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ABSTRACT

The Garcinia genus comes from the Clusiaceae family which grows a lot in the tropical forests of Indonesia.
This genus is reported to contain many secondary metabolites, one of which is triterpenoid, which is useful as a
cytotoxic, antioxidant, anti-inflammatory, anti-HIV, and antibacterial. One species of Garcinia whose triterpenoid
content still needs to be widely known is G. cymosa. This study aims to obtain triterpenoid compounds in G.
cymosa stem bark that are active against MCF-7 breast cancer cells. G. cymosa stem bark powder (0.9 kg) was
macerated in stages with n-hexane and ethyl acetate as solvents. The ethyl acetate extract showed positive results
for containing triterpenoid compounds after being tested with the Liebermann-Burchard reagent, so the ethyl
acetate extract (25 g) was purified and purified by various chromatographic methods. The chemical structure
of pure isolate (10 mg) was determined using various spectroscopic techniques IR, MS, 'H-NMR, *C-NMR,
!H-'HCOSY, HMQC, and HMBC and compared with the literature so that it was designated as triterpenoid acid
3p-hydroxy-5- gluten-28-oat and required its cytotoxic activity using the Presto Blue method against MCF-7 breast
cancer cells with an IC value of 94.78 ug/mL This IC,, value belongs to the active category so this compound
has potential as an anticancer drug.
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ABSTRAK

Genus Garcinia berasal dari keluarga Clusiaceae yang banyak tumbuh di hutan tropis Indonesia. Genus ini
dilaporkan mengandung banyak senyawa metabolit sekunder, salah satunya triterpenoid yang bermanfaat sebagai
sitotoksik, antioksidan, antiinflamasi, anti-HIV, dan antibakteri. Salah satu spesies dari Garcinia yang masih belum
banyak diketahui kandungan triterpenoidnya adalah G. cymosa. Penelitian ini bertujuan untuk mendapatkan
senyawa triterpenoid pada kulit batang G. cymosa yang aktif terhadap terhadap sel kanker payudara MCF-7.
Serbuk kulit batang G. cymosa (0,9 kg) dimaserasi bertingkat dengan pelarut n-heksana, dan etil asetat. Ekstrak etil
asetat menunjukkan hasil yang positif mengandung senyawa golongan triterpenoid setelah diuji dengan pereaksi
Liebermann-Burchard, maka terhadap ekstrak etil asetat (25 gr) dilakukan pemisahan dan pemurnian dengan
berbagai metode kromatografi. Struktur kimia isolat murni (10 mg) ditentukan struktur kimianya menggunakan
berbagai teknik spektroskopi IR, MS, 'TH-NMR, BC-NMR, 'H-'THCOSY, HMQC, dan HMBC serta dibandingkan
dengan literatur sehingga ditetapkan sebagai triterpenoid asam 3f-hidroksi-5-glutinen-28-oat dan diuji aktivitas
sitotoksiknya menggunakan metode Presto Blue terhadap sel kanker payudara MCF-7 dengan nilai IC_ 94,78 pg/
mL. Nilai IC, ini tergolong dalam kategori aktif sehingga senyawa ini mempunyai potensi sebagai obat antikanker.

Kata kunci: Garcinia cymosa, triterpenoid, sitotoksik, sel kanker payudara MCF-7
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PENDAHULUAN

Garcinia merupakan salah satu genus dari famili
Clusiaceae (Guttiferae) yang memiliki lebih dari
1000 spesies yang banyak terdistribusi di daerah
tropis(Rizaldy et al., 2021). Garcinia merupakan
genus terbesar dari keluarga Guttiferae dengan
400 spesies yang tersebar di wilayah tropis
Asia, Kaledonia Baru, Polinesia, dan Afrika
(Darwati et al., 2021) Genus Garcinia memiliki
kandungan metabolit sekunder yang beragam
seperti, triterpenoid, santon, benzofenon, bifenil,
depsidon, dan biflavonoid(Sukandar et al., 2018).

