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ABSTRACT

Green tea (Camellia sinensis) is one of tradisional plants that have potential as anticancer. The
sample used in this research was commercial green tea extract. The purpose of this study was to test the
antiproliferation activity of green tea extract on breast cancer cell MCM-B2 in vitro. Green tea extract was
fractionated using three solvents, ie water, ethanol 70%, and n-hexane. Extract and water fraction of green
tea have Lethality Concentration 50 (LCs) value of more than 1000 ppm. Fractions of ethanol 70% and n-
hexane had an LCs, value of 883.48 ppm and 600.56 ppm, respectively. The results of phytochemical
screening of green tea extract are flavonoids, tannins, and saponins, while the phytochemical screening
results of n-hexane fraction are flavonoids and tannins. Antiproliferation activity was tested on breast cancer
cells MCM-B2 and normal cells Vero by tripan blue staining method. The highest MCM-B2 cell inhibitory
activity was achieved at a concentration of 13000 ppm green tea extract and 1000 ppm of n-hexane fraction,
59% and 59%, respectively. The extract and n-hexane fraction of green tea are not toxic to normal Vero
cells characterized by not inhibiting normal cell proliferation.

Keywords: Antiproliferative, Cancer cell MCM-B2, Commercial green tea, Cytotoxicity

ABSTRAK

Teh hijau (Camellia sinensis) merupakan salah satu tanaman tradisional yang berpotensi sebagai
antikanker. Sampel yang digunakan dalam penelitian ini adalah ekstrak teh hijau komersil. Tujuan
penelitian ini adalah menguji aktivitas antiproliferasi ekstrak teh hijau terhadap sel kanker payudara MCM-
B2 secara in vitro. Ekstrak teh hijau difraksinasi menggunakan tiga pelarut, yaitu air, etanol 70%, dan n-
heksana. Ekstrak dan fraksi air teh hijau memiliki nilai Lethality Concentration 50 (LCs) lebih dari 1000
ppm. Fraksi etanol 70% dan fraksi n-heksana teh hijau memiliki nilai LCsy, masing-masing sebesar 883.48
ppm dan 600.56 ppm. Hasil penapisan fitokimia ekstrak teh hijau adalah flavonoid, tanin, dan saponin,
sedangkan hasil penapisan fitokimia fraksi n-heksana adalah flavonoid dan tanin. Aktivitas antiproliferasi
diuji pada sel kanker payudara MCM-B2 dan sel normal Vero dengan metode pewarnaan tripan biru.
Aktivitas penghambatan sel MCM-B2 tertinggi dicapai pada konsentrasi 13000 ppm ekstrak teh hijau dan
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1000 ppm fraksi n-heksana, berturut-turut sebesar 59% dan 59%. Ekstrak dan fraksi n-heksana teh hijau
tidak bersifat toksik terhadap sel normal Vero yang ditandai dengan tidak menghambat proliferasi sel

normal.

Kata kunci: Antiproliferasi, Sel kanker MCM-B2, Sitotoksisitas, Teh hijau komersil

1. PENDAHULUAN

Kanker merupakan masalah dalam
bidang kedokteran yang ditandai dengan
pembelahan sel yang tidak terkendali dan
abnormalitas sel akibat mutasi DNA
(Setiawan 2015). Penyakit kanker dapat
dikatakan sebagai salah satu penyebab
kematian kedua setelah penyakit jantung
koroner diseluruh dunia. Berdasarkan data
WHO (2015), diketahui bahwa pada tahun
2012, terdapat sekitar 8.2 juta kematian akibat
kanker diseluruh dunia. Jumlah penderita
kanker di Indonesia seiring bertambahnya
waktu  menjadi  semakin  bertambah.
Berdasarkan hasil dari rekapitulasi deteksi
dini pemeriksaan penderita kanker di
Indonesia dari tahun 2006 sampai 2016
menunjukkan jumlah penderita sebesar 1.9
juta jiwa (Kemenkes Rl 2016). Jenis kanker
yang menyebabkan kematian terbesar disetiap
tahunnya adalah kanker payudara, kanker
hati, kanker perut, dan kanker kolorektal
(Kemenkes R1 2015).

