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ABSTRAK

Telah dilakukan penelitian aktivitas antioksidan dan aktivitas antikanker ekstrak P-100 dari buah
Eucalyptus alba. Ekstrak P-100 adalah salah satu varian ekstrak air buah Eucalyptus alba yang
dibuat pada suhu tinggi. Penelitian ini dilakukan untuk mengetahui potensi peredaman radikal bebas
dan penghambatan proliferasi sel lestrai MCF-7 dari ekstrak P-100. Ekstrak P-100 dibuat dari buah
Eucalyptus alba yang diekstraksi dengan pelarut aquadest pada temperatur 100 C dan dikeringkan
pada temperatur 80 C hingga diperoleh ekstrak kering. Total kapasitas antioksidan ekstrak
ditentukan sebagai aktivitas peredaman  radikal bebas 1,1-difenil-2-pikril-hidrazil (DPPH). Sebagai
pembanding digunakan ekstrak etanol 70%  dan ekstrak etanol 80% .  Uji potensi antikanker ekstrak
P-100 dilakukan dengan uji sitotoksik terhadap sel lestari tumor payudara MCF-7 sebagai sel uji
dengan metode 3-(4, 5-dimethylthiazol-2-yl)-2, 5-diphenyltetrazolium bromide (MTT). Total
kandungan fenol ekstrak P-100 diukur secara spektroskopi dengan pereaksi Folin-Ciocalteu. Hasil
penelitian menunjukkan bahwa ekstrak P-100 memiliki aktivitas antioksidan (IC50=18.25 ppm) yang
lebih tinggi dibandingkan ekstrak etanol 70% (IC50 = 22.18 ppm) dan ekstrak etanol 80%  (IC50 =
24.53 ppm). Ekstrak P-100 memiliki aktivitas menghambat proliferasi sel lestari tumor payudara
MCF-7 sebesar 83.42% pada konsentrasi 50 ppm. Aktivitas antioksidan dan penghambatan
proliferasi ekstrak P-100 diduga berkorelasi dengan kandungan fenol total. Fenol ekstrak P-100
(42.04  0.17 mg of GAE/g) diketahui lebih tinggi daripada ektrak etanol 70% (22.81  0.35 mg of
GAE/g) dan ektrak etanol 80% (15.11  0.13 mg of GAE/g). Berdasarkan hasil penelitian ini dapat
disimpulkan bahwa Ekstrak P-100 dari buah Eucalyptus alba memiliki aktivitas antioksidan dan
antikanker.
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1. PENDAHULUAN

Provinsi Nusa Tenggara Timur (NTT) berada di wilayah semi-ringkai memiliki kekayaan sumber tumbuhan

yang khas. Salah satu kekayaan khas tersebut adalah kekayaan sumberdaya hayati obat tradisional. Sumberdaya

hayati obat tradisional masih lekat dengan masyarakat NTT yang menghargai kearifan lokal. Pengobatan tradisional

berbasis terapi herbal menjadikan provinsi ini sebagai area potensial bagi eksplorasi sumber tumbuhan obat

tradisional. Eksplorasi ini merupakan langkah awal penting dalam pengembangan obat modern di era revolusi

industri 4.0.

Perkembangan ilmu pengetahuan mendorong pergeseran paradigma pengobatan penyakit menjadi upaya

pencegahan penyakit. Penyakit kanker merupakan salah satu penyakit yang mendorong pergeseran paradigma ini.

Pencegahan penyakit kanker berkaitan erat dengan penanganan stress oksidatif. Hal ini mendorong eksplorasi

terhadap bahan alam yang memiliki aktivitas antioksidan dan sekaligus berpotensi antikanker. Salah satu tumbuhan

obat asal NTT yang berpotensi sebagai bahan aktif antioksidan dan berpotensi antikanker adalah Huek (Eucalyptus

alba). Buah tumbuhan ini telah lama digunakan oleh sebagian masyarakat di Pulau Timor untuk menyembuhkan
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penyakit kanker.

