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ABSTRAK  

AKTIVITAS SITOTOKSIK TERHADAP SEL KANKER PAYUDARA 

T47D DAN AKTIVITAS ANTIOKSIDAN DARI EKSTRAK DAUN ASAM 

KANDIS (Garcinia cowa Roxb) 

Oleh : 

MEDLYN JHOFI  

NIM :1711013045 

(Progam Studi Sarjana Farmasi ) 

 

Kanker payudara merupakan kanker dengan jumlah kasus terbanyak di 

Indonesia, yang bukan hanya diderita oleh wanita namun juga oleh laki-laki yang 

banyak menyebabkan kematian. Upaya pengobatan dan pencegahan kanker 

payudara terus dikembangkan, tetapi upaya yang berkembang saat ini masih 

banyak kekurangan dan  keterbatasan. Oleh sebab itu perlu dilakukan penelitian 

lebih lanjut terkait pengobatan dan pencegahan kanker payudara. Daun tumbuhan 

asam kandis atau Garcinia cowa Roxb telah banyak dimanfaatkan dalam 

pengobatan tradisional dan dilaporkan oleh penelitian sebelumnya memiliki 

aktivitas antikanker kuat terhadap sel kanker payudar T47D. Penelitian ini 

bertujuan untuk  melihat aktivitas sitotoksik terhadap sel kanker payudara T47D 

dan antioksidan  dari ekstrak n-heksan, ekstrak etil asetat dan ekstrak  etanol daun 

asam kandis. Ekstraksi dilakukan dengan menggunakan metode perkolasi. Metode 

yang digunakan pengujian aktivitas sitotoksik ialah MTT (Microtetrazolium) dan 

pengujian antioksidan  menggunakan metode DPPH (2-2-difenil-1-pikrilhidrazil). 

Hasil penelitian dididapatkan ekstrak daun Garcinia cowa Roxb memiliki 

aktivitas sitotoksik terhadap sel kanker payudara T47D dan antioksidan. Ekstrak 

n-heksan memiliki aktivitas sitotoksik dan antioksidan kuat dengan IC50 19,43 ± 

4,803 µg/ml dan 89,625 ± 2,258 µg/ml. Ekstrak etil asetat memiliki aktivitas 

sitotoksik moderat dengan IC50 28,39 ± 9,887 µg/ml dan aktivitas antioksidan 

kuat IC50 31,018 ± 0,127 µg/ml. Ekstrak etanol memiliki aktivitas sitotoksik 

lemah dengan IC50 256,3 ± 4,729 µg/ml dan antioksidan sangat kuat dengan IC50 

26,892 ± 0,124 µg/ml. 

 

Kata kunci : sitotoksik , kanker payudara, antioksidan, Garcinia cowa Roxb, 

MTT, DPPH  
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ABSTRACT 

 

CYTOTOXIC ACTIVITY AGAINTS T47D BREAST CANCER CELL AND 

ANTIOXIDANT ACTIVITY OF ASAM KANDIS  (Garcinia cowa Roxb)  

LEAF EXTRACT 

 

By : 

MEDLYN JHOFI  

Student ID Number: 1711013045 

(Bachelor of Pharmacy) 

 

Breast cancer is the highest number of cancer case in Indonesia, which is 

not only sufferred by women but also by men which cause many deaths. Effort to 

treatt and prevent breast cancer continue to developed, but effort thet are currenty 

developing are still lacking and limited.Therefore, is it necessary to conduct futher 

research related to the treatmen and  prevention of breast cancer. The leaves of the 

asam kandis plant or Garcinia cowa Roxb have been widely used in tradisional 

medicine and were reported by previous studies to have strong anticancer activity 

against T47D breast cancer cell. This study aimed to examine the citotoxic 

activity against T47D breast cancer cell  and antioxidant of n-hexane extract, ethyl 

acetate extract, and ethanol extract of asam kandis leaves. Extraction was carried 

out using the percolation method. The method used to test the cytotoxic activity is 

MTT (Microtetrazolium) and the antioxidant test using the DPPH (2-2-diphenyl-

1-picrylhydrazil) method. The result showed that Garcinia cowa Roxb leaf extract 

has cytotoxic activity against T47D breast cancer cell and anttioxidant. The n-

hexane exract had a strong cytotoxyc and antioxidant activity with IC50 of 19.43 ± 

4.803 µg/ml and 89.625 ± 2.258 µg/ml. Ethyl acetate extract had moderat 

cytotoxyc activity with IC50 28,39 ± 9.887  µg/ml and  strong antioxidant activity 

IC50 31.018 ± 0.127 µg/ml. Ethanol extract has weak cytotoxic activity with IC50 

256.3 ± 4.729 µg/ml and very strong antioxidant with IC50 26,892 ± 0.124 µg/ml.  

 

Keyword: cytotoxic, breast cancer, antioxidant, Garcinia cowa Roxb, MTT, 

DPPH 
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I. PENDAHULUAN 

1.1 Latar belakang  

Kanker merupakan suatu kegagalan genetik sel yang tumbuh tidak 

terkontrol secara berlebihan dan tidak normal (1). Menurut WHO (Word Health 

Organization) kanker menjadi penyebab kematian kedua di dunia, terhitung tahun 

2018 sekitar 9,6 juta kematian atau satu dari enam kematian disebabkan oleh 

kanker (2). Indonesia menjadi negara kedelapan tertinggi kasus kanker di Asia 

Tenggara dengan peningkatan kasus terhitung dari 2013 hingga tahun 2018 

mengalami peningkatan kasus dari 1,4 per 1000 penduduk menjadi 1,79 per 1000 

penduduk (3). 

Berdasarkan data kemenkes 2019, kanker payudara menjadi kanker 

dengan kasus tertinggi di Indonesai dengan prevelensi sebesar 42,1 per 100.000 

penduduk dengan tingkat kematian 17 per 100.000 penduduk. Kanker payudara 

merupakan keganasan yang terjadi pada jaringan payudara yang berasal dari epitel 

duktus atau lobulusnya (3). Sekitar 80% kejadian kanker payudara ditemukan 

pada stadium lanjut, dimana pada stadium ini upaya pengobatan sudah sulit 

dilakukan. Kanker payudara bukan hanya dialami oleh perempuan namun juga 

laki-laki dengan prevelensi 1% (4). 

Berbagai upaya telah dilakukan dalam mengobati penyakit kanker 

payudara dengan metode pengobatan seperti pembedahan, penyinaran, dan 

kemoterapi, namun metode-metode tersebut masih memiliki kekurangan dan 

keterbasan. Pengobatan dengan mengggunakan pembedahan hanya dapat 

dilakukan untuk kanker lokal stadium awal namun tidak dapat digunakan untuk 

pengobatan stadium lanjut dan kanker yang mengalami metatasis. Pengobatan 

dengan menggunakan penyinaran dan kemoterapi tidak selektif sehingga merusak 

sel normal (5). Terapi-terapi penyakit kanker ini tergolong kedalam pengobatan 

yang mahal dan sulit dijangkau oleh semua golongan masyarakat Indonesia yang 

merupakan negara berkembang dengan angka kemiskinan yang cukup tinggi.  

Tingginya mortilitas penyakit kanker payudara di Indonesia mendorong 

peneliti untuk melakukan penelitian terkait penemuan obat kanker payudara yang 
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lebih aman dan lebih mudah dijangkau oleh semua golongan masyarakat. Peneliti 

menilai dalam upaya mengatasi penyakit kanker payudara ini bukan hanya 

dibutuhkan pengobatan namun juga diperlukan pencegahan.  

Pencegahan kanker payudara dapat dilakukan dengan mencegah  

terjadinya stress oksidatif. Stress oksidatif ialah hasil ketidakseimbangan antara 

Spesies Oksigen Reaktif (ROS) dengan pertahanan antioksidan endogen dalam 

tubuh. Stress oksidatif menyebabkan kerusakan sel yang menjadi penyebab 

kanker (6,7). Senyawa-senyawa antioksidan dapat menetralisirkan ROS sehingga 

dapat menjadi salah satu pencegah kanker (8). Salain dapat mencegah kanker, 

antioksidan dapat berperan sebagai agen hepatoprotektor, mencegah penyakit 

kardiovaskular, mengobati berbagai penyakit syaraf dan menjaga keadaan sel 

darah merah (6). 

Dalam melakukan penelitian penemuan obat dan pencegahan kanker 

payudara, peneliti tertarik melakukan penelitian berbahankan tumbuhan. Dilihat 

dari segi  jumlahnya yang melimpah dan mudah didapatkan, tumbuhan juga telah 

banyak menunjukkan aktivitas yang potensial dalam pegobatan.  

Garcinia cowa Roxb atau yang lebih dikenal oleh masyarakat Indonesia 

dengan nama asam kandis. Tumbuhan ini telah dimanfaatkan dalam berbagai 

pengobatan tradisional yang terbukti secara empirik khasiatnya. Di Indonesia 

pemanfaatan tumbuhan ini masih terbatas pada kulit kering buah sebagai bumbu 

masakan. Daun tumbuhan ini masih jarang dimanfaatkan oleh masyarakat dan 

hanya menjadi sampah organik, padahal daun tumbuhan ini memiliki memiliki 

manfaat yang besar dalam pengobatan. Oleh karena itu peneliti tertarik untuk 

melakukan penelitian terhadap daun G.cowa. 

Dari tinjuan literatur yang dilakukan diketahui bahwa ekstrak etanol daun 

G.cowa. Roxb memiliki aktivitas sitotoksik terhadap sel kanker payudara T74D 

dengan IC50 6,13 ± 3,51 µg /mL (9). Hasil isolasi daun G.cowa, ditemukan  tiga 

senyawa aktif terhadap sel kanker payudara MCF-7 dengan nilai IC50 sebesar 21.0 

± 10.2 µM, 21.2 ± 8.4 µM dan 17.2 ± 6.2µM (10). Selain itu diketahui ekstrak 
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DCM daun G.cowa menunjukan aktivitas antioksidan nilai IC50 27,316 µg/mL 

(11). 

Meskipun telah dilakukan penelitian antivitas sitotoksik dan antioksidan 

daun G.cowa, namun masih diperlukan penelitian tambahan untuk melengkapi 

penelitian-penelitian sebelumnya. Pada penelitian ini digunakan teknik ekstraksi 

yang berbeda dengan penelitian sebelumnya yaitu perkolasi dengan tiga pelarut 

yang berbeda kepolaran yaitu n-hekan, etil asetat dan etanol.   

Uji aktivitas siotoksik ekstrak daun G.cowa Roxb dilakukan dengan 

metode MTT (Microtetrazolium) dan uji antioksidan dengan metode DPPH. 

Pemilihan metode MTT dan DPPH karena merupakan pengujian sederhana serta 

merupakan metode yang umum dilakukan untuk pengujian antikanker dan 

antioksidan, selain itu pengujian dengan menggunakan DPPH tidak membutuhkan 

waktu yang lama.   

Penelitian ini diharapkan dapat memberikan konstrubusi dalam penemuan 

obat dan pencegahan kanker payudara serta meningkatkan penggunaan tumbuhan 

terutama G.cowa dalam pengobatan.  

1.2 Rumusan masalah  

1. Bagaimana aktivitas sitotoksik ekstrak n-heksan, etil asetat dan etanol daun 

Garcinia cowa Roxb terhadap sel kanker payudara T47D ? 

2. Bagaimana aktivitas antioksidan ekstrak n-heksan, etil asetat dan etanol daun 

Garcinia cowa Roxb  ? 

1.3 Tujuan  

1. Untuk mengetahui aktivitas sitotoksik ekstrak n-heksan, etil asetat dan etanol 

daun Garcinia cowa Roxb terhadap sel kanker payudara T47D. 

2. Untuk mengetahui aktivitas antioksidan ekstrak n-heksan, etil asetat dan etanol 

daun Garcinia cowa Roxb. 

1.4 Hipotesa Penelitian  

1. Ekstrak n-heksan, etil asetat dan etanol daun Garcinia cowa Roxb memberikan 

efek sitotoksik terhadap sel kanker payudara T47D. 
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2. Ekstrak n-heksan, etil asetat dan etanol daun Garcinia cowa Roxb 

menunjukkan aktivitas antioksidan . 
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II. TINJAUAN PUSTAKA 

2.1 Tumbuhan Garcinia cowa Roxb.  

 

Gambar  2.1. Tumbuhan Garcinia cowa Roxb 

  

2.1.1 Klasifikasi  

Tumbuhan Garcinia  cowa Roxb atau yang sering disebut tumbuhan asam 

kandis memiliki klasifikasi yaitu: 

Kingdom  : Plantae 

Divisi   : Spermatophyta 

Sub divisi  : Angiospermae 

Kelas   : Dicotyledone 

Ordo   : Guttiferales 

Famili   : Guttiferae 

Genus   : Garcinia 

Spesies : Garcinia cowa Roxb. (12)  

2.1.2 Morfologi  

Tumbuhan  Garcinia cowa Roxb memiliki buah muda dengan rasa asam, 

batang berkulit kayu berwarna coklat tua dengan lateks berwarna kuning. 
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Tumbuhan ini memiliki bunga yang ditemukan pada ujung cabang berkelamin 

tunggal, berwarna kuning untuk bunga kelamin kuning dan berwarna orange 

untuk bunga berkelamin jantan. Daun mengkilap, hijau tua, lonjong dan panjang 

hingga 6-15 cm dan lebar 2,5-6,0 cm. Buahnya bulat berukuran 2,5-6 cm 

berwarna hijau saat muda dan oranye kusam atau kuning saat dewasa (13). 

 

  

 
(a) (b) (c) 

 

Gambar  2. 2. Bagian tumbuhan Garcinia cowa Roxb (a) Daun  (b) Batang, 

dan (c) buah. 

2.1.3 Ekologi  

Garcinia cowa Roxb tumbuh tersebar di daerah bergelombang dan hutan 

cemara di negara tropis dan subtropis, Asia tenggara, Afrika Barat dan Afrika 

Timur (14–16). Di Indonesia tumbuhan ini tersebar di seluruh Indonesia dan 

Semenanjung Malaya (9). Masyarakat Minangkabau (Sumatra Barat) mengenal 

tumbuhan ini dengan nama asam kandis, sedangkan di Thailand dikenal dengan 

nama Cha Muang (9,17).  

2.1.4  Penggunaan tradisional  

Tumbuhan G. cowa telah banyak dimanfaatkan oleh masyarakat dalam 

kebutuhan sehari-hari maupun dalam pengobatan tradisional yang telah terbukti 

manfaatnya secara empirik. Daun dan buah tumbuhan ini dimanfaatkan sebagai 
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sayuran dan makanan, sedangkan di Sumatera Barat buah keringnya dimanfaatkan 

sebagai bumbu masak (18–20). 

Dalam pengobatan tradisional kulit batang G. cowa  di manfaatkan sebagai 

pengobatan infeksi oleh mikroba dan  mengobati demam (16,17,21). Buah dan 

daun tumbuhan ini dimanfaatkan dalam pengobatan gangguan pencernaan seperti 

sembelit dan batuk serta lateksnya  dimanfaatkan dalam mengatasi demam 

(14,16,22). 

2.1.5 Kandungan kimia  

Tumbuhan G.cowa memiliki berbagai kandungan metabolit sekunder, 

terutama triperpenoid, flavonoid, xanton, dan fluroglusinol (10). Daun tumbuhan 

G. cowa juga telah diketahui mengandung berbagai senyawa golongan xanthone 

yaitu cowanin, cowanol, mangostin, β-mangostin, cratoxylone, 3-4-

dihydrojacareubin, dan mangostinone (17). 