Salah satu jenis kanker yang paling
ditakuti terutama bagi kaum wanita, yaitu
kanker  payudara. Kanker payudara
merupakan tumbuhnya sel-sel abnormal yang
bersifat proliferatif secara terus-menerus pada
jaringan  payudara  (Wahyuni  2015).
Berdasarkan rekapitulasi deteksi dini di
Indonesia dari tahun 2006 sampai 2016,
jumlah penderita kanker payudara adalah
sebesar 4 ribu jiwa (Kemenkes RI 2016).
Pengobatan kanker payudara yang dikenal
saat ini, vyaitu operasi (pembedahan),
radioterapi, dan kemoterapi. Pengobatan
kanker dengan cara tersebut memiliki
beberapa kelemahan. Operasi pada umumnya
tidak efektif untuk sel yang telah mengalami

93

metastasis, radiasi tidak efektif dan tic_
aman untuk sel-sel normal, sedangkan
kemoterapi belum memberikan hasil yang
optimal karena kerja obat tidak spesifik dan
relatif mahal (Fadhli et al. 2012).

Obat kanker yang umumnya digunakan
oleh penderita kanker adalah doksorubisin.
Obat kanker tersebut menimbulkan efek
samping bagi pemakainya, seperti rambut
rontok, bibir menjadi kering, mual, muntah,
dan gangguan pada jantung. Selain itu,
doksorubisin tergolong obat hasil sintetis dan
relatif ~mahal. Berdasarkan hal itu,
penggunaan herbal sebagai pengobatan
alternatif kanker menjadi semakin meningkat.
Bahan baku obat-obatan tradisional mudah
didapat, aman, relatif murah, dan efek
sampingnya relatif lebih kecil dibandingkan
obat sintesis (Atiqgoh et al. 2011).

Salah satu tanaman tradisional yang
memiliki khasiat sebagai antikanker, yaitu teh
hijau. Teh hijau adalah jenis teh yang proses
pembuatannya  tidak  melalui  proses
fermentasi, sehingga warnanya masih hijau.
Teh hijau mengandung berbagai komponen
kimia, diantaranya polifenol, florida, vitamin
K, kafein, dan mineral. Senyawa bioaktif
yang banyak terdapat pada teh hijau adalah
katekin (Tohawa 2013). Katekin merupakan
senyawa golongan flavonoid. Senyawa
katekin yang tersusun dalam teh hijau,
diantaranya epikatekin (EC), epikatekin-3-
galat (ECG), epigalokatekin  (EGC),
epigalokatekin-3-galat (EGCQG), dan
galokatekin (GC) (Yuan et al. 2013). Katekin
terutama epigalokatekin-3-galat yang
terkandung dalam teh hijau lebih tinggi dari
pada jenis teh lainnya (Tohawa 2013).
Menurut Pratiwi (2017), melaporkan bahwa
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teh hijau memiliki kandungan total fenol
tertinggi sebesar 88.3170 mg GAE/g sampel
dibandingkan dengan teh hitam dan teh
rosela, sehingga mempunyai kemampuan
bioaktif yang semakin baik.

Teh hijau tidak hanya berperan sebagai
minuman, melainkan terdapat berbagai
penelitian yang menyatakan bahwa teh hijau
juga mampu meningkatkan  kesehatan
seseorang (Tohawa 2013). Menurut Purwanto
(2011); Tabaga et al. (2015), epigalokatekin-
3-galat tergolong jenis katekin yang paling
banyak ditemukan pada teh hijau dan dapat
menyebabkan apoptosis serta menghentikan
siklus sel yang telah mengalami kerusakan
DNA. Penelitian yang dilakukan Kusmiyati et
al. (2015) dijelaskan bahwa teh hijau
mempunyai aktivitas antioksidan tertinggi
yang ditandai dengan rendahnya nilai 1Csy,
yaitu 21.44 pg/mL. Nilai ICso (inhibition
concentration)  adalah  bilangan  yang
menunjukkan  konsentrasi  ekstrak  yang
mampu menghambat aktivitas radikal bebas
sebesar 50% (Tohawa 2012). Nilai 1Csq yang
semakin kecil menunjukkan bahwa aktivitas
antioksidannya semakin besar. Menurut
Elsyana (2015), adanya aktivitas antioksidan
diduga dapat berperan dalam mencegah
terjadinya kanker.

