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6. HASIL PENELITIAN

A. RINGKASAN: Tuliskan secara ringkas latar belakang penelitian, tujuan dan tahapan metode penelitian, luaran
yang ditargetkan, serta uraian TKT penelitian.

Kasus dan tingkat kematian akibat Diabetes dan kanker serviks saat ini terus
meningkat (WHO, 2018, Bray et al,, 2018) Penggunaan obat antidiabtes terus
mengakibatkan efek samping bahkan terjadi komplikasi, seperti, kardiovaskuler, kerusakan
mata dan ginjal. Demikian juga penggunaan berbagai terapi dalam mengobati kanker
serviks, seperti chemeterapi, radioterapi bahkan kombinasi hanya menimbulkan penderitaan
sepert: kerontokan rambut, pendarahan bahkan terjadi resistensi terhadap kanker itu sendiri.
Berdasarkan beberapa penelitian senyawa alami produk laut, telah terbukti efektif melawan
penyakit degeneratif termasuk kanker. Sebab itu senyawa aktif dari rumput laut yang
mempunyai aktifitas antidiabetes dan antikkanker serviks perlu diisolasi untuk dijadikan
senyawa/obat untuk mencegah dan mengobati penyakit-penyakit ini. Isolasi Rumput laut
dilakukan dengan tahap : ekstraksi, fraksinasi dan isolasi menggunakan kolom kromatografi
dan kromatografi lapis tipis. Karakteristik struktur senyawa menggunakan NMR, FTIR dan
MS. Luaram yang ditargetkan adalah nasional dan jurnal internasional bereputasi dengan
TKT 4.

B. KATA KUNCI: Tuliskan maksimal 5 kata kunci.

Diabetes, Kanker serviks, ,Isolasi. Karakterisasi

Pengisian poin C sampai dengan poin H mengikuti template berikut dan tidak dibatasi jumlah kata atau halaman
namun disarankan seringkas mungkin. Dilarang menghapus/memodifikasi template ataupun menghapus penjelasan di
setiap poin.

C. HASIL PELAKSANAAN PENELITIAN: Tuliskan secara ringkas hasil pelaksanaan penelitian yang telah dicapai
sesuai tahun pelaksanaan penelitian. Penyajian dapat berupa data, hasil analisis, dan capaian luaran (wajib dan
atau tambahan). Seluruh hasil atau capaian yang dilaporkan harus berkaitan dengan tahapan pelaksanaan
penelitian sebagaimana direncanakan pada proposal. Penyajian data dapat berupa gambar, tabel, grafik, dan
sejenisnya, serta analisis didukung dengan sumber pustaka primer yang relevan dan terkini.




Pengisian poin C sampai dengan poin H mengikuti template berikut dan tidak dibatasi jumlah kata atau halaman
namun disarankan seringkas mungkin. Dilarang menghapus/memodifikasi template ataupun menghapus
penjelasan di setiap poin.

C. HASIL PELAKSANAAN PENELITIAN: Tuliskan secara ringkas hasil pelaksanaan penelitian yang
telah dicapai sesuai tahun pelaksanaan penelitian. Penyajian meliputi data, hasil analisis, dan capaian
luaran (wajib dan atau tambahan). Seluruh hasil atau capaian yang dilaporkan harus berkaitan dengan
tahapan pelaksanaan penelitian sebagaimana direncanakan pada proposal. Penyajian data dapat berupa
gambar, tabel, grafik, dan sejenisnya, serta analisis didukung dengan sumber pustaka primer yang relevan
dan terkini.

Hasil pelaksanaan penelitian Dasar Unggulan perguruan Tinggi (PDUPT) ini
merupakan Tahun terakhir (Tahun ke 3). Adapun hasil yang dicapai terdiri dari: Isolasi
senyawa bioaktif ekstrak metanol rumput laut Sargassum sp dan Pengujian aktifitas anti
diabetes dan antikanker serviks rumput laut Sargassum sp.

1.1solasi senyawa bioaktif.

Tahap-tahap Isolasi senyawa aktif ekstrak Metanol Sargassum sp adalah sebagai
berikut:  Pertama-tama dilakukan partisi menggunakan pelarut heksana, etil asetat dan
metanol. Setelah itu dilakukan kromatografi lapis tipis, yang bertujuan untuk menentukan
eluent yang sesuai untuk dipakai pada elusidasi kromatografi kolom (KK).  Sampel
sebanyak 29.8 gr dipisahkan dengan metoda kolom kromatografi stepwise 5% (heksana -
aseton). Hasil elusidasi pertama diperoleh Sebanyak 9 fraksi (F-1 s/d F-9). Kemudian Fraksi
F4 s/d F9 difraksinasi dengan kromatografi kolom isokratik dan menghasilkan 90 fraksi (F-1
s/d F-90). Setiap fraksi hasil KK di KLT kemudian disemprot dengan DPPH 0.05%. setelah
itu diamati/dideteksi dibawah sinar UV 254 nm, UV 365 nm dan disemprot dengan H,SO,.
Hasil elusidasi diperoleh diamati senyawa murni tedeteksi diantara F-21 s/d F23, Kemudian
fraksi-fraksi ini dianalisis aktifitas antioksidan DPPH, aktifitas antidiabetes dan aktifitas anti
kanker serviks (gambar 1). Selanjutnya isolat dielusidasi dengan NMR, FTIR dan MS.

Sampel (2 kg)

- Dimaserasi 3X menggunakan metanol (Viotal =1,2 L)
- Disaring menggunakan corong saring

| l
Filtrat Residu

I- Dipekatkan mengegunakan rotany evoporator pada suhu suhu 40°C

Ekstrak metanol (29,8 g)

|- Dimurnikan menggunakan kromatografi kolom gradien (heksana, etil asetat, dan metanol)

I } !
F1-F3 Fa-F6 F7-F9
| - Dimurnikan menggunakan kromatografi kolom isokratik (MeOH:H. O, viv 7:3)
I } }
F1-F19 F20-F35 F36-F90
Senyawa murni (21,8 mg)

Gambar 1. Proses Isolasi senyawa bioaktif estrak Rumput Sargassum sp.




Kromatografi lapis tipis (KLT) adalah metoda kromatografi cair yang paling
sederhana. KLT menggunakan prinsip adsorbsi dan kecepatan gerak dari sampel yang
ditotolkan diatas fase diam. Adsorbsi dan kecepatan gerak sampel tergantung pada : 1. Sifat
senyawa (kemampuan terikat pada fase diam & kemampuan larut pada fase gerak. 2. Sifat
fase diam (kekuatan elektrostatik yang menarik senyawa diatas fase diam, 3. Sifat fase gerak
(kemampuan melarutkan senyawa [1]

Hasil kolom kromatografi pada fraksi F1 s/d F9 (Tabel 1) diperoleh berat masing-
masing fraksi —n-heksana, etil asetet dan metanol sebagai berikut:

Tabel 1. Kromatografi Kolom Fraksi F1 s/d F8 Sargassum sp.

No Fraksi Massa
1 n-heksan 0,0009
2 n-heksan 0,0005
3 n-heksan 0,0009
4 Etil Asetat 0,1037
5 Etil Asetat 0,0371
6 Etil Asetat 0,0076
7 Metanol 0,0024
B Metanol 0,0014

Kemudian Fraksi Fraksi F-4 sampai F-6 serta F7 sampai F-8 dimurnikan
menggunakan kromatografi kolom isokratik (MeOH H,O, v/v 7:3). Hasil kromatografi
kolom diperoleh 3 kelompok fraksi, yaitu: Fraksi F-1 s/d F-19; F-20 s/d F-35 dan F-36 s/d F-
90. Hasil kolom kromatografi masing-masing di KLT dan diperoleh bahwa Pada Fraksi F-20
s/d F-35 dideteksi terdapat senyawa murni dengan berat 21,8 gr. Hasil fraksinasi F-20- s/d
F-35. diperoleh berat masing-masing fraksi dapat dilihat pada Tabel 2.