  Hasil isolasi dari ekstrak dikloromatana daun G.cowa dari daerah 

Sumatra Barat didapatkan tiga senyawa hasil isolasi yaitu (1) methyl-2,4,6-

trihydroxy-3-(3-methylbut-2-enyl)benzoate, (2) garcinisidon A; dan (3) 3-(1-

methyl-2-buthenyl)-1,4-benzoquinone (9). 

 

 

(1) 
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(2) 

 

(3) 

Gambar 2. 3. Senyawa isolasi Garcinia cowa Roxb wahyuni 2015 (9). 

Daun G.cowa diketahui mengandung senyawa Chamuangone, dan daun 

segarnya mengadung senyawa Oxalic acid, Citric acid, dan (-)-Hydroxycitric acid 

lactone)(13). Hasil isolasi Raksat (2020) ekstrak daun G. cowa ditemukan dua 

benzofenon baru, garciniacowones F (1) dan G (2), tiga xanthone 

baru,garciniacowones H (3), I (4), dan J (5), dan tujuh senyawa (6-12)(17). Kedua 

belas senyawa tersebut ialah (1) garcinacowanes F, (2) garcinacowanes G, (3) 

garcinacowanes H, (4) garcinacowanes I, (5) garcinacowanes J, (6) cowanin, (7) 

cowanol, (8) mangostinin, (9) β–mangostin, (10) cratoxylone, (11) 3,4-

dihydrojacareubin,dan (12) mangostinone.  
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(1) (2) 

 

 

(3) (4) 



 

10 
 

 

 

(5) (6) 

 

 

(7) (8) 

  

(9) (10) 
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(11) (12) 

Gambar 2.4. Senyawa hasil isolasi daun Garcinia cowa Roxb Raksat 2020 (17) 

2.1.6 Tinjauan aktivitas ekstrak    

Dari penelitian sebelumnya ekstrak daun Garcinia cowa Robx telah 

dilaporkan memiliki manfaat dalam pengobatan. Ekstrak etanol daun Garcinia 

cowa Robx telah terbukti memiliki aktivitas antitumor, anti inflamasi, antioksidan 

dan antibakteri (9,14,16,21). Ekstrak metanol daun dan ranting G.cowa memiliki 

kemampuan dalam menghambat peroksidasi lipoprotein densitas rendah yang di 

induksi oleh ion tembaga. Aktivitas pengahambatan lebih besar di tunjukkan oleh 

ekstrak rating (13). Ekstrak metanol daun kering dan segar dari tumbuhan ini 

menunjukkan aktivitas antitumor pada konsentrasi 200 µg/ml terhadap kultur sel 

yang di induksi dengan mengggunakan virus Epstein-Barr. Ekstrak eter daun 

kering menunjukkan aktivitas antiviral pada sel yang juga di induksi dengan virus 

Epstein-Barr (18).  

Ekstrak etanol daun asam kandis memiliki efek sitotoksik terhadap sel 

kanker payudara T74D dengan IC50 6,13 ± 3,51 µg/ml , eksrak etanol 

menunjukkan penghambatan signifikan pada konsentrasi 10 μg/mL dan 100 μg/ml 

(10). 

2.1.7 Tinjauan kimia  

Dari penelitian yang telah dilakukan sebelumnya diketahui bahwa daun 

Garcinia cowa Robx mengandung senyawa chamuangone yang memiliki aktivitas 

antibakteri terhadadap bakteri Streptococcus pyogenes dengan nilai MIC 

(Minimum Inhibitory Concentration) 7,8 µg/ml, Streptococuc viridans dan bakteri 

Helicobakter pylori dengan MIC 15,6 µg/ml,  bukan hanya itu senyawa ini juga 

menunjukkan aktivitas antibakteri pada Bacillus subtilis, Enterococcuc sp. dan 

Staphylococcus aureus dengan MIC 31,2 µg/ml (13). 
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Tanaman G.cowa mengandung Xanthone dan benzoyphloroglucinol yang 

menunjukkan aktivitas antibakteri, penghambatan α-glukosidase, efek sitotoksik, 

antioksidan dan antiinflamasi (14) . 

Raksat dkk (2020) telah mengisolasi daun G.cowa dan mendapatkan 12 

senyawa yang telah dilakukan pengujian aktivitas penghambatan glukosa. 

Aktivitas penghambatan α-glukosidase tertinggi ditunjukkan oleh senyawa 2, 

dengan nilai IC50 sebesar 13,1 μM, diikuti oleh senyawa 6 (IC50 15,0 μM) dan 

senyawa 7 (IC50 18,0 μM). Senyawa 2, 6, dan 7 merupakan senyawa utama 

dengan aktivitas penghambatan α-glukosidase yang lebih tinggi dibandingkan 

dengan akarbose (senyawa kontrol positif) (17).  

Hasil isolasi wahyuni (2015) dijelaskan bahwa  metil 2,4,6- trihydroxy-3- 

(3-methylbut-2-enyl) benzoate (1), garcinisidone-A (2) dan methyl 4,6dihydroxy-

2-(4-methoxy-5-(3-methylbut-2-enyl)-3,6-dioxocylohexa-1,4-dienyloxy)-3-(3-

methylbut-2-enyl) benzoate (3). Senyawa 1, 2 dan 3 memiliki nilai IC50 sebesar 

21,0 ± 10,2 µM, 21,2 ± 8,4 µM dan 17,2 ± 6,2 µM terhadap MCF-7, sedangkan 

hanya senyawa (2) ditemukan aktif terhadap H-460 dengan nilai IC50 18,1 ± 6,7 

µM (10). 

2.2 Ekstraksi    

Ekstrak adalah sediaan pekat yang diperoleh dengan mengekstraksi 

senyawa aktif dari simplisia nabati atau simplisia hewani menggunakan pelarut 

yang sesuai, kemudian semua atau hampir semua pelarut diuapkan dan massa atau 

serbuk yang tersisa diperlukan sedemikian sehingga memenuhi baku yang telah 

ditetapkan (23). 

Ekstraksi adalah pengambilan senyawa-senyawa metabolit sekunder yang 

menjadi target untuk dipisahkan dari biomasa atau ampas atau bagian yang tidak 

diperlukan karena sifatnya yang mengganggu baik dalam penyajian maupun 

karena mengganggu efektivitas khasiat dari bahan aktifnya (24).  

Klasifikasi ekstraksi berdasarkan sampel yang digunakan dibagi menjadi 2 yaitu : 
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2.2.1 Ekstraksi padat-cair 

Ekstraksi padat cair ialah proses pemisahan secara difusi analit dari sampel 

padat kedalam pelarut. Prinsip ekstraksi padat-cair didasarkan kemampuan daya 

larut analit dalam pelarut, sehingga pelarut yang digunakan ialah palarut yang 

dapat melarutkan dan mampu menarik analit yang diinginkan (25). Proses 

ekstraksi padat-cair meliputi pelarut menembus matriks padat, zat terlarut larut 

dalam pelarut dan keluar matriks, kemudian pelarut dikumpulkan. Selain sifat 

pelarut yang digunakan ukuran partikel zat padatan, suhu dan durasi dalam 

ekstraksi juga menentukan efesien ekstrak (26). 

Berdasarkan prosesnya ekstraksi padat cair dibedakan menjadi : 

a.Meserasi  

Metode ekstraksi yang digunakan untuk ekstraksi komponen termolabil, 

metode ini merupakan metode yang sederhana namun membutuhkan waktu yang 

lama dengan efesien ekstraksi yang rendah (26). Selain itu proses meserasi 

membutuhkan pelarut yang banyak. Proses meserasi dilakukan dengan cara 

merendam sampel pada suhu kamar menggunakan pelarut yang sesuai selama 3-5 

hari dan dilakukan pengadukan sesekali untuk mempercepat proses pelarutan 

analit (25). Ekstraksi dilakukan secara berulang kali  sehingga semua analit 

tertarik secara sempurna dalam pelarutnya, parameter yang digunakan untuk 

melihat proses meserasi telah mencapai optimal (semua analit sudah tertarik ialah 

pelarut sudah tidak bewarna) (25). 

b. Perkolasi  

Perkolasi merupakan proses ekstraksi padat-cair secara terus menerus 

dimana pelarut jenuh terus-menerus diganti dengan pelarut baru (26). Pelarut 

dialirkan secara perlahan-lahan pada sampel pada suatu perlokator. Indikasi untuk 

melihat analit telah terekstraksi secara sempurna adalah pelarut yang digunakan 

tidak bewarna (25). Parameter lain yang dapat digunakan untuk melihat analit 

sudah terekstraksi secara sempurna ialah dengan menggunakan KLT 

(Kromatografi Lapis Tipis) atau spektrofotometri UV. Jika menggunakan KLT 

ditandai jika tidak terdapat noda/spot pada plat KLT, dan jika menggunakan 

spektrofotometer UV tidak terdapat puncak/peak pada kromatogram (25). 
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c.  Dekonsasi  

Proses ekstraksi dengan menggunakan metode dekonsasi tidak dapat 

digunakan untuk zat termolabil atau volatile. Dalam ekstraksi menggunakan 

pelarut air dengan pemanasan (26). 

d. Refluks  

Metode refluks menggunakan pelarut yang relatif lebih sedikit dengan 

waktu yang lebih singkat dibandingkan dengan meserasi dan perkolasi. Meskipun 

menggunakan pelarut yang relatif yang sedikit dan waktu yang singkat namun 

metode refluks tidak dapat digunakan untuk senyawa yang termolabil (26). 

e. Sokletasi  

Metode sokletasi mengkombinasikan keunggulan ekstraksi metode 

perkolasi dengan metode refluks. Ekstraksi dengan metode sokletasi ialah metode 

ekstraksi terus menerus yang lebih efesien dengan menggunakan pelarut yang 

lebih sedikit dan pemanasan (26). Namun penggunaan suhu yang tinggi pada 

metode sokletasi dengan waktu yang lama akan menyebabkan degradasi termal  

(26).  Pada sokletasi, pelarut dan sampel diletakkan secara terpisah dengan prinsip 

ekstraksi dilakukan terus menerus menggunakan pelarut yang relatif sedikit (26). 

Sokletasi dilakukan dengan pemanasan pelarut, uap pelarut yang dihasilkan 

mengalami pendingin oleh kondesor, uap pelarut tersebut akan menjadi pelarut 

kembali yang akan membasahi sampel secara terus menerus dan akan masuk 

kembali ke labu yang berisikan pelarut (26). 

2.2.1 Ekstraksi cair-cair  

Ekstraksi cair-cair atau ekstraksi pelarut merupakan metode pemisahan 

yang didasarkan pada fenomena distribusi atau partisi analit diantara dua pelarut 

yang tidak saling bercampur. Ekstraksi cair-cair digunakan untuk pemisahan 

senyawa dalam fase cair dengan menggunakan fase cair lainnnya dengan 

menggunakan prinsip perbedaan kelarutan dalam dua pelarut yang berbeda. Pada 

ekstraksi cair-cair menggunakan corong pisah, penggunaan corong pisah 

didasarkan pada pemisahan dua fase pelarut dengan perbedaan massa jenis atau 

densitas yang terpisah dalam corong pisah (25). 
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2.3 Kromatografi Lapis Tipis (KLT) 

Kromatografi Lapis Tipis (KLT) merupakan teknik pemisahan campuran 

yang dilakukan diatas selembar kaca, plastik atau aluminium foil yang dilapisi 

dengan lapisan tipis adsorben. Lapisan adsorben yang biasa digunakan ialah silika 

gel, aluminium oksida, atau selelulosa (kertas penyerap). Dalam KLT lapisan 

adsorben berperan sebagai fase diam dan sebagai fase gerak ialah pelarut atau pun 

campuran beberapa pelarut. Pemisahan senyawa didasarkan kemampuan fase 

gerak untuk menarik campuran pada fase diam (27).  

Keuntungan penggunaan KLT ialah penggunaan yang mudah, dapat 

dilakukan secara luas pada sampel yang berbeda, sensitifitas yang tinggi, 

kecepatan pemisahan yang cepat, dan biaya yang diperlukan relatif murah. Selain 

itu KLT juga memiliki keunggulan dimana solven yang digunakan relatif lebih 

sedikit, polaritas dari solven dapat diubah-ubah, dan jumlah sampel yang diukur 

dalam satu kali pengukuran atau pengembangan lebih banyak karena berukuran 

20 cm dapat dilakukan lebih kurang 20 penotolan (28). 

 KLT dapat digunakan untuk mengetahui kemurnian suatu senyawa, 

memisahkan dan mengidentifikasi komponen dalam suatu campuran, dan analisa 

kualitatif dari satu atau lebih komponen yang terdapat dalam sampel (29). 

Pemisahan menggunakan KLT dilakukan dengan beberapa eluen dengan 

berbagai tingkat kepolaran untuk memperoleh pemisahan yang baik serta noda 

yang baik. Bercak atau noda pada plat KLT dilihat dengan menggunakan sinar 

UV 254 nm atau 365 nm. Identifikasi golongan senyawa plat KLT dilakukan 

penyemprotan menggunakan reagen spesifik (30). 

Rumus pencarian nilai Rf: 

   
                         

                          
 

 (24) 

2.4 Kanker dan pengujian MTT 

2.4.1 Kanker  
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Kanker merupakan suatu kegagalan genetik sel yang tumbuh incoordinate 

yang berlebihan, pertumbuhan yang terjadi tidak normal (1). Sel kanker memiliki 

siklus sel yang berbeda dengan sel normal. 

Siklus sel dapat didefenisikan sebagai serangkaian peristiwa yang 

berurutan yang berpuncak pada pembelahan dan pertumbuhan sel menjadi dua sel 

baru yang identik. Dalam sel normal, proses kompleks dimulai dengan adanya 

stimulus mitogenik. Berbagai protein seperti kinase, cyclins dan cyclin dependent 

kinase inhibitor mengatur siklus sel (31). Namun pada sel kanker regulasi siklus 

ini hilang, sel kanker terus membelah tanpa adanya stimulus mitogenik (32). 

2.4.2. Kanker payudara 

 

 

 

Gambar 2.5. Anatomi dan histologi kanker payudara (33) 

Kanker payudara merupakan keganasan yang terjadi pada jaringan 

payudara yang berasal dari epitel duktus atau lobulusnya. Di Indonesia kanker 

payudara salah satu jenis kanker terbanyak. Berdasarkan Pathological Based 

Registration Indonesia, kanker payudara menjadi kasus kanker tertinggi dengan 

frekuensi relatif 18,6 pada tahun 2010. Diperkirakan kasus kanker payudara di 

Indonesia terjadi 12/100.000 wanita sedangkan di Amerika terjadi 92/100.000 

wanita dengan mortilitas kematian 27/100.000 atau 18% dari kematian pada 
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wanita. Kasus ini tidak hanya terjadi pada perempuan namun juga pada laki-laki 

sekitar 1% (4). Tercatat pada tahun 2015, lebih 1,5 juta wanita (25 % dari semua 

wanita menderita kanker) didiagnosa kanker payudara setiap tahunnya di dunia. 

Pada tahu 2017 diperkirakan 30% dari semua kasus kanker baru di Amerika  

(252.710) pada wanita adalah kanker payudara (34). 

Kanker payudara merupakan kanker metastasis dan dapat menyebar ke 

organ lain seperti tulang, paru-paru, hati, dan otak (34). Di Indonesia 80% 

kejadian kanker payudara ditemukan pada stadium lanjut, dimana pada stadium 

ini upaya pengobatan sulit dilakukan (4). 

