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Aktivitas aaliviral batang Eucadyproy glofales terhadap virus hepatitis  SFHa

Titania Puspa Fersiati', Achmad Puad Hefid * 7 Aw Widvawaruyanti'

! Faculty of Phanoacy, Universitas Airlangpa, ™ Natural Procuct Medicine Research and Development Dhvision,

Institute of Lropical Discase, Universitas Airlangga

Absrac:

Moviirw aiivirad dotivity of Evcalipiey globefus stemn againg fepatiie (0 Foawe has Been dare.
Frivinies stwdfes showd that 808 erbanol eatruct o f Evcal e, priedbulics stems hes potentie! cetivily as
an oepihepaiiris O vires agafeit MOFHT with 1 valee of 430 g /il The aim o f this stady went o
determine the anti-hopatits © potivipy o f extvaet and froctons of Eucal gt @il stems against Ju
stratfn ¢ WF g Fepoitic virns Tie 5080 ethanaf everact and dichforomerhane, ethpl goetone, Batanol
and watgr fraction wore fested for thelr anifSCF aorfvity, The voenlis showed that the ethanol exiraet of
Encalvmy globedur stems, dichfgromerhans, ethd acetaie, and lutanol faction lave acfivite i inkibiring
vhe viral i ficrinn o cofls with Mo wvifee o T0F9 paimds 64 poiml 1049 peiml, and 18 78 upimi.
Feaportivehe. The water frection way nal aciive wilh S value ¢ F 205 T8 ugiml. Fhymckemicad soreeninge
usfeg Min foper chromatoprephy showe that the aofive fractions comtained compornds frowe as
rer poemesiely and flavosrcdedy, Furtfer soeddles o f compouneds thae frave arii-he preitis C aotfeily ie8 needed.

Kiywords. Evcalypivs glabulis. ani- BOF. JEB L, 100, ctharul extract fractioms, sfemy

PEMDAHULUAMN

Yitus hepants C (TICV) tenis menjadi beban besar
piln penyakit di dunia, Setiap tahun, 3-4 juta oraog
terinfeksi dengan viras hepantis C. Sekiac 150 jaim
orang terinfek kionis beresiko teciadi sirpsis hati acag
kanker DBati. Dan lebih dati 350000 dranyg eamnpyal
akibat hiepatitis C dengan sirogis hati sewap mhuennya
W HO, 20120 D [ndonesia diperkoralan 7 juta crang
merderils Hepatitis . Dan jumlzh i, sekitar 509
berpotensi menjadi pemyakis hepaitiz kroms, hila odak
diobat secara bak wmwaka 10% dantoranva dapat
menjadi kanker hati { Kemenmrian Kesehatan, 20131,
Dan sisi pengohamn, dunis farmasi tems-menents
benipaya unkuk memberikan sclusi terhaik mengatas:
infeksi wirus hepantis ©. Vaksin terhadap  virus
hepanitis O belum  dieowkan, Terapl  pengobatan
hepabtis C pade wmumoya  demgan pembenian
pegvlmed  imwerforon alfa (PEG-IFN m)  yang
thkxombinasikan  dengan  wibavivin yang  diberkan
selama 12-T2 mingyu. Namuh, levapd ini hinya bechasil
pada pendenly yamp leonfeksi hepattis O dengan
perrip terben saja. Selan iny emapd int men mbalkao
efek  saraping  superh depresi, aoeroin, don sl
{Moradpeur et ab 2007), Dan juga teraph tersebut
mahal, laina, rechubungan dengan efek samping vang
sipnifikan, dan tidak cocok untuk banyak pasien
{McHutchizson et al, 2006),

