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ABSTRACT

EXPLORATION OF ANTIOXIDANT AND CYTOTOXIC ACTIVITY
OF 96% ETHANOLIC EXTRACT OF KABAU SEED SHELLS
(Archidendron bubalinum): AN ANTICANCER STUDY
ON MCF-7 BREAST CANCER CELLS

By

FATIYAH KAMILAH HAKIM

Background: Cancer treatment continues to evolve rapidly in line with the
increasing incidence of cancer worldwide. One potential approach currently being
developed for cancer prevention and treatment is the use of natural antioxidants.
Previous studies have reported high antioxidant activity in the Archidendron
bubalinum. However, no studies have linked this plant to its anticancer potential,
particularly against breast cancer, which has a high prevalence globally. Therefore,
this study aimed to explore the antioxidant and cytotoxic activities of Archidendron
bubalinum seed shells extract on MCF-7 breast cancer cells.

Methods: In this study, extraction was performed using the Ultrasound-Assisted
Extraction method with 96% ethanol as the solvent. The crude extract was then
qualitatively analyzed for its compound content and its antioxidant activity was
evaluated using the DPPH method, the cytotoxic activity against MCF-7 breast
cancer cells was assessed using the MTT assay.

Result: The ethanolic extract of kabau seed shells contained saponins, phenolics,
tannins, and flavonoids. The results showed a high ICso value for antioxidant
activity at 38,23 mg/L. No significant cytotoxic activity was observed, indicating
that the sample did not achieve 50% inhibition of MCF-7 breast cancer cells.
Conclusion: The ethanolic extract of kabau seed shells exhibited excellent
antioxidant activity, but did not demonstrate cytotoxic activity against MCF-7
breast cancer cells.

Keywords: Archidendron bubalinum, antioxidant activity, cytotoxic activity,
breast cancer, MCF-7 cell line.



ABSTRAK

EKSPLORASI AKTIVITAS ANTIOKSIDAN DAN AKTIVITAS
SITOTOKSIK EKSTRAK ETANOL 96% KULIT BIJI KABAU
(Archidendron bubalinum) : STUDI ANTIKANKER PADA
SEL KANKER PAYUDARA MCF-7

Oleh

FATIYAH KAMILAH HAKIM

Latar Belakang: Pengobatan kanker terus berkembang pesat seiring dengan
masifnya kejadian kanker di dunia. Salah satu potensi yang dikembangkan saat ini
untuk pengobatan dan pencegahan kanker adalah antioksidan alami. Beberapa
penelitian terdahulu melaporkan bahwa adanya aktivitas antioksidan yang tinggi
pada tanaman kabau (Archidendron bubalinum). Namun, belum ada penelitian yang
menghubungkan tanaman kabau dengan potensinya sebagai antikanker, seperti
kanker payudara yang prevalensinya tinggi di dunia. Sehingga, dalam penelitian ini
dilakukan eksplorasi aktivitas antioksidan dan aktivitas sitotoksik pada sel kanker
payudara MCF-7.

Metode: Dalam penelitian ini, proses ekstraksi dilakukan dengan metode
Ultrasound-Assisted Extraction menggunakan pelarut etanol 96%. Ekstrak kental
selanjutnya dilakukan identifikasi senyawa secara kualitatif dan diteliti aktivitas
antioksidannya menggunakan metode DPPH. Kemudian, dilakukan uji aktivitas
sitotoksik pada sel kanker payudara MCF-7 menggunakan metode MTT.

Hasil: Ekstrak etanol kulit biji kabau mengandung senyawa saponin, fenolik, tanin,
dan flavonoid. Didapatkan hasil nilai ICso aktivitas antioksidan yang tinggi sebesar
38,23 mg/L. Tidak didapatkan adanya aktivitas sitotoksik yang berarti bahwa
sampel tidak mencapai penghambatan 50% pada sel kanker payudara MCF-7.
Simpulan: Ekstrak etanol kulit biji kabau memiliki aktivitas antioksidan yang
sangat baik, tetapi tidak menunjukkan aktivitas sitotoksik pada sel kanker payudara
MCEF-7.

Kata kunci: Archidendron bubalinum, Aktivitas antioksidan, Aktivitas sitotoksik,
Kanker payudara, Sel MCF-7
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1.1

BAB 1
PENDAHULUAN

Latar belakang

Pengobatan kanker merupakan salah satu pengobatan yang berkembang
pesat selama ini. Hal ini dikarenakan banyaknya kasus kematian akibat
kanker. Menurut data WHO secara global, pada tahun 2020 terdapat 10 juta
kasus kematian akibat kanker dan salah satu diantaranya yaitu kanker
payudara yang menyumbang 685.000 kasus kematian dan 2,26 juta kasus
baru sehingga menjadikan kanker payudara sebagai salah satu jenis kanker
yang prevalensinya tinggi di dunia (WHO, 2022). Oleh karena itu, berbagai
pendekatan mengenai pengobatan kanker yang aman dan efektif terus
dikembangkan dan disempurnakan. Terdapat berbagai macam jenis
pengobatan kanker yang dibedakan menjadi pengobatan konvensional
seperti radioterapi, pembedahan, dan kemoterapi serta pengobatan modern
meliputi terapi hormon, modalitas anti-angiogenik, terapi stem cell,
imunoterapi dan imunoterapi sel dendritik (Abbas & Rehman, 2018).
Pengobatan modern belum mencapai tingkat yang dapat menahan angka
kematian dan mengurangi perpanjangan waktu kelangsungan hidup kanker
metastasis (Debela et al., 2021). Pengobatan kanker konvensional,
meskipun cukup efektif dalam pengobatan kanker, masih memiliki efek
samping yang signifikan dalam penggunaannya (Abbas & Rehman, 2018).
Di sisi lain, antioksidan dengan sifatnya yang mampu mengurangi
kerusakan akibat stres oksidatif dan efektif menangkal radikal bebas,
memiliki potensi sebagai alternatif dalam upaya pencegahan dan
pengobatan penyakit yang berkaitan dengan stres oksidatif seperti kanker
(Akanji et al., 2020; Munteanu & Apetrei, 2021).



Berdasarkan sumbernya, antioksidan dibagi menjadi antioksidan endogen
(enzim) dan antioksidan eksogen atau antioksidan alami (He et al., 2017).
Antioksidan alami merupakan senyawa bioaktif yang terdapat dalam
makanan maupun tanaman obat yang meliputi fitokimia fenolik, vitamin,
dan karotenoid (Mendonga et al., 2022). Vitamin E terbukti dalam
menurunkan risiko kanker dan penyakit kardiovaskular dengan
kemampuannya melindungi lipid dari oksidasi serta sebagai antioksidan
pemecah rantai fase lipid (Mangge ef al., 2014). Vitamin C bekerja dengan
menghentikan reaksi berantai radikal bebas dan melindungi dari kerusakan
peroksidatif (Nimse & Pal, 2015). Karotenoid berkaitan dengan penurunan
risiko kanker dan juga terbukti dapat menonaktifkan radikal peroksil yang
berkontribusi terhadap stress oksidatif di dalam sel (Nimse & Pal, 2015;
Rodriguez-Amaya, 2015). Fitokimia fenolik terdapat dalam berbagai bagian
tumbuhan dan merupakan sumber penting antioksidan yang bekerja
mengatasi atau mencegah oksidasi (Yousfi ef al., 2021). Secara keseluruhan,
penelitian menunjukkan bahwa antioksidan alami memiliki potensi besar

dalam pencegahan dan pengobatan kanker.

Kaitan antara antioksidan dan kanker telah menjadi fokus penelitian yang
berkembang pesat selama ini. Studi terbaru menunjukkan bahwa ekstrak
etanol kulit biji kabau (Archidendron bubalinum) yang diekstraksi dengan
metode maserasi memiliki aktivitas antioksidan yang sangat tinggi
dibanding dengan menggunakan pelarut lainnya sehingga ekstrak etanol
kulit biji tanaman kabau (Archidendron bubalinum) memiliki potensi
sebagai agen antioksidan (Irawan et al., 2018; Liyana et al., 2019;
Rahmawati et al., 2020; Riasari et al., 2019). Antioksidan memiliki peran
dalam terapi kanker karena dapat menghilangkan radikal bebas
pengoksidasi, sehingga mencegah kerusakan sel (Ammar et al., 2020). Akan
tetapi, sampai saat ini penelitian spesifik mengenai potensi tanaman kabau
(Archidendron bubalinum) sebagai agen anti kanker masih sangat terbatas.
Namun, banyak tanaman dalam famili yang sama dengan Archidendron

bubalinum (Fabaceae) telah menunjukkan potensi aktivitas anti kanker



1.2

1.3

1.3.1

yang baik dengan menurunkan risiko kanker serta efektif dalam pencegahan

dan pengobatan kanker (Usman et al., 2022).

Berdasarkan penelitian tersebut, senyawa yang terdapat pada tanaman
dalam famili Fabaceae berpotensi sebagai antioksidan serta terbukti
memiliki kemampuan anti kanker. Sebagai anggota famili Fabaceae,
tanaman kabau (Archidendron bubalinum) belum diteliti secara spesifik
mengenai potensinya sebagai antikanker. Oleh karena itu, penelitian ini
dilakukan untuk menganalisis potensi ekstrak etanol kulit biji tanaman
kabau (Archidendron bubalinum) sebagai agen antioksidan dan antikanker

pada sel kanker payudara MCF-7.

Rumusan Masalah

Rumusan masalah pada penelitian ini adalah:

a. Bagaimana profil kandungan aktif metabolit sekunder kulit biji kabau
(Archidendron bubalinum)?

b. Bagaimana aktivitas antioksidan kulit biji kabau (Archidendron
bubalinum)?

c. Bagaimana aktivitas sitotoksik kulit biji kabau (Archidendron

bubalinum) terhadap sel kanker payudara MCF-7?