Dalam beberapa tahun terakhir, penyelidikan
fitokimia dari berbagai spesies Garcinia menarik
perhatian para ahli kimia, secara ekstensif telah
diteliti dari sudut pandang kimia dan biologi bahwa
spesies dari Garcinia memiliki sifat biologis
yang menarik (Darwati ef al., 2021; Djamal,
2012). Studi farmakologi pada akar, daun, dan
biji tanaman Garcinia ini menunjukkan aktivitas
antikanker, anti-HIV, antihipertensi, antimikroba,
antiinflamasi, antivirus, antidiabetik, anti-ulkus,
antihepatotoksik, anti-asma, adaptogenik, dan
afrodisiak yang kuat (Rizaldy et al, 2021;
Espirito Santo ef al., 2020).

Pailee et al., (2017)melaporkan bahwa
dalam kulit batang G. speciosa terdapat
senyawa triterpenoid asam (24E)- 23-asetoksi-3-
oksolanosta-9,24-dien-26-oat yang menunjukkan
aktivitas sitotoksik, dengan nilai IC,; 16,36 mM
terhadap sel P-388; 25,26 mM terhadap sel KB;
23,42 mM terhadap Col-2; 28,79 mM terhadap
sel Lu-1; dan 23,52 mM terhadap sel ASK (Pailee
etal., 2017).

Darwati et al 2019 telah berhasil mengisolasi
senyawa triterpenoid pada ekstrak n-heksana kulit
batang G. porrecta, yaitu lanosterol dan arabidiol
yang memiliki aktivitas sitotoksik terhadap sel
kanker payudara MCF-7 dengan nilai IC, 60,09
dan 46,17 uM.(Darwati et al., 2019).

Jaitheerapapkul et al. (2020) mengisolasi
empat triterpen lanostan dari ekstrak n-heksana
dan etil asetat dari daun dan ranting Garcinia
wallichii wallichinane F-1 dan dievaluasi
sitotoksisitasnya terhadap sel kanker payudara
MCF-7. Wallichinanes G dan H menunjukkan
efek sitotoksik dengan nilai IC, 20.07 + 0.35
dan 19.37 £ 0.11 (Jaitheerapapkul et al., 2020).

Peng et al. (2023) melaporkan 11 senyawa
triterpen dari daun dan ranting Garcinia
oligantha Merr. yaitu dua diantaranya yaitu
asam 2,23-diasetil hovenoat dan asam
23-hidroksibetulinat yang diuji aktivitas
sitotoksiknya terhadap sel hela dan sel kanker
payudara dengan nilai I1C,, 13,22 hingga 19,62
M. Hasil dari penelitian ini menunjukkan bahwa
senyawa triterpenoid dan turunann dari genus
Garcinia berpotensi untuk menjadi salah satu
obat tumor atau kanker (Peng et al., 2023).

Internalional Agency of Research on
Cancer (IARC) menyebutkan pada tahun 2020
terdapat 19,2 juta kasus baru penyakit kanker,
dengan angka kematian sebesar 9,9 juta kasus.
Hal ini mengalami kenaikan yang cukup
tinggi, dibandingkan dengan data tahun 2018
terdapat 18,1 juta kasus kanker. Oleh karena itu,
diperlukannya eksplorasi bahan-bahan alam yang
mempunyai potensi sebagai antikanker (https://
gco.iarc.fr/overtime/en/dataviz/cohorts?populati
ons=75200&sexes=2&cancers=14).

Kandis hutan atau G. cymosa merupakan
salah satu spesies Garcinia yang terdapat di
Indonesia dengan kajian fitokimia triterpenoid
sitotoksiknya yang masih sedikit. Pada tulisan
ini akan dipaparkan isolasi asam 3p-hidroksi-5-
glutinen-28-oat dari kulit batang G. cymosa dan
aktivitas sitotoksiknya terhadap model sel kanker
payudara MCF-7 (Darwati et al., 2021).

METODE

Bahan dan Alat

Sampel yang digunakan adalah serbuk kulit
batang bagian luar Asam Kandis (G. cymose)
dari Kebun Raya Bogor, Jawa Barat. Bahan kimia
yang digunakan terdiri atas berbagai jenis pelarut
teknis (redistilasi) seperti n-heksana, etil asetat,
metilen klorida, kloroform, metanol, aseton, dan
atr-(aquadest), silika gel 60 (0,063-0,200 mm),
ODS RP-18 (0,040-0,063 mm), pelat silika 60
F ., ODS silika 60 RP-18 F,_ S, penampak noda

H,SO, 10% dalam etanol, serta berbagatreagen
uji sitotoksik metode PrestoBlue.