Tabel 2. Kromatografi Kolom Fralsi F-20 s/d F-35

Fraksi Massa Fraksi (mg)

20 5,7
21 1,4
22 1,3
23 1,7
24 0.6
25 0,4
26 1,2
27 1,0
28 1,4
29 1,4
30 1,4
31 0.5
32 1,2
3 1,2
34 0,2

35 1,2



Sejumlah besar teknis KLT telah dikembangkan dengan berhasil untuk diaplikasikan
pada analisa aktifitas antioksidan secara quantitatif maupun kwalitatif, sebuah radikal bebas
stabil DPPH sering digunakan untuk tujuan ini. Uji bioautografi ini adalah metoda yang
dipilih karena mempunyai beberapa keuntungan yaitu fleksibel, sederhana dan output yang
tinggi. Sesudah pemisahan sampel dengan KLT kemudian disemprot dengan reagen DPPH.
Foto KLT diuji dengan metoda “Chem Patern 2 Professional Verssion” (sejenis perangkat
lunak proses ‘“‘finger print chromatografi). Hasil Band Warna agak kekuningan pada KLT
dikonversi pada peak kromatografi. Respons kromatografi (“peak area”) dari ekstrak
langsung dikorelasikan pada kemampuan antioksidan ekstrak. Tujuan proses ini untuk
mendapatkan total peak area. Garis dasar dari puncak ditandai secara manual sebagai satu
garis awal sampai akhir [2,3]

Menurut Hemstrom dan Irgum, 2006), kromatografi kolom dapat diterapkan secara
langsung pada pemurnian dan pemisahan skala preparatif, sebab setidak-tidaknya secara
prinsip, orang dapat memilih ukuran kolom dan kandungannya (isinya) agar sesuai dengan
dimensi-dimensi sampel yang akan difraksinasi. Pemilihan pelarut pengemulsi merupakan
hal yang penting dalam kromatografi kolom. Kromatografi kolom memerlukan waktu yang
lama dan bahan yang cukup banyak, karena itu harus dipastikan terlebih dahulu pelarut atau
campuran pelarut mana yang dapat menghasilkan pemisahan yang diinginkan. Pengelusian
harus secepat-cepatnya untuk meminimumkan difusi, sepanjang terdapat keseimbangan yang
baik antara pelarut, linarut dan penyerap. Keseimbangan yang baik memerlukan penyerap
yang ukuran partikelnya kecil. Sebaiknya, Jika ukuran partikel sangat kecil berarti pelarut
tidak mengalir melalui penyerap dengan cepat [4]

Hasil KK fraksinasi F-20- s/d F-35 kemudian di KLT setelah itu diamati/dideteksi
dibawah sinar UV 254 nm, UV 365 nm dan disemprot dengan H,SO,. .diperoleh senyawa
murni setelah. Isolat senyawa murni di uji aktifitas antioksidan DPPH. Selanjutnya isolat
dielusidasi dengan FTIR, MS dan NMR, Setelah itu setiap spektum diintrepretasi untuk
menentukan rumus dan struktur senyawa. Hasil karakterisasi NMR isolasi , salah satu
spektrum dapat dilihat pada Gambar 2. Dibawah ini.

dEOLo

Gambar 2. Spektrum NMR hasil isolasi pertama ekstrak Sargassum sp.

Resonansi magnet inti (NMR) berhubungan dengan sifat magnet dari inti atom.
Spektoskopi NMR didasarkan pada penerapan gelombang radio oleh inti tertentu dalam
molekul organik, bila molekul ini berada dalam magnet yang sangat kuat dan homogen.
Mempelajari molekul senyawa organik secara spektroskopi resonani magnet inti akan
memperoleh gambaran perbedaan sifat magnet dari berbagai inti yang ada dan untuk
menduga letak inti tersebut dalam molekul. Infra red adalah alat yang digunakan untuk



mengidentifikasi gugus fungsi didalam senyawa organik. Radiasi IR adalah energi
elektromagnetik dengan panjang gelombang lebih panjang dari sinar tampak tetapi lebih
pendek dari gelombang mikro. Umumnya panjang gelombang IR berkisar 0.8-100 cm™ (um)
yang dibagi menjadi : Near IR (0.8- 2.5 um), Mid IR (2.5 -15 um) dan Far IR (15 -100 pum).
Spektrum Massa digunakan untuk kualifikasi bahan organik volatil dan semi volatil dalam
campuran, menentukan berat molekul dan kadang komposisi elemen dari bahan organik yang
tidak diketahui dari campuran dan menentukan struktur dari bahan organik dari campuran
dengan cara mencocokan spektrum bahan dengan katalog dan dengan cara interpretasi
spektrum [5].

2.Aktifitas antidiabetes dan antikanker serviks

Rumput laut kaya akan senyawa bioaktif seperti, fenolik, polysakarida, PUFA,
protein, vitamin dan mineral yang mempunyai aktifitas biologi seperti antioksidan, anti
kolesterol, antidiabetes, antitumor dan antikanker [6,7,8]. Hasil analisis aktifitas antioksidan,
antidiabetes dan antikanker serviks pada fraksi-fraksi dalam proses isolasi ekstrak metanol
rumput laut Sargassum sp. dapat dilihat pada tabel 3.

Tabel 3. Akifitas antioksidan, antidiabetes dan antikanker serviks
Pada beberapa fraksi selama proses isolasi

Parameter Aktifitas
Aktifitas antioksidan DPPH 6 —12 mg/mL
Aktifitas antidiabetes 5- 12mg/mL
Aktifitas anti kanker serviks 150 - 500 pg/ mL

Diabetes adalah penyakit akut, yang ditandai denga hypeglicaemia, yaitu komdisi
dimana tingkat glukosa yang extreme yang mengalir dalam darah [9]. Diabetes dapat
mengakibatkan meningkatnya resiko hipertensi, komplikasi vaskuler kenutaan dan malfungsi
ginjal [10]. Hyperglycemia dapay diobati denga 2 cara yaitu menggunakan injeksi insulin dan
pengobatan oral antidiabetes seperti: sulfonylureas, biguanide, thiazolidinedion, dan melalui
suplemen makanan fungsional . Makanan fungsional dapat menghambat enzyme glucosidase
dan amylase juga dapat menghambat absorbsi glukosa penderita Diabetes Type 2 T2DM
[11]. Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa aktifitas antidiabetes fraksi-fraksi berkisar 5
mg/mL s/d 12 mg/mL. Berbagai jenis ekstrak rumput laut yang diekstrak dengan beberapa
pelarut organik yang potensil menghambat a-amylase and a-glucosidase. Ekstrak acetone
Caulerpa racemosa dan Spatoglossum schroederi mempunyai kemampuan menhambat a-
amylase activity, dengan IC 50 of 0.09 mg/mL and 0.58 mg mL [12]. Fucoidan yang
diekstraksi dari Ascophyllum nodosum mampu menhambat aktifitas a-glucosidase. Fucoidan
dari Fucus vesiculosus aktif melawa a-glucosidase. Fucoidan dari A. nodosum juga
menghambat aktifitas a-amylase sebesar 7% and 100% (5 mg/mL) (IC50 0.12 to 4.64 mg/
mL) [13]. 25 Senyawa fenolic Ascophyllum nodosum dapat melawan a-glucosidase [14],
juga asam lemak dari Spatoglossum macrodontum [15].

Didalam tubuh manusia o-amylase and a-glucosidase bereaksi secara simultan
mencerna untuk memecah pati melalui pancreatik a-amylase dan absorpsi glucose oleh
intestinal o-glucosidase. Pancreatic camylase adalah enzim kunci pencernaan pati
hydrolysis ikatan «o-1,4- glucosidic dan menhasilkan bentuk linier dan cabang malto-
oligosaccharida. Reaksi ini diaktifkan oleh a-glucosidases, yang berfungsi penting didalam
merombak karbohidrat menjadi glukosa yang menginisiasi postprandial hyperglycemia [16].