2. METODOLOGI
Fraksinasi Ekstrak Teh Hijau Komesil
(Firdausi et al. 2015 yang dimodifikasi)
Fraksinasi ekstrak teh hijau dilakukan
dengan melarutkan 2 gram ekstrak teh hijau
komersil dalam 150 mL pelarut. Fraksinasi
dilakukan  menggunakan  tiga  pelarut
berdasarkan perbedaan tingkat kepolarannya,
yaitu air (polar), etanol 70% (semi polar), dan
n-heksana (non polar). Pembuatan fraksi air :
n-heksana dilakukan dengan cara, Vaitu
sebanyak 2 gram ekstrak teh hijau dilarutkan
dalam 150 mL akuades dan dimasukkan ke
dalam corong pisah 500 mL. Setelah itu, 150

mL n-heksana ditambahkan dan dicampur
sampai  homogen. Campuran  dikocok
perlahan dan didiamkan selama 30 menit
hingga terbentuk dua lapisan, yaitu lapisan air
dan lapisan n-heksana. Campuran dikocok
dengan cara diputar-putar secara horizontal
dan sesekali keran corong pisah harus dibuka,
sehingga udara yang terperangkap dapat
keluar dan tekanan udara menurun. Fraksi air
dan fraksi n-heksana dipisahkan dan masing-
masing disimpan dalam lemari pendingin
untuk pengujian selanjutnya. Fraksinasi
ekstrak teh hijau komersil dalam air : n-
heksana diulang sebanyak 3 kali. Pembuatan
fraksi etanol 70% : n-heksana dan n-heksana :
air dilakukan dengan prosedur yang sama
seperti di atas. Ketiga fraksi yang diperoleh,
yaitu fraksi air, fraksi etanol 70%, dan fraksi
n-heksana, masing-masing dikumpulkan dan
diuapkan pelarutnya dengan vakum pan
evaporator pada suhu 60°C sampai kering.

Uji  Sitotoksitas LCsy Brine Shrimp
Lethality Test (BSLT) (Meyer et al. 1982)
Penetasan Larva Udang.

Larva udang Artemia salina Leach
sebanyak 10 mg ditetaskan terlebih dahulu
dalam 500 mL air laut yang telah disaring.
Penetesan dilakukan pada suhu kamar dengan
diterangi sinar lampu TL 14 watt dan diaerasi
selama 48 jam.

Persiapan Larutan Uji

Larutan uji terdiri atas ekstrak teh
hijau komersil, fraksi air, fraksi etanol 70%,
dan fraksi n-heksana. Larutan stok masing-
masing fraksi dibuat dalam konsentrasi 2000
ppm, yaitu dengan sebanyak 0.02 g fraksi
dilarutkan dengan 10 mL air laut. Pengujian
fraksi dilakukan dengan konsentrasi 1000,
800, 600, 400, 200, 100, dan 0 ppm. Larutan
stok ekstrak teh hijau dibuat dalam
konsentrasi sesuai dengan aturan pakai yang
tertera dikemasan produk teh hijau komersil,
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yaitu 13000 ppm. Larutan stok ekstrak 13000
ppm dibuat dengan sebanyak 1.95 g ekstrak
dilarutkan dalam 150 mL air laut. Fraksi yang
tidak larut dalam air ditambahkan dengan 50
ML Tween80. Pengujian ekstrak dilakukan
dengan konsentrasi 13000, 10000, 8000,
6000, 4000, 2000, 1000, 500, dan O ppm.

Uji Sitoksisitas

Air laut sebanyak 1 mL vyang
mengandung larva udang 10 ekor dimasukkan
ke dalam mikroplat 12 sumuran dan
ditambahkan 1000, 800, 600, 400, 200, dan
100 pL larutan stok fraksi (2000 ppm),
sedangkan  untuk  perlakuan  ekstrak,
ditambahkan 1000 pL dari larutan stok 13000
ppm dan diencerin menjadi 10000, 8000,
6000, 4000, 2000, 1000, dan 500 ppm.
Volume setiap sumuran dicukupkan hingga 2
mL dengan penambahan air laut. Setiap
konsentrasi ekstrak dan fraksi teh hijau diuji
sebanyak tiga kali ulangan. Inkubasi
dilakukan pada suhu kamar di bawah sinar
lampu TL 14 watt. Setelah 24 jam, jumlah
larva udang yang mati untuk tiap-tiap
konsentrasi dihitung dan dicatat. Kontrol (0
ppm) dilakukan dengan prosedur yang sama
tanpa penambahan ekstrak dan fraksi teh
hijau.  Nilai LCsy ditentukan dengan
menggunakan analisis probit program SPSS.

