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ABSTRAK

Latar Belakang

Musa paradisiaca Linn adalah tanaman pisang yang memiliki banyak
manfaat pada daun, batang, buah, jantung, dan kulithya. Senyawa yang
terdapat dalam kulit pisang masih perlu diteliti untuk pengobatan berbagai
penyakit. Kanker mulut adalah penyakit yang sering terjadi pada saat ini,
pengobatan kanker biasanya menggunakan bahan kimia sintetik yang
mengandung laser dan bedah yang memiliki resiko yang tinggi. Diperlukan
pengobatan dengan bahan alam, ekstrak kulit M. paradisiaca diduga
memiliki kemampuan sitotoksisitas. Penelitian ini bertujuan untuk
mengetahui efek ekstrak etanol dari kulit M. paradisiaca terhadap
sitotoksisitas sel lini HSC-3.

Metode

Sel lini HSC-3 diberikan perlakuan dengan ekstrak fraksi etanol kulit M.
paradisiaca dengan konsentrasi masing-masing 50 ug/mL, 100 ug/mL, 200
ug/mL, 400 pug/mL selama 24 jam, lalu di uji dengan CCK-8 assay untuk
menghitung presentase viabilitas sel dan mendapatkan nilai ICso.

Hasil

Hasil uji fitokimia dari ekstrak kulit pisang memiliki kandungan saponin dan
tannin. Pada ekstrak etanol memiliki sitotoksisitas yang paling tinggi pada
konsentrasi 100, 200, 400 ug/mL. Analisis statistik menggunakan ANOVA
satu arah dan Tukey’s HSD dianggap signifikan p<0,001.

Kesimpulan

Ekstrak etanol kulit M. paradisiaca memiliki potensi untuk dibuat sebagai
bahan terapi antikanker HSC-3.

Kata Kunci: Ekstrak Musa paradisiaca L; sitotoksisitas; sel lini HSC-3.

ABSTRACT

Background

Musa paradisiaca Linn is a banana plant that has many benefits in its leaves,
stem, fruit, heart, and peel. Compounds contained in banana peels still need
to be studied for the treatment of various diseases. Oral cancer disease is
often occurs nowadays, cancer treatment usually uses synthetic chemicals
containing lasers and surgery which has a high risk. Treatment with natural
ingredients is needed, M. paradisiaca peel extract is thought to have the
ability of cytotoxicity. This study aims to determine the effect of ethanol
fraction extracts of M. paradisiaca peel on the cytotoxicity of HSC-3 cell lines.
Method

HSC-3 line cells were treated with the ethanol fraction extract of M.
paradisiaca peel with respective concentrations of 50 pg/mL, 100 pg/mL,
200 pg/mL, 400 pg/mL for 24 hours, then tested with CCK -8 assays to
calculate the percentage of cell viability and obtain the IC50 value.

Results

The results of the phytochemical test of banana peel ethanol xtract contained
saponins and tannins. The ethanol extract has the highest cytotoxicity at
concentrations of 100, 200, 400 pg/mL.. Statistical analysis using one way
ANOVA and Tukey's HSD was considered significant p <0.001.
Conclusion

The ethanol extract of M. paradisiaca peel has the potential to be made as
a HSC-3 anticancer therapy agent.

Keywords: Musa paradisiaca L extract; citotoxicity; cell line HSC-3.
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PENDAHULUAN

Kanker merupakan persoalan penting di
bidang kedokteran serta termasuk pada 10
penyebab kematian utama di dunia karena
menjadi penyakit keganasan bagi penderitanya
sebab sel kanker bisa membuat rusak sel lain.*
Kanker rongga mulut termasuk menjadi
penyebab kematian paling banyak di dunia yang
berestimasi  657.000 kasus baru dan
menyebabkan lebih dari 330.000 kematian.?
Menurut data WHO (2018) kanker menjadi
penyebab kematian terbanyak kedua di dunia
yang menyebabkan 9,6 juta orang atau 1 dari 6
orang mengalami kanker. Setelah 5 tahun,
penelitan dari Riset Kesehatan Dasar
(Riskesdas) mencatat, terdapat kenaikan angka
kanker mulut jadi 5,6% dari tahun 2013 dan pada
kelompok usia produktif mengalami kenaikan
sebanyak 1,4%.3 Terdapat beberapa faktor yang
dapat mempengaruhi adanya kanker rongga
mulut yakni faktor lokal seperti kurangnya
kebersihan rongga mulut, faktor eksternal yaitu
merokok, mengkonsumsi alkohol, dan
penggunaan sirih pinang. Selain itu juga terdapat
beberapa faktor predisposisi mencakup usia,
jenis kelamin, dan nutrisi imunologik.* Salah satu
jenis sel kanker pada rongga mulut adalah
Karsinoma Sel Skuamosa (KSS), sel kanker ini
biasa terjadi di rongga mulut karena kurangnya
pendeteksian dini sehingga menjadi masalah
yang serius di rongga mulut.4 Lokasi Karsinoma
Sel Skuamosa (KSS) yang terdapat pada rongga
mulut tergantung dari letak anatomisnya. Bagian
lateral, ventral lidah, dan perbatasan dengan
dasar mulut menjadi tempat termudah terkena
kanker.®