Kanker serviks disebabkan oleh infeksi Human papilloma virus (HPV) yang
menyebabkan kematian tertinggi pada wanita di dunia. HPV terdiri dari lebih dari 200 type



infeksi, diantaranya HPV types 16 dan 18 memiliki resiko tertinggi yang terutama
merupakan penyebab 70% kanker serviks [17,18]. Pengobatan standar, seperti kemoterapi,
terapi pembedahan, terapi radiasi dan lain-lain, menimbulkan efek samping yang parah dan
terjadi kekebalan terhadap sel kanker itu sendiri. Efek samping akibat terapi kanker, seperti:
terjadi pendarahan, sensorik abnormal, infertile, kerusakan jaringan dan rambut rontok,
karena sitotoksisitas pengobatan yang tidak selective [19].

Senyawa alami dari produk laut telah terbukti dapat menghambat pembentukan dan
perkembangan kanker dan dapat mengobati infeksi akibat resistensi terhadap obat. Selain itu,
senyawa alamiah mempunyai senyawa kemoterapi yang harganya dapat dijangkau dan
tersedia dengan mudah [20]. Aktifitas anti-kanker kanker senyawa turunan produk laut
memiliki mekanisme seluler dan molekuler yang berbeda, seperti perlindungan DNA,
modulasi siklus sel, induksi apoptosis dan autofagi, penghambatan angiogenesis, migrasi,
invasi serta pembentukan metastasik [21].

Aktifitas antikanker serviks 150 pg/mL — 500 pg/mL. Beberapa senyawa bioaktif
rumput laut menunjukkan mempunyai aktifits sitotoksik terhadap sel kanker serviks
(HeLa/SiHa), antara lain: Senyawa 25-hydroperoxy-6p-hydroxycholesta-4, 23(E)-dien-3-one
dari alga hijau Galauxaura marginata [22]. Senyawa lectin dari rumput Laut merah
Eucheuma serra dan senyawa Bis (2,3-dibromo-4,5-dihydroxybenzyl) ether (BDDE) dari
rumput laut coklat Leathesia nana [20].

Aktifitas antikanker serviks polysakarida (3,6-anhydro-L-galaktosa and D-galaktosa)
dari Gp. lemaneiformis sebesar 1Cso 50 pg/mL. Polysakarida merupakan kunci senyawa
antitumor [23]. Senyawa polysakarida sulfat, seperti heparin banyak ditemukan pada rumput
laut coklat [24]. Polysakarida sulfat, karagenan banyak pada rumput laut merah [25].
(Gambar 2). Pada konsentrasi 250-2500 pg/mL  «k-carrageenan dan A-carrageenan
menghentikan siklus sel dan memperlambat fase G 1 dan G2/M. both G1 and G2/M phases
[26]. Obat anti HPV terutama obat oral hormonal seperti: acyclovir, ganciclovir, interferon
and interleukin Obat anti HPV terutama obat oral hormonal seperti: acyclovir, ganciclovir,
interferon and interleukin [27].

Kesimpulan penelitian ini menunjukkan bahwa hasil isolasi ektrak metanol
Sargassum sp lebih potensil sebagai sumber senyawa antikanker serviks, karena mempunyai
aktifitas yang tinggi, dibandingkan sebagai antidiabetes, karena persen penghambatan enzim
ekstrak Sargassum sp. rendah alfa glusidase rendah. Sargassum sp mengandung senyawa anti
kanker serviks yang dapat melawan Virus HPV 16/18. Karena Sargassum sp banyak tumbuh
diperairan Indonesia sehingga potensil dimanfaatkan untuk menjadi obat antikanker serviks.

D. STATUS LUARAN: Tuliskan jenis, identitas dan status ketercapaian setiap luaran wajib dan luaran
tambahan (jika ada) yang dijanjikan. Jenis luaran dapat berupa publikasi, perolehan kekayaan intelektual,
hasil pengujian atau luaran lainnya yang telah dijanjikan pada proposal. Uraian status luaran harus
didukung dengan bukti kemajuan ketercapaian luaran sesuai dengan luaran yang dijanjikan. Lengkapi
isian jenis luaran yang dijanjikan serta mengunggah bukti dokumen ketercapaian luaran wajib dan luaran
tambahan melalui Simlitabmas.

Luaran wajib berupa jurnal Internasional bereputasi (Scopus) masih dalam proses dengan
Judul: “ anti-cervical cancer activity of seaweeds from North Sulawesi”. Sedangkan Luaran
tambahan berupa Jurnal nasional bereputai yang dimasukkan pada Jurnal Pengolahan Hasil
Perikanaan (JPHPI-IPB Bogor) sedang dalam proses, dengan judul aktifitas anti kanker
rumput laut Gracilaria sp dan Sargassum sp.......

E. PERAN MITRA: Tuliskan realisasi kerjasama dan kontribusi Mitra baik in-kind maupun in-cash (untuk
Penelitian Terapan, Penelitian Pengembangan, PTUPT, PPUPT serta KRUPT). Bukti pendukung realisasi
kerjasama dan realisasi kontribusi mitra dilaporkan sesuai dengan kondisi yang sebenarnya. Bukti




dokumen realisasi kerjasama dengan Mitra diunggah melalui Simlitabmas.

F. KENDALA PELAKSANAAN PENELITIAN: Tuliskan kesulitan atau hambatan yang dihadapi selama
melakukan penelitian dan mencapai luaran yang dijanjikan, termasuk penjelasan jika pelaksanaan
penelitian dan luaran penelitian tidak sesuai dengan yang direncanakan atau dijanjikan.

Pelaksanaan penelitain dimulai bulan Januari sampai Maret, kemudian mulai bulan April
sampai Oktober tidak dapat dilakukan penelitian karena pandemi Coviks 19 laboratorium di
UNPAD Bandung dan IPB bogor ditutup. Walaupun mengalami penundaan tetapi proses
isolasi dan pengukuran aktifitas antidiabetes dan antikanker serviks dpat dilaksanakan.

G. RENCANA TAHAPAN SELANJUTNYA: Tuliskan dan uraikan rencana penelitian di tahun berikutnya
berdasarkan indikator luaran yang telah dicapai, rencana realisasi luaran wajib yang dijanjikan dan
tambahan (jika ada) di tahun berikutnya serta roadmap penelitian keseluruhan. Pada bagian ini
diperbolehkan untuk melengkapi penjelasan dari setiap tahapan dalam metoda yang akan direncanakan
termasuk jadwal berkaitan dengan strategi untuk mencapai luaran seperti yang telah dijanjikan dalam
proposal. Jika diperlukan, penjelasan dapat juga dilengkapi dengan gambar, tabel, diagram, serta pustaka
yang relevan. Jika laporan kemajuan merupakan laporan pelaksanaan tahun terakhir, pada bagian ini dapat
dituliskan rencana penyelesaian target yang belum tercapai.
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Abstract

Seaweeds constitute some of the most important source of bioactive substaces, which
have biological activity and potential medicinal uses against degenerative diseases, such as anti
tumor and anticancer. Objectives of the study is to obeserve cytotoxic activity of G. Salicornia,
T.decurens, H.macroloba and L.cetularoides to against HeLa cell (ATCC CCL 2) using MTT
assay. Total Phenolic Content (TPC), 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) radical scavenging
activity, Ferrous reducing activity power (FRAP). also were analized. The seaweeds were
exracted using ethanol. The result showed, the Cytotoxic activity (ICsp) of extract to against
Hela cell was G.salicornia (432,63 pg/mL), T. decurens (41,027 pg/mL), H. macroloba
(137,38) dan L.cetularoides (78,53 pg/mL). L cetularoides was highest TPC, DPPH and FRAP .
The results suggest that T.decurens and L.cetularoides could be used as source of bioactive
compound to prevent and treatment cervical cancer deseases.

Key word: Cervical-Cancer, Phenol, Antioxidant.