Uji  Fitokimia (Harbone 2007 vyang
dimodifikasi)
Uji Flavonoid

Ekstrak dan fraksi n-heksana teh hijau
komersil ditimbang sebanyak 0.1 g ditambah
5 mL metanol, lalu dipanaskan pada suhu
50°C. Filtrat dipisahkan dan ditambahkan
H,SO, pekat. Terbentuknya warna merah
yang terbentuk akibat penambahan H,SO,
pekat menunjukkan adanya  senyawa
flavonoid.
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Uji Alkaloid

Ekstrak dan fraksi n-heksana teh hijau
komersil sebanyak 0.1 g dimasukkan ke
dalam tabung reaksi, lalu ditambahkan 5 mL
kloroform dan 5 tetes amoniak. Fraksi
kloroform dipisahkan lalu ditambahkan
dengan H,SO; 2 M sebanyak 1.5 mL.
Kemudian, fraksi H,SO,4 diambil, lalu dibagi
ke dalam tiga tabung. Tabung pertama
ditambahkan dengan pereaksi Dragendrof,
tabung kedua dengan pereaksi Meyer, dan
tabung ketiga dengan pereaksi Wagner.
Alkaloid ditandai dengan terbentuknya
endapan putih pada pereaksi Meyer, endapan
merah pada pereaksi Dragendrof, dan
endapan coklat pada pereaksi Wagner.

Uji Tanin. Ekstrak dan fraksi n-heksana teh
hijau komersil sebanyak 0.05 gram ditambah
dengan air sebanyak 2.5 mL, kemudian
didihkan pada suhu 100°C selama 5 menit.
Larutan tersebut ditambah dengan 1 tetes
FeCls. Tanin ditunjukkan dengan
terbentuknya warna biru atau hijau
kehitaman.

Uji Saponin. Ekstrak dan fraksi n-heksana
teh hijau sebanyak 0.05 gram dimasukkan ke
dalam tabung reaksi, lalu ditambahkan 2.5
mL akuades. Kemudian, didihkan pada 100°C
selama 5 menit dan kocok hingga berbusa.
Saponin ditandai dengan terbentuknya busa
yang stabil selama 15 menit.

Uji Steroid dan Triterpenoid

Ekstrak dan fraksi n-heksana teh hijau
komersil sebanyak 0.1 gram ditambah dengan
5 mL etanol 70%, kemudian dipanaskan, lalu
disaring. Filtrat diuapkan dan ditambahkan
dengan dietileter hingga larut. Fraksi dietil
eter diambil dan ditambahkan dengan
pereaksi Lieberman-Burchard (3 tetes asam
asetat anhidrat dan 1 tetes H,SO, pekat).
Steroid ditunjukkan dengan terbentuknya
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warna biru atau hijau, sedangkan triterpenoid
ditunjukkan dengan terbentuknya warna
merah atau ungu.

Pengujian Aktivitas Ekstrak dan Fraksi
Teh Hijau Komersil pada Sel Kanker In
Vitro (Priosoeryanto et al. 1995).
Persiapan Media Sel Kanker

Sel lestari kanker MCM-B2 dan sel
normal Vero dikultur menggunakan media
pertumbuhan DMEM sebanyak 800 pL dalam
mikroplat 24 sumuran. Media disetiap
sumuran ditambahkan antibiotik (penisilin-
streptomisin) 50 pL, fungizon 50 pL, dan
serum (FCS) 50 uL, serta ekstrak dan fraksi
teh hijau komersil sebanyak 50 pL. Fraksi
yang digunakan adalah fraksi yang bersifat
toksik berdasarkan uji toksisitas dengan
BSLT, yaitu fraksi n-heksana. Sampel lain
yang diuji antiproliferasinya adalah ekstrak
teh hijau komersil.

Perlakuan Ekstrak. Sel kanker yang
digunakan dalam penelitian ini adalah sel
MCM-B2, sedangkan sel normal yang
digunakan dalam penelitian ini adalah sel
Vero. Suspensi sel kanker dan sel normal
dalam ampul (cryovial) dicairkan (thawing),
lalu dihomogenkan dengan vorteks. Suspensi
sel (7x10° sel/mL) dimasukkan ke dalam
sumur-sumur mikroplat sebanyak 50 pL.
Tiap-tiap sumur telah  berisi  media
bersuplemen, ekstrak, dan fraksi n-heksana
dari teh hijau komersil. Kontrol positif yang
digunakan adalah doksorubisin 100 pg/mL,
sedangkan kontrol negatif hanya berisi
suspensi sel dan media dengan prosedur yang
sama. Volume total setiap sumuran adalah 1
mL. Semua perlakuan dilakukan dalam tiga
kali ulangan. Kultur sel kanker diinkubasi
pada inkubator dengan kondisi 5% CO,, 37°C
selama 3 hari.

