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Abstract

Incidence and death rates from cancer continue to increase in various
countries, including Indonesia. Various attempts through therapies have been
made to reduce recurrence and spread, but often cause side effects. To
minimize side effects, effective alternative therapy is needed to treat and treat
cancer through the use of natural ingredients, one of which is kelalai
(Stenochlaena palustris). This study aims to test the cytotoxic activity of the
ethanol extract of kelakai (Stenochlaena palustris) against vero cells to identify
its potential as an anticancer. Extraction with 96% ethanol using the
maceration method. Identification of chemical constituents was carried out
qualitatively by identifying tannins, alkaloids, flavonoids, saponins, and
steroids/terpenoids. Toxicity test using the MTT assay method with serial
concentrations of 2000; 1000; 500; 250; 125; 62.5; 31.5; and 15.625 ug/ml. The
ethanol extract of kelakai contains tannins, flavonoids, steroids, alkaloids, and
saponins. The test results on Vero cells obtained an IC50 value of the ethanol

extract of Lakalai of 1724.5752 ug/mL.
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Abstrak
Angka kejadian dan kematian akibat kanker terus meningkat pada berbagai

negara, termasuk Indonesia. Berbagai upaya melalui terapi-terapi telah
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dilakukan untuk dapat mengurangi kekambuhan dan penyebarannya, namun
seringkali menimbulkan efek samping. Untuk meminimalisir timbulnya efek
samping, diperlukan suatu terapi alternatif yang efektif untuk pengobatan dan
mengatasi penyakit kanker melalui pemanfaatan bahan alam, salah satunya
adalah kelakai (Stenochlaena palustris). Penelitian ini bertujuan untuk
melakukan uji aktivitas sitotoksik ekstrak etanol kelakai (Stenochlaena
palustris) terhadap sel vero sehingga dapat mengidentifikasi potensinya
sebagai antikanker. Ekstraksi dengan etanol 96% menggunakan metode
maserasi. Identifikasi kandungan kimia dilakukan secara kualitatif dengan
mengidentifikasi senyawa tannin, alkaloid, flavonoid, saponin, dan
steroid/terpenoid. Uji toksisitas dengan metode MTT assay dengan serial
konsentrasi yaitu 2000; 1000; 500; 250; 125; 62,5; 31,5; dan 15,625 pg/ml.
Ekstrak etanol kelakai mengandung senyawa tannin, flavonoid, steroid,
alkaloid, dan saponin. Hasil uji terhadap sel vero diperoleh nilai IC50 ekstrak

etanol kelakai sebesar 1724,5752 ug/mL.

Kata Kunci: kelakai, toksisitas, MTT, sel vero

PENDAHULUAN 10 juta diantaranya berakhir dengan kematian

] (Sung et al., 2021).
Kanker = merupakan  penyakit yang

Berbagai upaya telah dilakukan untuk dapat
disebabkan karena pertumbuhan sel vyang

o mengurangi kekambuhan dan penyebarannya di
abnormal pada jaringan tubuh. Sel tersebut

] dalam tubuh. Upaya tersebut antara lain melalui
tumbuh dan berkembang secara cepat dan tidak

) o operasi, mastektomi, kemoterapi, terapi
terkendali, menekan jaringan tubuh, bahkan

hormonal, terapi radiasi, dan/atau imunoterapi
sampai mempengaruhi organ tubuh (WHO,

(ACS, 2021; Nugraha et al., 2019). Namun terapi-
2023). Angka kejadian dan kematian akibat

terapi ini seringkali menimbulkan efek samping.
kanker terus meningkat pada berbagai negara,

Efek samping yang ditimbulkan antara lain
termasuk Indonesia. Tahun 2020 dilaporkan

Mielotoksisitas yang berefek menyebabkan
sebanyak 19,3 juta kasus kanker baru, dan hampir

netropenia, trombositopenia dan anemia, efek

toksik terhadap sumsum tulang dan ginjal, serta
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demam neutropenia (Febriani & Rahmawati,
2019). Untuk meminimalisir timbulnya efek
samping, diperlukan suatu terapi alternatif yang
efektif untuk pengobatan dan mengatasi
penyakit kanker. Hal tersebut dapat dilakukan
melalui

pemanfaatan bahan alam vyang

mengandung berbagai senyawa yang telah

dilaporkan  memiliki  kemampuan  untuk
menghambat aktivitas sel kanker. Salah satu yang
mudah ditemui adalah kelakai (Stenochlaena
palustris).