Introduction

Carcinoma of the uterine cervix is the third most common female cancer worldwide,
According to the data of GLOBOCAN project in 2018 estimated from a total of 569,847 new
cases and 311,365 death cases were recorded. The majority of cases are squamous cell
carcinoma followed by adenocarcinomas. In Indonesia Cervical cancer is the second most
common female cancer in women aged 15 to 44 years. Women at risk for cervical cancer 95.9
million, with annual number of cervical cancer cases, 32,469 and 18,279 millions deaths?.
Cervical cancer is caused by human papilloma virus (HPV) which responsible for all of cervical
cancer cases. Cervical cancer is vicious tumor that grows in women reproductive organs which
located in upper genital tract between uterus and vagina. At early stages of cervical cancer, this
disease is usually asymptomatic. If symptoms do occur, the most common manifestation would
be unusual vaginal bleeding?z. HPV is considered as a very common virus that can be easily
transmitted through sexual contact, regardless of sex. The high risk strains specially are HPV-16
and 18 subtypes, which are known to be responsible for more than 70% of the cases *.

Various treatments have been made to cure cancer including surgery, chemotherapy,
radiotherapy and targeting therapy. But, all of these procedures may lead to double
disadvantages into patients, such as vomiting, malaise, anemia and susceptibility with infection
and lower immune systems and also the treatments need high cost due to import medicine 2.



Therefore, it requires novel innovation to provide medicines from natural products which spread
over in Indonesia and has antiproliferative agent toward cancer cell. The potential anticancer
activity of marine-derived compounds relies on different cellular and molecular mechanisms,
including DNA protection, cell-cycle modulation, induction of apoptosis and autophagy,
inhibition of angiogenesis, migration, invasion and metastasis formation >

Seaweeds constitute some of the most important reservoirs of bioactive substaces, such
as Phenolic compounds, polysacharides, PUFA, Protein, vitamin and mineral, which have
biological activity and potential medicinal uses against cancer, tumor thrombosis, diabetes,
inflammation and other degenerative diseases ®“%. Numerous macroalgae have shown potent
cytotoxic activities and certain authors have suggested the consumption of algae as a chemo-
preventive agent against several cancers > Many bioactive of seaweeds showed cytotoxic activity
against cervical cancer cell (HeLa/SiHa cell), including: 25-hydroperoxy-6p-hydroxycholesta-4,
23(E)-dien-3-one from green alga Galauxaura marginata 2. Lectin comounds from red alga
Eucheuma serra and Bis (2,3-dibromo-4,5-dihydroxybenzyl) ether (BDDE) from brown alga
Leathesia nana (Ercolano et al. °)

Nowadays, seaweed-related products are used widely, not only as health foods, but also in
clinical drugs for the prevention and treatment cancer . Seaweeds have been reported to reduce
the risk of cancer in animal studies, which may involve effect on cell proliferation and
antioxidant activity. The mechanism of anticancer activity through which algae exert their effects
is complex because of their remarkable structural diversity, which entails multiple interactions 2,

Natural products evidencing apoptotic activity have attracted a great deal of attention as
new leads for anticancer alternative and complementary preventive or therapeutic agents 3. The
administration of seaweed powder or extract reduced the incidence rate of cervical cancer cell
proliferation in in vitro and in vivo animal models (Gomes et al.,""). Indonesia possesses the
largest diversity of seaweeds species in the world. Despite this great biodiversity, North
Sulawesi, Indonesian seaweeds are relatively underexploited with regard to discoveries of active
biological substances. In view of the great biological diversity of cancer, we screened five
tropical seaweeds to show their effective antiproliferative activities in inducing cell death for
further potential application as sources of novel drugs for antitumor therapy.

METHOD

Materials

Biosafety Cabinet Level-2, (Nuaire, USA), Inkubator CO, (Binder, Germany), A Centrifuge
equipment (Tommy, Japan), Inverted Microscope (Nikon, Japan) flask T25 (Corning, USA),
Tabung 15 mL (Corning, USA), Tabung 1.5 mL (Axygen, USA), Perangkat hemositometer
equipment, Improved Neubauer, 96-wells Tissue Culture Plate (Corning, USA), 12-wells Tissue
Culture Plate (Corning, USA), Micropippet, 200 ul, 1000 ul (Gilson,USA), Pipet tips 200 ul,
1000 ul (Axygen, USA).

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (D-MEM) (Gibco, USA) Fetal Bovine Serum (FBS)
(Hyclone, USA), Penisilin-streptomisin (Invitrogen, USA), Phosphate buffer saline (PBS),
(Gibco, USA), Trypsin (Gibco, USA), DMSO (Sigma USA), Etanol (Merck, Germany), 3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2-5-diphenyltetrazolium bromide MTT (Sigma, USA). All other solvents
and chemicals were of analytical grade.



Preparation of the Seaweed Extracts

Four species of seaweeds were collected along the coast of North Sulawesi, Indonesia.
The seaweeds were washed with water, cut into small pieces Five hundreds gram of dried sample
was suspended in 1 L ethanol by shaking for 24 h in the dark. The solvent extracts were then
filtered and rotary- evaporated at 45 - 50°C. The resulting etanol extracts (EE) were then
dissolved in dimethlysulfoxide (DMSO) and kept at +4°C until further use. Stock solution of EE
(20 mg/mL) prepared by dissolving in 50% methanol was diluted with Dulbecco’s modified
Eagles medium (DMEM) prior to use to obtain the desired concentration. The major final
concentration of methanol used for treatment was 0.5% (v/v).

Cytotoxicity activity

Cytotoxicity activity of EE was determined using the MTT assay as previously described
by Gomez et altl. The MTT assay is based on the reduction of MTT by mitochondrial
dehydrogenases of viable cells to a purple formazan product. HelLa cervical adenocarcinoma
cells (ATCC CCL-2) were grown in DMEM supplemented with 10% FBS (Sigma) and
antibiotics (100 U/mL of penicillin and 100 ug/mL of streptomycin). Cells were maintained as
monolayer cultures in a humidified atmosphere of 5% CO2 at 37 °C. HeLa cells were seeded at a
density of 5 x 106 for 75 cm3 flasks. In order to do experimentation, HeLa cells were harvested and
seeded into 96-well plates at a density of 5 x 103 cells/well in 100 uL medium FCS free
incubated at 37 °C, 5% CO2 for 24 hours. The medium was then removed and 100 uL of test
solution (EE) in various concentrations and 100 pL of medium containig 5% FCS (MM) was
added into the plate. Cells were grown under these conditions for 72 h at 37 °C at 5% CO2. Cells
overlaid with only MM were used as control. After incubation, traces of EE were removed by
washing the cells twice with 200 pL PBS and applying MTT (5 mg/mL) dissolved in 100 pL of
fresh medium to determine the effects of the EE on cell viability. Cells were then incubated for 4
h at 37 °C, 5% CO2. The MTT-formazan product dissolved in 100 uL of ethanol was estimated
by measuring the absorbance at 570 nm in a Multiskan Ascent Microplate Reader
(ThermoLabsystems, Franklin, MA, USA).

Total phenolic content (TPC).

The TPC of the extracts was determined using the Follin Ciocalteau reagent according to
the method of Sanger et al.%. Briefly, 75% of Follin Ciocalteu’s phenol reagent (1 mL) was
added to 0.1 mL of extract (0.1 g dry sample in 10 mL methanol) and vortexed. Next, 7%
Na2CO3 (1 mL) was added and the reaction mixture was incubated at room temperature for 30
minutes. The absorbance was read at 750 nm using a spectrophotometer (Shimadzu type 1240,
Japan). TPC was expressed as pg gallic acid equivalent (GAE) g -1 dried extract.

DPPH radical scavenging assay.

The DPPH-scavenging capacity of the extracts was measured based on the scavenging
potential of stable 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) radicals by the seaweeds antioxidants.
The capacity of the extracts to scavenge the DPPH radical was determined by the method of
Sanger et al.X. Briefly, 2 mL of 0.93 pM DPPH in methanol was added to 0.5 mL extract of
varying dilutions. The mixture was then vortexed and left in the dark for 20 minutes at room
temperature. The absorbance was measured at 517 nm using a spectrophotometer (Shimadzu type
1240, Japan). Vitamin C were used as control positive. Antioxidant activity was expressed as a
percentage of the DPPH scavenging activity relative to the control.



Ferric reducing antioxidant power (FRAP).