Tujuan Penelitian

Tujuan Umum

Tujuan umum penelitian ini dimaksudkan untuk mengetahui aktivitas
antioksidan dan aktivitas sitotoksik yang terkandung dalam ekstrak etanol
kulit biji kabau (Archidendron bubalinum) terhadap sel kanker payudara
MCF-7 menggunakan Ultrasound-Assisted Extraction.



1.3.2

1.4

1.4.1

1.4.2

1.4.3

1.4.4

Tujuan Khusus

Berikut merupakan tujuan khusus dari penelitian ini:
a. Mengetahui profil kandungan aktif metabolit sekunder kulit biji
kabau (Archidendron bubalinum).
b. Mengetahui aktivitas antioksidan kulit biji kabau (Archidendron
bubalinum).
c. Mengetahui aktivitas sitotoksik kulit biji kabau (Archidendron
bubalinum) terhadap sel kanker payudara MCF-7.

Manfaat Penelitian

Bagi Peneliti

Diharapkan hasil penelitian ini dapat meningkatkan wawasan, pengetahuan,

serta informasi bagi peneliti dalam bidang analisis bahan alam.

Bagi Peneliti Lain

Diharapkan hasil penelitian ini dapat menjadi referensi untuk penelitian
lanjutan dan dasar untuk mengembangkan pengobatan kanker alami serta
pengembangan antioksidan berbasis kulit biji kabau (Archidendron

bubalinum).

Bagi Institusi Terkait

Diharapkan hasil penelitian ini dapat digunakan sebagai referensi untuk
studi lanjutan di Program Sarjana Farmasi Fakultas Kedokteran Universitas

Lampung.

Bagi Masyarakat

Diharapkan hasil penelitian ini dapat meningkatkan pemahaman
masyarakat mengenai pemanfaatan kulit biji kabau (Archidendron

bubalinum) sebagai agen antioksidan serta antikanker penunjang alami.



2.1

2.1.1

2.1.2

BAB 11
TINJAUAN PUSTAKA

Kabau (Archidendron bubalinum)

Taksonomi

Berdasarkan taksonominya, kabau (Archidendron bubalinum (Jack) 1.C.
Nielsen) diklasifikasikan sebagai berikut:
(Archidendron bubalinum (Jack) I.C.Nielsen in GBIF Secretariat, 2023)

Kingdom : Plantae

Divisi : Tracheophyta

Kelas : Magnoliopsida

Orde : Fabales

Famili : Fabaceae

Genus : Archidendron F.Muell

Spesies : Archidendron bubalinum (Jack) 1.C.Nielsen
Morfologi

Tanaman kabau (Archidendron bubalinum) merupakan anggota famili
Fabaceae yang berasal dari Semenanjung Malaysia, Thailand, dan Sumatra
di Indonesia serta tumbuh secara alami di hutan hujan tropis sekunder di
dataran rendah dan perbukitan (Lim, 2012). Kabau memiliki nama yang
berbeda di setiap daerah, seperti kabau (Jambi, Palembang, Riau), jering
utan (Riau), kabeu (Bengkulu), jering kabau (Sumatra Barat), julang-jaling
(Lampung), kerdas atau jering tupai (Malaysia), dan nieng-nok (Thailand)
(Komariah & Hartana, 2016). Tanaman kabau (Archidendron bubalinum)

memiliki daun yang tersusun spiral, majemuk menyirip ganda berbentuk



lanset hingga elips-lanset hingga lonjong dengan anak daun 1-2 pasang per
pina dan memiliki bunga berwarna putih, bunga sempurna (hermafrodit atau
biseksual), memiliki kelopak yang berbentuk cangkir dan mahkota
berbentuk tabung serta terdapat banyak benang sari (Lim, 2012). Buah
tanaman kabau (Archidendron bubalinum) berbentuk polong, lurus sampai
agak melengkung dengan ujung membulat, berwarna hijau yang memiliki
biji yang tersusun rapat di dalamnya, berbentuk elipsoid hingga bulat telur,
pipih menyamping, berwarna putih krem, berubah warna menjadi coklat
hingga coklat kemerahan, dan mengkilat saat matang (Gambar 1) (Lim,

2012).

Gambar 1. Tanaman Kabau (Archidendron bubalinum), Buah (A); Biji dan kulit (B);
Daun (C); Pohon kabau (D) (Chaniago & Aisyah, 2022; Djatmiko, 2017; Morad, 2012)



2.1.3

2.14

Kandungan Senyawa

Tanaman Kabau (4rchidendron bubalinum) memiliki kandungan senyawa
fenolik, tanin, alkaloid, terpenoid, protein/asam amino, pati yang tersebar
berbeda pada bagian-bagian biji kabau (Riasari et al., 2021). Hasil skrining
fitokimia secara keseluruhan menunjukkan adanya berbagai golongan
senyawa seperti alkaloid, flavonoid, fenol, tanin, terpenoid/steroid,
mono/seskuiterpen, dan kuinon. Pada ekstrak etil asetat dari tanaman kabau
teridentifikasi mengandung ester asam lemak seperti asam heksadekanoat
dan asam 9-oktadekanoat dalam bentuk metil esternya, serta asam
karboksilat seperti asam heksadekanoat dan asam (Z) -11- oktadekanoat.
Sementara itu, ekstrak n-heksana kaya akan senyawa alifatik seperti alkana
dan alkena, serta berbagai gugus fungsi lainnya seperti ester, keton,
karboksilat, amino, fenolik, dan aromatik. Lebih lanjut, skrining fitokimia
pada ekstrak metanol cangkang biji Archidendron bubalinum juga
mengkonfirmasi adanya flavonoid, tanin, total fenol, dan terpenoid, namun
alkaloid dan saponin tidak terdeteksi. Keragaman senyawa ini
mengindikasikan kabau mengandung beragam senyawa bioaktif yang
potensial memiliki aktivitas farmakologis (Hanafi et al., 2018; Irawan et al.,

2018; Riasari et al., 2019).

Aktivitas Biologis

Berdasarkan penelitian sebelumnya yang pernah dilakukan, setiap bagian
kabau (Archidendron bubalinum) memiliki berbagai sifat farmakologis
sebagai berikut: Kulit biji tanaman kabau (Archidendron bubalinum)
terbukti memiliki aktivitas antioksidan yang sangat tinggi (Rahmawati et
al., 2020; Riasari et al., 2019). Ekstrak heksan, etil asetat, etanol, dan air
dari biji kabau (Archidendron bubalinum) memiliki aktivitas antibakteri
baik terhadap bakteri gram negatif maupun bakteri gram positif serta
bersifat anti fungi pada ragi dan jamur berfilamen (Teh et al., 2022). Ekstrak
etanol akar kabau (4Archidendron bubalinum) memiliki potensi sebagai anti
diabetes karena terbukti dapat menurunkan kadar glukosa darah tikus putih

jantan yang diinduksi diet tinggi lemak dan fruktosa (Annisa Amriani et al.,



2021). Selain itu, daun kabau (4rchidendron bubalinum) yang dimaserasi
dan difraksinasi memiliki aktivitas imunomodulator sebagai imunostimulan
yang ditandai dengan peningkatan indeks fagositosis pada tikus putih jantan
(Rattus norvegicus) (Sofia et al., 2024). Sehingga secara keseluruhan,
tanaman kabau (4rchidendron bubalinum) telah terbukti memiliki sifat-sifat

farmakologis yang berpotensi untuk dikembangkan lebih lanjut.

Sifat farmakologis juga dimiliki oleh senyawa-senyawa seperti fenolik,
tanin, alkaloid, dan flavonoid yang terkandung dalam tanaman kabau
(Archidendron bubalinum) yaitu bersifat sebagai antioksidan (Muscolo et
al., 2024). Flavonoid dapat bertindak sebagai antioksidan dengan
menyumbangkan atom hidrogen ke radikal bebas, sehingga menghasilkan
radikal antioksidan yang lebih stabil dan tidak mudah mengalami auto-
oksidasi (Hassanpour & Doroudi, 2023). Berbeda halnya dengan alkaloid,
mekanisme kerja alkaloid yang tepat terhadap stres oksidatif tidak selalu
jelas dan dapat mencakup lebih banyak mekanisme. Hal tersebut karena
terdapat kompleksitas pada sistem ROS/antioksidan. Banyak alkaloid telah
terbukti memengaruhi NADPH-oksidase, baik dengan menghalangi
translasi unit enzimatik atau pembentukan sistem enzimatik multiunit
fungsional ini. Alkaloid juga memiliki kemampuan dapat bertindak sebagai
pro-oksidan atau antioksidan (Macdkova et al., 2019). Mekanisme kerja
antioksidan senyawa fenolik dilakukan dengan meningkatkan atau
menurunkan regulasi elemen transkripsi yang terlibat dalam jalur
antioksidan, seperti faktor nuklir-kB (NF-xB) atau faktor nuklir-faktor
eritroid 2-faktor terkait 2 (Nrf-2) (Rahman et al., 2022). Namun,
keseluruhan mekanisme aktivitas antioksidan senyawa fenolik dapat

melalui mekanisme HAT atau elektron tunggal (Zeb, 2020).

