Spektrum UV
senyawa 1 dalam metanol menunjukkan
serapan maksimum pada Amas Nm (log €):
222 (4,27) dan 291 (4,33) yang merupakan
ciri senyawa turunan asifloroglusinol
(Tanjung, 2018). Spektrum IR senyawa 1
dalam pelet KBr memperlihatkan pita
serapan pada bilangan gelombang v (cm)
':3406 (vibrasi ulur OH); 1639 (vibrasi ulur

C=0 terkonjugasi); 1597-1450 (vibrasi ulur
C=C aromatik). Spektrum "H-NMR dalam
CDCl; memperlihatkan satu sinyal proton
deshielding metil dari asetil pada 6x 2,59
(3H, s, H-2) dan satu sinyal singlet aromatik
terisolasi pada &s 6,05 (1H, s, H-5).
Spektrum 'H-NMR senyawa 1 juga
memperlihatkan tiga sinyal proton
hidroksi [6113,93 (1H, s, 2 -OH); 649,44 (1H,
s, 6-OH); 6x 9,03 ((1H, s, 4-OH)] yang
merupakan  ciri  senyawa  turunan
asifloroglusinol (Tanjung, 2018). Spektrum
'H-NMR senyawa 1 juga memperlihatkan
adanya rantai samping geranil yang terdiri
dari dua sinyal proton vinilik [64 5,23 (1H,
tm,J=7,2Hz, H-2"),64 5,06 (1H,tm, J=7,2
Hz, H-6"")], tiga sinyal proton metilen [64
3,24 (2H,d, J=7,0Hz, H-17"), 64 2,03 (2H, m,
H-57), éu 1,92 (2H, m, H-67"),], serta tiga
sinyal proton metil [64 1.74 (3H, s, H-107),
61 1.60 (3H, s, H-87), 6x 1.54 (3H, s, H-9)1.
Spektrum 3C-NMR senyawa 1
memperlihatkan 18 sinyal karbon yang
terpisah secara sempurna. Tiga sinyal
karbon oksiaril [6c 164,9; 6c 162,7 dan &¢
160,6] dan sinyal karbon asetil [6c 203,7;
6c32,8] merupakan ciri karbon
asilfloroglusinol (Shaari, 2006).
Penempatan rantai samping geranil
ditetapkan berdasarkan analisis spektrum
HMBC. Sinyal proton metil dari asetil pada
On 2,59 (H-2) memperlihatkan korelasi
dengan karbon C-1 (&¢ 203,7). Sinyal
proton hidroksi pada &4 13,93 (2°-OH)
memperlihatkan korelasi dengan C-1" (&¢
105,3) dan C-2" (&¢c 164,9). Sinyal proton
hidroksi yang lain pada 6x 9,44 (6”-OH)
memperlihatkan korelasi dengan C-1" dan
C-6" (6c 160,6). Sinyal proton aromatik
pada 616,05 (H-5") berkorelasi dengan C-1°
dan C-4" (6¢ 162,7). Sinyal proton metilen
dari geranil pada 6+ 3,24 (H-17) berkorelasi
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dengan C-47,C-3"(6¢107,7), C-2"" (8¢ 124,0)
dan C-3”" (6¢ 134,5). Hasil korelasi sinyal
metilen dengan sinyal karbonnya
menunjukkan geranil terikat di C-3"".
Berdasarkan analisis 1D dan 2D NMR
(Tabel 1) maka sstruktur senyawa 1 isolasi
adalah 3’-geranil-2',4',6'-

trihidroksiasetofenon  (Shaari,  2006).
Korelasi antara sinyal proton dengan
karbon dalam dua atau tiga ikatan yang
mendukung struktur senyawa 3’-geranil-
2’4’ 6'-trihidroksiasetofenon pada
spektrum HMBC dapat dilihat pada Tabel

1 dan Gambar 2.

Tabel 1. Data spektrum NMR 3'-geranil-2',4',6'-trihidroksiasetofenon dalam CDCI3

No. C 8y (mult, dalam Hz) 8¢ HMBC
1 - 203,7 -
2 2,59 (s) 32,8 (-1
1’ - 1053 -
2’ - 1649 -
3’ - 107,7 -
4’ - 162,7 -
5 6,05 (s) 948 C-1,C4
6’ - 160,6 -
17 3,24 (d, 7,0) 21,8 (C-3,C4,C2", C3"
27 5,23 (t,7,2) 124,0 C-4",C-10"
3" - 1345 -
4" 1,92 (m) 40,5 C-2".C-3",C4", C5"
57 2,03 (m) 274 (C8",C9"
6" 5,06 (t,7,2) 125,2 (C-8",C-9”
7" - 1315 -
8"’ 1,60 (s) 258 (C-6",C-7",C9"
97 1,54 (s) 176 C-6" C-7" C-8"
10 1,74 (s) 16,2 C-2",C-3",C-4"
2°-OH 13.93(s) - C1,C2
4’-OH 9,03 (s) - C35C4
6"-OH 9,44 (s) - C15C6

Gambar 2. Spektrum HMBC yang penting pada senyawa 1

Senyawa 3’-isoprenil-2",4",6'-
trihidroksi-asetofenon  (2)  berwujud
padatan kuning muda dengan titik leleh

