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ABSTRAK

Tingginya angka kematian yang ditimbulkan menjadikan kanker serviks sebagai salah satu
masalah kesehatan utama pada perempuan di berbagai belahan dunia. Eksplorasi bahan alam sebagai
sumber kandidat antikanker terus dikembangkan untuk memperoleh senyawa yang lebih efektif dan
aman. Penelitian ini bertujuan untuk mengevaluasi aktivitas sitotoksik ekstrak etanol daun akasia
mangium terhadap sel kanker serviks HeLa serta menentukan nilai Inhibitory Concentration 50%
(ICso0). Daun akasia diekstraksi dengan metode maserasi menggunakan etanol 97%, kemudian ekstrak
diuji terhadap sel HelLa pada rentang konsentrasi 7,8125-2000 ppm menggunakan metode MTT
assay. Aktivitas sitotoksik ditentukan berdasarkan nilai absorbansi pada panjang gelombang 550 nm
menggunakan microplate reader, yang selanjutnya digunakan untuk menghitung persentase viabilitas
dan kematian sel. Penentuan nilai ICso dilakukan melalui analisis regresi linear probit antara log
konsentrasi ekstrak dan respons kematian sel. Hasil penelitian menunjukkan bahwa peningkatan
konsentrasi ekstrak diikuti oleh peningkatan persentase kematian sel Hela secara dose-dependent.
Analisis probit menghasilkan persamaan regresi y=1,5199x+1,1980 dengan koefisien determinasi
R2=0,8060, serta nilai ICso sebesar 317,33 ppm. Berdasarkan nilai tersebut, ekstrak etanol daun akasia
mangium tergolong memiliki aktivitas sitotoksik lemah terhadap sel HeLa. Meskipun demikian, hasil
ini menunjukkan bahwa daun akasia berpotensi sebagai sumber senyawa bioaktif antikanker berbasis
bahan alam dan masih memerlukan penelitian lanjutan melalui fraksinasi, isolasi senyawa aktif, serta
kajian mekanisme molekuler.

Kata Kunci: Akasia mangium, MTT assay, sitotoksisitas, ICso, antikanker, HeLa

PENDAHULUAN

Kanker masih menjadi salah satu
penyebab utama morbiditas dan mortalitas di
dunia serta merupakan tantangan besar dalam
bidang kesehatan global. Menurut laporan
Global Cancer Observatory dan World Health
Organization, kanker menyebabkan jutaan
kasus baru dan kematian setiap tahun, dengan
peningkatan beban penyakit yang dipengaruhi
oleh  pertumbuhan populasi, penuaan,
perubahan gaya hidup, paparan faktor
lingkungan, serta faktor genetik (Sung et al.,
2021; World Health Organization, 2024). Di
antara berbagai jenis kanker pada perempuan,
kanker serviks masih menjadi salah satu

masalah kesehatan utama, terutama di negara
berkembang, akibat tingginya angka kejadian
dan keterbatasan akses terhadap deteksi serta
pengobatan dini (World Health Organization,
2024). Berbagai pendekatan terapi, seperti
pembedahan, radioterapi, kemoterapi, terapi
target, dan imunoterapi, telah dikembangkan
dalam penatalaksanaan kanker. Namun,
efektivitas terapi masih menghadapi berbagai
kendala, termasuk resistensi obat, toksisitas
terhadap sel normal, efek samping sistemik,
serta biaya pengobatan yang tinggi, sehingga
pencarian agen antikanker baru yang lebih
efektif dan aman masih terus dilakukan
(National Cancer Institute, 2023; Sung et al.,
2021).
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Eksplorasi bahan alam sebagai sumber
senyawa antikanker merupakan salah satu
pendekatan yang terus berkembang dalam
penemuan obat modern. Produk alam memiliki
kontribusi penting dalam pengembangan agen
terapeutik karena menyediakan keragaman
struktur kimia dan aktivitas biologis yang luas.
Berbagai senyawa bioaktif dari tumbuhan telah
dikembangkan sebagai kandidat obat maupun
sebagai senyawa utama dalam desain obat
baru, termasuk agen antikanker (Atanasov et
al., 2021). Metabolit sekunder tumbuhan,
seperti flavonoid, senyawa fenolik, alkaloid,
saponin, dan tanin, diketahui memiliki
berbagai aktivitas biologis yang berpotensi
mendukung pengembangan terapi kanker.
Oleh karena itu, eksplorasi tanaman yang kaya
akan metabolit sekunder bioaktif menjadi
strategi penting dalam pencarian kandidat
antikanker berbasis bahan alam.

Salah satu tanaman yang berpotensi untuk
dieksplorasi adalah akasia mangium. Tanaman
ini banyak tumbuh dan dibudidayakan di
wilayah tropis serta memiliki berbagai
pemanfaatan, termasuk dalam  bidang
kehutanan dan pengobatan tradisional.
Beberapa penelitian menunjukkan bahwa
akasia mangium mengandung berbagai
metabolit sekunder, terutama senyawa fenolik,
flavonoid, dan tanin terkondensasi yang
berperan terhadap aktivitas biologisnya.
Kandungan polifenol pada tanaman Acacia
diketahui memiliki aktivitas antioksidan dan
farmakologis  yang  berkaitan = dengan
keberadaan gugus fenolik dalam strukturnya
(Tungmunnithum et al., 2018; Kopustinskiene
et al., 2020). Selain itu, senyawa flavonoid dan
fenolik dari berbagai tanaman dilaporkan
memiliki aktivitas antiproliferatif melalui
mekanisme  seperti  induksi  apoptosis,
penghentian siklus sel, modulasi stres
oksidatif, serta regulasi jalur pensinyalan yang
berperan dalam  perkembangan  kanker
(Kopustinskiene et al., 2020; Tungmunnithum
et al., 2018). Flavonoid juga diketahui mampu
meningkatkan pembentukan reactive oxygen
species (ROS) pada sel kanker, menyebabkan
gangguan fungsi mitokondria, dan
mengaktivasi jalur kematian sel terprogram
sehingga dapat menghambat pertumbuhan sel