Tingginya mortilitas kanker payudara disebabkan oleh berbagai faktor-

faktor resiko yang  diagram dapat dilihat pada diagram dibawah ini : 

     

Gambar 2.6. Skema faktor resiko kanker payudara 

1. Penuaan  

Pertambahan usia meningkatkan resiko terpapar dan kematian akibat 

kanker payudara. Tercatat di Amerika pada tahun 2016  99,3% dan 71,2 % 

kematian pada kanker payudara terjadi pada usia 40-60 tahun (34).  

2.  Riwayat keluarga  

Kanker payudara dapat diturunkan melalui genetik yang dikaitkan dengan 

mutasi gen BRCA1 dan BRCA2. Wanita dengan satu kerabat dengan riwayat 

kanker payudara memiliki resiko 1,75 kali lipat dan 2,5 kali lipat dengan dua 
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kerabat dengan riwayat kanker payudara lebih tinggi resik terpapar kanker 

payudara (34).  

3. Faktor reproduksi  

 Faktor reproduksi seperti usia kehamilan pertama, usia monopouse, dan 

usia menstrusasi pertama. Faktor reproduksi ini berkaitan dengan antara ER+ dan 

ER-. Semakin tua usia kehamilan pertama, semakin muda usia mestruasi pertama 

dan semakin tua usia monopuse akan meningkatkan resiko terpapar kanker (34). 

4. Estrogen  

Hormon estrogen eksogen seperti terapi pengganti hormon, penggunaan 

kontrasepsi hormonal meningkatkan resiko seseorang wanita terpapar kanker 

payudara (34).  

5. Gaya hidup  

Gaya hidup yang tidak sehat seperti konsumsi alkohol berlebihan, 

makanan berlemak dapat menjadi faktor resiko terpapar kanker payudara. 

Konsumsi alkohol dapat meningkatkan kadar hormon estrogen dan konsumsi 

tinggi kalori, kaya lemak hewani dan kaya protein dapat menigkatkan kadar 

insulin yang menyebabkan peningkatan kadar andorogen dan penurunan kadar 

Sex Hormon Binding Globulin (SHBG). Penurunan kadar SHBG mengakibatkan 

peningkatan kadar estrogen yang memicu terjadinya karsinoma payudara (34,35).  

2.4.3 Sel T47D  

 T47D merupakan garis sel kanker payudara, garis sel atau cell line 

merupakan populasi sel yang sengaja diturunkan dari satu jenis sel dalam 

organisme hidup (28). Garis sel kanker dibuat untuk ditanam dalam waktu lama 

secara in vitro (36). Garis sel kanker payudara manusia menyediakan platform 

yang sangat baik untuk penelitian kanker payudara dan pengembangan obatnya. 

Garis sel kanker payudara yang umum digunakan dalam pengujian ialah T47D 

dan MCF7, kedua garis sel ini merupakan garis sel kanker payudara yang 

tergantung hormon manusia yang banyak digunakan dalam pengujian studi kanker 

payudara. Dua baris sel ini digunakan dalam pengujian secara in vitro maupun in 

vivo dengan menggunakan tikus (tumor xenograft pada tikus) dari fungsi gen dan 

protein serta penilaian efikasi inhibitory (36). 
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2.4.4 MTT   

 MTT adalah metode yang umum digunakan untuk evaluasi viabilitas sel 

dan sitotoksik untuk skrining obat. Prinsip metode ini ialah reduksi MTT 

(bewarna kuning) dan pewarna tetrazolium lainnya bergantung pada aktivitas 

metabolik sekunder seluler oleh enzim oksidoreduktase seluler yang bergantung 

pada NAD(P)H. Sel yang sehat dan tumbuh dengan capat akan mengubah MTT 

menjadi formazan sehingga kadar formazan tinggi sedangkan sel yang mati akan 

gagal untuk menghasilkan formazan. Produk akhir dari MTT ialah formazan 

warna ungu yang mudah larut dalam DMSO. Pengukuran viabilitas dalam uji 

MTT dilakukan pada gelombang 540 nm, semakin tinggi kadar formazan yang 

dihasilkan maka semakin tinggi absorban yang dihasilkan dan sebaliknya. Warna 

ungu dan absorban dari formazan yang terbentuk berbanding lurus dengan jumlah 

sel (36). 

Mekanisme pengujian MTT : 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar  2.7. Mekanisme pengujian MTT (37) 

Kultur sel dalam 

wellplate 96 sumur 

(1x10
4
 setiap sumur) 

Inkubasi suhu 37 ° C 

dalam inkubator CO2 

selama 24 jam  

Masing-masing sumur 

ditambahkan dengan 10 μL 

larutan kerja MTT (5 mg / 

mL dalam larutan buffer 

fosfat) 

Sel ditambahkan 

dengan 

senyawa/sampel 

berbagai konsentrasi  

Media kultur diganti 

dengan media segar  

Inkubasi suhu 37° C  

pada incubator CO2 

selama 24 jam.  

Media kultur diganti 

dengan media baru  

Inkubasi suhu 37 ° 

C dalam inkubator 

CO2 selama 4 jam  

Media disedot dan 
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yang terbentuk 
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tambahkan 50  μL 
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37° C  pada 
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Gambar 2.8. Perubahan MTT menjadi formazan (36) 

2.5 Antioksidan  

2.5.1 Radikal bebas  

 Radikal bebas adalah suatu molekul atom, atau gugus yang memiliki satu 

atau lebih elektron yang tidak berpasangan pada kulit bagian terluar sehingga 

bersifat reaktif (7). Radikal bebas dalam tubuh dihasilkan dari proses oksidasi 

dan pembakaran sel yang berlangsung selama bernafas, metabolism sel, olahraga 

yang berlebihan, peradangan dan terpapar polusi (asap kendaraan, asap rokok, 

makanan, logam berat, dan radiasi matahari). Dalam tubuh radikal bebas akan 

bereaksi dengan elektron dari molekul sekitarnya, molekul sel yang kehilangan 

elektron akan menjadi radikal bebas, reaksi ini akan terus berlangsung terus 

menerus bila tidak dihentikan akan menimbulkan stress oksidatif. Stress oksidatif 

adalah hasil ketidakseimbangan antara Spesies Oksigen Reaktif (ROS) dan 

pertahanan antioksidan yang menyebabkan peradangan, kerusakan DNA atau sel 

dan berbagai penyakit seperti kanker, jantung, katarak, penuaan dini, atritis, 

asma, penyakit autoimun, diabetes, penyakit neurodegeneratif, penyakit 

alzheimer, demensia parkinson serta penyakit degenerative lainnya (6,7). Radikal 

bebas dalam tubuh bereaksi dengan cepat dengan membran yang akhirnya 

menyebabkan degenerasi sel dan akhirnya kematian sel (6).  
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Gambar 2.9. Sumber utama radikal bebas dalam tubuh dan kerusakan yang 

diakibatkan (38) 

2.5.2.Antioksidan  

 Antioksidan memiliki kemampuan dalam menetralisir radikal bebas dan 

mencegah kerusakan sel yang disebabkan oleh radikal bebas. Aktivitas 

antioksidan didefenisikan sebagai kemampuan senyawa atau campuran yang 

diberikan untuk mereduksi pro-aktioksidan atau spesies reaktif, termasuk radikal 

bebas (39). 

Klasifikasi antioksidan berdasarkan sumbernya: 

1. Antioksidan endogen  

Atioksidan endogen merupakan antioksidan yang diproduksi oleh tubuh yang 

dikenal dengan enzim antioksidan (enzim Superoksida Dismutase (SOD), 

Glutation Peroksidase (GPx), dan Katalase (CAT) (7). 

2. Antioksidan sintetis  

Antioksidant sintesis, banyak digunakan pada produk pangan seperti Butil 

Hidroksi Anisol (BHA), Butil Hidroksi Toluen (BHT), propil galat dan Tert-Butil 
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Hidroksi Quinon (TBHQ) (7). Penggunaan beberapa antioksidan sintetis seperti 

BHA dan BHT, telah terungkap berpotensi toksik dan karsinogenik (7). 

3. Antioksidan alami  

Antioksidan alami ialah antioksidan yang diperoleh dari tanaman (akar, daun, 

batang, buah, bunga, biji dan serbuk sari). Antioksidant alami yang sering 

dijumpai yaitu vitamin A, Vitamin C, vitamin E dan senyawa fenolik (Flavonoid)  

(7). 

Berdasarkan mekanisme kerjanya antioksidan dapat dibedakan menjadi 3: 

1. Antioksidan yang mencegah pembentukan radikal bebas baru 

Contoh : superoksidase dismutase (SOD), katalase (CAT), dan glutathione 

peroksidase dismutase (GPX), feritin, ceruloplasmin dan mineral (Se,Cu dan Zn) 

(38). 

2. Antioksidan yang berperan dalam menangkap radikal bebas sehingga 

mencegah terbentuknya reaksi oksidatif. 

Contoh : enzim glutathione, abumin, vitamin C dan E, karatenoid, dan flavonoid 

(38).  

3. Antioksidan yang menyebabkan kerusakan yang disebabkan oleh radikal bebas  

Contoh : DNA repair enzyme, lipase, proteases, transferase, lipase, protoase, 

reduktase metionin-sulfofsidase (38) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 2. 10. Peran antioksidan dalam kesehatan (38) 
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Manfaat antioksidan dalam dunia pengobatan : 

1. Antioksidan sebagai antikanker  

Dari hasil penelitian sebelumnya diketahui bahwa senyawa antioksidan 

Lantanida, selenium, flavonoid, likopen dan glutathione sebagai senyawa 

antikanker (6). 

2. Antioksidan sebagai agen hepatotektor  

Penelitian sebelumnya telah melaporkan bahwa senyawa antioksidan 

digunakan dalam pengobatan penyakit hati. Vitamin C, E merupakan senyawa 

antioksidan yang telah dilakukan uji klinis sebagai pengobatan karsinoma 

patoselluer (6). 

3. Antioksidan dalam pengobatan penyakit syaraf  

Otak kecil yang berperan dalam mengendalikan berbagai aktivitas motorik, 

rentan akan efek merugikan yang disebabkan oleh ROS. Antioksidan telah 

dilaporkan dapat mencegah kerusakan oksidatif dalam perkembangan 

incerebellar. Beberapa antioksidan telah dilaporkan sebagai agen terapeutik untuk 

cedera syaraf pusat (6).   

 

4. Antioksidan dan sel darah merah  

 Dalam perjalanan sel darah merah membawa CO2 dan O2, selama perjanan 

ini sel darah merah rentan akan terpapar oleh ROS intraseluler yang berasal dari 

antioksidan oksihemoglobin, sehingga menyababkan kerusakan pada sel darah 

merah ini (6). 

Antioksidan sebagai pencegahan kanker  

 Salah satu penyebab kanker ialah kerusakan sel yang disebabkan oleh 

Reactive Oxygen Species (ROS) dan Spesies Nitro Gen (RNS). ROS dan RNS 

merupakan hasil samping metabolisme tubuh dalam upaya menghasikan ATP 

(Adenosine Triphosphate). ROS dan RNS dapat merusak stuktur sel, protein, lipid 

dan asam nukleat yang menyebabkan kerusakan DNA sel dan mutasi gen penekan 

tumor yang menjadi penyebab karsiogenesis (8).  

 Tubuh manusia memiliki antioksidan endogen yang berfungsi untuk 

menetralkan ROS dan RNS, namun karna faktor eksogen (seperti pola hidup) 

menyebabkan produksi ROS dan RNS lebih tinggi dibandingkan dengan 
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antioksidan endogen dalam tubuh, sehingga diperlukan antioksidan eksogen untuk 

mengatasi ketidak seimbangan ini (8).  

2.5.3 Metode pengujian antioksidan  

1. DPPH assay  

Metode DPPH (2,2-Dipenyl-1-1-picrylhydrazyl) merupakan metode 

pengujian in-vitro antioksidan yang mudah, cepat dan tidak banyak menggunakan 

reagen (40).  DPPH  merupakan radikal bebas reaktif yang berperan sebagai 

akseptor elektron (oksidan/ oksidator) dan menyebabkan oksidasi zat lainnya. 

Sedangkan antioksidan berperan sebagai donor elektron yang menetralkan DPPH  

(41). 

DPPH memiliki bentuk kristal bewarna gelap yang terdiri dari molekul radikal 

bebas yang stabil dan membentuk larutan bewarna ungu. Reaksi netralisasi DPPH 

oleh senyawa antioksidan ditunjukkan oleh warna ungu yang berubah menjadi 

kuning pucat atau tidak bewarna (41). Selain itu efek antioksidan dapat dilihat 

dari penurunan absorban DPPH setelah direaksikan dengan senyawa antioksidan  

(39). 

Pengukuran aktivitas antioksidant yang dihasilkan oleh senyawa antioksidan 

yaitu dengan perhitungan nilai IC50 (µg/ml diperlukan untuk menghambat 

pembentukan radikal DPPH sebesar 50%) dan persen inhibisi (42). 

Perhitungan persen inhibisi dapat dilakukan dengan menggunakan rumus berikut :   

           ( )  
              

       
      

Aktivitas antioksidan berdasasarkan kekuatanya dibedakan menjadi 3 

yaitu sangat kuat bila IC50 <50 µg/ml, kuat bila nilai IC50= 50-100 µg/ml, sedang 

pada IC50= 101-250 µg/ml, dan lemah bila IC50=  250-500 µg/ml, dan tergolong 

tidak aktif bila IC50> 500 µg/ml (42). 

 

 



 

25 
 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 2.11. Stuktur (a) difenilpikrilhidrazil (radikal bebas), (b) 

difenilpikrilhidrazin (radikal non-bebas) 

2.6 Antioksidan sebagai pencegahan kanker  

 Salah satu penyebab kanker ialah kerusakan sel yang disebabkan oleh 

Reactive Oxygen Species (ROS) dan Spesies Nitro Gen (RNS). ROS dan RNS 

merupakan hasil samping metabolisme tubuh dalam upaya menghasikan ATP 

(Adenosine Triphosphate). ROS dan RNS dapat merusak stuktur sel, protein, lipid 

dan asam nukleat yang menyebabkan kerusakan DNA sel dan mutasi gen penekan 

tumor yang menjadi penyebab karsiogenesis (8).  

 Tubuh manusia memiliki antioksidan endogen yang berfungsi untuk 

menetralkan ROS dan RNS, namun karna faktor eksogen (seperti pola hidup) 

menyebabkan produksi ROS dan RNS lebih tinggi dibandingkan dengan 

antioksidan endogen dalam tubuh, sehingga diperlukan antioksidan eksogen untuk 

mengatasi ketidakseimbangan ini (8). Antioksidan akan mencegah kerusakan 

DNA yang diakibatkan oleh ROS dan mengurangi efek yang diakibatkan oleh 

radikal bebas lainnya. 
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III. METODE KERJA 

3.1  Waktu penelitian  

 Penelitian ini dilakukan selama ± 6 bulan di Laboratorium Penelitian  dan 

Kultur Sel Farmasi Universitas Andalas. 