The seaweeds extract antioxidant activities at various dilutions were determined by using
FRAP assay following the method of Sanger et al.X, with modifications. 1 mL of 0.2 M
phosphate buffer (pH 6.6) and 1 mL of K3[Fe(CN)6] (1%) were mixed with 1 mL of extracts.
The reaction mixture was incubated at 50°C for 20 minutes, after which 1 mL of 10% TCA was
added and centrifuged at 3000 rpm for 10 minutes. 1 mL of solution from the upper layer was
mixed with 1 mL of sterile water and 0.5 mL of 0.1 % FeCI36H20. The absorbance was
measured at 700 nm. BHT was used as a positive control. The FRAP value was expressed as g
GAEg-1.

RESULT AND DISCUSSION

Anti cervical cancer activity

The results of the cytotoxicity activity tested and observing cellular morphological
change showed that ethanol extract of all these four seaweed species tested had cytotoxicity
activity activity against cervical cell line. (Figure 1 and 2). The Cytotoxic activity (ICsg) of
extract to against Hela cell was G.salicornia (432,63 pug/mL), T. decurens (41,027 pg/mL), H.
macroloba (137,38) dan L.cetularoides (78,53 pg/mL).
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Figure 1. Cytotoxicity Activity of G. Salicornia, T.decurens H.macroloba
and L cernlaroides agamnst HelLa cells
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Figure 2. Morfology of the HeLa cell in ethanol extract of G. Salicornia, T. decurens,
H.macrolobaand L. cetularoides

Brown algae T. decurens showed the best activity against cervical cancer cell. Fucoidans
and laminarans represent the most abundant polysaccharides in the cell wall of various species of
brown algae, and the principle carbohydrate reserve £ Recently, a number of studies have obtained
interesting results regarding the anticancer properties of fucoidans both in vitro and in vivo, in different
types of cancers. Clinical trials of patients with breast, cervical, renal, and hepatic carcinomas showed a
significant improvement in tumour regression among patients who received an alternative medicine
treatment regimen based on fucoidan administration * Brown alga S. boveanum in hexane,
trichlorometana and butanol fraction showed cytotoxic activity against HelLa cell, each ICsg
150.3 +23.10 mg mL™ ICs 37,0 + 147.3 mg mL™, ekstrakloroform sebesar 1Csy 110.4+ 33.67
mgmL™? and 1Cs 1025.0+ 15.20 mg mL™ (Rushdi et al.10).

L. cetularoides showed have activivity against servical cancer cell, The genus Laurencia
is a rich source of structurally unique secondary metabolites, characterized by a relatively high
degree of halogenation and core terpene structures. The halogenated metabolites from Laurencia
possess several biological activities, such as antifeedant, anthelmintic, antimalarial, antifouling,
antimicrobial and cytotoxicity X8. Two halogenated sesquiterpenes (obtusol and elatol) isolated
from L. dendroidea showed a great antiproliferative activity on colorectal adenocarcinoma cells
(Colo-205) obtained through the induction of apoptosis *:

Green algae H. macroloba have activity against HelLa cell, that presented inhibitory
activity of approximately 55% in 15.6 ug/mL that later tended to rise to nearly 75% after 500
pg/mL of extract under the experimental conditions used). Alkaloids isolated from seaweeds
include indoles and indoles analogues, quinone, 2-phenylethylamine and 2,7-naphthyridine
derivatives, , mainly bromine- and chloride-containing, are dominant in Chlorophyta (green
seaweeds). the bisindole caulerpin or caulerpine isolated mainly from green algae genus
Caulerpa, Codium decorticatum and Halimeda incrassata 2

G.salicornia promoted a modest inhibition (40% to 55%) of the HelLa cell viability.
Although the G.salicornia extracts studied here were not effective as antiproliferative agents, but
other studies show that seaweed extracts do have anticancer activity. Methanolic extract of



Gracilaria corticata was used against HepG2 and human breast adenocarcinoma (MCF-7) cells
the average inhibitory activity was 91% and 93%, respectively, using 500 ug/mL of extract. The
ICso values calculated for methanol extract of G. cornicata on MCF-7, HeLa, MDA-MB-231,
HepG2, and HT-29 cells was 30 £ 0.2, 37 £ 0.2, 53 £ 0.5, 102 £ 0.2, and 250 * 0.0 pg/ml after
treatment for 24 h, respectively. G. cornicata have citotoxic activity against cervical cancer cell
of ICs 125.9 (ug/ml) (Ghannadi et al.!). At present, treatment cervical cancer with
chemoterapy have been developed by using nanoperticle method. 90% silver nitrite 0.1 M in 10
mL dilute in water extract of G.cornicata became 100 mL can against hepatic cancer (HepG2)%
Penggunan Zn pada ekstrak G. edulis added wtth Zn have cyroroxic activity against SiHa cell £
and 2{;14Iso by usng gold in making AuNPs Sargassum extract showed effective in against HeLa
cell <.

Total Phenolic Content
TPC of ethanol extracts for the five seaweeds are presented in Figure 3. The results show
that the highest amount of TPC was L. cetularoides, followed with H. macroloba, T. decurens
nd G. salicornia, each value were 0.193+ 0.04, 1.165+0.103; 1.911+0.19; 2.051+0.43 pug GAE
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Figure 3. TPC in ethanol extract of G. Salicornia,
T.decurens, H macroloba and L.cetularoides

Phenolic compounds are composed of a single aromatic ring bearing one or more
hydroxyl group to a polymeric structure of this simple unit and exhibit a large broad of biological
activities. The most common subclasses of polyphenols in seaweeds are halogenated phenols,
catechins, flavonols, and phlorotannins, being this last more common in brown seaweed while
bromophenols, polyphenolics compounds with one or more bromine substituents, are most
commonly found in red seaweeds (Rocha et al.2%). Thomas and Kim 2, for example, affirm that
the antiproliferative activity in seaweed depends on the total polyphenol content. However,
despite these finds, relatively little is known about the chemical identity of the bioactivity
compounds of these seaweed and to date, scientific documentation of their bioactivity
compounds are rare or non-existent. Therefore, we quantified the levels of phenolic compounds
of ethanol extract and posteriorly, we have established a correlation between the amount of these
compounds in the ethanol and the cytotoxic activity of these extracts. the correlation between
showed a positive correlation. T.decurens, H. macroloba and L.cetularoides have high TPC also
have higher anti cervical activity than G.salicornia that has lower of TPC. In general, phenolic
compounds possessed specific physical, chemical and biological activities that make them useful



as drugs. Phenolics were also responsible for the for the antirmicrobial, anti-inflammatory, anti-
viral, anticancer actions 2

DPPH Scavenging radical activity.

This study shows that the extract of five seaweeds exhibit DPPH scavenging activity
(Figure 4), the most effective being L. cetularoids, followed by G. salicornia, H.. macroloba, and
T. decurens with the following ICsp values: 0.48 +0.023; 1.32+0.96; 2.88+0.24; 3.59+0.25 mg
mL™?, respectively.
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Figure 4, DPPH Radical Savenging activity of Vit C. (0.625- 10 pg/g extracts) G. Salicornia
(2.5-15 mg/mL), T.decurens(2.5-15 mg/mL) , H.macroloba (0.5-2.5 mg/ml.) and
L.cetularoides 0.5-2,5 mg/mL.)

An alga antioxidant-mediated mechanism enhances the host’s defence by increasing
natural Kkiller-cell activit, activation of nonspecific immune system, inhibition of the cell growth
in the G; phase, inducing terminal differentiation, inhibition of the complex process of
angiogenesis and induction of apoptosis were hypothesized as a contributing factors in the
inhibition of carcinogenesis. Dietary fiber which has been involved in the development of many
chronic diseases including cancer. Therefore Modification in dietary habits for reducing the incidence of
these diseases, especially by increasing consumption of functional foods rich in antioxidants are
increasingly supported (Nauvar et al. 12).