tumor (Kopustinskiene et al, 2020).
Berdasarkan kandungan metabolit
sekundernya, akasia mangium memiliki
potensi untuk dikembangkan sebagai sumber
senyawa bioaktif antikanker.

Evaluasi awal terhadap potensi antikanker
bahan alam umumnya dilakukan melalui
pengujian sitotoksisitas secara in  vitro
menggunakan kultur sel kanker. Salah satu
metode yang banyak digunakan adalah MTT
assay, yaitu metode kolorimetri yang
mengukur  viabilitas  sel = berdasarkan
kemampuan enzim mitokondria pada sel hidup
dalam mereduksi garam tetrazolium menjadi
kristal formazan berwarna ungu. Intensitas
warna yang dihasilkan berkorelasi dengan
jumlah sel hidup sehingga dapat digunakan
untuk menentukan efek sitotoksik suatu
ekstrak atau senyawa terhadap sel kanker (Riss
et al., 2016; Ghasemi et al., 2021). Metode ini
memiliki keunggulan berupa sensitivitas yang
baik, prosedur yang relatif sederhana, serta
banyak digunakan dalam skrining awal
kandidat antikanker dari bahan alam. Sel HeLa
dipilih sebagai model uji karena merupakan
lini sel kanker serviks yang luas digunakan
dalam penelitian sitotoksisitas dan skrining
antikanker in  vitro, dengan  karakter
pertumbuhan yang stabil dan respons yang
baik terhadap evaluasi senyawa bioaktif (Liu et
al., 2023; Yanti et al., 2024).

Meskipun aktivitas biologis dari berbagai
spesies dalam genus Acacia telah banyak
dilaporkan, informasi mengenai aktivitas
sitotoksik ekstrak etanol daun akasia mangium
terhadap sel kanker serviks Hela masih
terbatas. Penelitian yang secara spesifik
mengevaluasi potensi sitotoksik ekstrak etanol
daun akasia mangium pada model sel HeLa
masih belum banyak ditemukan. Oleh karena
itu, penelitian ini  dilakukan  untuk
mengevaluasi aktivitas sitotoksik ekstrak
etanol daun akasia mangium terhadap sel
kanker serviks HelLa menggunakan metode
MTT assay serta menentukan nilai Inhibitory
Concentration 50% (ICso) sebagai parameter
potensi antikanker. Hasil penelitian ini
diharapkan dapat memberikan informasi
ilmiah mengenai potensi daun akasia mangium
sebagai sumber kandidat agen antikanker
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berbasis bahan alam serta menjadi dasar bagi
penelitian lanjutan terkait isolasi senyawa
aktif, pengujian selektivitas terhadap sel
normal, dan kajian mekanisme molekuler
aktivitas antikankernya.

METODE PENELITIAN

Desain Penelitian

Penelitian ini merupakan penelitian
eksperimental laboratorium secara in vitro
untuk mengevaluasi aktivitas sitotoksik
ekstrak etanol daun akasia mangium terhadap
sel kanker serviks HeLa menggunakan metode
MTT assay. Tahapan penelitian meliputi
ekstraksi bahan tanaman, skrining fitokimia,
pengujian sitotoksisitas pada sel HeLa, dan
analisis data untuk menentukan nilai Inhibitory
Concentration 50% (ICso) sebagai parameter
potensi sitotoksik ekstrak (Freshney, 2021).

Alat dan Bahan

Peralatan yang  digunakan  dalam
penelitian ini meliputi alat preparasi simplisia
dan ekstraksi, yaitu nampan pengering, blender
listrik, botol maserasi, corong kaca, kertas
saring, vacuum rotary evaporator, dan
desikator, serta peralatan kultur sel dan uji
sitotoksisitas berupa autoklaf, laminar air flow
(LAF), inkubator CO., sentrifus, mikroskop
inverted, cell counter, microplate reader, dan
mikroplate 96 sumur. Bahan yang digunakan
meliputi daun akasia mangium, etanol 97%,
dan akuades untuk proses ekstraksi, serta sel
kanker serviks HeLa, medium Dulbecco’s
Modified Eagle Medium (DMEM), fetal
bovine serum (FBS) 10%, penisilin—
streptomisin 3%, fungison 1%, natrium
bikarbonat (NaHCOs), 4-(2-hydroxyethyl)-1-
piperazineethanesulfonic  acid  (HEPES),
dimetil sulfoksida (DMSO), reagen 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium
bromida (MTT), dan larutan sodium dodecyl
sulfate  (SDS) 10% untuk pengujian
sitotoksisitas. ~ Pengujian ~ MTT  assay
dilaksanakan di Laboratorium Riset Terpadu
Fakultas Kedokteran, Kesehatan Masyarakat,
dan Keperawatan Universitas Gadjah Mada.