Selain bersifat sebagai antioksidan, senyawa fenolik juga memiliki
mekanisme antikanker dengan cara yang multitarget, yaitu menyerang
berbagai proses penting dalam sel kanker. Senyawa fenolik dapat

menyebabkan kerusakan pada DNA sel kanker secara langsung dengan



menghentikan siklus sel pada fase tertentu dan menghambat aktivitas
protein Akt dan PI3K, sehingga sel kanker tidak dapat membelah diri dan
tumbuh. Kerusakan DNA yang parah akan memicu mekanisme perbaikan
atau apoptosis. Senyawa fenolik dapat membantu memperbaiki kerusakan
DNA pada sel kanker, sehingga menghambat pertumbuhannya. Jika
kerusakan DNA ini tidak diperbaiki, sel kanker dapat terus tumbuh dan
berkembang (Gambar 2) (Rahman et al., 2022).
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Gambar 2. Mekanisme senyawa fenolik dalam menghambat pertumbuhan sel kanker

2.2

2.2.1

(Rahman et al., 2022)

Ekstraksi

Definisi

Ekstraksi dilakukan sebagai langkah awal penelitian untuk memisahkan zat
atau senyawa yang potensial dari sumbernya yang dapat berupa tanaman
atau hewan dengan menggunakan teknik ekstraksi yang selektif sehingga
hasilnya dapat digunakan sebagai obat herbal atau untuk pengujian aktivitas

biologis metabolit sekundernya serta mengisolasi senyawa yang terkandung
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(K. Patel et al., 2019b). Proses ektraksi bahan alam dilakukan dengan
melewati tahapan berikut: (1) pelarut menembus ke dalam matriks padat;
(2) zat terlarut larut dalam pelarut; (3) zat terlarut terdifusi keluar dari
matriks padat; (4) zat terlarut yang diekstraksi dikumpulkan, efisiensi
ekstraksi dapat dipengaruhi oleh sifat pelarut, ukuran partikel bahan baku,
rasio pelarut, suhu dan durasi ekstraksi (Q. W. Zhang et al., 2018).

Berdasarkan metodenya, ekstraksi dapat dikategorikan ke dalam metode
konvensional (maserasi, perkolasi, rebusan, ekstraksi refluks, ekstraksi
Soxhlet) dan modern (ultrasonik, ekstraksi dengan bantuan gelombang
mikro) (M. Zhang et al., 2023). Terdapat beberapa teknik ekstraksi seperti
ekstraksi cair-cair/pelarut (liquid-liquid extraction), ekstraksi fase padat
(solid phase extraction), ekstraksi padatan-cairan (solid-liquid extraction),
dan Supercritical Fluid Extraction (K. Patel et al., 2019a). Selain itu,
terdapat pula teknik ekstraksi hijau (green extraction technique) yang
merupakan teknik ekstraksi ramah lingkungan dengan menghasilkan
rendemen senyawa target yang lebih tinggi dan mengurangi produksi
limbah dibandingkan dengan metode ekstraksi konvensional sehingga dapat
mengurangi dampak lingkungan yang buruk dengan penggunaan pelarut
yang dapat berdampak negatif pada kesehatan manusia dan lingkungan
sehingga teknik ini hanya menggunakan pelarut tidak beracun, seperti air
atau karbon dioksida, dan/atau metode ekstraksi seperti microwave-assisted
extraction, ultrasound-assisted extraction, serta pressurized liquid

extraction (Putra et al., 2023).

Metode Ultrasound-Assisted Extraction

Ultrasound-assisted extraction (UAE) biasa juga disebut sebagai sonikasi
merupakan metode ekstraksi dengan menggunakan gelombang ultrasonik
dalam prosesnya yang akan mempercepat disolusi dan difusi zat terlarut
serta perpindahan panas, sehingga meningkatkan efisiensi ekstraksi (Q. W.
Zhang et al., 2018). Perambatan gelombang ultrasonik dalam medium,

menyebabkan partikel dalam medium bergetar dalam jangkauan spasialnya,
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sehingga meningkatkan difusi dan perpindahan massa dalam medium (M.
Zhang et al., 2023). Secara mekanis, ultrasonik meningkatkan kontak
permukaan antara molekul pelarut dan matriks sampel tanaman sehingga
akan memodifikasi dan mengganggu karakteristik fisik dan kimia bahan
tanaman, mempercepat pelepasan fitokimia, dan selanjutnya memperkuat
pergerakan massa sistem pelarut ke dalam sel tanaman (Bitwell et al., 2023).
Proses ultrasound-assisted extraction (UAE) menggunakan frekuensi
antara 20 KHz hingga 2000 KHz serta dapat meningkatkan permeabilitas
dinding sel dan proses ini banyak digunakan ekstraksi antosianin dan
antioksidan dan juga berguna dalam bidang nanoteknologi (Gambar 3) (K.
Patel et al., 2019a).
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Gambar 3. Skema diagram ultrasound-assisted extraction (UAE) (Sanjaya et al., 2022)

Metode ultrasound-assisted extraction (UAE) merupakan teknik yang
ramah lingkungan dan murah jika dibandingkan dengan teknik ekstraksi
konvensional serta metode ini dapat mempercepat proses ekstraksi,
menurunkan konsumsi energi, dan meningkatkan perolehan fitokimia dari
berbagai tanaman seperti stroberi, jeruk, kulit anggur, dan biji tanaman
kesumba (Bitwell et al., 2023). Selain itu, metode ini dapat meningkatkan
efisiensi ekstraksi dan juga mengurangi penggunaan pelarut dibanding

dengan metode konvensional (M. Zhang et al., 2023).
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Pemilihan Pelarut

Dalam ekstraksi pelarut, pemilihan pelarut merupakan hal yang sangat
penting dengan mempertimbangkan selektivitas, kelarutan, biaya dan
keamanan serta pengaruh sifat kepolaran pelarut (Hakim & Saputri, 2020).
Berdasarkan hukum /ike dissolves like pelarut dengan nilai polaritas yang
mendekati polaritas zat terlarut cenderung memiliki kinerja yang lebih baik
dan sebaliknya (Q. W. Zhang et al., 2018). Pertimbangan rasio konsentrasi
zat terlarut terhadap pelarut umpan dalam pemilihan pelarut yang biasa
disebut sebagai faktor pemisahan merupakan ukuran efektivitas pelarut
untuk memisahkan konstituen dan jika semakin tinggi selektivitasnya maka
semakin mudah pula pemisahannya dengan nilai koefisien distribusi yang
lebih tinggi umumnya diinginkan karena jumlah pelarut yang lebih sedikit
dan jumlah tahapan ekstraksi yang diperlukan untuk tugas ekstraksi tertentu
lebih sedikit serta pelarut harus murah, tidak beracun dan tidak mudah

terbakar (K. Patel et al., 2019a).

Etanol dan metanol merupakan pelarut universal yang digunakan dalam
ekstraksi fitokimia (Q. W. Zhang et al., 2018). Etanol merupakan pelarut
organik yang sering digunakan dalam proses ekstraksi karena mudah
didapatkan, efisien, aman untuk lingkungan dan untuk dijadikan obat dan
makanan, relatif tidak toksik, biaya murah serta memiliki tingkat ekstraksi
yang tinggi. Namun, penggunaan etanol dalam senyawa flavonoid dan
senyawa fenolik yang optimal sangat tergantung kepada faktor konsentrasi,

suhu, waktu dan pemilihan metode ekstraksi (Hakim & Saputri, 2020).

Senyawa Metabolit Sekunder

Definisi

Tumbuhan menghasilkan beragam senyawa organik yang secara biosintesis
berasal dari metabolit primer dan sebagian besar tidak berperan langsung
dalam pertumbuhan dan perkembangan serta sering terakumulasi dalam

jumlah yang lebih kecil dan cenderung disintesis oleh tipe sel khusus pada
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tahap perkembangan berbeda (Jain ef al., 2019). Metabolit sekunder
memainkan peran penting dalam membantu tanaman mengatasi berbagai
kondisi stres serta produksinya sangat bergantung pada tahap
perkembangan dan kondisi fisiologis tanaman. Pembentukan metabolit
sekunder pada tumbuhan melibatkan tiga jalur utama. Jalur asam shikimat
bermula dari hasil siklus TCA dan PPP, menghasilkan senyawa aromatik
yang menjadi prekursor untuk berbagai metabolit sekunder seperti
fenilpropanoid dan flavonoid. Jalur asam mevalonat, berawal dari asetil-
CoA, menghasilkan IPP dan DMAPP yang merupakan unit dasar
pembentukan terpenoid seperti monoterpen dan diterpen. Sementara itu,
jalur MEP juga menghasilkan IPP dan DMAPP dari piruvat dan
gliseraldehida-3-fosfat, yang kemudian digunakan dalam sintesis terpenoid.
Ketiga jalur ini saling terkait dan berawal dari hasil metabolisme primer,
menunjukkan bahwa metabolisme primer merupakan fondasi bagi
pembentukan senyawa-senyawa yang lebih kompleks ini (Gambar 4)

(Reshi et al., 2023).
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Gambar 4. Skema ilustrasi pembentukan metabolit sekunder (Reshi et al., 2023)
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Gambar 5. Tiga jenis utama metabolit sekunder (Nawrot-Chorabik et al., 2022)

Berdasarkan gugus fungsi dan struktur kimianya, metabolit sekunder
diklasifikasikan menjadi berbagai golongan antara lain terpen (termasuk
senyawa volatil, sterol, dan karotenoid), polisakarida, senyawa fenolik,
fitoaleksin (senyawa yang mengandung sulfur), alkaloid (senyawa yang
mengandung nitrogen), flavonoid, dan hidrokarbon (Gambar 5) (Teoh,
2016). Metabolit sekunder banyak terdapat pada tanaman yang banyak
digunakan dalam industri obat dan farmasi karena memiliki khasiat dan
terbukti efektif bagi kesehatan manusia (Jain et al., 2019). Aktivitas biologis
metabolit sekunder tanaman seperti antimikroba dan antioksidan didasarkan
oleh struktur kimianya, unsur utama dan dosis efektifnya. Begitu juga
dengan aktivitas farmakologis metabolit sekunder seperti antibiotik,
antivirus, antiinflamasi, dan antikanker terus diteliti karena potensinya yang

tinggi dalam pengobatan (Elshafie et al., 2023).