Sel lini HSC-3 adalah sel kanker lidah
yang banyak digunakan dalam penelitian di
laboratorium karena diketahui dapat
menunjukkan kemiripan dengan tumor asli.®
Pada penelitian sebelumnya pada ekstrak fraksi
etanol daun Imperata cylindria (alang-alang)
diketahui dapat menghambat proliferasi sel HSC-
3 dan menghambat migrasi sel HSC-3 pada
konsentrasi 320 ppm selama 6 jam atau lebih.”

Pengobatan kanker pada rongga mulut
sampai sekarang masih memakai cara
konvensional, seperti kemoterapi, radioterapi,
imunoterapi, pembedahan dan terapi
kombinasi.5 Terdapat beberapa pilihan obat
kemoterapi yang paling banyak dipakai ialah
antimetabolit, senyawa interaktif DNA, senyawa
antitubulin, hormon dan senyawa penarget
molekular.  Tetapi, pemakaian  obat-obat
kemoterapi itu dapat menimbulkan efek samping
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yakni rambut rontok, supresi sumsum tulang,
resistensi obat, lesi gastrointestinal, dan
disfungsi neurologi. Tanaman herbal merupakan
senyawa aktif yang dapat dijadikan pilihan lain
pada pencarian antikanker baru, sebab dapat
mempunyai efek samping paling kecil. Antikanker
yang terdapat pada tanaman herbal bisa
berbentuk ekstrak tanaman atau senyawa aktif
tunggal yang diisolasi dari tanaman.® Untuk
menghindari efek samping itu, maka dilakukan
pengobatan terapi alternatif dari bahan alam.
Beberapa tanaman herbal yang diketahui
memiliki kemampuan antikanker adalah daun
sirsak (Annona muricata), teh hijau (Camellia
sinensis), dan kunyit (Curcuma longa L.).% Salah
satu tanaman yang bisa berpotensi untuk dipakai
menjadi tanaman obat atau bahan herbal adalah
Pisang (Musa paradisiaca L.).

Tanaman pisang memiliki banyak
manfaat salah satunya, yaitu buah pisang yang
mengandung antioksidan tinggi khususnya pada
kulitnya. Kulit pisang tidak dikonsumsi dan
cenderung dibuang sembarangan, hal ini dapat
menyebabkan limbah sehingga pemanfaatan
kulit pisang bisa bernilai lebih ekonomis. Kulit M.
paradisiaca mengandung senyawa antioksidan
yang berguna bagi tubuh manusia saat ini seperti
flavonoid, alkaloid, tanin, saponin, terpenoid,
kuinon dan steroid. Senyawa tersebut diketahui
memiliki efek farmakologis sebagai antiinflamasi,
antikanker, dan antibiotik.® Pada penelitian
sebelumnya diketahui bahwa kulit pisang dapat
memicu adanya efek antibakteri yang dimiliki
pada bakteri Gram positif (Staphylococcus
aureus), dan Gram negatif (Enterobacter
aerogenes).'® Penelitian ini memiliki tujuan untuk
mengetahui efek dari berbagai fraksi ekstrak kulit
M. paradisiaca terhadap sitotoksisitas sel lini
HSC-3.

METODE

A. Uji Determinasi
Tanaman yang digunakan untuk penelitian
didapatkan dari Kebun petani yang kemudian
dilakukan identifikasi tanaman di Sekolah limu
dan Teknologi, Institut Teknologi Bandung
(ITB), Bandung. Proses identifikasi tanaman
tersebut dilakukan untuk mengetahui dan
memastikan bahwa bahan yang digunakan
merupakan kulit M. paradisiaca.