3.2 Metode  

3.2.1 Alat  

Alat yang digunakan ialah satu set alat perkolasi, Erlenmeyer(Pirex
®
), 

beaker glass (Pirex
®
), corong pisah (Pirex

®
), aluminium foil (Klinpak

®
), gelas 

ukur (IWAKI), Rotary evaporator, pipet tetes, spatel, kapas, pipa kapiler,  kertas 

saring, spektrofotometer UV-Vis (THERMO), microplate reader, wellplate 96, 

mikro pipet, sonic (THERMO), plat KLT, oven, hotplate,inkubator, tabung 

sentrifus, hemosistometer neubaurer, Elisa reader, mikrotube, labu volumetric 

(Pirex®), pipet volume, mikroskop, cryotube, freezer, falcon 
® 

colonial centrifuge 

tubes, sentrifus, UV 254 nm, dan UV 366 nm.  

3.2.2  Bahan  

 Bahan yang digunakan ialah daun asam kandis (Garcinia cowa Robx.), n-

heksan, etil asetat, etanol, metanol, DPPH, vitamin C, media Dubelccoâs modified 

eagle medium (DMEM), Foetal Bovine Serum 10% (FBS), tripsin EDTA, 

medium komplit DMEM, DMSO (Dimetil sulfoksida), CO2, Tripsin, PBS, dan sel 

kanker payudara T47D.  

3.3 Prosedur penelitian  

3.3.1 Pengambilan sampel  

Sampel daun asam kandis (Garcinia cowa Roxb) diambil dari Padang 

Landua, kecamatan Palembayan, provinsi Sumatra Barat.  

3.3.2 Identifikasi tanaman  

Identifikasi tanaman dilakukan di Hebarium Universitas Andalas (ANDA). 
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3.3.3 Penyiapan sampel  

Daun asam kandis (Garcinia cowa Robx.) dibersihkan kemudian 

dikeringkan di rumah kaca Universitas Andalas selama 5 hari. Daun yang sudah 

kering dihaluskna dengan menggunakan grinder, sehingga diperoleh serbuk 

kering daun Garcinia cowa Robx. sebanyak 1,81 kg. 

3.3.4 Ekstraksi  

 Daun asam kandis yang sebelumnya telah menjadi serbuk kering 

diekstraksi dengan  metode  perkolasi menggunakan pelarut dengan tiga kepolaran 

yang berbeda. Ekstraksi dimulai dengan menggunakan pelarut non polar yaitu n-

heksan, kemudian pelarut diganti dengan menggunakan pelarut semipolar etil 

asetat, dan terakhir menggunakan pelarut polar yaitu pelarut etanol.  

 Masing-masing ekstrak dipekatkan dengan menggunakan rotary 

evaporator hingga didapatkan ekstrak kental.   

3.3.5 Karekaterisktik ekstrak  

a. Uji Non Spesifik 

1) Susut Pengeringan 

Panaskan krus pada suhu 105° C selama 30 menit lalu ditara, masukkan 

ekstrak sebanyak 1-2 gram ke dalam krus lalu ratakan dengan menggoyangkan 

hingga ketebalan lapisan kurang lebih 5-10 mm. Masukkan krus yang telah berisi 

ekstrak tersebut ke dalam  ruang  pengeringan dengan kondisi terbuka pada suhu 

105° C. Timbang dan ulangi pemanasan sapai didapat berat konstan (43).  

                  
(     )  (     )

     
      

  

Keterangan : 

 W0 = berat krus kosong 

 W2 = berat krus + ekstrak 

 W2 = berat krus + hasil pengeringan 

 

 



 

28 
 

2) Kadar Abu Total 

Keringkan, pijarkan dan tarakan krus. Masukkan sebanyak 2-3 gram 

ekstrak. Lalu pijarkan hingga arang habis, dinginkan dan timbang (43). 

          
     

     
      

Keterangan : 

 W0 = berat krus kosong 

 W1= berat krus + ekstrak 

 W2 = berat krus + hasil pemijaran 

b. Uji spesifik 

Lakukan uji organoleptis meliputi bentuk,  bau, warna, dan  rasa dari 

ekstrak menggunakan panca indera (43).  

c. Pemeriksaan kandungan kimia 

1)  Uji Alkaloid 

Timbang 0,5 gram ekstrak kemudian larutkan dengan 1 mL HCL dan 

saring. Filtrat yang didapat dari penyaringan tersebut diuji menggukan pereaksi 

berikut:  

a. Pereaksi Mayer: tambahkan 2 tetes reagen Mayer (K2HgI4) ke dalam filtrat, 

hasil positif jika terbentuk endapan warna kuning. 

b. Pereaksi Dragendorf: tambahkan 2 tetes reagen Dragendorf ke dalam filtrat, 

hasil positif jika terbentuk endapan warna merah. 

2) Uji Flavonoid 

Masukkan serbuk Mg ke dalam ekstrak lalu tambahkan 5 tetes HCl 

pekat, hasil positif jika terbentuk endapan warna merah atau jingga. 

3) Uji Fenolik 

Tambahkan 3-4 tetes FeCl3 ke dalam ekstrak, hasil positif jika terbentuk 

warna hitam kebiruan. 
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3.3.6. Uji Sitotoksik 

1. Penyiapan alat  

Alat yang digunakan dalam pengujian hendaklah dalam keadaan 

bersih dan steril. Semua alat dibersihkan dan disterilkan terlebih dahulu, sterilisasi 

tergantung dari jenis alat yang hendak disterilkan. Wadah suspensi yang 

digunakan ialah wadah steril sekali pakai, selama kemasan tidak rusak maka 

steriltasnya terjamin. Alat-alat berbahan gelas disterilkan dengan autoklaf pada 

suhu 121
0
C selama 15 menit pada tekanan 15 lbs. Untuk microbial safety cabinet 

air flow kelas II disterilkan dengan cara disterilkan dengan menggunakan alkolol 

70 % dan disinari dengan UV.  Ruangan kerja disterilkan sebelum dan sesudah 

kerja dengan disinari UV selama 30 menit.  

2. Penyiapan sel  

Sel yang digunakan yaitu sel kanker payudara T47D yang merupakan 

koleksi Cancer Chemoprevention Research Center (CCRC) Fakultas 

Farmasi Universitas Gadjah Mada (UGM). Sel kanker dalam cryotube 

dikeluarkan dari freezer (-80 
0
C) kemudian dihangatkan dalam penangas air pada 

suhu 37
0
C selama 2-3 menit. Setelah itu sel kanker dari cryotube dipindahkan 

dalam falcon 
® 

colonial centrifuge tubes yang berisi 9 ml medium complete. 

Kemudian falcon 
® 

colonial centrifuge tubes disentrifus dengan kecepatan 2000 

rpm selama 10 menit. Supernatan hasil sentrifus dibuang dan pellet sel kanker 

ditambahkan medium komplit DMEM ±1-2 ml, kemudian dihomogenkan dan 

dimasukkan kedalam  flask dan ditambahkan 3-4 ml medium komplit DMEM, 

setelah itu flask diinkubasi dalam inkubator 5% CO2, kemudian dilihat dibawah 

mikroskop untuk melihat apakah sel melekat dilapisan flask membentuk lapisan 

monolayer. Medium pertumbuhan diganti sekali sehari dan apabila jumlah sel 

flask telah mencapai 70-85%, lakukan sub-kultur sel sampai jumlah sel 

mencukupi.  

3. Perhitungan jumlah sel  

 Medium flask yang berisikan sel dibuang dan ditambahkan 1 ml PBS, 

kemudain PBS dibuang dan ditambahkan 1 ml tripsin EDTA 0,25%, kemudian 
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diinkubasi 2-5 menit  dalam inkubator 5% CO2, lihat dibawah  mikroskop untuk 

mengetahui sel telah terpisah dari dasar flask. Selanjutnya medium dipipet dan 

dimasukkan kedalam falcon 
® 

colonial centrifuge tubes dan disentifus selama 10 

menit 2000 rpm  kemudian supernatant dibuang, pellet ditambahakan 3 ml 

medium komplit DMEM. Pipet 10    suspensi sel diletakkan pada masing-masing 

kotak perhitungan sel hematositometer. Perhitungan sel kanker dilakukan dibawah 

microscope interved. 

 Jumlah sel dihitung pada hemasitometer, cara perhitungan sel sendiri yaitu 

sel yang gelap (mati) dan sel yang berada dibatas luar tidak dihitung serta sel yang 

dempet hanya dihitung sebagai satu sel.  

         
   

  
 
                                             

 
  10

4 

     Hitung jumlah suspensi sel yang dibutuhkan untuk mendapat antara 1.000-

10.000 sel/sumur, dengan menggunakan rumus : 

                
                          

                       
 

4. Peletakan sel (uji viabilitas sel) 

 Masukkan sebanyak 180    suspensi sel yang telah dibuat dan sebelumnya 

telah dihitung jumlah selnya sebelumnya kedalam masig-masing sumur plat 96, 

kecuali untuk sumur blanko yang hanya akan berisi medium. Kemudian plat 

diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37
0
C 5% CO2. 

5. Pembuatan larutan uji  

a. Pembuatan medium komplit DMEM  

 Medium DMEM + 1% pentsrep + 10 % fetal bovine serum (FBS) kemudian 

difilter dengan saringan 0.2     

b. Pembuatan larutan uji  

 Timbang ekstrak etanol, etil asetat dan n-heksan daun Garcinia cowa Roxb. 

Kemudian larutkan dalam DMSO hingga mencapai konsentrasi 100.000 

     . 
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c. Pembuatan larutan uji  

 Dipipet 10    dari larutan stok kemudian dipindahkan ke tabung eppendorf  

lalu tambahkan 990    medium DMEM untuk mendapatkan larutan uji 

konsentrasi 1000      . kemudian lakukan hal yang sama untuk tabung 

selanjutnya sehingga didapatkan larutan uji 10 dan 1      . 

6. Uji poliferasi (Uji MTT) 

1. Penambahan Larutan Uji (Hari ke-0) 

 Plat uji yang berisi sel yang telah diinkubasi selama 24 jam, dibagi menjadi 

4 bagian yang masing-masing terdiri dari 24 sumur, setiap pengujian 

dilakukan untuk 4 kali pengulangan. Peletakan larutan uji dimulai dari 

konsentrasi paling rendah. Sebanyak 20    larutan uji dipipet dimasukkan 

kedalam sumur uji. Kedalam sumur kontrol dimasukkan 200    media. Plat 

kembali di inkubasi selama 96 jam di inkubator 37
0
C 5% CO2. Kemudian 

diamati perubahan yang terjadi selama inkubasi.  

2. Penambahan Larutan MTT (hari ke-4) 

Sebanyak 20    larutan 5 mg/ml MTT dipipet ke dalam masing-masing 

sumur. Kemudian inkubasi pada suhu 37
0
C 5% CO2 selama 3-4 jam. Setalah 

inkubasi akan terlihat endapan ungu kristal formazan. Kristal formazan 

dipisahkan dari medium dengan cara memipet medium. Endapan kristal 

formazan kemudian dilarutkan dengan 100    DMSO dan diukur serapan 

dengan menggunakan spektrofotometer micrroplate reader pada panjang 

gelombang 550 nm.  

3. Analisa data  

Analisa data menggunakan data absorban yang diperoleh dari pengukuran 

sehigga diperoleh nilai persentase penghambatan sel dengan menggunakan 

rumus : 
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3.3.7 Uji Antioksidan  

1. Pembuatan larutan DPPH  

 Larutan DPPH dibuat dengan melarutkan 10 mg serbuk DPPH kedalam 100 

ml metanol sehingga diperoleh larutan DPPH dengan konsentrasi 100      . 

Selama pembuatan larutan DPPH, larutan dihindari dari cahaya.  

2. Pengukuran panjang gelombang maksimum DPPH  

 Larutan DPPH yang telah dibuat sebelumnya dilakukan pengukuran 

panjang gelombang maksimum dengan menggunakan spektrofotomer UV-Vis.  

3. Pembuatan larutan sampel  

 Masing-masing ekstrak ditimbang 10 mg dan dilarutkan dalam 10 ml 

metanol, sehingga didapatkan larutan sampel 1.000      , kemudian diencerkan 

menjadi 200      , 100      , 50       25      , 12,5      , 6,25       

dan 3,125      . Vit C ditimbang 10 mg dan dilarutkan dalam 10 ml metanol 

hingga didapatkan larutan vitamin C dengan konsentrasi 1.000       kemudian 

dilakukan pengeceran menjadi 20      , 10      , 5      , 2,5       dan 1,25 

     .  

4. Pengukuran daya antioksidan  

 Uji aktivitas antioskidan dilakukan dilakukan dengan menggunakan 

microplate reader dengan metode DPPH assay pada panjang gelombang 516 nm. 

Pengujian dilakukan dengan menggunakan microtiter plate 96-well yang terdiri 

dari 8 baris A-H yang masing-masing terdiri dari 12 sumur.  

 Baris A-B kolom 1-3 dimasukkan ekstrak n-heksan dengan konsentrasi 

200 μg/ml, Baris A-B kolom 4-6 dimasukkan ekstrak etil asetat dengan kosentrasi 

200 μg/ml, baris A-B kolom 7-9 dimasukkan ekstrak etanol  dengan konsentrasi 

200 μg/ml, dan baris A-B kolom 10-12 dimaskukkan vit C dengan konsentrasi 20 

μg/ml, masing-masing-masing ekstrak dan vit C dimasukkan 100   . Baris B-H 

dimasukkan metanol 100   .  Baris  B dihomogenkan dan dipipet 100    

kemudian dimasukkan ke baris C, baris C dipipet 100    dimasukkan ke baris dan 

seterusnya hingga baris F. Baris F dipipet 100    dan dibuang kemudian baris A-

H ditambahkan 100    larutan DPPH kemudian diinkubasi selama 30 menit 
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didalam tempat gelap. Aktivitas antioksidan (penangkalan radikal bebas) diukur 

sebagai penurunan absorban DPPH dengan microplate reader dan pengolah data.   

5. Analisis data uji aktivitas antioksidan  

 Aktivitas antioksidan sampel ditentukan oleh besarnya hambatan serapan 

radikal DPPH melalui perhitungan inhibisi serapan DPPH dengan menggunakan 

rumus : 

           ( )  
              

       
      

 Kemudian dilakukan perhitungan nilai IC50, yaitu konsentrasi larutan uji 

yang dapat menangkal 50 persen radikal bebas dengan menggunakan persamaan 

regresi yang didapat dari % inhibisi.  

3.3.8 Analisis statistik 

 Analisis statistik dilakukan dengan SPSS 23.0 dan GraphPad Prism 9 

untuk paket perangkat lunak Windows. Hasilnya dinyatakan sebagai mean±SD. 

Uji one-way ANOVA dan Duncan's multiple-distance test digunakan untuk 

mengetahui perbedaan antara masing-masing variasi konsentrasi terhadap 

persentase viabilitas sel dan persentase inhibisi. 
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IV. HASIL DAN PEMBAHASAN 

4.1 Ekstrak daun Garcinia cowa Roxb  

Penelitian ini menggunakan daun tumbuhan asam kandis  (Garcinia cowa 

Roxb) yang dikumpulkan dari daerah Padang Landua Kecamatan Palembayan 

Sumatera Barat. Untuk memastikan tumbuhan yang diambil ialah Garcinia cowa 

Roxb dilakukan identifikasi tumbuhan di Hebarium ANDA jurusan biologi  

Universitas Andalas. Dari hasil identifikasi yang telah dilakukan diketahui bahwa 

tumbuhan yang telah dikumpulkan ialah Garcinia cowa Roxb.  

Daun yang telah dikumpulkan disortasi basah untuk memisahkannya dari 

kotoran dan bagian-bagian yang tidak diperlukan. Setelah itu dilakukan pencucian 

dengan menggunakan air mengalir untuk menghilangkan kotoran pada permukaan 

daun. Daun yang telah bersih dikering anginkan selama 5 hari hingga memiliki 

tekstur rapuh. Kemudian daun kering disortasi kering dan dihaluskan dengan 

menggunakan grinder sehingga diperoleh serbuk kering daun sebanyak 1,81 kg. 