Radikal Bebas

Definisi

Radikal bebas merupakan produk hasil metabolisme sel normal ketika sel
membutuhkan oksigen maka proses redoks akan menghasilkan radikal
bebas, biasanya ROS (reactive oxygen species) dan RNS (reactive nitrogen

species). Radikal bebas mengandung satu atau lebih elektron tidak



2.4.2

15

berpasangan yang tidak stabil dan sangat reaktif (radikal). Radikal bebas
akan berusaha untuk berikatan dengan molekul lain, atom, atau bahkan
elektron individu untuk menciptakan senyawa yang stabil dengan
menyumbangkan atau menerima elektron dari molekul lain, bertindak
sebagai zat pengoksidasi atau pereduksi. ROS (reactive oxygen species)
dapat bersumber dari endogen serta olahraga dan cedera iskemia/reperfusi,
ion logam bebas, asap rokok, pelarut industri dan eksogen seperti polutan
lingkungan dan sinar UV. Pembentukan ROS dan RNS yang berlebihan
menyebabkan ketidakseimbangan dalam sistem biologis sehingga dapat
menyebabkan kerusakan pada berbagai struktur seluler (Kotha et al., 2022;
Martemucci et al., 2022; Mironczuk-Chodakowska et al., 2018).

Stres Oksidatif

Oksidatif stress dapat terjadi karena adanya gangguan pada kestabilan pro-
oksidan dengan antioksidan sehingga terdapat peningkatan radikal bebas
akibat penurunan konsentrasi antioksidan (Neha et al., 2019). Stress
oxidative memiliki mekanisme yang dapat menyebabkan peradangan kronis
sehingga dapat terjadi berbagai penyakit seperti kanker (Ammar et al.,
2020). Produksi ROS yang lebih tinggi dalam tubuh dapat mengubah
struktur DNA, mengakibatkan modifikasi protein dan lipid, aktivasi
beberapa faktor transkripsi yang dipicu oleh stres, dan produksi sitokin
proinflamasi dan antiinflamasi. Selain itu, ROS (reactive oxygen species)
dapat menyebabkan modifikasi DNA dalam beberapa cara, yang melibatkan
degradasi basa, pemutusan DNA beruntai tunggal atau ganda, modifikasi
purin, pirimidin atau terikat gula, mutasi, penghapusan atau translokasi, dan
ikatan silang dengan protein. Meskipun kerusakan DNA untai tunggal yang
disebabkan oleh kerusakan oksidan dapat dengan mudah ditoleransi oleh
sel, kerusakan DNA untai ganda yang dapat menjadi ancaman yang

signifikan bagi kelangsungan hidup sel (Birben et al., 2012).
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Antioksidan

Definisi

Antioksidan merupakan suatu zat berupa apapun yang terdapat dalam
konsentrasi rendah pada substrat yang dapat teroksidasi dan secara
signifikan menunda atau mencegah oksidasi substrat tersebut (Birangane et
al., 2011). Antioksidan bekerja berdasarkan tiga mekanisme transfer atom
hidrogen, transfer elektron tunggal, dan khelasi logam serta aktivitasnya
melalui tiga jalur yaitu pencegahan pembentukan radikal bebas dan
turunannya (preventif), menghentikan reaksi oksidasi radikal (interupsi),
turunan radikal bebas/radikal

serta menonaktifkan produk reaksi

(inaktivasi) (Kotha et al., 2022).
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Gambar 6. Klasifikasi antioksidan (Riveros et al., 2022)

Secara luas, terdapat berbagai klasifikasi antioksidan yaitu alami dan
sintetis; polar dan non-polar; enzimatik dan non-enzimatik; endogen dan
eksogen; dan berdasarkan mekanisme keterlibatan mereka (Kotha et al.,
2022). Antioksidan endogen pada dasarnya adalah enzim yang merupakan

pertahanan lini pertama (enzimatik) dengan mengubah superoksida reaktif
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dan hidrogen peroksida menjadi air dan oksigen. Sedangkan antioksidan
non-enzimatik bertindak sebagai pertahanan lini kedua terhadap ROS
(reactive oxygen species) dengan menonaktifkan radikal dan oksidan secara
cepat. Selain itu, antioksidan eksogen berupa vitamin, karotenoid, polifenol,
flavonoid, dan bioflavonoid juga terbukti memiliki aktivitas in vivo
(Gambar 6) (Martemucci et al., 2022; Mironczuk-Chodakowska et al.,
2018; Neha et al., 2019).

Metode Pengujian Antioksidan

Selama beberapa dekade ini, pengujian antioksidan sangat berkembang
pesat. Berdasarkan teknik yang digunakan, pengujian antioksidan
dibedakan menjadi spektrometri, elektrokimia, dan kromatografi
(Munteanu & Apetrei, 2021). Aktivitas antioksidan tiap sampel bergantung
pada struktur kimianya, kemampuan untuk menyumbangkan hidrogen dan
elektron, khelasi logam, dan kemampuannya mendelokalisasi elektron tidak

berpasangan dalam struktur aromatik (Kotha et al., 2022).

Berdasarkan struktur kimianya, pengujian antioksidan dapat dibagi menjadi
tiga kategori yaitu metode berbasis reaksi transfer atom hidrogen (HAT),
transfer elektron tunggal (SET) serta metode gabungan antara transfer atom
hidrogen (HAT) dan transfer elektron tunggal (SET). Metode dengan reaksi
transfer atom hidrogen (HAT) bekerja dengan cara mengukur kemampuan
antioksidan untuk menghilangkan radikal bebas dengan menyumbangkan
atom hidrogen. Reaksi berbasis transfer atom hidrogen (HAT) meliputi
metode Oxygen Radical Absorbance Capacity (ORAC), metode Hydroxyl
Radical Antioxidant Capacity (HORAC), metode Total Peroxyl Radical
Trapping Antioxidant Parameter (TRAP), serta metode Total Oxyradical
Scavenging Capacity (TOSC). Selain itu terdapat metode reaksi berbasis
transfer elektron tunggal (SET) yaitu, Folin-Ciocalteu, FRAP (Ferric
Reducing Antioxidant Power), dan CUPRAC (Cupric Reducing Antioxidant
Capacity) dengan melihat kemampuan antioksidan untuk mentransfer

elektron untuk mereduksi ion logam, gugus karbonil, dan radikal bebas.
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Terdapat juga metode gabungan antara transfer atom hidrogen (HAT) dan
transfer elektron tunggal (SET), ABTS/TEAC (2,2'-Azino-bis(3-
ethylbenzothiazoline-6-sulfonic  acid)/Trolox  Equivalent Antioxidant
Capacity), DPPH (1,1-Diphenyl-2-picrylhydrazyl), serta DMPD (N,N-
Dimethyl-p-phenylenediamine) yang bekerja berdasarkan penghapusan
kromofor stabil seperti ABTS (2,2'-Azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-
sulfonic acid) dan DPPH (1,1-Diphenyl-2-picrylhydrazyl)2. Namun, selain
tiga jenis kategori berdasarkan wuji kimia, terdapat pula pengujian
berdasarkan kelasi logam (antioksidan kelat dengan logam transisi seperti
Fe(Il) dan Cu(Il)), oksidasi lipid (kemampuan antioksidan dalam
mengurangi/mencegah oksidasi lipid dan membersihkan ROS dan RNS),
serta uji enzimatik (sistem enzim antioksidan yang mengkatalisis reaksi
untuk mengimbangi radikal bebas dan spesies oksigen reaktif termasuk
superoksida dismutase dan katalase) (Kotha et al., 2022; Munteanu &
Apetrei, 2021).

DPPH

1,1-diphenyl-2-picryl-hydrazyl (DPPH) merupakan radikal bebas yang
stabil berdasarkan delokalisasi elektron cadangan di atas molekul, yang
mencegah dimerisasi molekul dan menghasilkan warna ungu serta
menyerap pada 520 nm dalam larutan etanol dan 515 nm dalam metanol
(Mendonga et al., 2022; Mishra et al., 2012). Radikal DPPH ditemukan
kurang lebih 100 tahun yang lalu dan mulai dikembangkan sebagai metode
pengujian aktivitas antioksidan pada tahun 1958 oleh Blois (Blois, 1958)
dan terus berkembang untuk mengukur aktivitas antioksidan dengan
menggunakan standar antioksidan sebagai asam askorbat (AscH2),
butylated hydroxyl toluene (BHT), a-tocopherol, butylated hydroxyl anisole
(BHA), asam galat dan Trolox. Pengujian antioksidan dengan metode
DPPH didasarkan oleh prinsip menetralkan radikal DPPH dengan menerima
atom hidrogen (H) dari molekul penetral yaitu antioksidan, sehingga terjadi
reduksi DPPH menjadi DPPH-H (Gambar 7). Sebagai indikator aktivitas

antioksidannya, dapat dilihat dari terjadinya perubahan warna ungu menjadi
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kuning pucat yang selanjutnya dipantau secara spektrofotometri untuk
penentuan parameter sifat antioksidannya (Gulcin & Alwasel, 2023; Mishra
et al., 2012; Munteanu & Apetrei, 2021). Selain itu, metode pengujian
aktivitas antioksidan dengan DPPH cenderung cepat, sederhana, murah,

mudah dan dapat direproduksi (Kotha et al., 2022; Mendonga ef al., 2022).

NO,

DPPH DPPH-H
Deep purple Pale yellow
A =517 nm
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Gambar 7. Mekanisme penetralan radikal DPPH oleh antioksidan (Munteanu & Apetreti,
2021)

Untuk menafsirkan hasil pengujian antioksidan menggunakan metode
DPPH, diperlukan perhitungan presentase konsentrasi efektif. Konsentrasi
antioksidan yang diperlukan untuk menghambat 50% DPPH disebut juga
“ECs0”, kependekan dari “konsentrasi efisien” atau bisa juga sebagai “ICso”,
kependekan dari “konsentrasi penghambatan” (Gulcin & Alwasel, 2023).
Nilai ICso digunakan sebagai parameter untuk mengukur aktivitas
antioksidan dengan perhitungan menggunakan rumus persamaan regresi.
Nilai ICso diperoleh dengan menghitung persentase inhibisi dari setiap

konsentrasi menggunakan rumus:
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. ... . Absorban blangko — absorban sampel
% inhibist = Absorban blangko * 100%

Selanjutnya hasil perhitungan persentase inhibisi dilanjutkan menggunakan
rumus persamaan regresi linier y = A + Bx , dimana nilai x merupakan nilai
ICso (ug/mL) dan nilai y merupakan persen inhibisi yaitu senilai 50
sehingga dapat diketahui secara kuantitatif nilai konsentrasi penghambatan

50% radikal DPPH yang dimiliki sampel tersebut (Katrin & Bendra, 2015).