Prosedur Penelitian
Pembuatan Ekstrak Etanol Daun Akasia
Mangium

Sampel daun akasia mangium diperoleh
dari daerah Indralaya Utara, Kabupaten Ogan
Ilir, Sumatera Selatan. Identifikasi awal bahan
tanaman dilakukan berdasarkan karakter
morfologi daun dan nama lokal tanaman
sebagai akasia mangium, namun penelitian ini
belum dilengkapi dengan determinasi botani
formal. Daun dipisahkan dari tangkai, dicuci,
dikeringanginkan pada suhu ruang di tempat
terlindung dari sinar matahari langsung,
kemudian  dihaluskan  menjadi  serbuk
simplisia. Sebanyak 2.000 g serbuk simplisia
diekstraksi ~ dengan  metode  maserasi
menggunakan etanol 97% selama 3 x 24 jam
disertai pengadukan berkala. Filtrat hasil
maserasi disaring dan diuapkan menggunakan
vacuum rotary evaporator pada suhu 40—45°C
hingga diperoleh ekstrak kental, kemudian
disimpan dalam desikator berisi silika gel
sampai digunakan  untuk  pengujian
sitotoksisitas. Metode maserasi dipilih karena
sederhana dan sesuai untuk mengekstraksi
senyawa bioaktif yang relatif termolabil,
sedangkan etanol digunakan sebagai pelarut
karena mampu mengekstraksi berbagai
metabolit sekunder, termasuk senyawa fenolik,
flavonoid, dan tanin (Zhang et al., 2018;
Abubakar & Haque, 2020; Ameer et al., 2023).

Skrining Fitokimia

Skrining fitokimia dilakukan terhadap
ekstrak etanol daun akasia mangium untuk
mengidentifikasi ~ keberadaan = golongan
metabolit sekunder secara kualitatif. Uji
alkaloid dilakukan menggunakan pereaksi
Mayer dan Dragendorff, uji flavonoid
menggunakan metode Shinoda, uji saponin
dengan pembentukan busa, uji tanin dan
fenolik menggunakan larutan FeCls 1%, serta
uji terpenoid dan steroid menggunakan
pereaksi Liebermann—Burchard. Terbentuknya
perubahan warna, busa stabil, atau endapan
tertentu digunakan sebagai indikator positif
adanya golongan senyawa yang diuji (Shaikh
& Patil, 2020).
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Kultur Sel HelLa

Sel kanker serviks HeLa diperoleh dari
Laboratorium  Riset Terpadu  Fakultas
Kedokteran, Kesehatan Masyarakat, dan
Keperawatan Universitas Gadjah Mada. Sel
dipelihara dalam medium DMEM yang
diperkaya dengan 10% FBS, 3% penisilin-
streptomisin, 1% fungison, NaHCOs, dan
HEPES. Kultur sel diinkubasi pada suhu 37°C
dalam atmosfer 5% CO: hingga mencapai
tingkat konfluensi yang sesuai. Selanjutnya,
sel dipanen dan dihitung menggunakan cell
counter sebelum digunakan dalam pengujian
aktivitas sitotoksik.

Uji Sitotoksisitas dengan Metode MTT
Assay

Suspensi sel HelLa didistribusikan ke
dalam mikroplate 96 sumur dan diinkubasi
selama 24 jam pada suhu 37°C dalam atmosfer
5% CO: untuk memungkinkan perlekatan sel.
Selanjutnya, sel diberi perlakuan ekstrak
etanol daun akasia mangium pada konsentrasi
7,8125; 15,625; 31,25; 62,5; 125; 250; 500;
1000; dan 2000 ppm, masing-masing dalam
lima kali  pengulangan.  Doksorubisin
digunakan sebagai kontrol positif, sedangkan
kontrol media dan kontrol sel digunakan
sebagai pembanding.

Setelah perlakuan selama 24 jam, medium
kultur diaspirasi, kemudian ke setiap sumur
ditambahkan 100 pL DMEM segar dan 10 pL
larutan MTT (5 mg/mL), lalu diinkubasi
selama 4—6 jam. Selanjutnya ditambahkan 100
pL larutan SDS 10% dalam HC1 0,01 N untuk
melarutkan  kristal formazan, kemudian
mikroplate diinkubasi selama 12 jam pada
suhu kamar dalam kondisi terlindung dari
cahaya. Nilai absorbansi diukur menggunakan
microplate reader pada panjang gelombang
550 nm (Kamiloglu et al., 2020; Ghasemi et
al., 2021).

Analisis Data

Data absorbansi hasil MTT assay
digunakan untuk menghitung persentase
viabilitas dan persentase kematian sel pada
setiap  konsentrasi  ekstrak.  Persentase
kematian sel kemudian ditransformasikan ke
nilai probit dan dianalisis dengan regresi linear

terhadap logaritma konsentrasi ekstrak. Nilai
Inhibitory  Concentration — 50%  (ICso)
ditentukan dari persamaan regresi dengan
menetapkan nilai probit 5, yang ekuivalen
dengan 50% kematian sel. Pada analisis probit,
data persentase kematian sel <0% atau >100%
terlebih dahulu disesuaikan menjadi 0,01%
dan 99,99% agar dapat ditransformasikan ke
dalam nilai probit.