Ferric Reducing activity Power (FRAP)

The antioxidant activity in FRAP was measured based on the capability of the
antioxidant compounds in the sample to reduce ferric (I1l) to ferrous (I) in a redox-linked
colourimetric reaction that involve single electron. FRAP assay was electron donor and it
finished the oxidation chain reaction by reducing the oxidized intermediates into the stable
form?L. Fig. 5. shows that the highest reducing power was L. cetularoides (17.65+0.71 uM Fe**
mg™ extract) and the lowest was G.salicornia (5.301+0.23 uM Fe** mg™ extract). Polyphenols are
reducing agent, and together with other dietary reducing agent such as vitamin C, E and
carotenoid, referred to as antioxidant, protect the body’s tissues against oxidative stress and



connectedpathologies such as cancer, coronary heart disease and inflammation 2. The ethanolic
extract of K. alvarezii showed higher inhibitory effect than did the positive control,BHT. This
might be due to the presence of ascorbic acid and Vitamin A (B-carotene) content in the extract of
K.alvarezii 2 The reducingpower property indicates that the antioxidant compounds are electron
donor and can decrease the oxidized intermediates of the lipid peroxidation process, so that they
can perform as primary and secondary antioxidants 2-.

G.salicornia T.decurens H. macroloba L. cetularoides
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Figure 5. FRAP in ethanol extract of G. Salicornia,
T.decurens, H.macroloba and L.cetularoides

Marine algae- derived products play an important role in preventing inflammatory
reactions and carcinogenesis by modulating the effects of oxidative stress (Taskin et al.%).
Various dietary antioxidants have shown remarkable promise as effective agents for chronic
disease prevention and treatment by reducing oxidative stress (Rahman et al.*). Polysaccharides
and terpenoids in brown algae are considered as promising bioactive molecules for anticancer
drugs , Marine algae are also rich sources of unsaturated fatty acids and these fatty acids were
also reported to block growth and systemic spread of human breast cancer 3£, Several sulphated
macroalgal polysaccharides (e.g.fucoidans, translam, ulvan) reducing cell proliferation and
terpenes (e.g. caulerpenynes from Caulerpa taxifolia, mediterraneol from Cystoseira
mediterranea, meroterpenes and usneoidone E and Z from Cystophora usneoides) inhibiting
mitotic cell divisio. Sesquiterpene from C. xaxifolia are found antproliferative against KB cell
and colorectal cancer lines > Red alga Procamium corallorhiza and procamium cornitum contain
polyalogenated monoterpene was able to induce apoptosis in breast cell lines and induce necrosis.
Demosterol from Green algae Galaxaura marginata showed cytotoxity against lymphocytic
leukemia and human lung adenocarcioma epithelial cell line. Various sterol from Porphyra sp.
effective control proliferation of breast sel line. Sulfate polysaccharide fucoidan, extract of
Sargassum mcclurei showed anticancerous activity against DLD-1 colon cancer cell line %

Seaweeds have long been used traditionally in Asian foods and folk medicine for
centuries. They have become a valuable vegetable (fresh or dried) and an important food
ingredient in the human diet. Most recently seaweeds have been utilized in Japan as raw materials
in the manufacture of many seaweed food products such as jam, cheese, wine, tea, soup and
noodles 3% Antioxidant systems are proposed to be involved in carcinogenesis because of its
capability to damage the reactive oxygen species. Reactive oxygen species cause unrepaired or
misrepaired damage in DNA, leads to the mutations. Antioxidant flavonoids such as quercetin
and apigenin are stated to be potent inhibitors of cell proliferation. quercetin and apigenin



inhibited the growth of melanoma and influenced the invasive and metastatic potential in mice.
Furthermore, it has been reported that flavonoids obstructed the angiogenesis in the human body.
Angiogenesis inhibitors showed a strong effect on various steps in angiogenesis, such as the
proliferation and migration of endothelial cells and lumen formation &

The marine heparinoid polysaccharides are similar to heparin in structure, and possess
GAG-like biological properties, which contain alginates, ulvans, and their sulfated derivatives, as
well as the dextran sulfate and chitosan sulfate (Kang et al.3%: Many previous studies have
indicated that some marine heparinoid polysaccharides such as alginic acid and fucoidan could
effectively block HPV pseudovirion infection just like heparin (Wang et al.®) Furthermore, Buck et
al.** reported that the sulfated polysaccharide agar derived from red algae could also effectively block
HPV pseudovirion infection with the 1C50 value of 0.27 pg/Ml.

CONCLUTION.

G. Salicornia, T.decurens, H.macroloba and L.cetularoides extracts have demonstrated
cytotoxic activity on HelLa cells. L.cetularoides showed the highest content of TPC, DPPH and
FRAP. Thus T.decurens and L.cetularoides could be used as source of bioactive compound to prevent
and treatment cervical cancer deseases. T.decurens could be further developed as a potent new
anticervical cancer agents.
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Deskripsi

POTENSI ANTI KANKER SERVIKS RUMPUT LAUT Halymenia durvilae
DAN METODA EKSTRAKSINYA
Bidang Teknik Invensi
Invensi ini berhubungan dengan kapasitas rumput laut H.
durvilae untuk melawan sel kanker serviks pada Dbeberapa
konsentrasi ekstrak serta kandungan senyawa fitokimia
H.durvilae. Invensi ini juga berhubungan dengan metode ekstraksi

ekstrak rumput H. durvilae menggunakan beberapa pelarut.

Latar belakang
Insiden kanker saat ini terus meningkat hal ini disebabkan
karena meningkatnya populasi lanjut wusia, keadaan ekonomi dan
gaya hidup yang tidak sehat (IARC) Prediksi menunjukkan bahwa
pada Tahun 2030, 13 Jjuta orang akan meninggal karena kanker.
Tiga perempat kematian terjadi di negara berpenghasilan rendah
dan menengah. Di Indonesia Kanker serviks dan kanker payudara
merupakan jenis kanker vyang banyak diderita wanita. Berdasarkan
data GLOBOCAN kenker serviks menduduki peringkat ke 2 dalam
jumlah kasus dan tingkat kematian sesudah kanker payudara.
Proyek tahun 2018, kasus kematian akibat kanker serviks sebesar
18.279 dari total 32.469 kasus kanker baru. (Globocan, 2018).
Meskipun kemajuan signifikan telah dibuat, namun terapi
kanker yang sepenuhnya efektif masih jauh dari pencapaian (Asco,
2018) . Heterogenitas kanker (Lartigue 2018) dan perkembangan
resistensi terhadap obat antikanker (Nikolaou, et al., 2018)
kanker merupakan salah satu masalah utama yang harus diatasi.
Padahal, pengobatan kanker Dbiasanya terdiri dari kombinasi
terapi, sesual dengan karakteristik dan stadium tumornya,
termasuk pembedahan, radio dan kemoterapi yang terbaru
imunoterapi (Sun et al., 2017). Oleh sebab itu, saat ini sedang
berkembangnya obat-obatan. untuk target spesifik terkait kanker,

dipadukan dengan pemahaman vyang efektif tentang hubungan obat
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dengan biologi tumor manusia, menjadi kunci dalam upaya
penyembuhan kanker (Senapati et al., 2018).

Salah satu sumber utama obat adalah senyawa alami, yang telah
menunjukkan potensi yang cukup besar dalam terapi kanker (Tores
et al. 2017, Seca dan Pinto 2018). Faktanya, sepertiga dari dua
puluh obat teratas saat ini berasal dari sumber alami, termasuk
tumbuhan dan spesies laut, dan di antara 175 molekul kecil yang
disetujui untuk mengobati kanker, 49% merupakan senyawa alami
atau langsung diturunkan (Newman, 2016).

Rumput laut kaya akan terpenoid, alkaloid, polifenol,
steroid, pigmen dan polisakarida dan Dbeberapa uji biologis
menunjukkan bahwa beberapa dari metabolit ini memiliki aktivitas
farmakologis yang menjanjikan (Sun et al., 2018) termasuk dalam
terapi kanker (Alvest, et al., 2018).