Kanker

Definisi

Kanker merupakan penyakit yang berkembang biak secara tidak terkendali
oleh sel-sel yang mengalami transformasi dan mengalami evolusi melalui
seleksi alam (Brown et al., 2023). Penyebab pasti perkembangan kanker
belum diketahui secara mutlak sehingga masih dibutuhkan penelitian lebih
lanjut. Namun, terdapat faktor risiko yang menyebabkan berkembangnya
kanker seperti penggunaan rokok/tembakau, konsumsi alkohol, nutrisi yang
buruk dan kelebihan berat badan yang dapat bertindak secara bersamaan
atau berurutan untuk mendorong pertumbuhan kanker (American Cancer
Society, 2023). Selain itu, faktor utama yang menyebabkan berkembangnya
mutasi menjadi sel kanker adalah lesi pada DNA yang merupakan akibat
rusaknya DNA dan pembelahan sel yang menyebabkan mutasi pada lesi
tersebut yang pembelahannya mungkin sebagian besar dapat dirangsang
oleh hormon sehingga hal tersebut dapat meningkatkan terjadinya kanker
(Gambar 8) (Ames & Gold, 1997). Sel memiliki siklus normal yaitu
serangkaian peristiwa yang terjadi dalam sel untuk tumbuh dan membelah
diri memiliki dua tahapan utama meliputi interfase dan Fase M. Sel
memiliki mekanisme perbaikan DNA untuk memperbaiki kerusakan yang
terjadi. Namun, jika kerusakan terlalu parah atau mekanisme perbaikan
tidak berfungsi dengan baik, sel dapat mengalami apoptosis (kematian sel
terprogram) atau memasuki fase senesensi (penuaan sel). Kerusakan pada

DNA sel selama siklus sel, khususnya pada fase S (sintesis DNA), dapat
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memicu terjadinya mutasi. Mutasi ini dapat mengubah informasi genetik sel
sehingga sel kehilangan kemampuan untuk mengontrol pertumbuhan dan
pembelahannya yang dapat mengakibatkan kanker (Gambar 9) (Matthews
etal., 2022).
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s nderstanding selection by:
AG%'G'-?:(_ — 7 [ASSATC | in normal cells
5L E: B
AGTATC @f mutation
TE6TAG AGEATS recurrence
N M
Unrepaired DNA lesions Tracing cancer © .
i i AGTATC to its origin Insllico
pers(:;;lt:;o ;%';;}g:{%ﬁ jll’}g 9 Clonal expansion @ - 3 saturation qf
| and transformation 3 mutagenesis

_eo—o0 <4

Preexisting mutations
and lineage constraints
~o—o <€
Selection of tumor Conditional selection
advantageous mutation

(DreliFcr S ey

Ga 1C
4Z .
AGM
Multiallelic variation

Gambar 8. Mutasi somatik DNA yang memiliki lesi (Ciriello ez al., 2024)
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Gambar 9. Siklus sel normal (Matthews et al., 2022)
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Saat ini, terdapat berbagai macam jenis kanker dan yang paling umum
terjadi adalah kanker kandung kemih, kanker tiroid, kanker payudara,
kanker prostat, kanker kulit, kanker paru, kanker ginjal, kanker usus, kanker
pancreas serta Limfoma Non-Hodgkin. Selain itu, ada lima kategori kanker
berdasarkan jaringan dan darah yaitu karsinoma, sarkoma, limfoma (kanker
darah), leukimia, serta myeloma (Rajput, 2023). Sebagian besar kejadian
kanker berhubungan erat dengan gaya hidup. Pendidikan dan pengetahuan
masyarakat menjadi suatu peran penting dalam kesehatan masyarakat,
seperti pengetahuan akan faktor risiko kanker dapat menjadi salah satu

upaya dalam pencegahan kanker (Lewandowska et al., 2021).

Kanker Payudara

Kanker payudara merupakan suatu keadaan ketika sel-sel abnormal di
payudara tumbuh tidak terkendali dan membentuk tumor yang dimulai di
jaringan payudara kemudian dapat menyebar ke bagian tubuh lain (WHO,
2024). Kasus kejadian kanker payudara menempati peringkat tertinggi di
antara jenis kanker yang didiagnosis pada wanita sehingga menjadi
kontributor utama kematian akibat kanker pada populasi perempuan
(Gambar 10). Data epidemiologi terbaru menunjukkan prevalensi yang
signifikan dari kanker payudara invasif, terutama di Amerika Serikat, di
mana penyakit ini menyumbang sekitar sepertiga dari seluruh kasus kanker
pada wanita (Siegel et al., 2023). Faktor risiko kanker payudara dapat
dikategorikan menjadi tiga kelompok utama: faktor reproduksi dan
hormonal, faktor gaya hidup, dan faktor genetik. Faktor reproduksi seperti
usia menarche dini dan menopause lanjut, serta riwayat menyusui, telah
terbukti terkait dengan peningkatan risiko. Selain itu, faktor gaya hidup
seperti obesitas dan konsumsi alkohol juga merupakan faktor risiko yang
signifikan. Adanya mutasi pada gen tertentu, seperti BRCA1 dan BRCA2,
juga dapat meningkatkan risiko secara signifikan (Hong & Xu, 2022).
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Gambar 10. Angka kejadian kanker payudara tahun 2022 (GLOBOCAN, 2024)

2.6.3 Sel Kanker MCF-7

Sel kanker payudara MCF-7 merupakan garis sel kanker yang
dikembangkan dari efusi pleura pada pasien dengan metastasis kanker
payudara. Sel-sel dari efusi pleura tumbuh dalam suspensi dan kemudian
membentuk lapisan tunggal pada plastik yang tumbuh sebagai kultur
berkelanjutan yang akhirnya menghasilkan garis sel yang disebut MCF-7,
dinamai sesuai dengan Michigan Cancer Foundation (Lee et al., 2015).
MCF-7 dianggap memiliki potensi metastasis yang rendah dan cenderung
kurang agresif dan non-invasif. Garis sel MCF-7 payudara manusia sering
dianggap sebagai satu kesatuan, padahal terdiri dari sejumlah besar fenotipe
individu yang sebagian besar hanya terdapat pada sebagian kecil total
populasi. Fenotipe ini berbeda dalam profil ekspresi gen, ekspresi reseptor,
dan jalur pensinyalan serta terdapat perbedaan dalam laju proliferasi
fenotipe individu, tetapi keseimbangan beberapa fenotipe masih dapat

dipertahankan selama kultur progresif garis tersebut (Comsa et al., 2015).
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MCF-7 banyak digunakan dalam penelitian eksperimental terhadap sel
kanker payudara ER-positif yang kebanyakan meneliti terkait resistensi obat
anti-estrogen. Sel MCF-7 sangat cocok untuk studi resistensi terapi anti-
hormon karena mudah dikultur dan mempertahankan ekspresi reseptor
estrogen (ER) saat dilakukan terapi. Untuk mengetahui sifat-sifat sel kanker
payudara yang resisten terhadap antihormon yang didapat, maka diciptakan
populasi sel MCF-7 yang dapat beradaptasi dengan berbagai lingkungan
anti-hormon. Sel kanker MCF-7 digunakan dengan cara dibuat menjadi
model kanker payudara in vitro. Selain itu, MCF-7 juga dapat ditanamkan
ke hewan untuk membuat model in vivo guna mempelajari pertumbuhan

tumor dan metastasis (Comsa et al., 2015).

Metode Pengujian In vitro Aktivitas Sitotoksik Sel Kanker

Selama beberapa tahun terakhir, pengujian in vitro dalam pengembangan
agen terapeutik oleh industri farmasi sangat meningkat. Berbagai metode in
vitro diperlukan dalam proses pengujian agen baru dalam pengembangan
obat salah satunya dalam bidang onkologi. Metode in vitro yang digunakan
dalam pengembangan pengobatan dalam bidang onkologi merupakan uji
aktivitas sitotoksik (Mazlumoglu, 2023). Sitotoksisitas merupakan istilah
yang secara umum digunakan untuk senyawa atau zat yang bersifat toksik
terhadap sel berupa kemampuan senyawa tersebut untuk menghambat
pertumbuhan sel atau mengurangi viabilitas sel (Aminuddin ef al., 2021).
Pengujian sitotoksisitas in vitro ini memiliki beberapa keunggulan, seperti
kecepatan, biaya yang lebih rendah, dan potensi untuk otomatisasi, serta
pengujian menggunakan sel manusia mungkin lebih relevan daripada
beberapa pengujian hewan in vivo. Namun, metode ini memiliki beberapa
kelemahan karena belum cukup maju secara teknis untuk menggantikan uji

hewan (Aslantiirk, 2018).