Analisis Statistik

Data absorbansi hasil MTT assay
digunakan untuk menghitung persentase
viabilitas dan kematian sel, kemudian
disajikan sebagai rerata + simpangan baku.
Perbedaan viabilitas sel antar kelompok
konsentrasi dianalisis menggunakan One-Way
ANOVA pada tingkat kepercayaan 95% (a =
0,05). Penentuan nilai Inhibitory
Concentration 50% (ICso) dilakukan dengan
analisis regresi probit antara persentase
kematian sel yang telah ditransformasikan ke
nilai probit dan log konsentrasi ekstrak. Nilai
ICso diperoleh dari persamaan regresi pada
probit 5, yang ekuivalen dengan 50% kematian
sel. Hubungan konsentrasi ekstrak dan respons
sitotoksik divisualisasikan dalam kurva dosis—
respons. Prinsip pengukuran viabilitas sel
dengan MTT assay serta interpretasi respons
sitotoksik mengacu pada metode uji viabilitas
sel yang umum digunakan pada pengujian in
vitro (Riss et al., 2016; Ghasemi et al., 2021).

Untuk  mempermudah  pemahaman
terhadap tahapan penelitian yang dilakukan,
mulai dari preparasi sampel hingga penentuan
nilai ICso, alur penelitian disajikan dalam
bentuk skema pada Gambar 1.
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p
1. Ekstrak Akasia (Acacia sp.)
Ekstrak kental hasil ekstraksi tanaman akasia
Dt — 1+ = —

2. Pembuatan Seri Konsentrasi
uuu Pembuatan larutan stok dan pengenceran seri konsentrasi
7,8125-2000 ppm

¥
% 3. Penanaman Sel Kanker

Sel kanker disuspensikan dan ditanam pada
plate 96 sumuran (jumlah sel sama per sumuran)

=— +

] 4. Inkubasi Awal
-; Inkubasi selama 24 jam pada kondisi 37 °C,

5% CO, dan kelembapan jenuh
ArceasWen, R S ————

4 5. Pemberian Ekstrak Akasia 1

R J

Penambahan ekstrak pada berbagai konsentrasi
ke dalam sumuran

¥
6. Inkubasi Perlakuan

Inkubasi selama periode tertentu
sesuai protokol pengujian

7. Penambahan Reagen MTT

=
@1 Penambahan larutan MTT ke setiap sumuran

dan inkubasi untuk pembentukan formazan

9. Pelarutan Kristal Formazan
Kristal formazan dilarutkan dengan DMSO
hingga terbentuk larutan homogen

Viabilitas dan Kematian Sel

i . Perl
i Dﬂl % Viabilitas = (OD perlakuan / OD kontrol sel) x 100
W % Kematian = 100% - % Viabilitas

| gan: MTT = 3-(4,5 24il)-2,5 azolium bromida;
{  DMSO = Dimetil sulfoksida; ICy, = Konsentrasi yang menycbabkan kematian 50% populasi sel i

Gambar 1. Skema alur penelitian MTT assay

HASIL DAN PEMBAHASAN
Hasil Ekstraksi Daun Akasia Mangium
Ekstrak etanol daun akasia mangium
diperoleh  melalui  metode  maserasi
menggunakan etanol 97%. Dari 2.000 g
simplisia kering dihasilkan 208,6 g ekstrak
kental dengan rendemen sebesar 10,43%.
Karakteristik ekstrak yang diperoleh disajikan
pada Tabel 1.

Tabel 1. Karakteristik dan Rendemen Ekstrak
Etanol Daun Akasia Mangium

Parameter Hasil
Berat simplisia (g) 2.000
Metode ekstraksi Maserasi
Pelarut Etanol 97%
Berat ekstrak kental (g) 208,6
Rendemen (%) 10,43
Bentuk Kental

Hijau

Warna kegzokelatan
Bau Khas aromatik

Nilai rendemen 10,43% menunjukkan
bahwa proses maserasi dengan etanol 97%
mampu mengekstraksi komponen terlarut dari
daun akasia mangium dalam jumlah yang
cukup. Etanol merupakan pelarut yang luas
digunakan pada ekstraksi bahan alam karena
mampu  melarutkan  berbagai  metabolit
sekunder, terutama senyawa polar hingga
semipolar seperti fenolik, flavonoid, tanin,
saponin, dan alkaloid. Selain jenis pelarut,
besarnya rendemen ekstrak juga dipengaruhi
oleh Kkarakteristik bahan tanaman, ukuran
partikel simplisia, rasio bahan—pelarut, lama
kontak, suhu, dan metode ekstraksi yang
digunakan. Dengan demikian, rendemen yang
diperoleh pada penelitian ini mencerminkan
hasil ekstraksi total komponen terlarut dari
simplisia daun akasia mangium, meskipun
tidak secara langsung menunjukkan kadar
senyawa aktif tertentu di dalam ekstrak
(Abubakar & Haque, 2020; Ameer et al., 2023;
Selvamuthukumaran & Shi, 2024).

Skrining Fitokimia Ekstrak Etanol Daun
Akasia Mangium

Skrining fitokimia dilakukan untuk
mengidentifikasi golongan metabolit sekunder
yang diduga berkontribusi terhadap aktivitas
biologis ekstrak. Hasil pengujian
menunjukkan bahwa ekstrak etanol daun
akasia mangium mengandung alkaloid,
flavonoid, saponin, tanin, fenolik, dan
terpenoid, sedangkan steroid tidak terdeteksi
(Tabel 2).