B. Ekstraksi & Fraksinasi
Metode yang digunakan dalam pembuatan
ekstrak kulit M. paradisiaca yaitu dengan
metode maserasi. Menggunakan buah pisang
yang sudah matang dan berwarna kuning, lalu
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dipisahkan dengan kulitnya. Pada metode ini,
di dapatkan kulit M. paradisiaca yang sudah
dihaluskan didapatkan hasil sebanyak 1 kg
kemudian dimasukkan ke dalam maserator
yang telah diberi alas kapas lalu ditambahkan
etanol 96% hingga terendam dan diamkan
selama 24 jam. Setelah 24 jam, cairan yang
terdapat di dalam maserator dikeluarkan
dengan membuka kran outlet yang terletak di
bawah maserator, cairan ini adalah yang
disebut sebagai ekstrak encer. Kemudian,
tambahkan pelarut ke dalam ampas yang
berada di dalam maserator selama 24 jam,
dan ulangkan terus prosesnya hingga sudah
tidak berwarna lagi pada cairan yang keluar
dari outlet atau telah diperkirakan bahwa zat
aktif dari simplisia sudah terekstraksi semua.
Selanjutnya, untuk mendapatkan ekstrak
kental atau pekat dengan konsentrasi 100%
dilakukan dengan cara pemekatan
menggunakan rotary vacuum evaporator
untuk memisahkan zat aktif dan pelarut.

. Uji Fitokimia

Dilakukan dengan uji fitokimia kualitatif untuk

melihat senyawa-senyawa yang ada dengan

menggunakan metode fitokimia menurut J.B.

Harbone, sebagai berikut:

i. Uji Alkaloid
Penambahan  10ml  kloroform  dan
beberapa tetes ammonia diberikan pada
ekstrak sebanyak 0.1 mg. Untuk
memisahkan dan mengasamkan fraksi
kloroform diberikan beberapa tetes H2SO4
pekat, kemudian dibagi ke dalam 3 tabung
dan ditambahkan perekasi Dragendorf,
Meyer, dan Wagner. Apabila terdapat
endapan berwarna merah (Dragendorf),
putih kekuningan (Meyer) dan coklat
(Wagner) maka menunjukkan adanya
kandungan alkaloid.

ii. Uji Flavonoid
Sampel diberikan 0.4 mL amil alokohol
(campuran etanol 95 % dam HCL 37%
dengan perbandingan 1:1) dan serbuk
magnesium sebanyak 0.1 mg, serta 4mL
alkohol yang kemudian dicampur dan
digoyangkan.  Keberadaan flavonoid
ditandai dengan adanya endapan
berwarna jingga, kuning, dan merah pada
lapisan alkohol.

iii. Uji Terpenoid
Sampel ekstrak kulit M. paradisiaca
diambil dan dimasukkan ke dalam tabung
reaksi. Pereaksi Lieberman Burchard pada
sampel ditambahkan sebanyak 3 tetes dan

Prasess [

2 tetes larutan CHCI3. Amati apakah
perubahan pada sampel, jika terbentuknya
warna merah ungu menunjukkan reaksi
positif.16
iv. Uji Saponin
Diperiksa dengan menggunakan uji busa
dalam air panas, apabila busa tidak hilang
saat ditambahkan 1 tetes HCL2N dan
stabil selama 10 menit maka terdapat
saponin.
v. Uji Tanin
Sebanyak 1 g ekstrak yang ditambahkan
dengan akuades 10 mL dan dididihkan,
kemudian ditambahkan FeCI3 1%
sebanyak 5 mL setelah filtrat dingin.
Apabila terbentuk warna biru tua maka
menunjukkan adanya kandungan tanin.
vi. Uji Kuinon
Sebanyak 1 g ekstrak yang dipanaskan lau
disaring. Filter selanjutnya ditetesi dengan
NaOH 1N, jika terbentuk warna kuning
hingga merah maka ditemukan adanya
senyawa kelompok kuinon.
. Uji Steroid
Ekstrak sebanyak 1 g dimaserasi dengan
n-heksana selama 30 menit (tutup rapat)
kemudian disaring. Filtrat n-heksana
diuapkan di atas cawan penguap hingga
kering. Teteskan pereakasi Lieberman-
Burchard pada residu, jika hasilnya
ditemukan pewarnaan biru-hijau maka
ditemukan adanya senyawa dari kelompok
steroid tersebut.

Vi

. Kultur sel

Kultur Sel HSC-3 dibiakkan dalam media
DMEM disertai FBS 10% dan campuran
streptomicin 100 pg/mL dan penisilin 100
unit/ml (antibiotik-antimokotik) yang kemudian
sub kuktur sel HSC-3 dengan suhu 37°C
dalam inkubator CO2 5%.