Berdasarkan rekomendasi dalam ISO 10993-5, terdapat tiga klasifikasi
pengujian meliputi uji pengenceran ekstrak, uji kontak langsung, dan uji

kontak tidak langsung. Metode uji pengenceran ekstrak umumnya diadopsi
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untuk evaluasi sitotoksisitas bahan secara in vitro yang cocok untuk
mendeteksi toksisitas zat terlarut dari perangkat medis dan biasanya
konsisten dengan hasil uji toksisitas hewan. Terdapat beberapa metode yang
digunakan untuk uji pengenceran ekstrak seperti uji berbasis garam
tetrazolium; uji MTT, MTS, dan WST serta uji merah netral. Selain itu,
pengujian dengan metode kontak langsung adalah metode dengan
sensitivitas yang paling tinggi untuk menguji sitotoksisitas yang lemah.
Sedangkan, metode uji kontak tidak langsung biasanya melibatkan difusi
agar yang cocok untuk alat kesehatan dengan toksisitas tinggi dan
penyaringan massal. Pemilihan metode terbaik untuk evaluasi sitotoksisitas
bergantung pada karakteristik sampel, lokasi potensial, sifat penggunaan,
serta pertumbuhan sel dan aspek spesifik metabolisme sel (Aminuddin et

al.,2021; Li et al., 2015).

oxldatlon
Dehydrogenase
eductyN
' MTT, XTT,
\J MTS, WST

Gambar 11. Metode uji MTT (Adan et al., 2016)




Gambar 12. Struktur Kimia MTT (National Center for Biotechnology Information,
2025)
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Metode pengujian yang paling umum digunakan untuk menguji laju

pertumbuhan sel dan toksisitas kultur adalah metode MTT (metil tiazolil

tetrazolium) yang merupakan salah satu uji kolorimetri dengan prinsip

pengukuran aktivitas mitokondria untuk menilai sitotoksisitas atau

kelangsungan hidup sel. Uji MTT didasarkan pada konversi MTT ((3-[4,5-

dimetiltiazol-2-il]-2,5 difenil tetrazolium bromida) (Gambar 12) menjadi

kristal formazan yang tidak larut oleh enzim oksidoreduktase bergantung

NAD(p)H mitokondria yang dilepaskan dalam sel hidup (Gambar 11). Sel

yang berproliferasi memiliki tingkat reaksi konversi MTT yang lebih tinggi

sementara sel yang mati atau tumbuh lambat memiliki metabolisme yang

rendah sehingga menghasilkan tingkat reduksi MTT yang lebih rendah.

Penggunaan paling umum untuk uji MTT digunakan untuk mendeteksi efek

sitotoksik dari agen yang berbeda dalam kondisi atau konsentrasi yang

berbeda (Adan et al., 2016; Aminuddin et al., 2021; Aslantiirk, 2018; Li et

al., 2015). Kategorisasi aktivitas sitotoksik merujuk berdasarkan National

Cancer Institute (NCI) Amerika Serikat yang mengklasifikasikan sitotoksik

suatu senyawa memiliki aktivitas sitotoksik tinggi jika 1Cs50<20 pg/mL,

aktivitas sitotoksik sedang jika ICso berkisar antara 21-200 pg/mL, aktivitas

sitotoksik lemah jika ICso berkisar antara 201-500 pg/mL, dan tidak ada

aktivitas sitotoksik jika ICsp> 500 pg/mL (Ghanadian, 2015).
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Spektrofotometri UV-Vis

Prinsip Kerja

Spektrofotometri UV-Vis merupakan teknik analisis yang sering digunakan
untuk mengkarakterisasi bahan dalam bentuk gugus anorganik atau organik,
padat atau cair, seperti molekul organik dan gugus fungsi yang bergantung
pada tingkat serapan atau transmitansi panjang gelombang cahaya yang
berbeda 2022).
Spektrofotometri UV-Vis bekerja dengan prinsip penyerapan sinar UV atau

dan berbagai respons sampel (D. Patel et al.,
visible oleh senyawa kimia yang akan mengalami eksitasi dan de-eksitasi
sehingga membentuk spektrum yang berbeda. Penyerapan tersebut terjadi
ketika frekuensi cahaya yang masuk sama dengan perbedaan energi antara
keadaan dasar dan keadaan tereksitasi suatu molekul (S. Patel ez al., 2022).
Ketika molekul menyerap frekuensi radiasi UV, elektron dalam molekul

tersebut mengalami transisi dari tingkat dasar ke tingkat energi yang lebih

tinggi (Jee et al., 2022).

Instrumentasi Alat

b) Monokromator Transmitted

¥ c) kuvet sampel light Recorder
a) Sumber cahaya P”"T’ \ \ d) Detektor or computer
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Gambar 13. Instrumen Spektrofotometri UV-Vis (D. Patel et al., 2022)

Instrumen spektrofotometri meliputi komponen berikut (Jee et al., 2022; D.

Patel et al., 2022; S. Patel et al., 2022; Verma & Mishra, 2018):

a) Sumber cahaya (Light)
Sumber menghasilkan radiasi sinar elektromagnetik dalam rentang
panjang gelombang ultraviolet (UV) dan sinar tampak (visible) yang

akan digunakan untuk mengukur serapan sampel. Terdapat berbagai
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jenis sumber cahaya yang umum digunakan yaitu lampu deuterium,
lampu tungsten, lampu xenon, dan lampu LED.

Monokromator

Radiasi yang memiliki lebih dari satu panjang gelombang masuk ke
monokromator melalui celah dan dikolimasi lalu kemudian mengenai
elemen pendispersi pada suatu sudut. Berkas tersebut dipecah menjadi
panjang gelombang komponennya melalui kisi atau prisma. Dengan
menggerakkan elemen pendispersi atau celah keluar, radiasi dengan
panjang gelombang tertentu keluar monokromator melalui celah
keluar.

Kuvet

Kuvet merupakan wadah untuk sampel dan larutan referensi/baku yang
harus transparan semua panjang gelombang radiasi yang melewatinya
Detektor

Detektor mengubah energi cahaya menjadi impuls listrik yang
selanjutnya dibaca oleh pembaca. Radiasi yang ditransmisikan
mengenai detector lalu akan menentukan jumlah radiasi yang diserap
oleh sampel. Terdapat berbagai jenis detektor, diantaranya adalah
Barrier layer cell/Photovoltaic cell, Phototubes/ Photo emissive tube,

dan Photomultiplier tube.
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2.8  Kerangka Teori
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terhadap sel berupa
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Gambar 14. Kerangka Teori

2.9  Kerangka Konsep

Variabel Terikat

Variabel Bebas

Aktivitas antioksidan ekstrak
etanol hasil Ultrasound-Assisted
Extraction kulit biji kabau

Aktivitas sitotoksik ekstrak etanol hasil
Ultrasound-Assisted Extraction kulit
biji kabau (Archidendrum bubalinum)

(Archidendrum bubalinum)

Gambar 15. Kerangka Konsep
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3.2

3.2.1

BAB III
METODE PENELITIAN

Desain Penelitian

Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental skala laboratorium. Kulit
biji kabau (Archidendron bubalinum) yang sebelumnya telah dideterminasi,
diekstraksi dengan metode Ultrasound-Assisted Extraction (UAE)
menggunakan pelarut etanol 96% yang dipekatkan dengan Rotary
evaporator. Ekstrak etanol kulit biji kabau (4Archidendron bubalinum) diuji
kandungan fitokimia secara kualitatif untuk mengidentifikasi ada tidaknya
senyawa metabolit sekunder alkaloid, saponin, flavonoid, fenolik, tanin,
fitosterol, dan terpenoid. Selanjutnya, ekstrak etanol kulit biji kabau
(Archidendron bubalinum) diuji aktivitas antioksidannya menggunakan
metode DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl) dan aktivitas sitotoksiknya
menggunakan metode MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide). Metode uji DPPH dan uji MTT digunakan
bersama dengan perhitungan persentase ICso untuk selanjutnya dapat
menentukan besar aktivitas antioksidan dan aktivitas sitotoksik secara

kuantitatif pada ekstrak etanol kulit biji kabau (4rchidendron bubalinum).

Tempat dan Waktu Penelitian

Tempat Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan di beberapa tempat yaitu Laboratorium Botani,
Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam Universitas Lampung
untuk melakukan determinasi tanaman, Laboratorium Kimia Farmasi

Analisis, Fakultas Kedokteran, Universitas Lampung untuk ekstraksi serta
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uji fitokimia dan uji aktivitas antioksidan, dan di Laboratorium Kultur Sel
Universitas Padjajaran untuk pengujian aktivitas sitotoksik terhadap sel

kanker payudara MCF-7.

Waktu Penelitian

Penelitian ini dilakukan pada bulan September — November 2024.

Identitas Variabel Penelitian

Variabel Bebas

Variabel bebas yang digunakan dalam penelitian ini adalah aktivitas
antioksidan ekstrak etanol hasil Ultrasound-Assisted Extraction kulit biji

kabau (4Archidendron bubalinum).

Variabel Terikat

Variabel terikat dalam penelitian ini adalah aktivitas sitotoksik ekstrak
etanol hasil Ultrasound-Assisted Extraction kulit biji kabau (4rchidendron

bubalinum).

Definisi Operasional

Penelitian ini menganalisis korelasi antara aktivitas antioksidan ekstrak
etanol kulit biji kabau (Archidendron bubalinum) yang diekstraksi
menggunakan metode Ultrasound-Assisted Extraction (UAE) terhadap
aktivitas sitotoksik ekstrak etanol kulit biji kabau (Archidendron
bubalinum). Aktivitas antioksidan sebagai variabel bebas diukur dengan
metode DPPH  (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl) dimana penurunan
absorbansi larutan DPPH setelah penambahan sampel menandakan semakin
tinggi aktivitas antioksidan sampel tersebut (Munteanu & Apetrei, 2021).
Pengaruh variabel bebas ini dikorelasikan dengan aktivitas sitotoksik
ekstrak etanol kulit biji kabau (4rchidendron bubalinum) sebagai variabel

terikat yang diukur untuk melihat perubahannya sebagai respons terhadap
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variabel bebas. Variabel terikat yaitu aktivitas sitotoksik yang merupakan
kemampuan untuk menghambat pertumbuhan atau menyebabkan kematian
sel kanker, diukur dengan uji MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide), dimana penurunan viabilitas sel ditunjukkan
oleh penurunan absorbansi larutan berwarna formazan yang dihasilkan oleh

sel hidup (Mazumder et al., 2020).