Rumput laut kaya akan senyawa biocaktif seperti, fenolik,
polysakarida, PUFA, protein, vitamin dan mineral yang mempunyai
aktifitas biologi seperti antioksidan, antitumor dan antikanker
(Debbarama et al., 2016; Primboon et al, 2018; Ganesan et al,
2019) . Beberapa senyawa bioaktif rumput laut menunjukkan
mempunyai aktifits sitotoksik terhadap sel kanker serviks
(HeLa/SiHa) .

Rumput Laut H. durvylae mengandung pigmen pycoerytrin dan
pycocyanin yang menghasilkan warna merah cerah serta mempunyai
aktifitas antioksidan, yang dapat meredam radikal bebas DPPH dan
besifat sebagai pengkelat logam (Sanger et al., 2017). Telah
ditemukan Jjuga aktifitas antioksidan TEAC (Trolox equivalent
antioxidant Capacity) dan FRAP (Ferric Reduccing antioxidant

power) ekstrak metanol alga laut H.durvilae masing-masing

sebesar 1,67 £ 0,04 mM.mg_1 dan 182,29+£13, 35 umol.mg_1 ekstrak
kering (Matanjun et al., 2007). H. durvilae mengandung spingosin
(Muranidhar et al., 2003) merupakan sumber Yodium vyang tinggi
0,255% dengan LDsy 119,1489 +4,9873 g/kg pada tikus dan telah
diformulasi menjadi tablet (Lakshmi et al., 2006).

Senyawa 25-hydroperoxy-6f-hydroxycholesta-4, 23 (E)-dien-3-one

dari alga hijau Galauxaura marginata (Majunder et al., 2015).
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Senyawa lectin dari rumput Laut merah Fucheuma serra dan
senyawa Bis (2,3-dibromo-4,5-dihydroxybenzyl) ether (BDDE) dari
rumput laut coklat Leathesia nana (Ercolano et al., 2019).
Potensi antikanker makroalga H.durvilae Sp menginspirasi kami
untuk melakukan studi yang bertujuan untuk mengembangkan hasil
alam laut Indonesia yang berfokus pada eksplorasi G. salicornia
yang banyak terdapat di wilayah pesisir Indonesia, termasuk
Sulawesi Utara, sebagai obat.

Invensi aktifitas antikanker serviks rumput laut telah
dilaporkan, G. cornicata mempunyai aktifitas sitotoksik melawan
sel Hela sebesar 1ICsy 125.9 (pg/ml) (Ghannadi et al., 2016).
Fraksi heksana dan diklorometana S. angustifolium mempunyai
aktifitas sitotoksik terhadap sel Hela sebesar ICsy 62.5186 pg/mL

dan 134,7 upg/mL (Vaseghi et al., 2018). S. boveanum mempunyai

aktifias sitotoksik pada sel Hela, pada ekstraksi menggunakan
heksana aktifitas sitotoksik sebesar ICsp 150.3 £23.10 mg mLﬂ,
triklorometana seebesar ICso 37,0 + 147.3 mg mL*,
ekstrakloroform sebesar ICsg 110.4+% 33.67 mg mL™' dan ekstrak
butanol sebesar ICsy 1025.0%x 15.20 mg mLﬁ'(Rushdi et al., 2020).
Mekanisme sitoyoksik Gracilaria sp dan Sargassum sp dapat
dilihat pada Tabel 1. Saat ini, pengobatan kanker-serviks dengan
cara kemoterapi menggunakan nanopartikel telah dikembangkan

saat ini. 90% perak nitrat 0.1 M dan 10 mL ditambahkan dalam

ekstrak air G. cornicata menjadi 100 mL menjadi AgNPs, mempunyai

aktifitas antikanker (HepG2) (Supraja et al., 2016). Penggunan
Zn pada ekstrak G. edulis mempunyai aktifitas sitotoksik
melwan sel SiHa (Mohamed et al., 2019 ) demikian Jjuga
penggunaan emas pada pembuatan ekstrak S. glaucescens

menghasilkan larutan AuNPs vyang terbukti efektif melawan sel
hela (Ajdari et al., 201e6). Fucosantin yang diisolasi dari S.
filipendula menghambat sel kanker serviks Hela melalui induksi
apoptosis mitokondria ke dalam sitosol dan pada saat yang sama
menurunkan faktor anti apoptosis Bcl-2 dan meningkatkan tingkat
faktor penginduksi apoptosis bax (Zailanie et al., 2015).
Senyawa 25-hydroperoxy-6f-hydroxycholesta-4, 23 (E)-dien-3-one


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vaseghi%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29657928

10

15

20

25

30

dari alga hijau Galauxaura marginata (Majunder et al., 2015).
Senyawa lectin dari rumput Laut merah Fucheuma serra dan
senyawa Bis (2,3-dibromo-4,5-dihydroxybenzyl) ether (BDDE) dari
rumput laut coklat Leathesia nana (Ercolano et al., 2019).
Invensi tentang aktifitas anti kanker serviks H.durvilae serta

senyawa fitokimia belum dilaporkan.

Ringkasan Invensi

Invensi ini menghasilkan aktifitas anti kanker serviks dan
kandungan fitokimia rumput laut H.durvilae. Aktifitas anti
kanker serviks dianlisis dengan menggunakan beberapa konsentrasi
ekstrak. Uji aktifitas antikanker serviks menggunakan sel Hela
(ATCC CCL2). Kandungan fitokimia terdiri dari alkaloid (menurut
metoda Wagner, Meyer dan Gragondorf), steroid, flavonoid,
tannin, saponin, triterpenoid dan Hydrogquinon.

Invensi ini berhubungan juga dengan metoda ekstraksi rumput
laut H.durvilae. Proses ekstraksi menggunakan pelarut metanol
dengan konsentrasi 70%. Proses ekstraksi dilakukan dengan cara
maserasi dengan pengulangan 3 kali. Kemudian dilakukan
fraksinasi dengan beberapa pelarut non-polar, semi polar dan
polar, proses fraksinasi dilakukan secara bertingkat.

Metode ekstraksi sampel rumput laut H.durvilae menurut
invensi ini melalui tahapan sebagai berikut:

a. Preparasi H.durvilae segar
Rumput laut dibersihkan dengan hati-hati menggunakan air
mengalir, yaitu air laut dan air tawar.

b. Proses ekstraksi
Proses ekstraksi dilakukan dengan menggunakan pelrut
metanol dengan cara maserasi.

c. Proses fraksinasi

Fraksinasi menggunakan pelarut n-heksana, chloroform dan

air. Fraksinasi dilakukan secara bertingkat. Fraksi vyang

diperoleh di saring kemudian dievaporasi pada suhu 40.

d. Pengujian kandungan fitokimia
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Penggunakan kandungan fitokimia menggunakan metoda
Harbourn, 1966, yang dimodifikasi.

e. Pengujian aktifitas antikanker serviks
Pengujian antikanker serviks menggunakan metoda Silvester,

1968, yang dimodifikasi

Uraian Lengkap Invensi
Rumput Laut H. durvilae diambil dari perairan Sulawesi
Utara. Rumput laut yang masih segar harus ditangani dengan hati-
hati, karena tekstur rumput laut ini mudah sekali hancur.
Apabila tekturna telah pecah maka, secara bioaktif vyang
terkandung didalamnya akan mengalir keluar. Metode ekstraks
rumput laut merah Halymenia durvilae menurut invensi ini melalui
tahapan sebagai berikut:
a. Preparasi H.durvilae
Rumput laut segar dibersihkan dan dicuci bersih dengan
air mengalir dengan hati-hati, untuk mengeluarkan kotoran
meliputi: pasir, kerang-kerangngan dan tanaman lain yang
masih menempel serta garam-ragam.
b. Proses Ekstraksi
Rumput laut vyang telah bersih kemudian ditimbang, setelah
itu diblender, kemudian di ekstraksi dengan cara maserasi.
Sebanyak 1 kg rumput laut dilarutkan dalam 2 liter metanol
setelah itu direndam selama 24 Jjam. Proses maserasi
dilakukan sebanyak 3 kali dengan selalu menggunakan pelarut
yang baru. Maserat vyang diperoleh dari 3 kali maserasi.
Maserat ditampung kemudian disaring dengan menggunakan
kertas Whatman No. 1. Filtrat vyang diperoleh kemudian
dievaporasi menggunakan rotari evaporator dengan suhu 40°C.
Ekstrak kental vyang diperoleh kemudian disimpan dalam
lemari es untuk kemudian di analisis kandungan fitokima dan
aktifitas antikanker serviks.
c. Proses Fraksinasi
Alga laut H.durvilae segar sebanyak 3 kg diblender menjadi