Beberapa upaya pencatian ohat untvk hepatihiz
telah dilakukan. ¥ antaranyva dengan nengrungkan
bakan ohat Jen alam atau abal herbal. {7hyprehiza
glahra dikctainn tokah digunakan selama lsbih dan 20
talun di Jepaug umiik pengobatan hepatitis kronik
{Schuppan et al., 1999y Cilyeyrhizin yarg morupekan
senvaowe aktf dari akar wapaman & glebor bekerja
dengan menehambat cksprisi en RMA pada imi vinas
bepatitis © dan mempunvarl elek yang sinemgis deppean
interferon | Ashfag et al, 200 E), Seboah soudi terhadap
Soelpaum  Alpram menanjukken  adanya  aktivites
anlivical vang potetsiol dapar ienpghambat penotipe 3a

dari vinus hepatiis © pada konsentrasi yang ddak
tokatk {aved etal., 2011} Beberapa wraman lain yang
Juga dilapotkan  mempunvai akteetas  sebagar
antihepatinis  sepertt, Plodlasthes amiras, Zingiber
i ficinels, dun Siivhem marianpwn (Schuppan er af.,
199949 El- Adawy eLal, 200 1)

Dalam penelitian ion digunaban tanaman dari famili
Myrfacaae yailu Eucafpms glofulos, Sema bagian
(andnan £ ghirfehes molvi dan daun, akar, batang dun
bueghnys banyak dipunakan  dalam  pengobatan
tradizional untuk benyak penyaku seperh, influenza.
diabetes, tbereulosis, malaria, sakit gigd, sigitan viar,
dizre dun laiolain (Lila et al.. 2012 Pada swmd
cksperimental diketahui  babwz K giobrfuy  telzh
terbuliti mempunyai aktiviras antihakter dan annfungi,
entiviral, sptimelana dan annidisbous (Kemar dan
Laxmichwr, 24001}

Soadi aptiviral sccara Jnowiva dengan ckstrak dari
daun £ Globufus diketahe hahws Mevongid quercitnn
iy terkandong dulam lanaman ion akbf melawsn
vir influenea tpe A (Mewall e dl., 1996). Pemslilian
ambivieal lain diketabor hahwa monyak aesin din dium
tatarmanrt £, wlobehe dapol | melawan witns  herpes
simplex | dan 2 (Schmigler et al, 20013 Perilhan
tanamaan  ini obdasarken pads pemdekatan
kemetabsonoimi dan adanyva penelitian pendahibuan
yang telah dilakukan werhadap vinw hepatitis JIFH L
Berdasarkan  kemotekzonomi, tumbuban dan taksa
yang sama mempunyai bobunpan kekerabalaa yang
sanyal eral, ertama pada taksa snekat famili, gemus,
dan  spesics.  Adapya  hubungan  yang  cral gl
memungkinkan  adanya  persamaan zal-zat yang
terkandung di dolamnya. £ elofnfus masek dalam
famili Mymtsceas. Famidi ini diketahui mempunyai
hamyak golonpsn senyaws yang dapat dimanfastian
schagai obat, Salah satu tngman dan fameli inr yang
spdah ditaporian aknl sehapai antibepatite C adalab
dvzyriam aromaticim. Penelitian sebelunmya  telah
diketihs Babwi aksrrak st Svvgdud aromeioem dar
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famili Myrtaceae diketabun memiliki aknivitas sebagai
antiviral hepatitis C. Hal ini ditunjukkan oleh aktivitas
penghambatan yang signifikan vailu > 90% dapat
menghambat infeksi virus terhadap sel. Sizvgium
aromaticurm . mengandung  senyawa  tannin  (asam
galotanat), favonoid (eugenin, rhamnetin, dan
eugenitin), triterpenoid (nsam oleanoat, stigmasterol
dan kampesteral) (Singh et al., 2012),