Alat dan Bahan Penelitian

Alat Penelitian

Alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah handscoon, masker, jas
laboratorium, erlenmeyer, gelas beaker, gelas ukur, plastic wrap, gunting,
cutter, kertas saring, rak dan tabung reaksi, labu ukur, batang pengaduk,
sendok tanduk, corong kaca, neraca analitik, kertas perkamen, kertas
aluminium, pipet ukur, bulb filler, pipet tetes, mikrotip, mikropipet,
ultrasound bath (Baku, BK-2000), rotary evaporator (Butchi, R-100), labu
alas bulat, laminar air flow, plat yang berisi 96 sumur mikro, filter,

spektrofotometer UV-Vis (Shimadzu, UV-27001), dan kuvet (Shimadzu).

Bahan Penelitian

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah kulit biji kabau
(Archidendron bubalinum), etanol 96%, media kultur, Dulbecco's Modified
Eagle Medium (DMEM), Fetal Bovine Serum (FBS) 10% (FBS, Gibco,
306.00301), Doxorubicin HCI, penisilin 100 U/mL (Sigma, P4333),
streptomisin 25 pg/mL (Sigma, P4333), reagen MTT, mikroskop, DMSO
(dimetil sulfoksida), serbuk DPPH (Sigma), metanol p.a (Merck, 106007),
serbuk asam askorbat, aquades (Onemed), asam asetat anhidrat, FeCl 5%,
Fragmen pita Mg, H2SO4 pekat, reagen lodin, larutan timbal asetat, reagen

Wagner, dan kultur sel MCF-7 (ATCC).



3.6

3.6.1

3.6.2

3.6.3

33

Prosedur Penelitian

Determinasi

Dilakukan determinasi pada tanaman yang akan diteliti sebelum
dikumpulkan menjadi sampel dan dikeringkan. Determinasi tanaman
merupakan proses dalam menentukan nama/jenis tumbuhan secara spesifik.
Determinasi bertujuan untuk mengetahui kebenaran identitas tanaman
tersebut, apakah tanaman tersebut benar-benar tanaman yang diinginkan
sehingga kesalahan dalam pengumpulan bahan yang akan diteliti dapat
dihindari (Kamariyah et al., 2023). Kabau (Archidendron bubalinum)
didapatkan dari Kabupaten Lampung Barat kemudian dideterminasi di
Laboratorium Botani Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam

Universitas Lampung.

Preparasi Sampel

Persiapan sampel bahan tanaman untuk analisis meliputi membersihkan
permukaan bagian tanaman yang digunakan dengan menghilangkan
pengotor yang tidak diinginkan. Bagian tanaman yang akan digunakan,
dikeringkan untuk menghambat proses metabolisme yang terjadi dan enzim
tanaman dapat bekerja dengan baik. Pengeringan dilakukan secara alami
dengan dianginkan di udara terbuka atau ruangan semi terbuka yang
memiliki sirkulasi udara bebas namun tidak terpapar sinar matahari
langsung. Selanjutnya, sampel digiling menjadi serbuk untuk homogenisasi
sampel yang berikutnya dapat dilakukan pengayakan sampel yang telah
menjadi serbuk (Krakowska-Sieprawska et al., 2022).

Pembuatan Ekstrak

Proses ekstraksi kulit biji kabau (Archidendron bubalinum) dilakukan
dengan metode Ultrasound-Assisted Extraction menggunakan pelarut
etanol 96% dengan perbandingan serbuk simplisia dan pelarut sebesar 1:10
dengan lama waktu ekstraksi 30 menit pada frekuensi 40 kHz dan suhu 40°C
menggunakan Ultrasound bath. Setelah dilakukan ekstraksi, dilakukan
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penyaringan dengan kertas saring dan pisahkan filtrat yang terkumpul dan
lakukan pemekatan filtrat dengan Rotary evaporator hingga diperoleh
ekstrak kental (Febrianto et al., 2019).

Perhitungan Rendemen Ekstrak

Rendemen merupakan perbandingan berat kering yang dihasilkan dengan
berat bahan baku sehingga rendemen ekstrak dihitung berdasarkan
perbandingan bobot ekstrak yang dihasilkan dengan berat simplisia yang
digunakan dan dikali dengan 100% (Senduk et al., 2020).

bobot ekstrak yang dihasilkan (g)
Rendemen Ekstrak (%) = _ — - x 100%
berat simplisia yang digunakan (g)

Uji Fitokimia Ekstrak Kulit Biji Kabau

Uji fitokimia dilakukan dalam penelitian ini untuk mengevaluasi potensi
pengobatan dari suatu tanaman serta memastikan kandungan senyawa aktif
metabolit sekunder yang bertanggung jawab terhadap aktivitas biologis
yang terkandung dalam kulit biji kabau (4Archidendron bubalinum) (Shaikh
& Patil, 2020).

1) Uji alkaloid
a) Uji Wagner
Uji ini dilakukan dengan menambahkan 1-2 tetes pereaksi wagner di
sisi tabung reaksi. Sampel akan membentuk endapan berwarna coklat
kemerahan jika positif mengandung alkaloid (Singh & Kumar, 2017).
b) Uji lodin
Uji ini dilakukan dengan menambahkan beberapa tetes larutan iodin
ke dalam 3 mL ekstrak yang telah dilarutkan. Hasil positif
mengandung alkaloid ditunjukkan dengan terbentuknya warna biru
jika dipanaskan dan muncul kembali ketika didinginkan (Shaikh &
Patil, 2020).



35

2) Uji saponin
ditambahkan 2,0 mL akuades pada 1,0 mL ekstrak, dikocok hingga
homogen. Campuran reaksi didiamkan selama 15 menit, di mana
pengamatan lapisan busa setebal 1 cm menunjukkan adanya saponin

(Perumal et al., 2021).

3) Uji flavonoid
a) Uji Shinoda: Ekstrak tanaman dilarutkan dengan 5 mL ethanol,
kemudian tambahkan fragment pita magnesium serta beberapa tetes
HCI pekat. Hasil positif ditunjukkan oleh terbentuknya warna merah
muda atau crimson red (Shaikh & Patil, 2020).
b) Uji HoSO4 pekat: Ekstrak tanaman ditambahkan beberapa tetes H>SO4
pekat lalu dilihat terbentuknya warna oranye yang menunjukkan hasil

positif (Tyagi, 2017).

4) Uji fenolik dan tannin
Tambahkan beberapa tetes larutan FeCl 5% pada ekstrak dalam tabung
reaksi dan warna biru tua kehijauan gelap menunjukkan adanya senyawa
fenolik dan tannin (Nortjie et al., 2022). Pengujian tanin menggunakan
metode wohler dilakukan dengan menambahkan beberapa tetes larutan
timbal asetat untuk melihat reaksi positif dengan timbulnya endapan

putih (Ajuru et al., 2017).

5) Uji fitosterol
Pengujian dilakukan dengan melarutkan ekstrak dengan asam asetat
anhidrat, kemudian ditambahkan beberapa tetes H>SO4 pekat. Hasil
menunjukkan positif jika terjadi serangkaian perubahan warna (Shaikh

& Patil, 2020).

3.6.6 Uji Aktivitas Antioksidan

Uji aktivitas antioksidan dalam penelitian ini menggunakan sampel ekstrak

etanol kulit biji kabau (Archidendron bubalinum) dengan mengukur
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absorbansi DPPH dalam sampel menggunakan spektofotometer UV-Vis.

Dari hasil pengujian tersebut didapatkan data kuantitatif aktivitas

antioksidan ekstrak etanol kulit biji kabau (Archidendron bubalinum)

dengan larutan asam askorbat sebagai kontrol positif dan larutan DPPH

tanpa sampel sebagai kontrol negatif (Katrin & Bendra, 2015).

1y

2)

3)

Pembuatan larutan DPPH 50 ppm

Sebanyak 5 mg serbuk DPPH ditimbang dengan seksama, masukkan
pada labu ukur 100 mL dan dilarutkan dengan metanol p.a ke dalam labu
ukur sampai tanda batas. Larutan ini disimpan dalam botol gelap agar

terlindung dari cahaya (Katrin & Bendra, 2015; Riasari ef al., 2019)

Pembuatan larutan blanko dan penentuan panjang gelombang
maksimum DPPH

Larutan blanko dibuat dengan memipet 1 mL larutan DPPH dan
ditambahkan dengan metanol p.a hingga 4 mL dan dihomogenkan dan
dipindahkan ke tabung reaksi dan lapisi bagian luar tabung reaksi
dengan kertas aluminium dan simpan dalam ruang gelap selama 30
menit untuk tujuan inkubasi. Tentukan panjang gelombang maksimum
DPPH larutan blangko dengan menggunakan spektrofotometer UV-Vis
pada panjang gelombang 517 nm (Handayani ef al., 2014; Riasari et al.,
2019).

Pembuatan larutan kontrol positif dari asam askorbat 100 ppm

Asam askorbat digunakan sebagai standar atau kontrol positif dan
pembanding dalam analisis antioksidan. Pada penelitian ini, dibuat
beberapa seri konsentrasi larutan asam askorbat yang diperoleh dari
pengenceran larutan induk asam askorbat 100 ppm. Larutan induk
dibuat dengan cara menimbang 5 mg serbuk asam askorbat dengan
seksama lalu dimasukkan dalam labu ukur 50 mL, cukupkan dengan
metanol p.a hingga tanda batas, tutup labu ukur dan kocok hingga

homogen. Selanjutnya dilakukan pengenceran menjadi beberapa seri



4)

5)

6)

37

konsentrasi yaitu 1, 2, 3, 4, 5 ppm. Tiap seri konsentrasi tersebut dipipet
1 mL ke dalam tabung reaksi dan ditambahkan 1 mL larutan DPPH dan
metanol p.a 3 mL lalu homogenkan. Tiap tabung reaksi diberi label dan
permukaannya dilapisi dengan kertas aluminium. Simpan tabung reaksi
tersebut dalam ruangan gelap selama 30 menit untuk diinkubasi

(Handayani et al., 2014).