Tabel 2. Profil Fitokimia Ekstrak Etanol Daun
Akasia Mangium

Golongan Senyawa Pereaksi Hasil

Alkaloid Mayer, Dragendorff +
Flavonoid Mg-HCI (Shinoda) +
Terpenoid Liebermann-Burchard +
Steroid Liebermann-Burchard —
Tanin FeCls 1% +
Fenolik FeClL: 1% +
Saponin Uji Busa +

Keterangan: (+) terdeteksi; (—) tidak terdeteksi.

Keberadaan flavonoid, tanin, dan senyawa
fenolik pada ekstrak ini sejalan dengan laporan
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bahwa spesies Acacia, termasuk Acacia
mangium, mengandung berbagai senyawa
bioaktif seperti polifenol, flavonoid, dan tanin
yang berpotensi berkontribusi  terhadap
aktivitas biologisnya (Sharma et al., 2023;
Maugeri et al., 2022; Al-Rimawi et al., 2021).
Flavonoid diketahui mampu menginduksi
apoptosis, menghambat proliferasi sel, serta
menyebabkan  penghentian  siklus  sel.
Sementara itu, senyawa fenolik dan tanin dapat
meningkatkan pembentukan reactive oxygen
species (ROS) yang memicu kerusakan sel
kanker dan aktivasi jalur  apoptosis
(Kopustinskiene et al., 2020; Albuquerque et
al., 2021; Wendlocha et al., 2024). Dengan
demikian, aktivitas sitotoksik ekstrak etanol
daun akasia mangium terhadap sel HeLa
kemungkinan merupakan hasil kontribusi
beberapa metabolit sekunder yang bekerja
secara sinergis, meskipun identifikasi senyawa
aktif spesifik masih memerlukan kajian
lanjutan melalui fraksinasi dan isolasi.

Karakteristik Data Absorbansi

Aktivitas sitotoksik ekstrak etanol daun
akasia mangium terhadap sel HeLa dievaluasi
menggunakan metode MTT assay, di mana
nilai absorbansi mencerminkan jumlah sel
hidup yang masih mampu mereduksi MTT
menjadi kristal formazan. Nilai absorbansi
kelompok kontrol digunakan sebagai acuan
dalam perhitungan viabilitas dan kematian sel,
sedangkan hasil pengukuran disajikan sebagai
rerata £+ simpangan baku dari lima kali
pengulangan. Data absorbansi kelompok
kontrol disajikan pada Tabel 3.

Tabel 3. Data Absorbansi Kelompok Kontrol

Kelompok Konsentrasi Absorbansi
(ppm)
Kontrol Media
(KM) — 0,0443 £ 0,002
Kontrol Sel (KS) — 0,4463 £ 0,006
Kontrol Pelarut
- 0,0400 + 0,002
(KP)
100 0,1180 + 0,001
Doxorubicin 50 0,2113+0,014
(Kontrol Positif) 25 0,2713 +£ 0,001

12,5 0,3090 + 0,005

Konsentrasi

Absorbansi
(ppm)

Kelompok

6,25 0,3290+ 0,016

Keterangan: data disajikan sebagai rerata + SD dari
lima kali pengulangan.

Nilai absorbansi kontrol sel
(0,4463+0,006) yang lebih tinggi
dibandingkan kontrol media (0,0443+0,002)
menunjukkan bahwa sel HeLa berada dalam
kondisi viabel selama pengujian. Sementara
itu, nilai absorbansi  kontrol pelarut
(0,040+0,002) yang mendekati kontrol media
menunjukkan bahwa pelarut tidak memberikan
pengaruh bermakna terhadap pembacaan
absorbansi. Dengan demikian, perubahan
absorbansi pada kelompok perlakuan dapat
digunakan untuk mengevaluasi respons
sitotoksik ekstrak terhadap sel HeLa (Riss et
al., 2016; Ghasemi et al., 2021).

Persentase Kematian dan Viabilitas Sel
HeLa

Aktivitas sitotoksik ekstrak etanol daun
akasia mangium terhadap sel HeLa dievaluasi
menggunakan metode MTT assay. Nilai
absorbansi hasil pengukuran digunakan untuk
menghitung persentase kematian dan viabilitas
sel, kemudian disajikan sebagai rerata =+
simpangan baku dari lima kali pengulangan.
Nilai absorbansi sel Hela pada berbagai
konsentrasi ekstrak disajikan pada Tabel 4.

Tabel 4. Nilai Absorbansi Ekstrak Etanol Daun
Akasia Mangium terhadap Sel HeLa

Konsentrasi (ppm) Absorbansi
7,8125 0,456 £ 0,011
15,625 0,422 £ 0,006
31,25 0,407 + 0,007

62,5 0,329 + 0,007
125 0,251 + 0,009
250 0,219 + 0,005
500 0,194 + 0,007
1000 0,163 + 0,008
2000 0,156 0,011

Keterangan: data disajikan sebagai rerata + SD dari
lima kali pengulangan.

Vera Astuti, dkk



Jurnal Ilmiah Bakti Farmasi, 2026, XI (II), hal. 102-113 108

Peningkatan konsentrasi ekstrak
menyebabkan penurunan absorbansi secara
bertahap, yang menunjukkan berkurangnya
jumlah sel hidup akibat efek sitotoksik ekstrak.
Persentase kematian sel hasil perhitungan
disajikan pada Tabel 5.