191-192° C. Spektrum UV (Amaks nm (log €):

226,5 (4,04) dan 290,5 (4,14) danspektrum
IR (v(cm™) : 3456, 1641 dan 1572-1450)
mirip dengan senyawa 1. Spektrum 'H-
NMR dalam CDCl; senyawa 2juga
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memperlihatkan kemiripan dengan 1,
yakni sinyal proton metil dari asetil, 612,59
(H-2), sinyal singlet aromatik ,8 6,05 (H-5")
dan tiga sinyal proton hidroksi [61113,96 (2'-
OH), &4 9,51 (6-OH), &u 9,13 (4"-OH)l.
Perbedaan senyawa 2
memperlihatkan adanya rantai samping
isoprenil yang terikat pada C-3'. Sinyal
proton isoprenil senyawa 2 terdiri dari satu
sinyal proton vinilik pada 6y 5,20 (1H, tm, J
= 7,3 Hz, H-2"), satu sinyal proton metilen
pada 6x 3,21 (2H, d, J= 7,2 Hz, H-17), dan
dua sinyal metil [&4 1,72 (3H, s, H-47),6n

utama

1,60 (3H, s, H-4")]. Analisis spektrum C-
NMR senyawa 2memperlihatkan 13 sinyal
atom karbon yang terpisah
sempurna. Berdasarkan analisis spektrum
HMQC dan HMBC maka struktur senyawa 2
adalah 3’-isoprenil-2°,4",6"-
trihidroksiasetofenon  (Tanjung, 2018).
Korelasi HMBC antara sinyal proton dan
karbon dalam dua atau tiga ikatan yang
mendukung struktur senyawa 3 -isoprenil-
2°,4° 6 -trihidroksiasetofenon hasil isolasi
dapat dilihat pada Tabel 2 dan Gambar 3.

secara

Tabel 2. Data spektrum NMR 3'-isoprenil-2’,4',6'-trihidroksiasetofenon dalam CDCl;

No.C &1 (mult, dalam Hz) &8¢ HMBC
1 - 203.7 -
2 2.59 (s) 328 (-1
1’ - 105.2 -
2’ - 1648 -
3’ - 1076 -
4’ - 160.7 -
5’ 6.05 (s) 948 C-1,C4
6 - 162.7 -
17 3.21(d, 7.2) 218 (C3,C4,C2",C3"
2”7 5.20 (tm, 7.3) 1241 C-4",C-10"
3" - 130.7 -
4" 1.72(s) 178 (C-2".C-3",C4" C-5"
5 1.60 (s) 258 (C8",C9"
2’-OH 13.96 (s) - C1,C2
4’-OH 9.13 (s) - C35C4
6"-OH 9.51 (s) - C15C6

HO

o 4"
g

Gambar 3. Spektrum HMBC Spektrum HMBC yang penting pada senyawa 2

Uji aktivitas senyawa 3’-geranil-
2°,4° 6 -trihidroksi-asetofenon (1) dan 3'-
isoprenil-2°,4",6 -trihidroksiasetofenon (2)

terhadap sel kanker payudara MCF-7
berdasarkan metode MTT. Pengamatan sel
yang mati menggunakan mikroskop
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memperlihatkan warna garam MTT
(kuning), sedangkan sel yang hidup akan
bereaksi dengan garam MTT dan
menampakkan warna kristal formazan
(ungu). Senyawa 3’-geranil-2",4",6'-
trihidroksi-asetofenon (1) memperlihatkan
aktivitas antikanker yakni nilai 1Cso adalah
4998 + 0,01 pug/mL dan dikategorikan
tidak aktif. Senyawa 3’-isoprenil-2",4",6"-
trihidroksiasetofenon (2) memperlihatkan
nilai 1Cso sebesar 4,30 £ 0,01 ug/mL dan
dikategorikan lemah (Tjahjandarie, 2019).
Adanya isoprenil yang terikat di C-3" pada
senyawa 1 meningkatkan aktivitas
antikanker disbanding geranil yang yang
terikat di C-3" pada senyawa 2. Adanya
rantai samping isoprenil dibanding
dengan senyawa asifloroglusinol
sederhana juga meningkatkan aktivitas
antikanker (Saputri, 2018).

4. KESIMPULAN

Dua senyawa turunan
asilfloroglusinol, yaitu 3’-geranil-2',4',6"-
trihidroksiasetofenon (1) dan 3'-isoprenil-
2" 4 6'-trihidroksiasetofenon  (2) telah
berhasil diisolasi dari biji M. incana.
Struktur dari kedua senyawa ditetapkan
berdasarkan analisis 1D NMR dan 2D NMR.
Uji aktivitas antikanker terhadap sel kanker
payudara MCF-7, senyawa 3’-geranil-
2' 4’ 6'-trihidroksiasetofenon (1)
menunjukkan nilai 1Cs, 49,98 pg/mL dan
dikategorikan tidak aktif dan 3’-isoprenil-
2'4',6'-trihidroksiasetofenon (2)
memperlihatkan nilai nilai 1Cso 4,30 pg/mL
dan dikategorikan lemah.
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kepada Mr. Ismail Rachman, staf LIPI
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