. Uji Sitotoksisitas

Metode vyang digunakan untuk menguji
sitotoksisitas yaitu dengan CCK-8 assay.
Diawali dengan menghitung perkiraan jumlah
sel kanker sebanyak 15.000 sel/well dan
sesuaikan  konsentrasi  suspensi  sel.
Kemudian sel ini dimasukkan ke dalam 96-
well plate dan diinkubasi pada suhu 37°C.
Lakukan tiga kali pengulangan pada masing-
masing konsentrasi. Hasil serapan atau
Optical Density (OD) menggunakan
microplate reader dengan panjang gelombang
450 nm. Toksisitas diperhitungkan dengan
melihat penurunan viabilitas sel terhadap
kelompok kontrol menggunakan nilai 1C50.
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Dengan menggunakan microplate reader
dapat mendapatkan data hasil absorbansi dari
masing-masing sumuran yang dikonversikan
persentase inhibit sel. Persentase inhibisi
dapat dihitung menggunakan rumus:

. absorbansi kelompok ekstrak
% inhibisi = 1 — x 100

absorbansi kontrol

Menentukan nilai IC50 dengan memplot grafik
viabilitas sel dibandingkan konsentrasi.
Persentase inhibisi kemudian dibuat kurva
yang memperlihatkan  hubungan log
konsentrasi versus nilai % inhibisi terhadap
sel dan dihitung nilai IC50. Nilai IC50 adalah
konsentrasi yang mempengaruhi terjadinya
viabilitas sel sebanyak 50% dan hasilnya
menunjukkan kemampuan toksik suatu
senyawa terhadap sel. Semakin besar nilai
IC50 semakin tidak toksik senyawa tersebut.
F. Analisis Statistik

Pada penelitian ini menggunakan analisis
statistik yang dilakukan dengan uji normalitas
data Shapiro-Wilk. Signifikansi statistik data
dihitung dengan analisis varians (ANOVA)
satu arah bersama dengan uji post hoc HSD
Tukey untuk penentuan tingkat signifikansi.
Hasil dinyakan signifikan jika p<0,005.

HASIL

A. Uiji Fitokimia
Ekstrak kulit M. paradisiaca fraksi etanol
terdapat kandungan senyawa seperti pada
Tabel 1. Hasil uji fitokimia menggunakan
metode J.B.Harbone.

Tabel 1. Hasil Uji Fitokimia M. Paradisiaca fraksi etanol.

Metabolit . -
Sekunder Metode Uji Hasil Uji
Alkaloid a. Pereaksi Wagner

b. Pereaksi Dragendorf
c. Pereaksi Meyer
Flavonoid a. Pereaksi HCL + Mg
b. Pereaksi H.SO4 2N
c. Pereaksi NaOH 10%

Kuinon Pereaksi NaOH -
Saponin Pereaksi HCI 2N +
Tanin Pereaksi FeCl3 1% +
Steroid Pereaksi Lieberman- Burchard

Triterpenoid  Pereaksi Lieberman- Burchard

B. Uiji Sitotoksisitas
Hasil perhitungan jumlah sel HSC-3 yang
bertahan hidup menggunakan pewarnaan
dengan uji CCK-8 setelah diberikan perlakuan
dengan ekstrak etanol kulit M. paradisiaca
selama 24 jam. Kemudian, dari hasil tersebut
ditemukan nilai IC50 untuk mengetahui pada
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konsentrasi berapa ekstrak dapat
menyebabkan kematian sel sebanyak 50%.
Semakin besar nilai IC50 maka semakin
lemah toksik dari ekstrak tersebut.
Dibandingkan dengan kontrol DMEM bahwa
fraksi etanol 100 ug/mL, dan 200 ug/mL tidak
menunjukkan sitotoksisitas terhadap sel lini
HSC-3.

EtOH

400

350

. 300
Optical

250
Density

(hm) 200

150

100

p I N
0
1 2 3

4 5

Konsentrasi (ug/mL)

Gambar 1. Jumlah Sel HSC-3 dari uji CCK-8.