Peralatan yang digunakan meliputi peralatan
gelas yang digunakan di Laboratorium Kimia
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Organik Bahan Alam, alat destilasi (redistilasi),
alat maserasi, rotary evaporator tipe R144 Buchi
yang dilengkapi dengan B169 vakum sistem Buchi,
kromatografi kolom terbuka, lampu detektor
UV % ,,, dan ,  nm, alat FTIR Shimadzu 8400,
spektrometer massa (HRTOF MS), spektra NMR
yang diukur dengan menggunakan spectrometer
Bruker Topspin pada 500 MHz untuk 'H-NMR
dan 125 MHz untuk "“C-NMR, serta peralatan
inkubator, microplate, dan multimode reader
untuk uji aktivitas sitotoksik metode PrestoBlue.

Prosedur

Serbuk kulit batang G. cymosa (0,9 kg) dimaserasi
bertingkat dengan n-heksana, etil asetat redistilasi
3L selama 3x24 jam. Filtrat tersebut kemudian
dipekatkan dengan rotatory evaporator pada
suhu + 40°C hingga diperoleh ekstrak pekat
etil asetat. Ekstrak etil asetat (25 g) difraksinasi
dengan kromatografi vakum cair (KCV) eluen
n-heksana:etil asetat:metanol bergradien hingga
menghasilkan 13 fraksi gabungan A-M. Fraksi F
(1,37 g) dipisahkan menggunakan kromatografi
kolom terbuka dengan eluen n-heksana:etil asetat
gradien 5% menghasilkan enam fraksi gabungan
F1-F6. Fraksi F5 (502,3 mg) dipisahkan
menggunakan kromatografi kolom terbuka
dengan eluen n-heksana:etil asetat gradien 5%
menghasilkan sembilan fraksi gabungan F5a-
F5i. Fraksi F5d (165,9 mg) dipisahkan kembali
menggunakan kromatografi kolom terbuka
dengan eluen n-heksana:etil asetat gradien 1%
dan diperoleh padatan berwarna putih (10 mg)
yang selanjutnya disebut dengan isolat 1 dengan
kemurnian 90%.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Isolat 1 diukur dengan menggunakan spektrometri
massa HR-TOF-MS dan menunjukkan puncak
dengan nilai m/z 479,3501 [M+Na]* dengan
perhitungan untuk rumus molekul C, H,O,Na
m/z 479,3501 maka diperoleh rumus molekul
dari isolat 1 adalah C, H,O, Spektrum IR isolat
1 menunjukkan adanya serapan yang khas,
diantaranya yaitu adanya gugus —OH (3448
cm™), C-H sp? (2944 cm™), C-H sp?® (2867 cm™),
C=0 (1693 cm™), C=C sp? (1458 cm™), C-H gem

dimetil (1386 dan 1364 cm™), dan C-O (1221
cm?).

Analisis spektroskopi 'H-NMR isolat 1
menggunakan frekuensi 500 MHz dan pelarut
aseton-d,. Berdasarkan analisis spektrum
'"H-NMR isolat 1 menunjukkan sinyal pada
pergeseran kimia 1-5 ppm yang menunjukkan
adanya tujuh sinyal metil singlet pada J,; 0,80
(3H, s); 0,91 (3H, s); 0,93 (3H, 5); 0,96 (3H, s);
0,98 (3H, s); 1,01 (3H, s); 1,08 (3H, s). Terdapat
sinyal metin teroksigenasi pada ¢, 3,39 (1H, br
s) sinyal metin sp’ pada J, 5,50 (1H, d, J=5,5)
di samping sinyal pada pergeseran kimia daerah
1-2 ppm yang merupakan daerah alifatik. Sinyal
untuk karboksilat tidak ditemukan pada spektrum
ini karena diduga bahwa karboksilat terionisasi
menjadi COO" dan H".