Penghalusan sampel bertujuan untuk memperluas permukaan sampel sehingga 

proses ekstraksi menjadi lebih efektif dan efisien. 

4.1.1 Ekstraksi  

 Daun Garcinia cowa Roxb diekstraksi dengan menggunakan metode 

ektraksi bertingkat dengan tiga pelarut berbeda kepolaran yaitu n-heksan (non 

polar), etil asetat (semi polar) dan etanol (polar). Metode yang digunakan ialah 

perkolasi dengan bantuan alat perkolator, pemilihan metode ini karena mudah, 

sederhana, tidak menggunakan panas sehingga tidak merusak zat yang termolabil, 

dan membutuhkan waktu yang lebih sedikit dibandingkan dengan dengan 

maserasi. Ekstraksi dilakukan dengan mengalirkan pelarut pada sampel secara 

terus menerus. Pertama ekstraksi dilakukan dengan pelarut n-heksan, kemudian 

etil asetat dan etanol. Penggunaan tiga pelarut yang berbeda bertujuan untuk 

memperoleh ekstrak dari tiga kepolaran yang berbeda.  

 Ekstrak yang diperoleh kemudian diuapkan dengan menggunakan rotary 

evaporator dan didapatkan ekstrak kental. Kemudian dilakukan perhitungan 
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rendemen masing-masing ekstrak, nilai rendemen masing-masing ekstrak dapat 

dilihat pada tabel dibawah ini: 

Tabel 4.1. Hasil rendemen ekstrak daun Garcinia cowa Roxb 

Ekstrak Berat (gram) Rendemen (%) 

Ekstrak n-heksan 245,13 13,54 

Ekstrak etil asetat 136,42 7,537 

Ekstrak etanol 210,13 11,61 

Total 591,68 32,687 

4.1.2 Karakterisasi ekstrak  

 Karakterisasi ekstrak dilakukan sebagai tahapan standarisasi ekstrak yang 

meliputi karakterisasi spesifik dan non spesifik. Karakterisasi spesifik dilakukan 

ialah uji organoleptik yang diamati melalaui penglihatan, penciuaman dan 

pengecapan. Hasil pengujian organoleptik dapat dilihat pada tabel dibawah ini : 

Tabel 4.2. Hasil uji organoleptis ekstrak daun Garcinia cowa Roxb 

Pemeriksaan 
Pengamatan 

Ekstrak N-heksan Ekstrak Etil asetat  Ekstrak Etanol 

Bau Khas Khas Khas 

Bentuk Kental Kental Padat 

Warna Hitam kehijauan Hitam kehijauan Merah 

kehitaman 

Rasa Pahit Pahit Pahit 

 Karakteristik non spesifik dilakukan ialah susut pengeringan dan kadar 

abu. Hasil susut pengeringan dan  kadar abu dapat dilihat pada tabel dibawah ini : 

Tabel 4.3. Hasil susut pengeringan ekstrak daun Garcinia cowa Roxb 

Ekstrak A (gram) B (gram) C (gram) % SP 
Rata-rata 

SP (%) 

Ekstrak n-

heksan 

30,4 32,84 32,79 2,049 3,907 

31,5 33,49 33,41 4,020 

31,8 34,1 33,97 5,652 
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4.1.3 Pemeriksaaan kandungan   

 Pemeriksaaan kandungan pada ekstrak ialah untuk mengetahui golongan 

metabolit sekunder pada ekstrak. Hasil pemeriksaan kandungan kimia ekstrak 

dapat dilihat pada tabel berikut:  

Tabel 4.4. Hasil skrining fitokimia ekstrak daun Garcinia cowa Roxb 

Konstituen Fitokimia 
Ekstrak  

n-heksan 

Ekstrak etil 

asetat 

Ekstrak  

etanol 

Fenolik + + + 

Saponin - - - 

Steroid + + + 

Terpenoid - - - 

Flavonoid - - - 

Alkaloid - - - 

 

Dari hasil skrining fitokimia ekstrak n-heksan daun Garcinia cowa Roxb  

memiliki kandungan metabolit sekunder fenolik dan steroid. Hasil skrining 

fitokimia ini berbeda dengan hasil skrining fitokimia fraksi n-heksan daun G.cowa 

yang diteliti oleh Nasution pada 2017 yang menunjukkan mengandung fenolik 

dan terpenoid (44).  

Hasil skrining fitokimia ekstrak etanol pada penelitian mengandung 

metabolit sekunder fenolik dan steroid, jika dibandingkan dengan ekstrak etanol 

daun G.cowa yang diambil dari Batu Busuk Limau Manih diekstraksi dengan 

metode meserasi yang dilakukan oleh Triastusi pada 2012 dari hasil skrining uji 

fitokimia diketahui mengandung golongan metabolit sekunder flavonoid, 

terpenoid, steroid dan fenolik (45). Sedangkan hasil skrining fitokimia ekstrak 

diklorometan daun G.cowa oleh Ningsih pada 2016 yang diperoleh dari ekstraksi 

dengan menggunakan metode sokletasi dari derah Batu Busuk mengandung 

metabolit sekunder golongan fenolik dan terpenoid (46).  
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Kandungan metabolit sekunder ekstrak tumbuhan dapat dipengaruhi oleh 

beberapa faktor yaitu teknik ekstraksi yang digunakan, pelarut yang digunakan, 

kondisi tanah dan lingkungan tempat tumbuhan tumbuh.  

 Ekstraksi dengan menggunakan panas dapat merusak atau menghilangkan 

kandungan metabolit sekunder yang tidak tahan panas. Teknik ekstraksi pada 

penelitian ini yaitu perkolasi yang merupakan ekstraksi tanpa pemanasan sehingga 

tidak merusak atau menghilangakan metabolit sekunder yang tidak tahan panas 

dari daun G.cowa. 

Meskipun sampel yang sama yaitu daun G.cowa perbedaan kandungan 

metabolit sekunder dapat disebabkan oleh perbedaan tempat pengambilan sampel. 

Perbedaan faktor-faktor lingkungan seperti ketinggian tempat tumbuh (47,48), 

suhu, kondisi penyinaran, dapat mempengauhi perbedaan konstituen kandungan 

metabolit sekunder tumbuhan (48). Perbedaaan kondisi tanah (kandungan unsur 

zat hara seperti kalsium), dan tekstur tanah dapat menghasilkan hasil skrining 

fitokimia yang berbeda (49). Unsur hara/nutrisi pada tanah merupakan prekursor 

biosintesis metabolit sekunder tumbuhan, perbedaan unsur hara dan jumlahnya 

akan mempengaruhi jenis kandungan metabolit sekunder dan jumlahnya.  

  



 

38 
 

4.1.4 Profil KLT  
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(a)  (b)  (c)  (d) 

Gambar 4.1.Profil KLT ekstrak daun Garcinia cowa Roxb 

Keterangan :  

(1) Ekstrak n-heksan   

(2) Ekstrak etil asetat 

(3) Ekstrak etanol 

(a) Eluen heksan : etil (7:3) dibawah sinar UV 254 nm 

 (b) Eluen heksan : etil (7:3) dibawah sinar UV 366 nm 

(c) Eluen heksan : etil (3:7) dibawah sinar UV 254 nm 

(d) Eluen heksan : etil (3:7) dibawah sinar UV 366 nm 

 Dari hasil pengujian KLT dibawah sinar UV 254 nm ekstrak n-heksan, 

ekstrak etil asetat, dan ekstrak etanol daun G.cowa memiliki profil KLT yang 

berbeda. Ekstrrak n-heksan memiliki penampakan noda yang lebih banyak 

dibandingkan dengan ekstrak etil asetat dan ekstrak etanol. KLT dengan 

menggunakan eluen heksan : etil (7:3) memiliki hasil profil KLT yang lebih baik. 

Hal ini disebabkan oleh KLT yang dipengaruhi oleh eluen yang digunakan, 

senyawa- senyawa pada ekstrak akan terpisah berdasarkan kepolaran, pada KLT 

penelitian ini menggunakan KLT fase normal dimana semakin polarnya eluen 

yang diguankan maka senyawa polar akan mudah tertarik oleh eluen dan memiliki 

jarak tempuh yang lebih jauh. Pada KLT eluen heksan : etil (7:3) ekstrak n-heksan 

menunjukkan profil KLT yang dengan senyawa yang lebih banyak di bandingkan 

dengan ekstrak etil asetat dan ekstrak etanol. Profil KLT ekstrak etanol dengan 
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eluen heksan : etil (7:3) tidak terjadi pemisahan yang baik karena kurangnya 

polarnya eluen yang digunakan.  

 Jika dibandingkan dengan profil KLT menggunakan lampu UV 366 nm 

memiliki profil KLT yang lebih baik, dimana lebih tampak jelas pemisahan 

dibandingkan dengan lampu UV 254 nm. Dan senyawa- senyawa yang tidak 

nampak pada lampu UV 254 tampak pada lampu UV 366 nm. Senyawa yang 

tampak pada lampu UV 254 nm adalah senyawa- senyawa golongan aromatik, α 

dan β karbonil tak jenuh dan terkonjugasi. Perbedaan penjang gelombang pada 

analit menjadi penyebab perbedaan profil KLT pada lampu UV 254 nm dan 366 

nm. 

4.2 Antikanker payudara 

Aktivitas sitotoksik kanker payudara dari ekstrak daun Garcinia cowa 

Roxb dilakukan dengan menggunakan cell line T47D. Sel T47D merupakan cell 

line kanker payudara yang diisolasi dari duktal tumor payudara wanita berumur 

54 tahun (50). Kultur sel ini telah banyak digunakan pada penelitian in vitro 

dimana memiliki sifat homogenitas tinggi, kemampuan replikasi yang tidak 

terbatas dan penanganan yang mudah (50). 

Medium yang digunakan dalam  kultur sel ialah medium komplit DMEM. 

Medium kultur memiliki peranan yang sangat penting dimana medim 

menyediakan nutrisi, faktor pertumbuhan dan hormon untuk sel serta mengatur 

pH dan tekanan osmotik kultur (51). Medium komplit DMEM yang digunakan 

terdiri dari 10 % FBS (Fetal Bovine Serum), 1% penisilin streptomisin, dan 89% 

DMEM. FBS pada medium berfungsi sebagai serum yang menyediakan sumber 

pertumbuhan, hormon, lipid, dan mineral untuk sel, selain itu serum juga berperan 

mengatur permeabelitas membran sel, dan pembawa lipid, enzim, dan 

mikronutrien ke sel  (51). Penisilin streptomisin dalam medium berfungsi sebagai 

antimikroba, melindungi sel dari kontaminasi dan menjaga integritas sel (51). 

Suhu yang digunakan untuk inkubasi sel ialah 37
0
C dalam inkubator CO2 5%. 

Suhu yang digunakan untuk inkubasi bergantung pada suhu sel inang tersebut 

diisolasi, sel T47D diisolasi dari payudara wanita memiliki suhu optimal 36-37 
0
C 

yang merupakan suhu optimal untuk sel yang bersumber dari manusia atau 

mamalia (51). Sel kanker memiliki pH pertumbuhan 7,4. Karbon dioksida (CO2) 

dapat mempertahakankan kondisi pH  medium sel, karena pH medium tergantung 
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pada keseimbangan CO2 (karbon dioksida) dan HCO3
- 
(bikarbonat) selama proses 

inkubasi, dan kadar CO2 dapat digunakan untuk inkubasi sel ialah 4-5% (51). 

Sebelum digunakan dalam pengujian sel terlebih dahulu dicuci dengan 

menggunakan PBS (Phosphate Buffered Saline). PBS memiliki sifat yang tidak 

toksik dan mencegah sel tidak pecah/mengkerut karena osmosis sehingga cocok 

digunakan sebagai pencuci sel (52). 

Untuk memindahkan sel dari flask ke well plate 96 digunakan tripsin 

EDTA. Tripsin EDTA digunakan untuk melepaskan sel dari wadah flask dengan 

mekanisme enzimatik (51,53). Tripsin merupakan enzim protoelitik yang dapat 

memotong peptida pada sisi C-terminal dari lysine atau arginine. Penggunaan 

EDTA dapat meningkatkan kerja tripsin dengan menghilangkan magnesium dan 

kalsium dari permukaan sel sehingga memungkinkan tripsin untuk menghidrolisis 

ikatan peptida tertentu, selain itu penggunaan bersama EDTA dengan tripsin juga 

menghilangkan adhesi sel antar sel (54).  

Pengujian sitotoksik menggunakan MTT assay dengan menggunakan 

garam 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Dipenyltetrazolium Bromide yang 

bewarna kuning. Metode ini telah banyak digunakan untuk pengujian viabilitas sel 

dalam proliferasi sel dan uji sitotoksik (55). Metode ini sederhana, mudah 

dilakukan dan memberikan hasil secara kualitatif dan kuantitatif. Pengujian 

dilakukan mengunakan garam tetrazolium bewarna kuning dengan konsentrasi 5 

mg/ml dalam PBS. Penggunaan PBS untuk melarutkan MTT karena PBS yang 

memiliki kemampuan mempertahankan pH dan tidak mengakibatkan kematian sel 

(52).  

Sebelum ekstrak diujikan terhadap sel, masing-masing ekstrak dilarutkan 

dalam DMSO. DMSO merupakan pelarut polar protik yang mampu melarutkan 

senyawa polar dan non polar sehingga dapat digunakan untuk melarutkan sampel 

yang terdiri dari ekstrak n-heksan, etil asetat, dan etanol daun G.cowa. Meskipun 

memiliki kemampuan melarutkan yang baik dalam pengujian dengan 

menggunakan sel konsentrasi DMSO tidak boleh melebihi 10 % karena dapat 

menyababkan kematian sel (56). Dalam melarutkan sampel masing-masing 

sampel ditimbang 200 mg dan dilarutkan dengan 2 ml DMSO dalam cryotube 
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sehingga didapatkan larutan induk dengan konsentrasi 100.000 µg/ml, larutan 

induk kemudian dilakukan pengenceran menjadi 100 µg/ml menggunakan 

medium komplit DMEM pengenceran seterusmya dilakukan menjadi 10, 1, dan 

0,1 µg/ml. Karena telah dilakukan pengenceran dari larutan induk sehingga 

larutan sampel mengandung konsentrasi DMSO sama atau kecil dari 1%. 

Kematian sel kanker dapat dilihat dibawah mikroskop setelah 48 jam 

pemberian sampel, sel yang mati akan berubah warna menjadi hitam dan tampak 

menggerut. Bentuk dan jumlah sel secara visual dapat dibandingkan dengan sel 

pada blanko. Dibawah mikroskop sel kanker yang hidup tampak berkurang 

dengan meningkat nya konsentrasi yang digunakan (lampiran 3). Namun metode 

ini tidak akurat, tidak dapat untuk memperkirakan kekuatan sitotoksik sampel dan 

hasil tidak kuantitatif, jadi tetap diperlukan pengujian dengan menggunakan MTT. 