C. Analisis Statistik
Hasil uji normalitas menunjukkan bahwa data
penelitian uji viabilitas sel HSC-3 yang
diberikan perlakuan dengan menggunakan
ekstrak kulit M. paradisiaca fraksi etanol
setelah diinkubasi selama 24 jam terdistribusi
secara normal dengan nilai p>0,05.
Hasil uji One-way ANOVA menunjukkan
bahwa terdapat perbedaan bermakna antar
kelompok bahan uji yaitu ekstrak kulit M.
paradisiaca fraksi etanol konsentrasi 50
pg/mL, 100 pg/mL, 200 pg/mL, 400 pg/mL,
kontrol negatif (DMEM), kontrol pelarut yaitu
DMSO 0,33% dan kontrol positif yaitu DMSO
10% terhadap viabilias sel HSC-3 dengan nilai
P<0,001.
Hasil analisis uji Post Hoc HSD Tukey
sitotoksisitas kulit M. paradisiaca fraksi etanol
terhadap viabilitas sel HSC-3 menunjukkan
bahwa tidak terdapat perbedaan bermakna
terhadap kontrol negatif (DMEM). Jumlah sel
yang bertahan hidup pada perlakuan kontrol
negatif; ekstrak fraksi etanol konsentrasi 100,
200 dan 400 pg/mL menunjukkan adanya
perbedaan bermakna terhadap kontrol positif
(DMSO 10%).

DISKUSI

Penelitian  ini  menggunakan  kulit
tanaman pisang spesies Musa paradisiaca Linn,
yang diekstrak dengan fraksi etanol. Metode
ekstraksi yang digunakan adalah maserasi dan
dilanjutkan dengan fraksinasi metode liquid-liquid
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extraction sehingga senyawa-senyawa bioaktif
akan terisolasi pada masing-masing ekstrak
berdasarkan polaritasnya. Senyawa-senyawa
yang terkandung dalam tanaman M. paradisiaca
diketahui memiliki bioaktivitas seperti
antioksidan, antiinflamasi, dan sitotoksik
terhadap sel kanker. Dari hasil uji fitokimia yang
telah dilakukan pada penelitian fraksi etanol
menunjukkan terdapat senyawa saponin, dan
tannin.

Penelitian sebelumnya menunjukkan
ekstrak fraksi etanol tanaman Areca Catecu
mempunya efek sitotoksisitas terhadap sel HSC-
3 pada konsentrasi diantara 160-640 pg/mL.%Y"
Hasil uji sitotoksisitas dengan metode CCK-8
assay pada penelitian ini, menunjukan bahwa
pada ekstrak fraksi etanol terlihat bahwa efek
sitotoksik terhadap sel HSC-3 semakin tinggi
seiring dengan besarnya konsentrasi ekstrak
tersebut. Aktivitas sitotoksik yang berbeda pada
fraksi etanol mungkin dapat disebabkan oleh
kandungan senyawa- senyawa yang terjebak di
dalamnya. Pada ekstrak fraksi etanol diketahui
mengandung senyawa saponin yang diketahui
dapat terlibat dalam replikasi DNA dan mencegah
terjadi proliferasi sel kanker.'® Selain itu,
senyawa tanin dan flavonoid juga diketahui dapat
menginduksi apoptosis melalui jalur yang
dimediasi mitokondria dan  menghambat
proliferasi sel kanker dengan menghentikan
siklus sel dalam fase G1/s dan G2/M.%°

Hasil analisis uji Post Hoc HSD Tukey
sitotoksisitas kulit M. paradisiaca fraksi etanol
terhadap viabilitas sel HSC-3 menunjukkan
bahwa tidak terdapat perbedaan bermakna antar
beberapa fraksi dan konsentrasi terhadap kontrol
negatif (DMEM). Jumlah sel yang bertahan hidup
pada perlakuan kontrol negatif; ekstrak etanol
konsentrasi 100, 200 dan 400 ug/mL
menunjukkan adanya perbedaan kontrol positif
(DMSO 10%).

KESIMPULAN

Berdasarkan hasil penelitian dan
pembahasan di atas, dapat disimpulkan bahwa
ekstrak fraksi etanol memiliki efek sitotoksik yang
signifikan. Ekstrak kulit M. paradisiaca fraksi
etanol di konsentrasi 100, 200, dan 400 ug/mL
memiliki presentase rata-rata inhibisi sel yang
paling tinggi dan menyerupai sitotoksisitas
kontrol positif sehingga menjadi kelompok
ekstrak paling toksik terhadap sel lini HSC-3.
Sedangkan, aktivitas sitotoksik pada fraksi etanol
terjadi paling tinggi pada konsentrasi 400 pg/mL.
Pada hasil uji fitokimia penelitian di atas
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ditemukan kandungan steroid dan terpenoid
pada kulit M. paradisiaca memiliki peran penting
terhadap sitotoksisitas sel lini HSC-3.
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