Spektrum *C-NMR isolat 1 yang diperinci
dengan spektrum DEPT 135°° menunjukkan 30
sinyal karbon yang terdiri atas tujuh metil sp?
pada 6. 15,4 ;17,7 ;19,9 ; 25,3 ; 29,0 ; 29,40
; 33,9 ppm, sembilan metilen sp* pada J. 18,2
;28,2 ;2444 ;30,9 ;32,5;33,0;34,5;34,7;
35,7 ppm, tiga metin sp* pada 0,37,7,47,9;49.9
ppm, enam karbon kuartener sp® pada J.28,3 ;
349 ; 37,1 ; 38,5 ; 40,3 ; 44,3 ppm, satu metin
sp* pada . 119,2 ppm, satu metin teroksigenasi
pada 6.75,1 ppm, satu karbon kuartener sp* pada
9, 143,1 ppm, dan satu karbon karbonil pada J_.
179,3 ppm. Adanya dua karbon sp? yang terdiri
atas satu karbon kuartener sp* dan satu metin sp?
menunjukkan satu ikatan rangkap. Berdasarkan
HRTOF-MS, FT-IR, 'H-NMR, "*C-NMR dan
DEPT 135° diperoleh nilai derajat ketidakjenuhan
(DBE) tujuh terdiri dari satu ikatan rangkap
trisubstitusi, karbonil karboksil, dan lima sisa
derajat ketidakjenuhan lainnya adalah siklik,
sehingga dapat disimpulkan isolat 1 merupakan
triterpenoid pentasiklik.

Senyawa pentasiklik triterpenoid dalam genus
Garcinia yang telah ditemukan adalah kelompok
oleanan, lupan, dan glutinan. Kelompok senyawa
lupan memiliki ciri terdapat delapan metil tersier,
lima karbon kuartener, dan tidak memiliki ikatan
rangkap. Ciri tersebut tidak sesuai dengan isolat
1, sedangkan kelompok senyawa oleanan dan
glutinan memiliki ciri terdapat tujuh metil tersier,
enam karbon kuartener, dan satu ikatan rangkap.
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Ciri tersebut sesuai dengan komponen karbon di
isolat 1, tetapi perbedaan kelompok oleanan dan
glutinan hanya ada di posisi ikatan rangkap, oleh
karena itu perlu dilakukan analisis lebih lanjut
dengan 2D NMR, yaitu HMQC, HMBC, dan
'H-'H COSY.

Spektrum HMQC isolat 1 menunjukkan
adanya korelasi antara proton dan karbon dengan
jarak satu ikatan, hasil ini memperkuat adanya
tujuh metil tersier, metin teroksigenasi, metil sp?
dari adanya korelasi proton dan karbon dari 30
karbon. Untuk mengetahui posisi gugus fungsi
yang terikat pada isolat 1 dilakukan percobaan
HMBC yang menunjukkan korelasi proton dan
karbon sebanyak 2-3 ikatan. Adanya korelasi
antara H-25 dengan C-9 dan C-10 menunjukkan
bahwa metil-25 terikat pada C-10, korelasi antara
H-29 dengan C-22 dan C-21, juga H-30 dengan
C-20 dan C-29 maka kedua metil tersebut terikat
pada C-20. Terdapat korelasi antara H-23 dengan
C-24, C-4, C-3, dan C-5, serta terdapat korelasi

antara H-24 dengan C-2, C-3, C-4, dan C-5 yang
menunjukkan bahwa C-23 dan C-24 merupakan
gem dimetil yang terikat pada C-4. Kemudian,
untuk dua metil yang tersisa, yaitu H-26 terdapat
korelasi dengan C-14 dan C-8, sedangkan
H-27 terdapat korelasi dnegan C-12 dan C-18.
Selanjutnya penentuan gugus asam karboksilat,
ikatan rangkap dan gugus karboksil ditentukan
berdasarkan korelasi antara H-18 ke C-28
sehingga dengan demikian posisi gugus asam
karboksilat terikat pada C-17. Adanya korelasi
antara H-3 dengan C-1 dan C-5, menunjukkan
gugus karboksil terikat pada C-3 dan korelasi
proton metin sp? (H-6) terhadap C-7, C-4, dan
C-10 menunjukkan bahwa posisi ikatan rangkap
berada di posisi C-5 dan C-6. Berdasarkan data
korelasi dari HMBC dapat disimpulkan bahwa
isolat 1 termasuk ke dalam golongan senyawa
triterpenoid kelompok glutinan karena posisi
ikatan rangkap di C-5 dan C-6.