Penelitian awal menunjukkan bahwa buah tumbuhan ini berpotensi dikembangkan untuk menjadi bahan aktif

antioksidan berpotensi sebagai antikanker. Saat ini tengah dilakukan pengembangan bahan ekstrak dengan

menggunakan berbagai metode pembuatan yang diupayakan dapat dilakukan langsung oleh masyarakat. Ekstrak P-

100 adalah salah satu varian ekstrak air buah Eucalyptus alba yang dibuat pada suhu tinggi yang memungkinkan

ekstrak dibuat dengan peralatan sederhana. Ekstrak P-100 dibuat dari buah Eucalyptus alba yang diekstraksi dengan

pelarut aquadest pada temperatur 100 C dan dikeringkan pada temperatur 80 C hingga diperoleh ekstrak kering.

Penelitian ini dilakukan untuk mengetahui potensi peredaman radikal bebas dan penghambatan proliferasi sel lestari

MCF-7 dari ekstrak P-100.

2. BAHAN DAN METODE

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini antara lain: Buah E. alba, ethanol, metanol, etanol,  aquadest,

2,2’diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) yang diperoleh dari Sigma-Aldrich, fetal bovine serum (FBS) (sigma),

penicilin, streptomisin (sigma), Dimethyl sulfoxide (DMSO), tripsin-EDTA (sigma) (tripsin 0.25%), Dulbecco’s

modified eagle medium (DMEM), 3-(4, 5-dimethylthiazol-2-yl)-2, 5-diphenyltetrazolium bromide (MTT), Sodium

Duodecyl Suphate (SDS) and Phosphat Buffer Saline (PBS) (Invitrogen), HCl, Pereaksi Folin-Ciocalteu,

NaHCO3 (Merck) dan Sel Lestari MCF-7 (ATCC HTB 22).

Pengambilan Sampel, Pembuatan Simplisia dan Ekstraksi

Pengambilan sampel dilakukan pada bulan ulan September 2018 di daerah Amarasi Kabupaten Kupang,

Provinsi Nusa Tenggara Timur. Pembuatan simplisia dan ekstraksi dilaksanakan di Laboratorium Obat-Obatan dan

Pengobatan Holistik – Laboratorium Riset Terpadu Universitas Nusa Cendana. Sebanyak 500 g sampel buah Huek

dikeringkan pada temperature 50 °C selama 72 jam. Simplisia buah Huek ini ditempatkan pada wadah kedap udara

yang terlindung dari cahaya. Sebanyak 300 g simplisia buah dihancurkan hingga ukuran 60 mesh. Masing-masing

sebanyak 100 g serbuk simplisia diekstraksi dengan teknik maserasi menggunakan 500 mL etanol 70% selama 7

hari, 500 mL etanol 80% selama 7 hari dan perebusan menggunakan 500 mL aquadest pada temperature 100°C

selama 2 jam. Ekstrak dipisahkan ampas dengan cara penyaringan. Maserat etanol dipekatkan dengan

mengunanakan rotary evaporator hingga diperoleh ekstrak kental. Ekstrak kental dikering bekukan dengan

menggunakan Freeze Dryer hingga diperoleh ekstrak kering etanol 70% dan ekstrak kering etanol 80%. Ekstrak air

dikeringkan dengan menggunakan open pengering pada temperatur 80°C hingga diperoleh ekstrak kering air.

Selanjutnya dilakukan perhitungan rasio bahan terhadap ekstrak mengadaptasi perhitungan rasio obat herbal

terhadap sediaan obat herbal asli (DERnative) yang dikemukakan oleh Gaedcke dan Steinhoff (2003) yang dihitung

dengan rumus:

X= [Bahan(kg)/ Ekstrak(kg)] x 1

Penentuan Aktivitas Antioksidan In Vitro

Penentuan aktivitas antioksidan menggunakan metode uji kapasitas total antiokasidan yang mengadapatasi

metode yang dikemukakan oleh Stef et al.(2009), Que et al. (2006), dan Darmakusuma et al. (2015). Dibuat larutan

uji dengan berbagai tingkat konsentrasi. Masing-masing 2 mL larutan uji ditambahkan 2 mL larutan radikal
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2,2’diphenylpicrylhydrazyl (DPPH) 0,1 mM dalam methanol. Campuran diinkubasi selama 40 menit dalam kondisi

tanpa cahaya. Prosedur yang sama dilakukan terhadap blanko yang berupa 2 mL larutan metanol. Parameter yang

diukur adalah absorbansi pada panjang gelombang dengan serapan maksimum (± 517 nm). Berdasarkan parameter

yang diukur ditentukan kapasitas antioksidan total (TAC) yang dinyatakan sebagai penghambatan radikal bebas

DPPH dalam persen dihitung dengan cara :

TACDPPH (%) = (Ablanko – Asampel)/Ablanko x 100 

Selanjutnya dibuat kurva regresi TAC vs Konsentrasi, berdasarkan kurva regresi ini ditentukan parameter IC50.