Pengujian  dengan menggunakan MTT secara kualitatif dapat dilihat hasil 

dari perubahan warna yang terjadi (lampiran 3). Pada pengujian sitotoksik kanker 

payudara ekstrak n-heksan dan etil asetat daun G.cowa, pada konsentrasi 100 

µg/ml secara organoleptis tidak terjadi perubahan MTT (bewarna kuning), namun 

pada konsentrasi 10, 1 dan 0,1 µg/ml terjadi perubahan warna yang awalnya 

bewarna kuning menjadi ungu dan warna ungu yang dihasilkan semakin pekat 

dengan semakin kecilnya konsentrasi ekstrak. Pengujian MTT ekstrak etanol telah 

menunjukkan perubahan warna menjadi ungu pada konsentasi 100 µg/ml dan 

warna ungu yang dihasilkan semakin pekat semakin kecilnya konsentrasi ekstrak. 

Terjadinya perubahan warna pada pengujian menandakan bahwa sel masih 

hidup, semakin pekat warna yang dihasilkan maka semakin banyak sel yang 

masih hidup. Namun apabila tidak terjadi perubahan warna maka manandakan 

tidak terdapatnya sel hidup. Perubahan warna yang awalnya kuning warna MTT 

menjadi ungu menandakan terbentuknya kristal formazan sebagai produk hasil 

dari proses reduksi MTT oleh enzim oksidoreduktase ynag dihasilkan oleh 

mitokondria sel kanker (37,55,57). Namun bila tidak terjadi perubahan warna 

disebabkan sel mati sehingga tidak mampu secara metabolik menghasilkan enzim 

oksidoreduktase yang mereduksi MTT menjadi kristal formazan.  



 

42 
 

Semakin pekat warna ungu pada pengujian sitotoksik dengan metode MTT 

maka semakin banyak jumlah formazan yang dihasilkan yang berbanding lurus 

dengan absorban dan IC50. Pada pengujian ini hasil yang diharapkan ialah nilai 

persentase viabilitas sel dan IC50 yang kecil. Semakin kecilnya nilai persen 

viabilitas sel maka semakin sedikit sel yang hidup dan semakin kecil nilai IC50 

maka semakin tinggi aktivitas sitotoksik ekstrak.  

Hasil kuantitatif dari pengujian MTT berupa persentase viabilitas sel dan 

IC50.  Untuk mengetahui nilai persentase viabilitas dilakukan pengkuran absorban 

kristal formazan dengan menggunakan panjang gelombang maksimum 550 nm 

(58). Nilai persentase viabilitas dari ketiga ekstrak dapat dilihat pada tabel 

dibawah ini : 

Tabel 4.5. Persentase viabilitas sel kanker payudara T47D ekstrak daun Garcinia 

cowa Roxb 

Konsentasi (µg/ml) 

% Viabilitas sel 

Ekstrak n-

heksan 

Ekstrak etil 

asetat 

Ekstrak 

etanol 

100 10,287 17,9079 76,691 

10 71,515 77,009 97,589 

1 84,736 94,521 106,215 

0,1 97,267 99,469 107,469 

N=3  

 

Nilai persentase  viabilitas sel dari ketiga ekstrak  pada konsentasi sama 

viabilitas paling kecil yaitu ekstrak n-heksan kemudian ekstrak etil dan etanol. 

Persentase viabiitas sel masing-masing ekstrak akan berbandingan lurus dengan 

absorban dan akan naik seiring turunnya konsentrasi ekstrak.  
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Gambar 12. Analisis IC50 aktivitas sitotoksik kanker payudara sel T47D dari 

ekstrak daun Garcinia cowa Roxb dan doxorubicin 

Tabel 4.6. Perbandingan IC50 ±SD ekstrak daun Garcinia cowa Roxb dan 

doxorubicin 

Sampel IC50 ±SD (µg/ml) 

Ekstrak n-heksan 19,43 ±  4,803 

Ekstrak etil asetat 28,39 ±  9,887 

Ekstrak etanol 256,3 ± 4,729 

Doxorubicin 0,585 ± 0,712 
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Nilai IC50 dari ketiga ekstrak dari terkecil ke terbesar yaitu ekstrak n-

heksan 19,43 µg/ml kemudian ekstrak etil asetat 28,39 µg/ml dan ekstrak etanol 

256,3 µg/ml. Nilai IC50 menunjukkan nilai konsentrasi yang menghambat 50% 

prolifesasi sel. Berdasarkan nilai IC50 ekstrak dapat dikategorikan menjadi empat 

yaitu kuat untuk senyawa yang memilki IC50 ≤ 20 µg/ml, moderat untuk senyawa 

yang memiliki IC50 = 21-200 µg/ml, lemah untuk senyawa yang memiliki IC50 = 

201-500 µg/ml dan tidak sitotoksik  untuk senyawa yang memiliki IC50 ≥ 500 

µg/ml (59). Dari kategori ini, ekstrak n-heksan termasuk kedalam sitotoksik kuat, 

ekstak etil asetat moderat dan ekstrak n-heksan lemah. Sebagai kontrol positif 

dalam pengujian ini digunakan doxorubicin yang telah terbukti khasiatnya sebagai 

antikanker payudara (60). Doxorubicin memiliki IC50 yang lebih kecil 

dibandingkan ekstrak daun G.cowa yaitu 0,585 µg/ml. 

 

Gambar 13. Diagram batang aktivitas sitotoksik kanker payudara T47D oleh  

ekstrak daun Garcinia cowa Roxb dan doxorubicin 

 Ketiga ekstrak daun Garcinia cowa Roxb memiliki nilai IC50 yang lebih 

besar dibandingkan doxorubicin yang berarti ekstrak daun G. cowa Roxb tidak 

lebih sitotoksik dibanding doxorubicin. Meskipun memiliki aktivitas sitotoksik 

yang lebih rendah dibandingkan doxorubicin, ekstrak daun G. cowa memiliki 

potensi untuk diteliti lebih lanjut aktivitas sitotoksiknya terutama ekstrak n-heksan 

yang tergolong sitotoksik kuat. Ekstrak memiliki berbagai kandungan metabolit 

sekunder dengan persentase yang berbeda, kandungan dalam ekstrak ada yang 

aktif sebagai sitotoksik  payudara ada yang tidak aktif, hal inilah yang membuat 

ekstrak relatif memiliki akivitas sitotoksik yang lebih rendah dibandingkan 
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doxorubicin yang merupakan senyawa tunggal yang telah terbukti memiliki 

aktivitas sitotoksik kuat. 

 Ekstrak etanol dari daun Garcinia cowa Roxb telah dilakukan pengujian  

sitotoksik antikanker payudara T47D oleh Wahyuni pada tahun 2015(9). Ekstrak 

etanol memiliki aktivitas sitotoksik kuat dengan IC50 6,13 µg/ml, sedangkan pada 

ekstrak etanol pada penelitian ini memiliki aktivitas sitotoksik lemah. Perbedaan 

dari hasil pengujian ini dapat dipengaruhi oleh tempat pengambilan sampel yang 

berbeda dan teknik ekstraksi yang berbeda, teknik ekstraksi yang dilakukan oleh 

Wahyuni 2015 menggunakan teknik ekstraksi maserasi (9), sedangkan ekstrak 

etanol pada penelitian ini menggunakan teknik ekstraksi bertingkat dengan 

metode perkolasi tiga pelarut yaitu n-heksan, etil asetat dan etanol. Etanol 

merupakan pelarut terakhir yang digunakan dalam ekstraksi sehingga senyawa-

senyawa metabolit yang cenderung non polar dan semipolar telah terekstraksi oleh 

palarut n-heksan dan etil asetat. Sedangkan ekstrak etanol pada penelitian 

Wahyuni 2015 yang diekstraksi dengan menggunakan etanol tanpa dilakukan 

ekstraksi dengan pelarut lain sebelumnya(9), sehingga lebih banyak senyawa yang 

terekstraksi pada penelitian Wahyuni dibandingkan ekstrak etanol pada penelitian 

ini. 

 Daun Garcinia cowa Roxb pada penelitian Wahyuni dikumpukan dari 

daerah Batu Busuk, Limau Manih, Padang, sedangkan daun G.cowa pada 

penelitian ini dikumpulkan dari daerah Padang Landua, kecamatan Palembayan 

kabupaten Agam. Tempat pengambilan sampel yang mempengaruhi kandungan 

metabolit sekunder dan jumlah yang terkandung (47,48), perbedaan ini dapat 

memperengaruhi kekuatan aktivitas sitotoksik pada penelitian ini dengan 

penelitian sebelumnya. 

Pengolahan data menggunakan One Way ANOVA dilanjutkan dengan 

Duncan Advanced Test. Hasil uji One Way ANOVA (α=0,05) menunjukkan 

bahwa ekstrak n-heksan, etil asetat dan etanol daun asam kandis memberikan 

hambatan yang berbeda nyata terhadap pertumbuhan sel kanker payudara T47D. 

Hasil yang diperoleh pada uji One Way ANOVA berbeda nyata, kemudian 

dilanjutkan dengan uji Duncan pada taraf signifikansi 5%. Duncan kemudian 



 

46 
 

dilakukan pengujian data diperoleh bahwa ekstrak n-heksan pada konsentrasi 100 

µg/ml berbeda nyata dengan konsentrasi 10 µg/ml, konsentrasi 10 µg/ml berbeda 

nyata dengan konsentrasi 1 µg/ml dan konsentrasi 1 µg/ml berbeda nyata dengan 

konsentrasi 0,1 µg/ml. Ekstrak etil asetat pada konsentrasi 100 µg/ml berbeda 

nyata dengan konsentrasi 10 µg/ml, konsentrasi 10 g/ml tidak berbeda nyata 

dengan konsentrasi 1 µg/ml dan konsentrasi 1 µg/ml tidak berbeda nyata dengan 

konsentrasi 0,1 µg/ml. Ekstrak etanol pada konsentrasi 100 µg/ml berbeda nyata 

dengan konsentrasi 10 µg/ml, konsentrasi 10 µg/ml berbeda nyata dengan 

konsentrasi 1 µg/ml dan konsentrasi 1 µg/ml tidak berbeda nyata dengan 

konsentrasi 0,1 µg/ml. 

4.3  Aktivitas Antioksidan 

Pengujian antioksidan daun G.cowa dilakukan menggunakan metode 

DPPH assay dengan microplate reader 96-well. Pemilihan metode DPPH assay 

karena metode yang  mudah, efesien, cepat dan yang hanya membutuhkan sedikit 

sampel dan pelarut dalam pengujiaanya.  Penggunaan  well plate 96 mengurangi 

jumlah sampel, DPPH dan pelarut yang dibutuhkan dalam pengujian, 

mempermudah dan mempercepat karena dalam sekali pengukuran dapat 

mengukur 96 sumur sekaligus.  

DPPH yang digunakan dalam metode ini bertindak sebagai radikal bebas. 

Sebelum dilakukan pengujian menggunakan DPPH dilakukan pengukuran 

panjang gelombang maksimum terlebih dahulu, pengukuran panjang gelombang 

atau lamda max, ini diperlukan untuk mengetahui panjang gelombang disepanjang 

spektrum penyerapan yang menunjukkan penyerapan foton terkuat. Dari hasil 

panjang gelombang yang dilakukan didapatkan panjang gelombang maksimum 

dari DPPH ialah 516 nm dengan absorban 0,628 nm. Pelarut yang digunakan 

dalam pengujian DPPH ialah metanol. Metanol telah banyak digunakan oleh 

penelitian antioksidan DPPH oleh penelitian sebelumnya selain itu metanol juga 

dapat melarutkan DPPH dan ketiga ekstrak daun Garcinia cowa Roxb dengan 

baik. Sebagai pembanding digunakan vitamin C yang merupakan antioksidan kuat 

(61). 
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Secara kualitatif pengujian antioksidan dengan metode DPPH assay dapat 

diamati dari perubahan warna DPPH yang bewarna ungu menjadi warna kuning. 

Perubahan warna ini terjadi karena perubahan senyawa radikal bebas manjadi 

senyawa non radikal yang mengakibatkan DPPH yang bewarna ungu tereduksi 

menyebabkan warna ungu DPPH memudar dan digantikan warna kuning dari 

diphenylpicrylhydrazyl (42). Hasil penelitian dapat diamati pada (lampiran 3). 

Ekstrak n-heksan daun G.cowa pada konsentrasi 100 µg/ml menunjukkan 

perubahan warna DPPH yang bewarna ungu menjadi kuning, namun pada 

konsentrasi 50 µg/ml tidak terjadi perubahan warna tapi warna ungu DPPH yang 

dihasilkan lebih pudar, warna ungu yang dihasilkan akan semakin pekat 

mendekati warna DPPH blanko semakin kecilnya konsentrasi ekstrak n-heksan 

yang digunakan. Pada pengujian ekstrak etil asetat dan etanol konsentrasi 100 dan 

50 µg/ml terjadi perubahan warna DPPH menjadi kuning, dan pada konsentrasi 25 

µg/ml warna ungu DPPH tampak pudar dan warna DPPH semakin pekat dengan 

semakin kecilnya konsentrasi ektstrak. Meskipun tidak terjadi perubahan warna 

menjadi warna kuning perubahan warna DPPH yang memudar menandakan 

ikatan senyawa antioksidan dan radikal bebas meskipun ikatan yang tejadi tidak 

sebanyak ikatan yang mampu mengakibatkan perubahan warna kuning.  

Secara kuantitaf aktivitas antioksidan dengan metode DPPH dapat dilihat 

dari nilai absorban, besar atau kecilnya nilai absorban menandakan absorban dari 

DPPH yang tidak berikatan dengan senyawa. Nilai absorban dari masing-masing 

ekstrak naik seiring turunnya konsentrasi ekstrak uji. Dari absorban dapat dihitung 

persentase  inhibisi dan IC50.  
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Gambar 14 Diagram batang hambatan radikal DPPH oleh ekstrak daun  

Garcinia cowa Roxb 

Persentase inhibisi adalah perbandingan antara selisih dari absorban  

blanko dan absorban sampel dengan absorban blanko. Persentase inhibisi 

digunakan untuk menentukan persetase hambatan dari sampel terhadap radikal 

bebas (DPPH). Persentase inhibisi dari ketiga ekstrak dengan konsentrasi yang 

sama ekstrak etanol memiliki persen inhibisi yang lebih besar dari ekstrak etil 

asetat dan n-heksan.  
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Gambar 4.15. Aktivitas penghambatan radikal bebas ekstrak daun  

Garcinia cowa Roxb 

 

Gambar 4.16. Aktivitas penghambatan radikal bebas vitamin C 

Tabel 4.7. IC50  Aktivitas antioksidan ekstrak daun Garcinia cowa Roxb dan 
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Ekstrak n-heksan 89,625 ± 2,258 
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G.cowa dari ketiga ekstrak menunjukkan nilai yang berbeda, nilai IC50 ekstrak n-

heksan 89,625 µg/ml, ekstrak etil asetat 31,018 µg/ml dan ekstrak etanol 

26,892 µg/ml. Semakin rendah nilai IC50 semakin kecil konsentrasi yang 

dibutuhkan untuk penghambatan radikal bebas 50% dan semakin kuat aktivitas 

antioksidan ekstrak tersebut. 