Tabel 5. Persentase Kematian Sel Hela setelah
Perlakuan Ekstrak Etanol Daun Akasia Mangium
dan Doxorubicin

Kelompok Konsentrasi % Kematian
(ppm) Sel
2000 64,71 £ 2,38
1000 63,05 = 1,70
500 56,03 + 1,59
Ekstrak 250 50,45 + 1,04
Ziaaz?; daun 125 4321 +2.07
mangium 62,5 25,64+ 1,64
31,25 7,99 + 1,67
15,625 4,45+125
7,8125 3,17 +£2,61
100 103,31 + 0,424
50 86,41 2,553
Doxorubicin 25 75,64 £ 1,559
12,5 69,54 + 0,928
6,25 69,17 + 0,965

Keterangan: dilakukan pengulangan sebanyak lima
kali; data dalam bentuk rata-rata+SD.

Selain itu, viabilitas sel Hela setelah
perlakuan ekstrak dan doxorubicin disajikan
pada Tabel 6.

Tabel 6. Persentase Viabilitas Sel Hela setelah
Perlakuan Ekstrak Etanol Daun Akasia Mangium
dan Doxorubicin

Kelompok  Konsentrasi Viabilitas Sel
(ppm) (%)
7,8125 103,17 £2,61
15,625 95,55+ 1,25
31,25 92,01 £ 1,67
Ekstrak 62,5 74,36 + 1,64
etanol daun 125 56,79 + 2,07
akasia
mangium 250 49,55 £ 1,04
500 4397+ 1,59
1000 36,95+ 1,70
2000 3529+ 2,38

Kelompok  Konsentrasi Viabilitas Sel
(ppm) (%)

6,25 30,83 £ 0,965

12,5 30,46 £ 0,928

Doxorubicin 25 24,36 + 1,559

50 13,59 £2,553

100 -3,309 + 0,424

Keterangan: dilakukan pengulangan sebanyak lima
kali; data dalam bentuk rata-rata+SD.

Data menunjukkan bahwa peningkatan
konsentrasi ekstrak diikuti oleh peningkatan
persentase kematian sel dan penurunan
viabilitas sel HeLa. Persentase kematian sel
meningkat dari -3,17% pada konsentrasi
7,8125 ppm menjadi 64,71% pada konsentrasi
2000 ppm, sedangkan viabilitas sel menurun
dari 103,17% menjadi 35,29%. Nilai kematian
sel negatif pada konsentrasi 7,8125 ppm
menunjukkan bahwa viabilitas sel pada
kelompok tersebut sedikit lebih tinggi
dibandingkan kontrol sel, sehingga secara
praktis diinterpretasikan sebagai tidak adanya
efek sitotoksik pada konsentrasi tersebut. Pola
ini menunjukkan hubungan dosis—respons, di
mana peningkatan konsentrasi ekstrak diikuti
oleh peningkatan efek sitotoksik terhadap sel
HeLa.

Pada konsentrasi 250 ppm, persentase
kematian sel telah mencapai 50,45%, yang
menunjukkan bahwa kisaran konsentrasi
tersebut berada di sekitar titik hambat 50% sel.
Sementara itu, doxorubicin sebagai kontrol
positif menunjukkan efek sitotoksik yang jauh
lebih kuat pada konsentrasi yang lebih rendah.
Simpangan baku yang relatif kecil pada
seluruh kelompok perlakuan menunjukkan
bahwa variasi antarulangan rendah dan hasil
pengujian memiliki reproduksibilitas yang
baik.  Secara  keseluruhan, data ini
menunjukkan bahwa ekstrak etanol daun
akasia mangium memiliki aktivitas sitotoksik
terhadap sel HeLa yang meningkat seiring
kenaikan konsentrasi perlakuan (Riss et al.,
2016; Ghasemi et al., 2021; Gavanji et al.,
2023).

Untuk memperjelas hubungan antara
konsentrasi ekstrak dan respons sel, data
viabilitas divisualisasikan dalam bentuk kurva
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dosis—respons pada Gambar 2. Kurva tersebut
menunjukkan bahwa peningkatan konsentrasi
ekstrak diikuti oleh penurunan viabilitas sel
HelLa secara bertahap, yang mengonfirmasi
pola sitotoksik yang bersifat dose-dependent.

100 \

Viabilitas Sel (%)

—

78125 15625 3125 625 125 250 500 1000 2000
Konsentrasi Ekstrak (ppm)

Gambar 2. Kurva dosis—respons ekstrak etanol
daun akasia mangium terhadap viabilitas sel HeLa

Penentuan Nilai ICso

Nilai Inhibitory Concentration 50% (I1Cso)
ekstrak etanol daun akasia mangium dan
doxorubicin terhadap sel HelLa ditentukan
menggunakan analisis regresi linear probit,
yaitu dengan memplot log konsentrasi sebagai
variabel bebas dan nilai probit persentase
kematian sel sebagai variabel terikat.
Transformasi  probit  digunakan  untuk
memperoleh hubungan yang lebih linear antara
peningkatan  konsentrasi dan  respons
sitotoksik, sehingga memudahkan penentuan
konsentrasi yang menyebabkan 50% kematian
sel. Pada analisis ini, nilai persentase kematian
sel 0% dan >100% terlebih dahulu disesuaikan
menjadi  0,01% dan 99,99% agar dapat
ditransformasikan ke dalam nilai probit
(Finney, 1971; EPA, 1991). Hasil transformasi
data disajikan pada Tabel 7.