Masyarakat di Kalimantan Tengah banyak
memanfaatkan kelakai dalam pengobatan
berbagai penyakit, yaitu anemia, demam, dan
sakit kulit, dan efektif juga untuk pengobatan
antiinflamasi (Margono et al.,, 2016b, 2016a).
Kandungan kimia yang terdapat dalam tumbuhan
kelakai antara lain mengandung senyawa
flavonoid, fenol, alkaloid, dan steroid (Indrayanti
et al,, 2016; Negara et al., 2017). Kandungan zat
gizi dalam kelakai antara lain protein (2,36 %),
serat kasar (4,44 %), lemak (0,11 %), air (89,09 %),
vitamin dan kalsium (Indrayanti et al., 2016;
Purwandari, 2013). Qamariah et al. (2018)
melaporkan bahwa kandungan kimia pada
simplisia dan ekstrak etanol akar Kelakai yaitu
alkaloid, saponin dan tanin. Alkaloid, saponin dan
tanin merupakan senyawa metabolit sekunder
yang memiliki aktivitas biologi yang berpotensi
dikembangkan sebagai antibiotik. Hasil uji
sitotoksisitas pada sel MCF-7 menunjukkan nilai
IC50 sebesar 493,57 pg/ml (Mashar & Annah,

2020). Penelitian ini bertujuan untuk melakukan

uji aktivitas sitotoksik ekstrak etanol kelakai

(Stenochlaena palustris) terhadap sel vero.

METODE

Alat

Alat-alat yang digunakan yaitu seperangkat alat
maserasi, Biosafety Cabinet (BSC) (Thermo Fisher
Scientific, America), Centrifuge (Sorvall, USA), CO-
2 inkubator (Heraeus, Germany), Mikroskop
inverted (Olympus, Germany), Multiskan EX
Scientific, America), dan

(Thermo  Fisher

mikropipet (Socorex, Switzerland).

Bahan

Bahan-bahan yang digunakan vyaitu sentrifuge
tube 15 ml dan 10 ml (Huida, China), T-flask 25
cm?2 (FuDau Biotechnology, China), 96 well plate
(Sigma-Aldrich, Germany), Phosphate Buffer
Saline (PBS) (Gibco, South America), Antibiotik
Penicilin-streptomycin (Pen-Strep)  (Sigma-
Aldrich, Germany), Fetal Bovine Serum (FBS)
medium DMEM

((Gibco, South America),

(Dulbecco's modified eagle medium) (Gibco,
South America), Trypsin EDTA 0,05% (Gibco,
South America), Trypan blue (Gibco, South
America), MTT assay kit (Thermo Fisher Scientific,
America), dan etanol 96% (Pro Analyse, Merck,

Germany).

Prosedur Penelitian

1. Pengolahan Sampel
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Tumbuhan kelakai diperoleh dari Kota
Palangka Raya, Kalimantan Tengah. Kelakai dicuci
bersih kemudian dikeringkan, setelah itu
disebukkan. Serbuk kelakai diekstraksi dengan
metode maserasi menggunakan pelarut etanol
96%. Maserasi dilakukan dengan perbandingan
sampel dan pelarut 1:4 selama 3x24 jam. Hasil
maserasi diuapkan rengan rotary evaporator
hingga diperoleh ekstrak kental (Mashar &
Annah, 2020).

2. ldentifikasi Kandungan Kimia
Identifikasi Tanin

Ekstrak uji ditambahkan pelarut FeCl3. Jika
hasil menunjukkan endapan biru-hitam maka
positif mengandung gallotanin dan ellagotann,
sedangkan jika menunjukkan endapan hitam
kehijauan maka positif mengandung tannin
terkondensasi (Desinta, 2015).

Identifikasi Alkaloid

Sebanyak 2 ml ekstrak uji diuapkan hingga
diperoleh residu. Selanjutnya residu dilarutkan
dengan 5 ml HCI 2 N dan dibagi ke dalam 3 tabung
reaksi. Tabung reaksi 1 ditambahkan HCl 2 N
(blanko), tabung reaksi 2 ditambahkan 3 tetes
pereaksi Dragendorff, dan tabung reaksi 3
ditambahkan 3 tetes pereaksi Mayer. Hasil positif
mengandung alkaloid jika terdapat endapan
jingga pada tabung 2 dan endapan putih hingga
kekuningan pada tabung 3 (Dewi, 2013).
Identifikasi Flavonoid

Sebanyak 2 ml ekstrak uji dipanaskan

selama 5 menit. Setelah itu ditambahkan dengan

0,1 g logam Mg dan 5 tetes HCI pekat. Hasil positif

mengandung flavonoid jika terbentuk warna

kuning jingga hingga merah (Ergina, 2014).