Larutan uji yang memiliki IC50 paling rendah merupakan larutan uji dengan aktivitas antioksidan tertinggi. 

Uji Potensi Antikanker In Vitro

Uji potensi antikanker ekstrak P-100 dilakukan di Laboratorium Mikrobiologi Pusat Studi Satwa Primata IPB,

Bogor. Uji potensi antikanker dilakukan dengan uji penghabambat proliferasi sel lestari tumor payudara MCF-7

dengan metode 3-(4, 5-dimethylthiazol-2-yl)-2, 5-diphenyltetrazolium bromide (MTT). Prosedur yang digunakan

mengadaptasi metode yang dikemukan oleh Hong, Jia dan Zhang Liping (2011). Dibuat larutan uji ekstrak dengan

konsentrasi 75 ppm dalam media Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) dan disterilkan dengan

penyaringan menggunakan membran filter 0.45 m. Sebanyak 100 μl sel MCF-7 dengan konsentrasi 1,5x104 sel/ml

dikultur pada 96 well plate dengan medium DMEM yang ditambah 10% (v/v) FBS, 100 U Penicilin dan 100 mg/mL

Streptomycin pada kondisi 37°C, 5% CO2. Larutan uji ditambahkan setelah mencapai konfluen 50% (24 jam),

kemudian diinkubasi selama 72 jam. Uji MTT dilakukan dengan menambahkan 200 μl MTT (5 mg/mL), lalu

diinkubasi pada suhu 37°C selama 4 jam. Kristal formajan dilarutkan dalam 0,1 N HCl dalam isopropanol dan

diukur adalah serapan pada panjang gelombang 595 nm dengan menggunakan microplate reader. Selanjutnya

ditentukan parameter persentase penghambatan proliferasi sel kanker.

Penentuan Total Kandungan Fenolik dalam Formula

Kandungan fenol total ekstrak ditentukan dengan menggunakan metode Folin-Ciocalteu yang mengadaptasi

metode Asami et. al. (2003). Asam galat digunakan sebagai standar fenol. Disiapkan 0.2 mg/mL larutan standar

asam galat dalam air suling. Dibuat seri larutan standar dengan konsentrasi 0.01 sampai 0,1 mg/mL. Sebanyak 0.5

mL larutan ekstrak dipindahkan ke tabung reaksi, kemudian ditambahkan 0.25 mL pereaksi Folin-Ciocalteu 10%.

Setelah 5 menit, campuran ditambahkan 0.25 mL NaHCO3 20% dan didiamkan pada suhu kamar. Setelah 90 menit,

absorbansi dibaca pada 765 nm menggunakan spektrofotometer (Agilent cary 100). Total kandungan fenol ekstrak

ditentukan berdasarkan pada plot kurva kalibrasi standar asam galat. Total kandungan fenol dari ekstrak dinyatakan

sebagai mg ekuivalen asam galat /g esktrak (mg GA /g).

3. PEMBAHASAN

Rasio obat herbal terhadap sediaan obat herbal asli

Rasio obat herbal terhadap sediaan obat herbal asli DERnative adalah rasio massa obat herbal (bahan awal)

terhadap massa hasil sediaan obat herbal asli (ekstrak asli). Nilai DERnative dapat pada tabel 1 berikut:

Table 1.  DERnative Ekstraksi buah E. alba

Ekstrak DERnative

Ekstrak Air P-100 15.37
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Ekstrak Etanol 70% 25.86

Ekstrak Etanol 80% 30.43

DERnative: Rasio obat herbal terhadap sediaan obat herbal asli

Berdasarkan tabel 1 diketahui bahwa ekstraksi dengan menggunakan air dan pemanasan pada temperatur

100°C selama 2 jam dan pengeringan pada 80°C menghasilkan ekstrak (P-100) lebih banyak dibandingkan ekstraksi

dengan menggunakan pelarut alkohol. Hal ini menunjukkan bahwa metode  ekstraksi pemanasan ini akan

memberikan jumlah ekstrak lebih banyak dibandingkan metode maserasi dengan menggunakan pelarut etanol.