Tabel 7. Transformasi Data Persentase Kematian
Sel untuk Analisis Regresi Probit Ekstrak Etanol
Daun Akasia Mangium dan Doxorubicin terhadap

Sel Hela
Konsentra Log Kematian
Kelompok si (ppm) konscfntra sel (%) Probit

Ekstrak 78125 0,893 001* 17281
etanol 15,625 1,194 596 3,442
daun 31,25 1,495 9.86 3,710

Kelompok Ks(in(l:);r::l;a korfggﬁtra Kseerln(ét;(if)m Probit
si

akasia 62,5 1,796 29,26 4,454

mangium |25 2,097 48,59 4,965

250 2,398 56,55 5,165

500 2,699 62,68 5,323

1000 3,000 70,39 5,535
2000 3,301 72,22 5,589

6,25 0,796 69,17 5,501

12,5 1,097 69,54 5511

CDizxor“b‘ 25 1,398 75,64 5,694

50 1,699 86,41 6,098

100 2,000  99,99%* 8719
Keterangan:

* nilai kematian sel 0% disesuaikan menjadi 0,01%
agar dapat ditransformasikan ke  probit.
** nilai kematian sel >100% disesuaikan menjadi
99,99% agar dapat ditransformasikan ke probit.

Berdasarkan analisis regresi probit,
ekstrak etanol daun akasia mangium
menghasilkan persamaan regresi:

y=1,5199x+1,1980
dengan nilai R?* = 0,8060, sedangkan
doxorubicin menghasilkan persamaan regresi:

y=2,333x+3,043
Nilai ICso ditentukan dengan mensubstitusikan
nilai probit 5, yang ekuivalen dengan 50%
kematian sel, ke dalam masing-masing
persamaan  regresi. Hasil  perhitungan
menunjukkan bahwa ekstrak etanol daun
akasia mangium memiliki nilai ICso sebesar
317,33 ppm, sedangkan doxorubicin memiliki
nilai ICso sebesar 6,90 ppm terhadap sel kanker
serviks HeLa.

Hubungan antara log konsentrasi dan
respons kematian sel setelah transformasi
probit menunjukkan kecenderungan
peningkatan  respons  sitotoksik  seiring
meningkatnya konsentrasi perlakuan. Nilai
ICso ekstrak yang jauh lebih tinggi
dibandingkan  doxorubicin  menunjukkan
bahwa aktivitas sitotoksik ekstrak etanol daun
akasia mangium masih lebih rendah daripada
kontrol  positif. = Berdasarkan  kriteria
sitotoksisitas ekstrak tumbuhan, nilai ICso
sebesar 317,33 ppm menempatkan ekstrak
dalam kategori sitotoksik lemah, sedangkan

Vera Astuti, dkk



Jurnal Ilmiah Bakti Farmasi, 2026, XI (II), hal. 102-113 110

doxorubicin menunjukkan aktivitas sitotoksik
yang sangat kuat. Perbedaan ini dapat
dipahami karena doxorubicin merupakan
senyawa kemoterapi murni dengan mekanisme
aksi yang spesifik, sementara ekstrak etanol
daun akasia mangium masih berupa ekstrak
kasar yang mengandung campuran senyawa
aktif dan nonaktif dalam kadar yang bervariasi.

Meskipun demikian, aktivitas sitotoksik
yang ditunjukkan ekstrak etanol daun akasia
mangium tetap mengindikasikan adanya
potensi biologis terhadap sel HeLa secara in
vitro. Potensi tersebut diduga berkaitan dengan
keberadaan metabolit sekunder seperti
flavonoid, fenolik, tanin, alkaloid, saponin,
dan terpenoid yang terdeteksi pada skrining
fitokimia. Oleh karena itu, hasil ini
mendukung perlunya penelitian lanjutan
melalui fraksinasi, isolasi senyawa aktif, uji
selektivitas terhadap sel normal, serta kajian
mekanisme molekuler untuk mengidentifikasi
komponen yang paling berperan terhadap
aktivitas sitotoksik ekstrak.

Hubungan antara log konsentrasi ekstrak
etanol daun akasia mangium maupun
doxorubicin terhadap nilai probit persentase
kematian sel HeLa disajikan pada Gambar 3
dan 4.

Nilai probit kematian sel

y =1,5199x + 1,1980
R? = 0,8060

1.0 15 2.0 25 3.0
Log konsentrasi ekstrak (ppm)

Gambar 3. Kurva regresi linear probit ekstrak
etanol daun akasia mangium terhadap sel HeLa

e Data ]
—— Regresi

=]
1

* y =2,333x + 3,043
R? = 0,6558
T T T T T T T
0.8 1.0 1.2 1.4 16 1.8 2.0
Log konsentrasi doxorubicin (ppm)

Gambar 4. Kurva regresi linear probit
Doxorubicin terhadap sel HeLa

Nilai probit kematian sel
o -
I

Analisis Statistik

Hasil uji One-Way ANOVA terhadap data
absorbansi sel HelLa menunjukkan bahwa
variasi konsentrasi ekstrak etanol daun akasia
mangium berpengaruh signifikan terhadap
respons sel, dengan nilai F hitung 626,73 dan
p=2,09x1072° (p < 0,05). Hasil ini menegaskan
bahwa peningkatan konsentrasi ekstrak
menurunkan viabilitas sel HeLa secara
bermakna dan mendukung pola aktivitas
sitotoksik  yang  bersifat  dosis—respons.
Selanjutnya, nilai ICso ditentukan melalui
regresi linear probit antara log konsentrasi dan
probit persentase kematian sel untuk
memperoleh  estimasi  konsentrasi  yang
menyebabkan 50% kematian sel.