Dari nilai  IC50 dan persentase  inhibisi dapat disimpulkan bahwa ekstrak 

etanol memiliki aktivitas antioksidan paling kuat, kemudian disusul oleh ekstrak 

etil asetat dan terakhir ekstrak n-heksan. Aktivitas antioksidan berdasasarkan 

kekuatannya dibedakan menjadi 3 yaitu sangat kuat bila IC50 <50 µg/ml, kuat bila 

nilai IC50= 50-100 µg/ml, sedang pada IC50=101-250 µg/ml, dan lemah bila IC50 

250-500 µg/ml, dan tergolong tidak aktif bila IC50 > 500 µg/ml (42). Berdasarkan 

kategori ini, ekstrak etanol dan ekstrak etil asetat dapat dikategorikan antioksidan 

sangat kuat dan ekstrak n-heksan dikategorikan antioksidan kuat. Meskipun 

tergolong antioksidan sangat kuat dan kuat, ketiga ekstrak ini memiliki aktivitas 

antioksidan yang lebih lemah dibandingkan dengan vitamin C yang memiliki IC50 

5,978 µg/ml. Meskipun memiliki nilai IC50 lebih kecil dari vitamin C, ketiga 

ekstrak daun G.cowa memiliki potensial sebagai agen antioksidan.  

 

Gambar 4.17. Diagram batang aktivitas antioksidan ekstrak  

daun Garcinia cowa Roxb dan vitamin C 
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Pengolahan data menggunakan One Way ANOVA dilanjutkan dengan 

Duncan Advanced Test. Hasil uji One Way ANOVA (α=0,05) menunjukkan 

bahwa ekstrak n-heksan, etil asetat dan etanol daun asam kandis memberikan 

hambatan yang berbeda nyata terhadap pertumbuhan sel kanker payudara T47D. 

Hasil yang diperoleh pada uji One Way ANOVA berbeda nyata, kemudian 

dilanjutkan dengan uji Duncan pada taraf signifikansi 5%. Duncan kemudian 

dilakukan pengujian data diperoleh bahwa ekstrak n-heksan pada konsentrasi 100 

µg/ml berbeda nyata dengan konsentrasi 50 µg/ml,  konsentrasi 50 µg/ml berbeda 

nyata konsentrasi 25 µg/ml, konsentrasi 25 µg/ml berbeda nyata dengan 

konsentrasi 12,5 µg/ml, konsentrasi 12,5 µg/ml  berbeda nyata dengan konsentrasi 

6,25 µg/ml, dan konsentrasi 6,25 µg/ml berbeda nyata dengan konsentrasi 3,125 

µg/ml. Ekstrak etil asetat konsentrasi 50 µg/ml berbeda nyata konsentrasi 25 

µg/ml, konsentrasi 25 µg/ml berbeda nyata dengan konsentrasi 12,5 µg/ml, 

konsentrasi 12,5 µg/ml  berbeda nyata dengan konsentrasi 6,25 µg/ml, dan 

konsentrasi 6,25 µg/ml tidak berbeda nyata dengan konsentrasi 3,125 µg/ml. 

Ekstrak etanol pada konsentrasi konsentrasi 50 µg/ml,  konsentrasi 50 µg/ml 

berbeda nyata konsentrasi 25 µg/ml, konsentrasi 25 µg/ml berbeda nyata dengan 

konsentrasi 12,5 µg/ml, konsentrasi 12,5 µg/ml  berbeda nyata dengan konsentrasi 

6,25 µg/ml, dan konsentrasi 6,25 µg/ml berbeda nyata dengan konsentrasi 3,125 

µg/ml. 

 

4.4 Hubungan kandungan metabolit sekunder dan aktivitas   

 Dari hasil skrining uji fitokimia ekstrak n-heksan, ekstrak etil asetat dan 

ekstrak etanol dari daun Garcinia cowa Roxb mengandung metabolit sekunder 

golongan fenolik dan steroid. Kedua golongan senyawa ini yang berperan dalam 

aktivitas sitotoksik kanker dan antioksidan. 

Tiga senyawa golongan fenolik hasil isolasi daun G.cowa yang dilakukan 

oleh wahyuni pada tahun 2015 dan pengujian sitotoksik kanker payudra sel MCF7 

dan kanker paru-paru H-460. Tiga senyawa isolasi tersebut ialah (1) metil 2,4,6- 

trihydroxy-3- (3-methylbut-2-enyl) benzoate, (2) garcinisidone-A dan (3) methyl 

4,6dihydroxy-2- (4-methoxy-5-(3-methylbut-2-enyl) -3,6-dioxocylohexa-1,4-

dienyloxy) -3-(3-methylbut-2-enyl) benzoate. Senyawa 1, 2 dan 3 memiliki nilai 

IC50 sebesar 21,0 ± 10,2 µM, 21,2 ± 8,4 µM dan 17,2 ± 6,2µM terhadap MCF-7, 

sedangkan hanya senyawa (2) ditemukan aktif terhadap H-460 dengan nilai IC50 

18,1 ± 6,7 µM (10). Senyawa fenolik memiliki aktivitas antikanker melalui proses 
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penangkapan siklus sel dan mengaktifkan jalur sinyal apoptosis yang 

mengakibatkan kematian sel (62). 

 Senyawa fenolik ialah senyawa yang berperan besar sebagai antioksidan 

bagi tumbuhan. Dari tinjuan literatur yang dilakukan belum terdapat pengujian 

antioksidan senyawa fenolik hasil isolasi daun G.cowa namun senyawa kelompok 

fenolik telah banyak menunjukkan aktivitas antioksidan seperti asam galat, 

katekin dan apikatekin (63). Gugus hidroksi pada senyawa fenolik mudah 

teroksidasi menyumbangkan atom hidrogen pada radikal bebas membentuk 

radikal fenoksi yang stabil (63).  

 Dari penelitian-penelitian sebelumnya terhadap aktivitas senyawa 

golongan steroid. Dari hasil penelitian sebelumnya diketahui bahwa senyawa 

golongan steroid memiliki aktivitas antikanker. Dari tinjuan literatur belum ada 

dilakukan isolasi senyawa golongan senyawa steroid dari daun G.cowa. Meskipun 

begitu telah dilaporkan steroid hasil isolasi dari tumbuhan lainnya memiliki 

aktivitas sitotoksik seperti senyawa stigmasterol yang diisolasi dari Premna 

serratifolias (64). 

4.5 Hubungan aktivitas sitotoksik dan antioksidan terhadap kanker 

payudara  

 Salah satu penyebab kanker payudara ialah ROS (Reactive Oxigen 

Species) dan Spesies Nitro Gen (RNS). ROS dan RNS merupakan hasil samping 

metabolisme yang terbentuk akibat ketidak seimbangan antioksidan dalam tubuh 

dengan radikal bebas. ROS dan RNS dapat merusak stuktur sel, protein, lipid dan 

asam nukleat yang menyebabkan kerusakan DNA sel dan mutasi gen penekan 

tumor yang menjadi penyebab karsiogenesis (8).  

 Antioksidan merupakan senyawa yang mempu menetralkan radikal bebas 

sehingga mencegah terbentuknya ROS dan RNS.  Senyawa antioksidan eksogen 

yang berasal dari tumbuhan seperti daun Garcinia cowa Roxb dapat menjaga 

kesimbangan antara antioksidan dan radikal bebas dalam tubuh, sehingga dapat 

menencegah kanker payudara. Karena daun asam kandis memiliki sifat sitoksik 
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dan antioksidan sekaligus sehingga dapat dijadikan sebagai pengobatan dan 

pencegahan kanker payudara.  
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V . KESIMPULAN DAN SARAN 

5.1 Kesimpulan  

1. Ekstrak daun Garcinia cowa Roxb memiliki aktivitas sitotoksik terhadap sel 

kanker payudara T47D, ekstrak n-heksan memiliki aktivitas kuat dengan IC50 

19,43 ± 4,803 µg/ml, ekstrak etil asetat memiliki aktivitas moderat dengan IC50 

28,39 ± 9,887 µg/ml dan ekstrak etanol memiliki aktivitas lemah dengan IC50 

256,3 ± 4,729 µg/ml. 

2. Ekstrak daun Garcinia cowa Roxb memiliki aktivitas antioksidan, ekstrak n-

heksan memiliki aktivitas kuat dengan IC50 89,625 ± 2,256 µg/ml, ekstrak etil 

asetat memiliki aktvitas sangat kuat dengan IC50 31,018 ± 0,127  µg/ml dan 

ekstrak etanol memiliki aktivitas sangat kuat dengan IC50 26,892 ± 0,124 

µg/ml. 

5.2 Saran  

 Dilakukan penelitian lebih lanjut untuk mengetahui senyawa bioktif yang 

terdapat pada ekstrak n-heksan, ekstrak etil asetat dan ekstrak etanol daun 

Garcinia cowa Roxb . 
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Lampiran  1. Hasil pengujian MTT dan DPPH 

1. Hasil MTT 

1.1 Absorban  

Tabel 1. Hasil pengukuran absorban pengujian MTT ekstrak n-heksan, etil asetat 

dan etanol daun Garcinia cowa Roxb 

Konsentrasi 

(µg/ml) 

Absorban 

Ekstrak n-heksan  Ekstrak etil asetat  Ekstrak etanol 

100 0,107 0,107 0,108 0,155 0,146 0,148 0,606 0,607 0,638 

10 0,46 0,597 0,588 0,462 0,518 0,514 0,723 0,638 0,648 

1 0,61 0,667 0,649 0,534 0,675 0,6 0,84 0,877 0,804 

0,1 0,692 0,752 0,751 0,6 0,637 0,665 0,822 0,838 0,895 

KS 0,719 0,812 0,727 0,684 0,621 0,615 0,781 0,774 0,829 

KM 0,033 0,035 0,033 0,033 0,033 0,033 0,033 0,033 0,033 

 

Tabel 2.  Hasil pengukuran absorban pengujian MTT doxorubicin 

Konsentrasi 

(µg/ml) 

Absorban 

1 2 3 

100 
0,306 0,308 0,312 

10 
0,345 0,326 0,333 

1 
0,347 0,341 0,339 

0,1 
0,494 0,494 0,489 

KS 
1,304 1,335 1,349 

KM 
0,034 0,035 0,033 
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1.2 Hasil pengolahan statistik  

1.2.2 Hasil perhitungan IC50 dengan GraphPad Prism 9 

Ekstrak n-heksan  

Software : GraphPad Prism 9 

Metode analisis : Regresi non linear log(inhibitor) vs. normalized response -- 

Variable slope 

log(inhibitor) vs. normalized response -- Variable slope 

 Best-fit values 

 LogIC50 1,288 

HillSlope -1,122 

IC50 19,43 

95% CI (profile likelihood) 

 LogIC50 1,112 to 1,463 

HillSlope -2,075 to -0,7114 

IC50 12,94 to 29,02 

Goodness of Fit 

 Degrees of Freedom 10 

R squared 0,9439 

Sum of Squares 765,2 

Sy.x 8,748 

Number of points 

 # of X values 12 

# Y values analyzed 12 

 

Ekstrak etil asetat   

Software : GraphPad Prism 9 

Metode analisis : Regresi non linear log(inhibitor) vs. normalized response -- 

Variable slope 

log(inhibitor) vs. normalized response -- Variable slope 

 Best-fit values 

 LogIC50 1,453 

HillSlope -1,116 

IC50 28,39 

95% CI (profile likelihood) 

 Log IC50 1,251 to 1,659 

HillSlope -1,717 to -0,7254 

IC50 17,81 to 45,62 

Goodness of Fit 

 Degrees of Freedom 10 

R squared 0,9243 

Sum of Squares 997,0 

Sy.x 9,985 

Number of points 

 # of X values 12 
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# Y values analyzed 12 

 

Ekstrak etanol   

Software : GraphPad Prism 9 

Metode analisis : Regresi non linear log(inhibitor) vs. normalized response -- 

Variable slope 

log(inhibitor) vs. normalized response -- Variable slope 

 Best-fit values 

 Log IC50 2,409 

HillSlope -1,263 

IC50 256,3 

95% CI (profile likelihood) 

 Log IC50 ??? to 3,277 

HillSlope ??? to -0,5067 

IC50 ??? to 1891 

Goodness of Fit 

 Degrees of Freedom 10 

R squared 0,7626 

Sum of Squares 477,3 

Sy.x 6,909 

Number of points 

 # of X values 12 

# Y values analyzed 12 

 

Doxorubicin   

Software : GraphPad Prism 9 

Metode analisis : Regresi non linear log(inhibitor) vs. normalized response - 

Variable slope 

Best-fit values 

 LogI IC50 -0,2326 

HillSlope -2,776 

IC50 0,5853 

95% CI (profile likelihood) 

 LogIC50 -0,4814 to ??? 

HillSlope ??? to -1,358 

IC50 0,3301 to ??? 

Goodness of Fit 

 Degrees of Freedom 10 

R squared 0,9546 

Sum of Squares 848,3 

Sy.x 9,210 

Number of points 

 # of X values 12 

# Y values analyzed 12 
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1.2.2 Hasil pengolahan statistik anova satu arah  

Ekstrak n-heksan  

 

Test of Homogeneity of Variances 

viabiltas   

Levene Statistic df1 df2 Sig. 

2,028 3 8 ,189 

 

ANOVA 

viabiltas   

 Sum of Squares Df Mean Square F Sig. 

Between Groups 13389,119 3 4463,040 141,421 ,000 

Within Groups 252,468 8 31,559   

Total 13641,588 11    

 
Post Hoc Tests 

Homogeneous Subsets 

 

Viabiltas 

Duncana   

konsentrasi N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 

100 3 10,2868    

10 3  71,5152   

1 3   84,7367  

0.1 3    97,2668 

Sig.  1,000 1,000 1,000 1,000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3,000. 

 

Ekstrak etil asetat  

 

Test of Homogeneity of Variances 

viabiltas   

Levene Statistic df1 df2 Sig. 

2,126 3 8 ,175 
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ANOVA 

viabiltas   

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 11673,891 3 3891,297 31,880 ,000 

Within Groups 976,491 8 122,061   

Total 12650,382 11    

 

 
Post Hoc Tests 

Homogeneous Subsets 

 

Viabiltas 

Duncana   

konsentrasi N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 

100 3 20,9289   

10 3  77,0092  

1 3  94,5216 94,5216 

0.1 3   99,4697 

Sig.  1,000 ,088 ,598 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3,000. 

Ekstrak etanol 

 

Test of Homogeneity of Variances 

viabiltas   

Levene Statistic df1 df2 Sig. 

3,666 3 8 ,063 

 

ANOVA 

viabiltas   

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 1992,419 3 664,140 19,079 ,001 

Within Groups 278,479 8 34,810   

Total 2270,898 11    
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Post Hoc Tests 

Homogeneous Subsets 

 

Viabiltas 

Duncana   

konsentrasi N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 

100 3 76,6907   

10 3  88,0549  

1 3   106,2157 

0.1 3   107,4699 

Sig.  1,000 1,000 ,801 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3,000. 