Pada penelitian pendahuluan vji akovitas dan
ekstrak etanol 80% batang tanaman E. globulus telah
dilaporkan bahwa ekstrak tersebut mempunyai aktivites
antihepatitis C yang potensial dengan nilai 1C., 43.0
pe/ml terhadap vines hepatitis JOIFHL (Wahyuni, ef
al., 2013}, Kandungan senyawa aktf dalam tanaman
seperti, flavonoid, terpenoid, lignin, sulfida, polifenol,
kumarin, ssponin, senyawa furl, alkaloid, peliens,
tiopen, protemn dan  peptida  diketahui  dopat
menghambat replikasi dari bermacam tipe virus DNA
ot RNA (Javed et ol, 2011). Skrining fitokimin
terhidap tanaman ini diketahui mengandung golongan
senyawa minyak atsin, sterol, triterpen, monoterpen
dan flavonoid (Kumar don Laxmidhar, 2011). Dalam
batang E. globidus diketahui mengandung senyowa-
senyawa: guinat, dihidroksifenilasetst, dan  asam
kafeat, bizs (heksahidroksidifenmil (HHDP))-glukosa,
galloil-bis (HHDP)-glukosa, galloil-HHDP glukosa,
isorhomentin-heksosida,  asam  quersetin-heksosida,
metilalergai  (EA)-peniosa konjugal,  muriseiin-
rhamnosida,  sorhamnetinthamnosida,  mearnsetin,
phloridein, meamnsetin-heksosida, luteolin, dan tupe B-
proantosianidin - dimer  (Santos et al, 2011).
Berdasarkan latar belakang di atas maka akan
dilakukan penelitian  aktivitas antiviral batang E.
globulus terhadap virus hepatitis: C JFHIa dengan
mengeunakan  ekstrnk  etanol  B0%  dan  fraksi
diklorometana, etil asetat, butanol dan wr.

BAHAN DAN METODE

Bahan Tanaman, Batong tanaman £ Clofules
didapatkan dan Cangar, Bat, Kab, Malang pada bulan
April 20010 dan telah dideterminasi di Kebun Raya
Purwodadi, Pasyruan, Jowa Timur.

Bahan untuk ckstraksi, fraksinasi, dan skrining
fitokimin, Ewnol $0%, diklorometana, etil asetat,
butanol, kloroform, metanol, n-heksann, asetonitrl,
squadest, penampak noda H.80, 1086 dalam memnol.

Bahan Uji in vitro. Virus JFHla strain 2o, cell
HuhTit, Oulbeca’s Mod fied Eagle Medium (DMEM,
GIBCO-Invitrogen), Fetal Bovine Serum  (FBS,
GIBCO-Invitrogen), Nom-gssentiol  Amino  Acids
(NEAA, GIBCO-Invitrogen), kanamycin (SIGMA),
Dulbesco's  Phosphate By fered  Saline  (DPBS,
GIBCO-Invitrogen), Trypsin-EDTA (GIBCO-
Invitrogen), DAB Thermo Staining, DMSO, Bovine
Servm Albumin (BSA. Roche), Formaldehids (HCHO,
Applicam), TritonX-100 {Promega), anti-serum pasien
HCV, HRP-Goat-anti-human fg (MBL).

Pembuatan Ekstrak ctanol 80 % dan fraksinasi.
Serbuk simplisia sebanyak 50 gram di ekstraksi dengan
metode wltrasonic assisted extroction menggunakan
pelarut  etanol 80%. Secbanyak 150 ml pelanu

Jrmal Farean dar [ Ki formastan fadonesia, Vol T No |, Jumi 2004 i7

ditarnbahkan pada simplisia lale ultraszonik sebamynk 3
kali masing-masing selama 3 menit, kemudian
didiamkon selama 5 menit. Hasil wltmsonik disanng
untuk mendapatkan fltramya. Residu yang diperoleh di
ekstraksi kembali dengan cara vang sama sebanyak tiga
kali. Ketiga filtrat yang didapat dikumpulkan menjadi
satu lalu dipekstknn dengan menggunakan ronary
evaporator sampai diperoleh ekstrak pekat. Ekstrak
pekal kemmdian difraksinasi cair-cair dengan pelarui
diklorometana, efil asetat dan butanal.

Uji aktivitas antihepatitis C dan toksisitas secara
im vifre. Tohapan vang dilakukan untuk pengujian
aktivitas antihepatitis C adalah sebagai berikut;

|. Persiapan sel hepatosit. Thawing cell stock dari -
80 C, ditambshkan 5.5 mL mediom, disentrifugasi
pada 12500 rpm 5 menit dan supernatan dibuang.
Ditambahkan pellet dengan 0.5 mL medium dan
selamjumya dimasekkan dalam petri 5 mL yang berisi 3
mL medium dan inkubasi 24 jam. Setelah 24 jam hasil
mkubasi dicuci dengan PBS dmm dilakukan pasving
pada 10 em. Jika sel sudah menunjukkan pertumbuhan
minimal 80% maka dilakukan passing berikutnya,

2. Persispan vimus hepatitis, Dilakukan binkan sel
virus pada sel hepatosit. Dhlakukan pemanenan pada
han ke satu sampai dengan ke tujuh. Dihitung titer
virus pads masing-masing hari. Vins yang digunakan
untuk uji adalab vines dengan nilai titer yang tertinggi.