Interpretasi Aktivitas Sitotoksik

Nilai ICso digunakan untuk
menggambarkan potensi sitotoksik suatu
senyawa atau ekstrak, yaitu konsentrasi yang
diperlukan untuk menimbulkan 50% kematian
sel; semakin kecil nilai ICso, semakin kuat
aktivitas sitotoksiknya. Pada penelitian ini,
ekstrak etanol daun akasia ~mangium
menunjukkan nilai ICso sebesar 317,33 ppm
terhadap sel HeLa berdasarkan analisis regresi
linear probit. Berdasarkan klasifikasi aktivitas
sitotoksik ekstrak tumbuhan yang banyak
digunakan dalam penelitian fitofarmaka,
ekstrak dengan nilai ICso <20 pg/mL
dikategorikan sangat kuat, 21-200 pg/mL
sedang, 201-500 pg/mL lemah, dan >500
pg/mL tidak aktif. Berdasarkan kriteria
tersebut, ekstrak etanol daun akasia mangium
dengan nilai ICso sebesar 317,33 pg/mL
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termasuk dalam kategori sitotoksik lemah
(weak cytotoxicity) (Alfarraj et al.,, 2023;
Elansary et al., 2024).

Meskipun demikian, aktivitas tersebut
tetap menunjukkan adanya potensi biologis
dari daun akasia mangium sebagai sumber
kandidat antikanker berbasis bahan alam.
Potensi tersebut menjadi lebih bermakna
apabila dibandingkan dengan doxorubicin
sebagai kontrol positif. Pada penelitian ini,
doxorubicin menunjukkan nilai ICso sebesar
6,91 ppm, yang berarti aktivitas sitotoksiknya
jauh lebih kuat dibandingkan ekstrak etanol
daun akasia mangium. Perbedaan tersebut
dapat dipahami karena doxorubicin merupakan
agen kemoterapi dengan aktivitas sitotoksik
yang sangat kuat melalui beberapa mekanisme,
termasuk interkalasi DNA, penghambatan
enzim topoisomerase II, serta pembentukan
reactive  oxygen species (ROS) yang
menginduksi kerusakan DNA dan apoptosis.
Sebaliknya, ekstrak etanol daun akasia
mangium masih berupa ekstrak kasar yang
mengandung campuran berbagai senyawa
bioaktif dan nonaktif sehingga potensi
sitotoksiknya belum terfokus pada komponen
aktif tertentu (Bisht et al., 2024; Sritharan &
Sivalingam, 2021). Aktivitas sitotoksik ekstrak
diduga  berkaitan dengan  keberadaan
flavonoid, tanin, fenolik, alkaloid, saponin,
dan terpenoid yang terdeteksi pada skrining
fitokimia, yang diketahui dapat menghambat
proliferasi sel kanker melalui induksi
apoptosis, penghentian siklus sel, modulasi
jalur  pensinyalan, dan  peningkatan
pembentukan reactive oxygen species (ROS).

Namun, hasil penelitian ini masih perlu
ditafsirkan secara hati-hati karena pengujian
hanya dilakukan pada satu lini sel kanker,
menggunakan ekstrak kasar, belum disertai uji
selektivitas terhadap sel normal maupun kajian
mekanisme aksi, serta identitas botani sampel
belum dikonfirmasi melalui determinasi
taksonomi formal. Oleh karena itu, penelitian
lanjutan perlu diarahkan pada determinasi
botani formal, fraksinasi dan isolasi senyawa
aktif, uji selektivitas, pengujian pada beberapa
lini sel kanker, serta evaluasi mekanisme aksi
dan aktivitas in vivo.

SIMPULAN

Ekstrak etanol daun akasia mangium
menunjukkan aktivitas sitotoksik in vitro
terhadap sel kanker serviks HeLLa dengan nilai
ICso sebesar 317,33 ppm, sehingga tergolong
sitotoksik lemah. Peningkatan konsentrasi
ekstrak diikuti oleh peningkatan kematian sel,
yang menunjukkan adanya hubungan dosis—
respons. Temuan ini mengindikasikan bahwa
daun akasia mangium berpotensi sebagai
sumber kandidat senyawa antikanker berbasis
bahan alam, meskipun aktivitasnya masih
lebih rendah dibandingkan doxorubicin
sebagai kontrol positif. Oleh karena itu,
diperlukan  penelitian  lanjutan  melalui
fraksinasi, 1isolasi senyawa aktif, uji
selektivitas terhadap sel normal, serta kajian
mekanisme aksi dan aktivitas in vivo untuk
memperkuat potensi farmakologisnya.

SARAN

Penelitian lanjutan perlu dilengkapi
dengan determinasi taksonomi formal dan
dokumentasi  spesimen  rujukan  untuk
memperkuat validitas identitas bahan tanaman.
Selain itu, diperlukan fraksinasi, isolasi, dan
karakterisasi senyawa aktif dari ekstrak etanol
daun akasia mangium untuk mengidentifikasi
komponen yang berperan terhadap aktivitas
sitotoksik. Kajian berikutnya juga perlu
mencakup uji selektivitas terhadap sel normal,
pengujian pada beberapa lini sel kanker,
analisis mekanisme aksi—seperti apoptosis,
siklus sel, dan pembentukan reactive oxygen
species (ROS)—serta validasi in vivo guna
menilai potensi farmakologis ekstrak secara
lebih komprehensif.
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