Pembuatan larutan sampel uji

Larutan sampel dibuat dari hasil pengenceran larutan induk 500 ppm.
Larutan induk dibuat dengan cara menimbang ekstrak etanol kulit biji
kabau (Archidendron bubalinum) sebanyak 25 mg dan dilarutkan
dengan metanol p.a dan dihomogenkan lalu dicukupkan volumenya
hingga 50 ml. Selanjutnya, dibuat seri konsentrasi 20, 30, 40, 50 dan 60
mg/L. Berikutnya pipet sebanyak 1 mL larutan sampel ke dalam tabung
reaksi dan ditambahkan 1 mL larutan DPPH dan metanol p.a sebanyak
3 mL dan homogenkan. Tiap tabung reaksi diberi label dan
permukaannya dilapisi dengan kertas aluminium. Simpan tabung reaksi
tersebut dalam ruangan gelap selama 30 menit untuk inkubasi

(Handayani et al., 2014).

Pengukuran absorbansi menggunakan Spektrofotometri UV-Vis
Dilakukan pengukuran absorbansi larutan uji yang telah dilakukan
inkubasi menggunakan spektrofotometri UV-Vis pada panjang
gelombang maksimal DPPH.

Perhitungan nilai ICso larutan sampel uji

Nilai ICso digunakan sebagai parameter untuk mengukur aktivitas

antioksidan dengan perhitungan menggunakan rumus persamaan

regresi. Nilai ICso diperoleh dengan menghitung persentase inhibisi dari

setiap konsentrasi menggunakan rumus (Katrin & Bendra, 2015):
Absorban blangko — absorban sampel

O i hihici — 0
% inhibisi Absorban blangko * 100%
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Absorbansi blangko adalah absorbansi 1 mL DPPH dan 3 mL metanol
p.a dan Absorbansi sampel adalah absorbansi dari larutan sampel yang

diujikan.

3.6.7 Uji Aktivitas Sitotoksik

Uji aktivitas sitotoksik ekstrak etanol kulit biji kabau (Archidendron
bubalinum)  ini  dilakukan  dengan  metode @ MTT  (3-(4,5-

dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide), dimana penurunan

viabilitas sel ditunjukkan oleh penurunan absorbansi larutan berwarna

formazan oleh sel hidup (Mazumder et al., 2020).

1y

2)

3)

Preparasi ekstrak

Ekstrak etanol kulit biji kabau (Archidendron bubalinum) sebagai
sampel uji dibuat dengan konsentrasi 1000; 500; 125; 31,25; 15,63 dan
7,81 pg/mL yang dilarutkan dalam media Dulbecco's Modified Eagle
Medium (DMEM). Setiap seri konsentrasi dilakukan dalam rangkap tiga
(Mardina et al., 2020).

Preparasi Kontrol Positif Doxorubicin HCI

Kontrol positif doxorubicin HCI dibuat dengan pengenceran menjadi
beberapa seri konsentrasi yaitu 0,15; 3,13; 6,25; 12,5 dan 60 ppm.
pg/mL yang dilarutkan dalam media Dulbecco's Modified Eagle
Medium (DMEM). Setiap seri konsentrasi dilakukan dalam rangkap tiga
(Arsianti, 2023).

Preparasi sel kanker MCF-7

DMEM merupakan media utama yang digunakan dengan suplemen
Fetal Bovine Serum (FBS) 10%, penisilin 1%, streptomisin 1%. Sel
diinkubasi hingga konfluen 80% pada suhu 37°C dengan aliran 5% COx.
Pemanenan sel (konfluen 80%) ditandai dengan kultur jaringan labu isi

(Mardina et al., 2020).
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Uji sitotoksik

Sel yang telah dikultur ditambahkan ke dalam plat yang berisi 96 sumur
mikro. Setiap sumur berisi 10* sel. plat akan diinkubasi selama 24 jam.
Sampel ekstrak ini ditambahkan ke target sel MCF-7 sesuai dengan plat
design. Percobaan untuk mengevaluasi aktivitas sitotoksik pada sel
kanker payudara MCF-7 dilakukan sebanyak empat rangkap. Setelah
masa inkubasi 24 jam, tiap well dicuci kembali dengan PBS (Phosphate
buffer saline) untuk menghilangkan sel mati, selanjutnya ditambahkan
dengan 10 uL reagen MTT yang telah dicampur dengan media kultur.
Plat kemudian dibiarkan diinkubasi selama 4 jam pada suhu 37°C
dengan aliran 5% COs. Setelah itu sel diperiksa dengan mikroskop, jika
terbentuk kristal formazan berwarna ungu, ditambahkan 150 uLL DMSO
(dimetil sulfoksida) untuk melarutkan sedimen. Absorbansinya dibaca

menggunakan 492 nm pada spektrofotometer UV-Vis (Arsianti, 2023).

Analisis data

Nilai ICso merupakan konsentrasi ekstrak yang mampu menghambat
50% pertumbuhan sel kanker. Nilai ICso dihitung menggunakan
persamaan regresi linier; y = ax+b antara persentase inhibisi garis sel
kanker pada sumbu y dan log konsentrasi ekstrak pada sumbu x, dengan
mensubstitusi nilai a dan b dari persamaan linear ke rumus (Arsianti,
2023):

IC5 = 1060-b)/2(12)
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3.7 Alur Penelitian

Simplisia Kulit Biji Kabau

(Archidendrum bubalinum)

( Pembuatan Ekstrak Etanol Kulit Biji Kabau |
(Archidendrum bubalinum) dengan
| metode Ultrasound-Assisted Extraction

Y,

( = )
Pemekatan Ekstrak Menggunakan
Rotary evaporator
S i J
( = [ Pembuatan larutan DPPH ]
Pembuatan larutan sampel uji P i Ekstrak
ekstrak kulit biji kabau lapaEsErsua
(Archidendrum bubalinum) e N
- / Pembuatan larutan blangko
dan penentuan panjang
gelombang maksimum DPPHJ
( Pengujian kualitatif senyawa ) I
metabolit sekunder Alkaloid, Pembuatan larutan kontrol [ Preparasi sel kanker MCF-?]
Saponin, Flavonoid, Fenolik, positif dari asam askorbat 100
Tanin, Fitosterol, dan mg/L

Terpenoid dalam ekstrak - J
etanol kulit biji kabau I
L (Archidendrum bubalinum) )

e

Pembuatan larutan sampel up]

Uji sitotoksik ]
Pengukuran absorbansi
menggunakan
Menetapkan kandungan Spektrofotometn UV-Vis
senyawa metabolit sekunder
yang terkandung dalam
ekstrak etanol kulit biji kabau Perhitungan mlal IC50 larutan o e
(Archidendrum bubalinum) sampel uji Analisis hasil uji ]

Gambar 16. Alur penelitian

3.8  Pengolahan dan Analisis Data

Data hasil uji aktivitas antioksidan dengan metode DPPH akan dianalisis
menggunakan Microsoft excel. Data absorbansi yang diperoleh dari

spektrofotometer UV-Vis diinput ke dalam Excel, kemudian dilakukan
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perhitungan persentase inhibisi radikal bebas. Selanjutnya, nilai persentase
inhibisi diplot terhadap konsentrasi sampel untuk mendapatkan kurva dosis-
respons. Nilai ICsp kemudian dihitung menggunakan metode non-linear
regression dengan bantuan fitur curve fitting pada Excel. Excel merupakan
alat yang sangat berguna dalam pengolahan data hasil analisis antioksidan
dan sitotoksik. Selain itu, Excel juga memungkinkan visualisasi data yang
menarik melalui grafik dan diagram, sehingga memudahkan kita dalam

menganalisis dan menyajikan hasil penelitian.



5.1

5.2

BAB V
SIMPULAN DAN SARAN

Kesimpulan

Dari hasil dan pembahasan penelitian yang telah dilakukan, dapat

disimpulkan bahwa:

1. Ekstrak etanol kulit biji kabau (Archidendron bubalinum) mengandung
senyawa metabolit sekunder seperti saponin, flavonoid, fenol, dan tanin.

2. FEkstrak etanol kulit biji kabau (Archidendron bubalinum) memiliki
aktivitas antioksidan yang sangat kuat dengan nilai ICso sebesar 38,23
mg/L dengan % inhibisi tertinggi pada konsentrasi 60 ppm sebesar
85,96%.

3. Ekstrak etanol kulit biji kabau (Archidendron bubalinum) tidak mencapai
50% penghambatan sel kanker payudara MCF-7.

Saran

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, maka penulis menyarankan:

1. Perlu dilakukan penelitian lanjutan terkait kulit biji kabau (4rchidendron
bubalinum) menggunakan metode ekstraksi tanpa pemanasan yang
berbeda seperti maserasi, supercritical fluid extraction, perkolasi, counter
current extraction, enzym assisted extraction, atau Turbo (vortical)
extraction.

2. Perlu dilakukan penelitian lanjutan terkait ekstraksi kulit biji kabau
(Archidendron bubalinum) menggunakan pelarut dengan kepolaran yang

lebih variatif.
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3. Perlu dilakukan perhitungan kadar senyawa metabolit sekunder yang
terkandung dalam kulit biji kabau (Archidendron bubalinum) agar dapat
diketahui jumlah senyawa metabolit sekunder secara spesifik.

4. Perlu dilakukan penelitian lanjutan aktivitas sitotoksik kulit biji kabau
(Archidendron bubalinum) dengan variasi waktu inkubasi yang berbeda.

5. Perlu dilakukan penelitian lanjutan terkait potensi aktivitas sitotoksik
kulit biji kabau (Archidendron bubalinum) menggunakan lini sel kanker

lain.
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