3 Uji toksisitas. Dilakukan seeding sel hepatosit pasda
96 well dengan densitas 3 x 10°, diinkubasi selama 24
jam. Setelah inkubasi dimasukkan sampel pada tinp well
sebanyik 100 pL dengan pengenceran 100; 30; 10; 1; 0,1
ug'ml. Inkubasi selama 24 jam dan ditambahkan pereaksi
wil-1  sebanyak 10 pL pads  masmg-mosing  well,
diinkubasi selama | jam dan divkur absorban sampel.
Hasil pengukuran dibandingkan dengan kontrol,

4. Uji oktivitas. Lakukan seeding padn 24 well,
diinkubasi 12 jam. Setelah inkubasi ditambahkan vires
dun sampelpada tiap-tiap well sebanyak 200 ul dar
tiap pengenceran. Pada penelitian ini dibuat Konsentrasi
bahan uji 100 pg/ml, 30 pg/ml, 10 pg/ml, | pg/ml dan
0,1 pg/ml. Selanjutmys dilakukan inkubasi selama 48
jam  dan  diambil supematan dari  masing-masing
konsentrasi untuk dihitung titernya. Perhitungan titer
sel yang terinfeksi dilakukan dengan cara yang sama
yaitu pada well 24, Selunjutnya, setelah dimkubas 24
jam dilakukan Mocking serin pewamaan  dengan
immino floiresence analysis.

S.Analisa Data, Pada penelitian ini didapatkan data
% infeksi sel. Selanjutnya dihitung persen
penghambatan dari masing masing dosis. Hambatan
pertumbuhan 50% (ICs) ditentukan menggunakan
analisa probit dengan membuat kurva hubungan antara

persen penghambatan dengan log dosis,

HASIL DAN PEMBAHASAN

Pada ekstrak etanol, fraksi diklorometana, eril
asetat, butanol dan air dilakukan pengujian aktivitas
anfithepatitis C secara i vitro terhadsp virus JFHia
strain 2a. Hasil uji dapat dilibat pada tabel |.
Wahyumi et al. (2013) melaporkan bahwa ekstrak
etanol 0% dari batang Frecahpre globulis memiliki
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aktivitas potensinl terhadop virus I6JFH1 dengan 1Cyy,
schesar 430 pg/'ml. Data pada tabel 1 tersebut
menunjukkan bahwa mlai [Cy; ekstrok etanol, fraksi
diklorometana, fraksi etl ssetat dan fraksi butanol
kurang dari 30 pg/ml. Dengan demikian dopat
dinyatakan hahwa ekstrak etanol, frakst diklorometana,
fraksi etil asetat dan fraksi butanol juga aktif sebagai
antihepatitis C terhadap wvirus JFHla strain Ja
Sedangkan untuk fraksi air dapat dinyatakan sebagu
kurang aktf dalam menghambat pertumbuhan virus
JFH 1 a karena nilai 1C 5 lebih dari 30 pg/ml,

Untuk mengetahui tinghat keamanan atau toksisitas
dari bahan vji makan dialkkukan uji toksisites dengan
metade MTT assay. Sel hepatosit vang telah diinfeksi
dengan virus JFH La akan beresksi dengan reagen MTT
sehingga menghasilkan warna ungu vang selanjutnya

Fersianl 1P, ot al

dilihat absorbansinys dengan ELISA  Reader pada
panjang gelombang 490 nm dan 630 nm. Absorbansi
yang didapat kemudian digunakan untuk menghitung
persen viabilitas sel vang dibandingkan dengan sbsorbansi
kontrol. Hasil uji wksisitas dan ekstrak dan fraks kulit
batung E. globudis dapat dilihod pada tabel 2 di bawah ini.