IH-'"H COSY

Gambar 2. Spektrum HMBC dan 'H-'H COSY isolat 1
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Spektrum 'H-'H COSY digunakan untuk
mengkonfirmasi bentuk kerangka dari suatu
senyawa dengan menunjukkan korelasi proton-
proton visinal atau yang berjarak tiga ikatan.
Berdasarkan spektrum 'H-'H COSY isolat
1 (Gambar 1) terdapat puncak silang antara
H-6/H-7/H-8, H-2/H-3, H-1/H-10, H-18/H-19,
dan H-21/H-22 menunjukkan adanya kerangka
triterpenoid pentasiklik. Struktur kimia isolat
1 dua dimensi ditunjukkan pada Gambar 2
dilengkapi dengan korelasi HMBC dan 'H-'H
COSY.

Untuk memperkuat dugaan kerangka
triterpenoid pentasiklik kelompok glutinan,
maka dilakukan perbandingan data NMR isolat
1 dengan senyawa asam 3f-hidroksi-5-glutinen-
28-oat yang diisolasi dari G. cymosa (Tabel 1).
Perbandingan data NMR isolat 1 dengan literatur
menunjukkan nilai pergeseran kimia yang relatif
sama, namun ada beberapa nilai yang berbeda
antara isolat 1 dengan literatur, hal itu disebabkan
perbedaan pelarut yang digunakan dan perbedaan
kekuatan magnet dalam pengukuran NMR.
Selain itu, isolat 1 memiliki titik leleh sebesar
305,3°C sedangkan asam 3-hidroksi-5-glutinen-
28-oat pada literatur memiliki titik leleh 306°C.
Perbedaan titik leleh ini dikarenakan isolat 1
sudah terkontaminasi oleh lingkungan sehingga
kemurniannya menurun. Struktur kimia senyawa
asam 3f-hidroksi-5-glutinen-28-oat ditunjukkan
pada Gambar 3. Selain ditemukan di G. cymosa,
asam 3f-hidroksi-5-glutinen-28-oat juga banyak
ditemukan di spesies Walsura pinnata oleh
(Zakaria et al., 2018) dengan nama Pinnatan A.

2,
,I,

OOH

S
N
S
N
AN

Gambar 3. Struktur senyawa asam 3p-hidroksi-5-
glutinen-28-oat (Zakaria et al., 2018)

—

Viabhilitas Sel (%

Penentuan Aktivitas Sitotoksik Isolat 1
terhadap Sel kanker Payudara MCF-7

Uji ini dilakukan dengan metode PrestoBlue
terhadap sel kanker payudara MCF-7. PrestoBlue
assay menggunakan reagen resazurin yang
berwarna biru tetapi tidak berflouresen dan dapat
tereduksi menjadi resorufin yang berwarna merah
muda dan berflouresen(Lall et al., 2013)

Parameter yang digunakan untuk uji
sitotoksik, yaitu nilai IC,. Nilai IC,  adalah
nilai yang menunjukkan potensi ketoksikan
atau besarnya konsentrasi suatu senyawa
untuk menghambat proliferasi sel sebesar 50%
(Azmy et al., 2023). Nilai IC,; dapat dihitung
berdasarkan kurva linearitas antara viabilitas sel
(%) terhadap konsentrasi sampel (ng/mL)(Lee
et al., 2015) Click or tap here to enter text.. Berikut
ini rentang nilai IC, | dalam satuan pg/mL; <20
(sangat aktif); 20-200 (aktif); 201-500 (kurang
aktif); >500 (tidak aktif). Aktivitas sitotoksik
terhadap sel kanker payudara MCF-7 dari ekstrak
n-heksan memiliki nilai IC,, yang sangat baik
yaitu 0,069 pg/mL, hal ini selaras dengan nilai
IC,, senyawa isolat 1 yang bersifat toksik aktif
terhadap sel kanker payudara MCF-7 dengan
nilai IC,  sebesar 94,78 pg/mL. Nilai IC50
ekstrak n-heksan lebih kecil dari isolat 1, hal ini
menunjukkan adanya efek sinergis senyawa yang
terdapat pada ekstrak n-heksan. Nilai IC, isolat
diperoleh dari metode persamaan regresi linier
grafik konsentrasi terhadap presentase sel yang
hidup (Gambar 4).