butiran-butiran vyang sangat kecil, agar senyawa kimia vyang
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tekandung dapat terekstraksi dengan baik. Sampel kemudian
diekstraksi dengan cara maserasi dalam suhu ruang dengan pelarut
metanol 70% (1:2 b/v) selama 24 jam, sebanyak tiga kali.
Menurut Nazir et al. 2011, ekstrak pekat metanol ini didekantasi
dengan etil asetat sebanyak 3 kali, kemudian dievaporasi,
Selanjutnya ektrak pekat yang diperoleh dilarutkan dalam akuades
dan dipartisi secara bertingkat/ berkesinambungan dalam corong
pisah dengan menggunakan pelarut n-heksana sehingga diperoleh
fraksi n-heksana dan fraksi air. Fraksi air dipartisi dengan
kloroform, sehingga diperoleh fraksi kloroform dan fraksi air.
Fraksi-fraksi hasil partisi (n-heksana, kloroform dan air)
diuapkan pelarutnya dengan menggunakan rotary evaporator dengan
suhu 40°C. Kemudian semua ekstrak dan fraksi alga laut dianalisis

kandungan fitokimia dan aktifitas anti-kanker serviks.

. Pengujian Fitokimia

. Pwengujian Aktifitas kanker serviks.

Hasil analisis fitokimia ekstrak metanol dan fraksi n-
heksana, chlorofom dan air H.durvilae pada invensi ini

dapat dilihat pada Tabel 1.

Table 1. Phytochemical constituents in methanol extract, hexane,

chloroform and water fraction of H.durvilae

Phytochemical Extract and fractions

Constituents Methanol Hexane Chloroform water

Alkaloids-Wagner - - - _

—Meyer - - - -
Dragondodorf - - - -
Steroids + + + +
Flavonoids + + + +
Tannins - - - -
Saponins + - - _
Triterpenoids + + + +
Hidrogquinons + - - +

Hasil analisis aktifitas antikanker serviks ekstrak metanol
dan fraksi n-heksana, chlorofom dan air H.durvilae pada

invensi ini dapat dilihat pada Tabel 2.
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Tabel 2. Aktifitas Penghambatan sel kanker serviks (sel
Hela (ATCC CCL2) ekstrak metanol, fraksi n-
heksana, kloroform dan air H. durvilae

Konsentrasi Ekstrak Fraksi Fraksi Fraksi
(mg/mL) metanol n- kloroform air
heksana
(%) (%)
(%)
10 90.4 92.9 92.2 92.6
8 74 .8 93.4 92.3 92.8
o 064.1 93.06 92.3 93.1
4 52.06 94.2 93.2 93.0

Berdasarkan hasil analisis kandungan fitokimia menunjukkan
bahwa H. durvilae mengandung senyawa biocaktf steroid, flavonoid,
triterpenoid dan hydroguinon. Senyawa-senyawa fitokimia ini
memberikan pengaruh pada aktifitas biofungsional rumput laut H.
durvilae. H. durvilae mempunyai aktifitas cytotoksik melawan
sel kanker serviks Hela (ATCC CCL2).

Penerapan dalam industri

Rumput laut H. Durvilae mengandung senyawa biocaktif untuk
dapat mencegah dan Jjuga mengobati penyakit kanker serviks.
Ekstrak dan fraksi H.durvilae dapat dimanfaatkan pada makanan
dan minuman sebagai sumber pangan fungsional.

Rumput laut H.durvilae dapat tumbuh melimpah di Indonesia
dan dapat dikultur sehingga Dberpotensi untuk dikembangkan
sebagai sumber bahan pangan fungsional secara industri untuk

mencegah kankerservik di Indonesia.
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Klaim
Rumput laut H.durvilae mengandung senyawa fitokimia dan
mempunyai aktifitas melawan kanker serviks. Senyawa bioaktif
rumput laut H.durvilae dapat diperoleh dengan cara ekstraksi
dan maserasi. Dengan menggunakan pelarut metanol, n-heksana,
chloroform dan air. Metode untuk memperoleh senyawa biocaktif
dar H. durvilae dengan tahapan:

a. Menyiapkan rumput laut merah Halymenia durvilae dengan cara
dicuci bersih secara hati-hati dan cepat menggunakan air
mengalir untuk mengeluarkan garam vyang tersisa, dibilas
dengan air mengalir.

b. Eksraksi. H.durvilae diblender setelah itu diektraksi dengan
pelarut metanol 70% dengan perbandingan 1:2 (b/V), dengan
cara maserasi sebanyak 3 kali. maserat vyang diperoleh
kemudian disaring setelah itu dievaporasi. Ekstrak kental
yang diperoleh kemudian diuji kandungan fitokimia dan
aktifitas antikanker serviks.

c. Fraksinasi. H. durvilae telebih dahulu disektrasi dengan
metanol 70%, kemudian difraksinasi secara bertingkat
menggunakan pelarut - heksana, chlorofrom dan air. Kemudian
disaring dengan kertas whatman no.l setelah itu dievaporasi
menggunakan vaccum rotary evaporator. Ekstrak kental dan
fraksi kemudian diuji kandungan fitokimia dan aktifitas
antikanker serviks.

d. Kandungan Fitokimia H. durvilae teridri dari: steroid,
flavonoid, triterpenoid dan hydroquinon dan aktifitas anti
kanker serviks pada konsentrasi 4, 6, 8 dan 10 mg/mL
ekstrak metanol H.durvilae masing-masing sebesar 90,4;
74,8; 64,1 dan 52.6%. sedangkan untuk semua fraksi H.
durvilae Dberkisar 92,2- 94,6%

e. Ekstrak dan Fraksi H.durvilae mengandung senyawa bioaktif
yvang potensil dapat melawan kanker serviks dan potensil
untuk diisolasi menjadi novel obat antikanker serviks dimasa

depan.



10

15

20

25

30

Abstrak

POTENSI ANTI KANKER SERVIKS RUMPUT LAUT Halymenia durvilae
DAN METODA EKSTRAKSINYA

Rumput laut laut H.durvlae mengandung senyawa
fitokimia vyang dapat mencegah penyakit penyakit kanker
serviks, merupakan suatu alternatif vyang dapat digunakan
untuk mengobati penyakit kanker serviks menggunakan bahan
alami yang tidak mempunyai efek samping. Seperti berbagai
terapi yang digunakan saat 1ini yang Jjustru mengakibatkan
suatu penderitaan vyang Dbesar. Invensi 1ini menghasilkan
metoda ekstraksi senyawa Dbioaktif vyang terbukti dapat
melawan sel kanker serviks. Kandungan senyawa fitokimia
rumput laut segar H. durvilae menggunkan pelarut metanol,
n-heksana, chloroform dan air terdiri dari steroid,
flavonoid, triterpenoid dan hydrogquinon. Aktifitas anti-
kanker serviks yang diuji menggunakan sel Hela (ATCC CCL2)
menunjukkan bahwa pada konsentrasi 4, 6, 8 dan 10 mg/mL
ekstrak metanol H.durvilae masing-masing sebesar 90,4;
74,8; 64,1 dan 52.6%. sedangkan untuk semua fraksi H.
durvilae berkisar 92,2- 94,6%. Dari invensi 1ini dapat
disimpulkan bahwa rumput laut H.durvilae dapat dijadikan
sumber bahan alami yang mengandung senyawa biocaktif untuk
melawan sel kanker serviks. Dimasa depan perlu suatu novel
untuk mengisolasi senyawa aktif H.durvilae untuk dijadikan
obat potensil untuk melawan kanker, yang dapat dikembangkan

secara industri.
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