Efektivitas dari  prodek  yang  ditelin  dalam
menghambat  replikass  virus  dibandingkan  dengun
kematian sel didefimsikan sebagni selektivitas indeks
{yaitu, nilai CCag/nilal 1Cx). Hal imi menumjukkan untuk
memiliki indeks terapt tingg suatu produk harus  dapat
memberiknn aktivitis antivirus vang maksimuam dengan
toksigitas sel yang mimimal (FDA, 2006). Oleh karena i,
dihitung selektivitus indeks dar ckstmk dan masing-
mising Fraksi sepertl tercantim pada Tabel 3 di bawah ind,

Tabel 1, Hasil uji aktivitas antihepatitis C ekstrak dan fraksi £ globuelus

Komscotrasi __ Ekstuk Exaned 80% Frakst DCM Frakst Eril asctat Fraksi Butanol Fraksi Aur
(el Jumlah % Jamlah % Jumilsh s Jumlah % Jumiah %
selvang mfeksl  selyang nfika o welyomg mfeks 0 selveng  nfeksl o selvamg  imficks
serinfeksi terinfeksi erinfeksi terinfeioni wrinfeld
| 1 i [ 2 il
i) 2 0 47 a ] 0 (1] o 054 4 5991
I 1 0 3 30 ” 6
0, b 24,06 . 0 i 30,66 2 27,36 s 74,53
I 78 4 73 94 2 107
] 2 77 FENT 3 425 & [ H 75 ™12 o 95,75
| 87 % 71 . B 120 101
b2 96 %32 74 Chd 59 #6532 T B T R o
[ (19 107 107 1] 1L 4
o, 4 104,25 it 116,9% <+ 102.K3 i 108.96 ol 104,25
Kaentrol {-) 1
duplo 2
Cye Af#) 47
duplo &0
[
_!E;;'zﬂl 10,19 b4 10,49 18,78 208,79
Tabel 2, Hasil uvji toksisitas ekstrak dan fraksi E Dari datn pada Tobel 3 tersebut diketahui bahwa
gelorbrelu ekstrak  diklorometans  memberikan  aktivitas  anti
Kz s vinbilitas hepatitis-C paling tinggi yaitu 1,64 pg/ml. Sayangnya,
wgmll  Elemk Frksi ks Fksi  Fraks wksisitas dari fraksi diklorometana ini pun tinggi
DCM  EA  bummol  Air dengan CCs 7,75 pg/mi dan S1 4.7 ug/ml. Sedangkan
100 89,10 569 3018 394 10342 pada ekstrak etanol, fraksi etil asetat dan fraksi butanol
o Lpr ma o o e kurang aktif dibandingkan fraksi diklorometana, tetapi
f e D m{ﬁ o tksisitasnya relatif lebih kecil. Sehingga dapat
" i dijadikan  kandidat bahan antihepatitis-C  dalam
0.1 1075 970 5970 1345 ID6ER .
CCy S0 775 3446 STTR 2100 pengembangan selanjutnya. i
{pg/ml) Kesimpulan., Ekstmk etanol 80% dari batung
Evcalyptus globilus, froksi diklorometans, fraksi etil
Tabel 3. Nilai ICw, CCs dan SI dari ekstrak dan fraksi asctat dan fraksi butanol aktif sehagai antihepatitis C
E.globulus terhadap virus JFHIa strain 2a dengan ICs berturut-
Nama Sampel CCm ICu 51 wrut 10,19 pg/ml, 1,64 pg/ml, 10,49 pg/ml, dan 18,78
Ekstrak Etanol 80% >100 10,9 >98 ug/ml. Fraksi diklorometana merupakan fraksi yang
Fraksi Dikiorometana 7.5 1,64 4.7 paling akuif namun toksik dengan nilai CCy 7.75 pg/ml
Fraksi Atil Asetat 14,46 10,49 33 dan SI 4.7 pg.-’r;li._ Sedangkan fmkss air tidak tidak
Fraksi Butanol 57,73 18,78 3,1 menunjukkan aktivitas antihepatitis C.
Fraksi Air =100 205,79 =05
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