Metode ekstraksi pemanasan juga memerlukan waktu yang lebih singkat dibandingkan metode maserasi dengan

menggunakan pelarut etanol.

Aktivitas Antioksidan dan Aktivitas Antikanker

Aktivitas antioksidan ekstrak yang diuji dapat dilihat pada tabel berikut ini,

Tabel 2. Nilai IC50 (ppm) aktivitas antioksidan ekstrak buah E. alba

Ekstrak IC50 (ppm)

Ekstrak Air P-100 18.25

Ekstrak Etanol 70% 22.18

Ekstrak Etanol 80% 24.53

Berdasarkan tabel tersebut di atas diketahui bahwa ekstrak air (P-100) memiliki aktivitas antioksidan tertinggi

(IC50 =18.25 ppm) dibandingkan ekstrak lainya.

Gambar 1 berikut ini merupakan hasil fotomikrograf pengamatan terhadap  sel MCF-7 menunjukan adanya

aktivitas penghambatan proliferasi ekstrak.

Gambar 1. Fotomikrograf sel MCF-7

Fotomikrograf morfologi sel MCF-7 pada gambar 1 menunjukkan bahwa jumlah sel MCF-7 pada perlakuan

ekstrak lebih sedikit dibandingkan lontrol. Hal ini menunjukkan bahwa sel MCF-7 mengalami penghambatan

proliferasi oleh perlakuan ekstrak.

Hasil penentuan aktivtas penghambatan proliferasi sel MCF-7 oleh ekstrak pada konsentrasi 75 ppm dapat

dilihat pada tabel berikut ini:
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Tabel 3. Aktivtas penghambatan proliferasi sel MCF-7 oleh ekstrak pada konsentrasi 75 ppm

Ekstrak
Aktivitas Penghambatan proliferasi

pada 75 ppm (%)

Ekstrak Air P-100 83.42  0.19

Ekstrak Etanol 70% 82.23  0.33

Ekstrak Etanol 80% 81.01  0.25

Berdasarkan data tabel 3 di atas, diperoleh fakta bahwa ekstrak air memiliki aktivtas penghambatan proliferasi

sel MCF-7 tertinggi (83.42%) dibandingkan ekstrak lain.

Mencermati data pada tabel 2 dan 3 dikatahui bahwa terdapat korelasi antara aktivitas antioksidan dan potensi

antikanker ekstrak buah E. alba.  Fakta ini merupakan suatu topik yang menarik bila dihubungkan dengan

kandungan fenol total pada ekstrak. Kandungan fenol total pada ekstrak dapat dilihat pada tabel 4,

Tabel 4. Kandungan fenol total  pada Ekstrak

Ekstrak
Kandungan fenol total

(mg of GAE/g)

Ekstrak Air P-100 42.04  0.17

Ekstrak Etanol 70% 22.81  0.35

Ekstrak Etanol 80% 15.11  0.13

Beberapa hasil penelitian menunjukkan adanya korelasi antara kandungan fenol total dalam suatu ekstrak dan

aktivitas antioksidan (De Oliveira et. al., 2012; Do et. al., 2014; Hossain and  Shah, 2015; Złotek et. al., 2016;

Kalaycıoğlu and  Erim, 2017; Beta and Hwang, 2018; de Falco et. al., 2018). Korelasi langsung antara kandungan

fenol total dalam suatu ekstrak dan aktivitas antikanker tampaknya masih memerlukan fakta-fakta penelitian yang

lebih banyak.

4. KESIMPULAN

Berdasarkan hasil penelitian ini dapat disimpulkan bahwa Ekstrak P-100 dari buah Eucalyptus alba

memiliki aktivitas antioksidan dan antikanker. Aktivitas antioksidan dan antikanker ekstrak P-100 diduga

berkorelasi erat dengan kandungan fenol total dalam ekstrak tersebut.
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