Identifikasi Saponin

Ekstrak uji dimasukkan dalam tabung reaksi
lalu ditambahkan 10 ml air panas. Campuran
tersebut didinginkan, lalu dikocok dengan kuat
selama 10 detik. Hasil positif jika terbentuk buih
yang mantap setinggi 1-10 cm selama tidak
kurang dari 10 menit, dan ketika ditambahkan HCI

2 N buih tersebut tidak hilang (Dewi, 2013).

Identifikasi Steroid/Terpenoid

Ekstrak uji sebanyak 2 ml ditambajkan
dengan 3 tetes HCl pekat dan 1 tetes H2S04
pekat. Jika terbentuk warna hijau maka positif
mengandung steroid, dan jika terbentuk warna
merah atau ungu maka positif mengandung

terpenoid (Ergina, 2014).

3. Uji Toksisitas Dengan Metode MTT Assay

Uji toksisitas dilakukan sesuai dengan
prosedur yang ditetapkan di laboratorium kultur
sel dan sitogenika, Fakultas Kedokteran,

Universitas Padjajaran.

Preparasi media dan sampel

a. Disiapkan media kultur DMEM komplit
(mengandung FBS 10% dan 1% Antibiotik
Penicilin-streptomycin).

b. Sampel berupa ekstrak etanol kelakai yang
diencerkan dengan serial konsentrasi yaitu
2000; 1000; 500; 250; 125; 62,5; 31,5; dan
15,625 pg/ml, control

dengan positif

menggunakan doxorubicin 0,5; 1; dan 5

ug/ml.

Preparasi Sel
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a. Sel yang akan digunakan telah konfluen min
80%.

b. Dibuang media dalam flask, lalu bilas sel
sebanyak 2x dengan 10 mL PBS.

c. Ditambahkan 3 mL larutan trypsin-EDTA lalu
diinkubasi selama 5 menit  agar
lapisan sel terdispersi (dibawah mikroskop
inverted sel akan terlihat melayang).

d. Dipindahkan sel ke dalam tabung sentrifuge
yang telah berisi medium komplit.

e. Disentrifugasi dengan kecepatan 1500 rpm
selama 5 menit.

f. Supernatan dibuang, pellet sel dilarutkan
kembali dengan medium komplit baru.

Uji Toksisitas Terhadap Ekstrak

a. Seeding kultur sel ke dalam 96 well plate,
kemudian inkubasi selama 24 jam pada suhu
320C dan CO2 5%.

b. Setelah 24 jam, masing-masing well plate
ditambahkan sesuai dengan masing-masing
serial konsentrasi. Dilakukan triplicate untuk
masing-masing konsentrasi

c. Diinkubasi selama 72 jam

d. Dibuang media yang mengandung perlakuan

sampel dari masing-masing well lalu masing-

masing well dibilas menggunakan PBS 1x.

Tabel 1. Identifikasi Kandungan Kimia terhadap Ekstrak Kelakai

e. Diinkubasikan dengan 100 pl dari 0,5 mg/mi
MTT selama 2-4 jam dalam inkubator 370C
dan CO2 5% sampai terbentuk kristal
formazan.

f. Setelah terbentuk formazan, buang larutan
kit lalu ditambahkan DMSO sebagai reagen
stopper.

g. Selanjutnya diukur absorbansi pada alat elisa

Multiskan EX

reader dengan

panjang gelombang 550 nm.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Identifikasi kandungan kimia dilakukan
terhadap ekstrak etanol kelakai dengan metode
kualitatif menggunakan pereaksi warna. Metode
ini merupakan salah satu metode analisis
kualitatif yang sederhana untuk mengetahui
kandungan metabolit sekunder dalam sampel.
dilakukan

alkaloid,

Pada penelitian ini identifikasi

kandungan tannin, flavonoid,
steroid/terpenoid dan saponin terhadap sampel
ekstrak kelakai. Hasil identifikasi yang diperoleh

ditunjukkan pada Tabel 1.

Kandungan Kimia Hasil Kesimpulan
Tannin endapan hitam kehijauan +
Alkaloid endapan jingga +
Flavonoid larutan berwarna kuning jingga +
Steroid larutan warna hijau +

Saponin

terbentuk buih stabil
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Penelitian  sebelumnya melaporkan
bahwa ekstrak etanol kelakai mengandung
senyawa tannin, flavonoid, steroid, alkaloid, dan
saponin (Arullappan et al., 2017; Rostinawati et
al., 2018; Saragih et al., 2017; Suryadini, 2019).
Dari seluruh senyawa yang terdapat dalam
ekstrak, flavonoid dilaporkan sebagai senyawa
dengan kadar yang paling tinggi (Kusmardiyani
et al., 2016; Ndanusa et al., 2020).