120,00
100,00
80,00 T
60,00 D
40,00
20,00

0,00
0,00

y=-0,5629x+103,35. ¢
R? =0,9454

50,00 100,00
Konsentrasi sampel (pg/mL)

Gambar 4. Grafik persamaan regresi linier

senyawa isolat / dari G. cymosa
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Tabel 1. Perbandingan data NMR isolat 1 dengan asam 3f-hidroksi-5-glutinen-28-oat

(Zakaria et al., 2018)
Po- asam 3f3-hidroksi-5-glutinen-28-oat Isolat 1
sisi ' .NMR 6, ppm (ZH; “C-NMR 'H-NMRS, ppm (EH; PC-NMR S,
mult; J=Hz) 6. ppm mult; J=Hz) ppm
1 144/1,52 (2H, m) 18,3 1,32/1,37 (2H, m) 18,3
2 1,67/1,82 (2H, m) 27,7 1,57/1,63 (2H, m) 282
3 345 (1H, brs) 76,3 3,39 (1H, br s) 75,1
4 - 40,7 - 40,3
5 - 141,4 - 143,1
6 560 (1H, d;5.5) 121,7 5,50 (1H, d; 5.5) 119,2
7 1,75/1,95 (2H, m) 234 1,71/1,92 (2H, m) 234
8 1,50 (1H, m) 47,7 1,53 (1H, m) 47,9
9 - 35,07 - 34,9
10 1,98 (1H, m) 49,9 2,03 (1H, m) 49,9
11 1,36/1,51 (2H, m) 344 1,15/1,52 (2H, m) 34,5
12 1,35/1,45 (2H, m) 30,8 1,41 (2H, m) 30,9
13 - 38,6 - 38,5
14 - 37,1 - 37,1
15 1,20 (2H, m) 32,4 1,19 (2H, m) 32,5
16 1,48 (2H, m) 35,8 1,44 (2H, m) 35,7
17 - 4477 - 443
18 2,37 (1H, dd; 13.1; 3.8) 37,7 2,47 (1H, dd; 4; 13,5) 37,7
19 1,14/1,29 (2H, m) 34,8 1,13/1,52 (2H, m) 34,7
20 - 28,4 - 28,3
21 1,46 (2H, m) 32,7 1,46 (2H, m) 33,0
22 1,65/2,29 (2H, dd; 14,7 29,2 1,24/1,50 (2H, m) 29,44
19,5)
23 1,01 (1H, s) 28,9 0,96 (1H, s) 29,0
24 1,12 (1H,s) 25,4 1,08 (1H, s) 25,3
25 0,80 (1H, s) 15,5 0,80 (1H, s) 15,4
26 0,89 (1H, s) 20,2 0,93 (1H, s) 19,9
27 0,96 (1H, s) 18,2 0,98 (1H, s) 17,7
28 - 184,7 - 179,3
29 0,91 (1H, s) 343 0,91(1H, s) 33,9
30 1,01 (1H, s) 29,7 1,01 (1H, s) 29,40
memiliki aktivitas sitotoksik terhadap sel kanker
KESIMPULAN

Senyawa triterpenoid berhasil diisolasi dari
ekstrak etil asetat kulit batang G. cymosa.
Berdasarkan data spektroskopi MS, FT-IR,
'H-NMR, BC-NMR, HMQC, HMBC, 'H-'H
COSY dan perbandingan dengan literatur dapat
diidentifikasi bahwa isolat 1 merupakan senyawa
asam 3f-hidroksi-5-glutinen-28-oat atau Pinnatan
A sebanyak 10 mg berbentuk padatan putih.
Senyawa asam 3p-hidroksi-5-glutinen-28-oat

Jurnal Penelitian Hasil Hutan, Volume No. 42

payudara MCF-7 dengan nilai IC_ sebesar 94,78
ug/mL yang tergolong kriteria aktif.
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