 

2. Hasil DPPH  

 

 

Gambar 1. Spektrum UV-Vis DPPH (panjang gelombang maksimum pada  

516 nm dengan absorban 0,628 nm. 
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Tabel 3. Data nilai absorban DPPH ekstrak n-heksan 

Konsentrasi (µg/ml) 
Absorban (nm) 

1 2 3 

100 0,303 0,289 0,305 

50 0,441 0,449 0,461 

25 0,553 0,529 0,532 

12,5 0,587 0,589 0,587 

6,25 0,606 0,611 0,608 

3,125 0,649 0,636 0,647 

Blanko 0,652 0,653 0,652 

 

Tabel 4. Persentase inhibisi berbagai konsentrasi ekstrak n-heksan 

Konsentrasi 

(µg/ml) 

% Inhibisi 

Rata-rata SD 
1 2 3 

100 53,528 55,743 53,221 54,164 1,376 

50 32,362 31,240 29,294 30,966 1,552 

25 15,184 18,989 18,405 17,526 2,049 

12,5 9,969 9,801 9,969 9,913 0,097 

6,25 7,055 6,432 6,748 6,745 0,312 

3,125 0,460 2,603 0,767 1,277 1,159 

IC50 90,045 87,226 91,693 89,655 2,258 

Tabel 5.  Data nilai absorban DPPH ekstrak etil asetat 

Konsentrasi 

(µg/ml) 

Absorban (nm) 

1 2 3 

50 0,189 0,186 0,193 

25 0,421 0,422 0,422 

12,5 0,548 0,55 0,548 

6,25 0,643 0,645 0,633 

3,125 0,676 0,657 0,675 
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Blanko 0,749 0,749 0,75 

Tabel 6. Persentase inhibisi berbagai konsentrasi ekstrak etil asetat 

Konsentrasi 

(µg/ml) 

% Inhibisi 

Rata-rata SD 1 2 3 

50 74,766 75,167 74,267 74,733 0,451 

25 43,792 43,658 43,733 43,728 0,067 

12,5 26,836 26,569 26,933 26,779 0,189 

6,25 14,152 13,885 15,6 14,546 0.923 

3,125 9,746 12,283 10 10,676 1,397 

IC50 31,058 30,870 31,111 31,013 0,127 

Tabel 7. Data nilai absorban DPPH ekstrak etanol 

Konsentrasi 

(µg/ml) 

Absorban (nm) 

1 2 3 

50 0,14 0,144 0,144 

25 0,395 0,389 0,398 

12,5 0,507 0,508 0,512 

6,25 0,624 0,624 0,627 

3,125 0,641 0,655 0,658 

Blanko 0,766 0,766 0,767 

Tabel 8. Persentase inhibisi berbagai konsentrasi ekstrak etanol 

Konsentrasi 

(µg/ml) 

Inhibisi (%) 

Rata-rata SD 1 2 3 

50 81,723 82,768 81,225 81,905 0,240 

25 48,433 49,217 48,109 48,586 0,108 

12,5 33,812 33,681 33,246 33,580 0,164 

6,25 18,538 18,538 18,253 18,443 0,0672 
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3,125 16,318 14,491 14,211 15,007 0,927 

IC50 26,687 26,472 26,472 26,544 0,1243 

Tabel 9. Data nilai absorban vitamin C 

Konsentrasi 

(µg/ml) 

Absorban (nm) 

1 2 3 

10 0,101 0,09 0,095 

5 0,459 0,46 0,457 

2,5 0,595 0,59 0,597 

1,25 0,675 0,658 0,663 

0,625 0,707 0,707 0,701 

Blanko 0,734 0,735 0,738 

Tabel 10. Persentase inhibisi vitamin C 

Konsentrasi 

(µg/ml) 

% Inhibisi 

Rata-rata SD 1 2 3 

10 86,239 87,755 87,127 87,041 0,761 

5 37,466 37,415 38,076 37,652 0,368 

2,5 18,937 19,728 19,106 19,257 0,416 

1,25 8,038 10,476 10,163 9,559 1,326 

0,625 3,678 3,809 5,014 4,167 0,736 

IC50 5,978 0,125 
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Hasil pengolahaan statistik dengan anova satu arah  

Ekstrak  n-heksan  

Test of Homogeneity of Variances 

viabiltas   

Levene Statistic df1 df2 Sig. 

3,834 5 12 ,026 

 

ANOVA 

viabiltas   

 Sum of Squares Df Mean Square F Sig. 

Between Groups 5764,381 5 1152,876 695,087 ,000 

Within Groups 19,903 12 1,659   

Total 5784,284 17    

 

Post Hoc Tests 

Homogeneous Subsets 

Viabiltas 

Duncana 

konsentrasi N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 5 6 

3,125 3 1,2768      

6,25 3  6,7452     

12,5 3   9,9132    

25 3    17,5261   

50 3     30,9656  

100 3      54,1637 

Sig.  1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3,000. 

Ekstrak Etil astetat  

 

Test of Homogeneity of Variances 

viabiltas   

Levene Statistic df1 df2 Sig. 

4,552 4 10 ,024 
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ANOVA 

viabiltas   

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 7848,344 4 1962,086 261,392 ,000 

Within Groups 75,063 10 7,506   

Total 7923,407 14    

 
Post Hoc Tests 

Homogeneous Subsets 

viabiltas 

Duncana   

konsentrasi N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 

3,125 3 12,1288    

6,25 3 15,9047    

12,5 3  25,5421   

25 3   42,7805  

50 3    74,7670 

Sig.  ,122 1,000 1,000 1,000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3,000. 

 

Ekstrak Etanol 

 

Test of Homogeneity of Variances 

viabiltas   

Levene Statistic df1 df2 Sig. 

5,408 4 10 ,014 

 

ANOVA 

viabiltas   

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 8745,260 4 2186,315 5955,458 ,000 

Within Groups 3,671 10 ,367   

Total 8748,931 14    
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Post Hoc Tests 

Homogeneous Subsets 

 

viabiltas 

Duncana   

konsentrasi N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 5 

3,125 3 15,0069     

6,25 3  18,4429    

12,5 3   33,5800   

25 3    48,5866  

50 3     81,3833 

Sig.  1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3,000. 
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Lampiran  2. Contoh perhitungan 

1. Perhitungan rendemen ekstrak 

Berat ekstrak n-heksan = 245,13 gram  

Berat sampel serbuk kering = 1,81 kg = 1810 gram  

% Rendemen = 
               (    )

             (    )
         

% Rendemen  = 
            

          
         

 % Rendemen = 13,54 % 

 2.. Perhitungan susut pengeringan 

Krus kosong  = 30,4 gram  

Krus kosong + sampel = 32,84 gram  

Krus kosong + sampel yang telah dikeringkan = 32,79 gram  

Susut pengeringan (%) = 
(   ) (   )

   
         

Susut pengeringan (%) = 
(                     ) (                      )

(                     )
         

Susut pengeringan (%) =         

A = krus kosong  

B = krus kosong +sampel 

C= krus kosong+ sampel yang telah dikeringkan  

3.   Perhitungan kadar abu total   

Krus kosong  = 30,4 gram  

Krus kosong + sampel = 32,79 gram  

Krus kosong + sampel yang telah dikeringkan = 30,6 gram  

Kadar abu total  (%) = 
(   )

(   )
         

Kadar abu total (%) = 
(                     ) 

(                      )
         

Kadar abu total  (%) =          

A = krus kosong  

B = krus kosong +sampel 

C= krus kosong+ sampel yang telah dikeringkan  
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4. Perhitungan viabilitas sel 

Tabel 11. nilai absorban ekstrak n-heksan  

Konsentrasi (µg/ml) Absorban (nm) 

100 0,107 

10 0,46 

1 0,61 

0,1 0,692 

Ks 0,719 

Km 0,033 

 

Rumus : 

                ( )  
           

       
      

keterangan : 

km : kontrol media 

ks : kontrol sel  

konsentrasi 100 µg/ml 

                ( )  
           

           
      

= 10,787% 

 

konsentrasi 10 µg/ml 

                ( )  
          

           
      

=  62,245% 
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5. Persentase inhibisi 

Tabel 12. Nilai absorban ektrak n-heksan 

Konsentrasi (µg/ml) Absorban (nm) 

100 0,303 

50 0,441 

25 0,553 

12,5 0,587 

6,25 0,606 

3,125 0,649 

Blanko 0,652 

Rumus : 

         ( )  
              

      
     

konsentrasi 100 µg/ml 

         ( )  
           

     
      

= 54,164 % 

konsentrasi 50 µg/ml 

         ( )  
           

     
      

= 32,362 % 
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Lampiran  3. Foto hasil penelitian 

1.  Hasil identifikasi tumbuhan asam kandis 
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2.  Sel T47D dibawah mikroskop dan perlakuan setelah ditambahkan 

ekstrak 

  

Sel kanker payudara T47D (kontrol 

pada  pada 0 jam) 
Kontrol setelah 48 jam 

  

Sel T47D +ekstrak n-heksan 0,1 µg/ml  

setelah 48 jam 

Sel T47D +ekstrak n-heksan 1 µg/ml  

setelah 48 jam 

  

Sel T47D +ekstrak n-heksan 10 µg/ml  

setelah 48 jam 

Sel T47D +ekstrak n-heksan 100 µg/ml  

setelah 48 jam 

Gambar 2.  Sel T47D dibawah mikroskop dan perlakuan setelah ditambahkan 

ekstrak n-heksan  



 

77 
 

 
 

Sel kanker payudara T47D (kontrol 

pada  pada 0 jam) 
kontrol setelah 48 jam 

 
 

Sel T47D + ekstrak etil asetat 0,1 µg/ml  

setelah 48 jam 

 

Sel T47D + ekstrak etil asetat 1 µg/ml  

setelah 48 jam 

 

  
Sel T47D + ekstrak etil asetat 10 µg/ml  

setelah 48 jam 

 

Sel T47D + ekstrak etil asetat 100 

µg/ml  setelah 48 jam 

Gambar 3. Sel T47D dibawah mikroskop dan perlakuan setelah ditambahkan 

ekstrak etil asetat 
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Sel kanker payudara T47D (kontrol 

pada  pada 0 jam) 
Kontrol pada  pada 48 jam 

 

 

 
Sel T47D + ekstrak etanol 0,1 µg/ml  

setelah 48 jam 

Sel T47D + ekstrak etanol 1 µg/ml  

setelah 48 jam 

  

Sel T47D + ekstrak etanol 10 µg/ml  

setelah 48 jam 

Sel T47D + ekstrak etanol 100 µg/ml  

setelah 48 jam 

Gambar 4.  Sel T47D dibawah mikroskop dan  perlakuan setelah ditambahkan 

ekstrak etanol 
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3.  Hasil pengujian MTT ekstrak daun Garcinia cowa Roxb 

1 2 3 4 5 6  1 2 3 4 5 6 

 

 

 

Ekstrak n-heksan  Ekstrak etil asetat 

   1 2 3 4 5 6    

   

 

   

   Ekstrak etanol    

Keterangan : 

1:Kontrol media  

2 :Kontrol sel  

3 :Ekstrak n-heksan 100 µg/ml 

4 :Ekstrak n-heksan 10 µg/ml 

5 :Ekstrak n-heksan 1 µg/ml 

6 :Ekstrak n-heksan 0,1 µg/ml 

Gambar 5. Hasil pengujian MTT ekstrak daun Garcinia cowa Roxb 
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4. Hasil pengujian MTT ekstrak daun Garcinia cowa Roxb 

 

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 

A 

 

B 

C 

D 

E 

F 

G 

H 

 

Gambar 6. Hasil pengujian DPPH ekstrak daun Garcinia cowa Roxb 

Keterangan : 

Kolom 1-3 : Ekstrak n-heksan   

Kolom 4-6 : Ekstrak etil asetat  

Kolom 7-9 : Ekstrak etanol   

A :  Konsentrasi 100 µg/ml 

B : Konsentrasi 50 µg/ml 

C : Konsentrasi 25 µg/ml 

D : Konsentrasi 12,5 µg/ml 

F : Konsentrasi 6,25 µg/ml 

G : Konsentrasi 3,125  µg/ml 

H : Blanko  
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5.. Bagan kerja ekstraksi 

   

 

 

 

 

 

 

  

Diuapkan  dengan   

Rotary evaporator 

Serbuk daun Garcinia cowa   Roxb.  

Ekstrak n-heksan  
Ampas  

Ampas 

Ampas  

Ekstrak etil asetat  

Ekstrak etanol 

Dicuci dan dikering anginkan 

Digrinder   
 

Perkolasi dengan pelarut  

n-heksan  

Perkolasi pelarut etil asetat  

Perkolasi pelarut  

etanol  

Sampel segar daun Garcinia cowa Roxb.  

Ekstrak kental 

Ekstrak kental 

Diuapkan  dengan   

Rotary evaporator 

Ekstrak kental 

Diuapkan  dengan   

Rotary evaporator 
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7.  bagan kerja penyiapan sel kanker payudara T47D 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Sel kanker payudara T47D yang konfluen 80 % 

Sel kanker payudarayang telah diinkubasi 

Buang media DMEM 

+1-2 ml trypsin EDTA 

Inkubasi 2-5 menit suhu 37
0
C, 5% 

CO2 

+ 2 ml DMEM  

Sentrifus 2000 rpm 10 menit  

Terbentuk supernatant dan pellet 

Supernatant dibuang  

Pellet ke falcon +2 ml medium DMEM   

Susepensi sel  

Panen sel kanker payudara T47D 
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8. Bagan kerja paneen sel T47D 

 

 

  

  

Sel kanker payudara T47D yang konfluen 80 % 

Sel kanker payudara yang telah diinkubasi  

Buang media DMEM 

+1-2 ml trypsin EDTA 

Inkubasi 2-5 menit suhu 37
0
C, 5% CO2 

+ 2 ml DMEM  

Sentrifus 2000 rpm 10 menit  

Terbentuk supernatant dan pellet 

Supernatant dibuang  

Pellet ke falcon +2 ml medium DMEM   

Susepensi sel  

Panen sel kanker payudara T47D 
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9. Bagan kerja MTT  

Larutan  stok 100.000 μg/mL 

 

10 μL  + 990 μL 

DMEM (Larutan 

induk 1.000 

μg/mL 

100 μL  + 990 

μL DMEM 

(Larutan induk 

100 μg/mL 

100 μL  + 990 

μL DMEM 

(Larutan induk 

10 μg/mL 

100 μL  + 990 

μL DMEM 

(Larutan induk 1 

μg/mL 

Pipet 20 μL 

kedalam sumur 

180 μL medium 

+suspensi sel 

(100 μL/mL 

Pipet 20 μL 

kedalam sumur 

180 μL medium 

+suspensi sel (10 

μL/mL 

Pipet 20 μL 

kedalam sumur 

180 μL medium 

+suspensi sel (1 

μL/mL 

Pipet 20 μL 

kedalam sumur 

180 μL medium 

+suspensi sel 

(0.1 μL/mL 

% viabialitas 

Inkubasi 24 jam suhu 370c, 5% CO2 

+ 20 μL larutan MTT 2 mg/Ml 

Inkubasi 3-4 jam  suhu 370c, 5% CO2 

Larutan dipipet  

 

Kristal formazan 

Larutkan dalam 100 Μl DMSO 

Ukur serapan dengan  spektrofotomete microlate 

reader  panjang gelombang 517 nm 
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10.  Bagan Kerja  DPPH 

 

Ekstrak n-heksan  Ekstrak etil asetat Ekstrak etanol  

Konsentrasi induk 1000 ppm μg/ml 

Timbang 10 mg dan larutkan 

dalam metanol 10 mL 

Konsentrasi induk 200 μg/ml 

Pipet larutan ekstrak ke dalam plate 

well 96 

Masing-masing sumur ditambahkan 100 μL 

larutan DPPH 100 ppm  

Inkubasi diruang gelap 30 menit 

Hitung absorban dengan spektrofotometer 

microplate reader  dengan panjang 

gelombang 516 nm  

 

% inhibisi Dan IC50 

Baris 1: 100 μL sampel 

Baris 2 : 100 μL sampel  + 100 μL metanol 

Baris 3: 100 μL baris 2   + 100 μL metanol 

Baris 4: 100 μL baris 3   + 100 μL metanol 

Baris 5: 100 μL baris 4   + 100 μL metanol 

Baris 6: 100 μL baris 5  + 100 μL metanol 

Baris 7: 100 μL baris 6  + 100 μL metanol metanol kemudian 

pipet 100 μL dan dibuang 

Baris 8: 100 μL   metanol 
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