Selanjutnya terhadap ekstrak etanol
kelakai dilakukan uji toksisitas terhadap se; vero
dengan metode MTT assay. Penelitian ini
bertujuan untuk mendapatkan nilai IC50. Nilai
IC50 merupakan konsentrasi yang mampu
menghambat sel 50% dari populasinya (Dewi et
al., 2019).

Sel vero merupakan sel yang pertama kali
disetujui oleh WHO untuk pengujian antivirus
danvaksin. Sel vero diperoleh dari sel ginjal yang
normal. Sel Vero merupakan continuous cell line
(CCL), sehingga dapat tahan dalam jangka waktu
yang lama dan memungkinkan untuk
karakterisasi sel yang luas sehinga dapat
disimpan sebagai bank sel. Hal ini merupakan
suatu keuntungan bagi sel Vero dibandingkan
dengan jenis sel lain dengan waktu
penyimpanan yang terbatas (Kiesslich & Kamen,
2020; Shen et al., 2019).

Uji toksisitas dengan metode MTT
dilakukan menggunakan serial konsentrasi yaitu
2000; 1000; 500; 250; 125; 62,5; 31,5; dan
15,625 pg/ml. Metode MTT assay adalah teknik

yang umum digunakan untuk uji toksisitas

terhadap sel. Prinsip kerja MTT assay vyaitu
reduksi garam tetrazolium melalui dehidrogena
sesuksinat mitokondria dalam sel (Houdkova et
al., 2017; Stockert et al., 2012; Yang et al., 2015).

Kondisi sel vero setelah perlakuan dengan
ekstrak terlihat banyak yang tidak mati atau
masih dalam keadaan utuh, seperti halnya
kondisi sel sebelum perlakuan dengan ekstrak
(Gambar 1). Hasil uji terhadap sel vero diperoleh
nilai 1C50 ekstrak etanol kelakai sebesar
1724,5752 ug/mL. Nilai IC50 digunakan untuk
mengetahui sifat toksik yang dapat ditimbulkan
kelakai terhadap sel vero. Nilai IC50 >1000
ug/ml menunjukkan ekstrak tidak toksik (Jelita
et al., 2020). Berdasarkan hasil tersebut
menunjukkan ekstrak etanol kelakai tidak
bersifat toksik. Tingkat toksisitas tersebut
menunjukkan potensi ekstrak etanol kelakai
sebagai antikanker.

Potensi  kelakai sebagai antikanker
dipengaruhi oleh senyawa metabolit
sekundernya, khususnya flavonoid. Hasil
penelitian Arullappan et al. (2017) menyatakan
bahwa senyawa flavonoid merupakan agen
terapi untuk mencegah kanker dengan cara
menurunkan ploriferasi sel kanker. Flavonoid
terbukti dapat menghambat proliferasi sel
melalui  mekanisme  pengaturan  cyclin-
dependent kinase 1 (CDK1) dan cyclin B, serta
tumour suppressor gene yang memainkan
peran penting dalam menahan siklus sel p53

dalam sel kanker payudara MCF-7 dan sel

kanker serviks Hela. Ekstrak etanol kelakai
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menunjukkan efek sitotoksisitas terhadap sel
MCF-7 dengan nilai IC50 : 493,57 pug/ml (Mashar
& Annah, 2020). Karakterisasi senyawa yang

potensial sangat diperlukan untuk memperoleh

Setelah treatment dengan doxorubicin

KESIMPULAN

1. Ekstrak etanol kelakai mengandung senyawa

tannin, flavonoid, steroid, alkaloid, dan
saponin.

2. Hasil uji terhadap sel vero diperoleh nilai ICso
ekstrak etanol kelakai sebesar 1724,58 ug/mL
yang menunjukkan bahwa ekstrak tidak
toksik. Tingkat toksisitas ini menunjukkan
potensi ekstrak etanol kelakai dikembangkan

sebagai antikanker.
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Gambar 1. Pertumbuhan Sel Vero : (a) Sebelum treatment; (b) Setelah treatment dengan ekstrak etanol kelakai; dan (c)

Kimia Jurusan Gizi Poltekkes Kemenkes Palangka
Raya; khususnya kepada Putri Ayu Lestari dan
Puteri Elok Laluyangan yang telah membantu
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Kedokteran, Universitas Padjajaran.
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