Pemanenan dan Penghitungan Sel

Sel dipanen setelah 3 hari, yaitu ketika
pertumbuhan sel dikontrol negatif telah
menutupi sekitar 70% permukaan sumuran
(konfluen). Sel kanker dan sel normal
sebanyak 80 pL dimasukkan ke dalam
sumuran mikroplat yang telah berisi 20 pL
pewarna tripan biru, kemudian
dihomogenkan. Sel dipipet sebanyak 80 pL
dan diteteskan pada chamber hemasitometer
ditutup dengan cover slip. Sel dihitung
menggunakan mikroskop cahaya dengan
perbesaran 100x. Sel yang dihitung adalah sel
yang berada pada kotak tengah kamar dan
dihitung baik sel yang mati (biru) maupun sel
hidup (bening), yang disebut total sel. Hasil
perhitungan sel dikonversikan ke dalam
jumlah sel per mL suspensi dan persentase
dari data yang diperoleh dengan menghitung
jumlah sel yang hidup dan mati, dihitung

dengan persamaan berikut.

Proliferasi (%)

Jumlah total sel yang diberi ekstrak
= x100%

Total sel kontrol negatif
Aktivitas penghambatan (%) = 100% - (% Proliferasi)

3. HASIL

Rendemen Fraksi dari Ekstrak Teh Hijau
Komersil
Fraksinasi sampel dengan pelarut air

menghasilkan rendemen fraksi yang paling
tinggi dibandingkan dengan pelarut etanol
70% dan n-heksana, yaitu sebesar 93.74%
(Tabel 1). Fraksinasi ekstrak teh hijau
komersil dengan air, etanol 70%, dan n-
heksana, masing-masing  menghasilkan
rendemen secara berturut-turut  adalah
93.74%, 5.91%, dan 3.47% (Tabel 1).

Tabel 1. Rendemen hasil fraksinasi teh hijau

komersil
Sampel Rendemen (%)
Fraksi air 93.74
Fraksi etanol 70% 5.91
Fraksi n-heksana 3.47
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Sitotoksisitas Ekstrak dan Fraksi dari Teh
Hijau Komersil

Larutan uji yang digunakan dalam uji
sitotoksisitas terhadap larva udang adalah
ekstrak teh hijau komersil, fraksi air, fraksi
etanol 70%, dan fraksi n-heksana. Ekstrak teh
hijau komersil dan fraksi air memiliki nilai
Lethal Concentration 50 (LCso) lebih besar
dari 1000 ppm, masing-masing adalah
14330.31 ppm dan 1415.60 ppm (Tabel 2).
Ekstrak teh hijau komersil dan fraksi air tidak
bersifat toksik. Fraksi n-heksana dan fraksi
etanol 70% mampu mematikan larva udang
ditandai dengan memiliki nilai LCs lebih
kecil dari 1000 ppm, masing-masing adalah
600.53 ppm dan 883.48 ppm (Tabel 2). Fraksi
n-heksana memiliki nilai LCsy yang lebih
kecil dibandingkan dengan fraksi etanol 70%,
sehingga fraksi n-heksana tergolong lebih
toksik dibandingkan dengan fraksi etanol
70%. Nilai LCsp ditentukan  dengan
menggunakan analisis probit program SPSS.
Tabel 2. Nilai LCx, ekstrak dan fraksi teh hijau

terhadap flavonoid, saponin, dan tanin serta
negatif terhadap alkaloid, steroid, dan
triterpenoid. Fraksi n-heksana menunjukkan
hasil positif terhadap flavonoid dan tanin serta
negatif terhadap saponin, steroid, dan
triterpenoid. Hasil uji kualitatif kandungan
fitokimia ekstrak dan fraksi n-heksana dari
teh hijau dapat dilihat pada Tabel 3.

Aktivitas Antiproliferasi Ekstrak dan
Fraksi n-heksana Teh Hijau Komersil
Pengujian aktivitas antiproliferasi dilakukan
dengan menggunakan sampel yang bersifat
toksik berdasarkan uji sitotoksisitas dengan
BSLT.

Tabel 3. Hasil uji kualitatif komponen fitokimia

ekstrak dan fraksi n-heksana teh hijau
komersil

Komponen Ekstrak teh Fraksi n-
fitokimia hijau komersil heksana

Flavonoid + +
Alkaloid
Saponin

Tanin
Steroid
triterpenoid - -

1 4+ 4+

komersil
Sampel LCs
Ekstrak teh hijau 14330.31
komersil
Fraksi air 1415.60
Fraksi etanol 70% 883.48
Fraksi n-heksana 600.53

Komponen Fitokimia Ekstrak dan Fraksi
n-heksana Teh Hijau Komersil

Sampel yang akan diuji komponen
fitokimia adalah sampel yang tergolong toksik
berdasarkan uji sitotoksisitas dengan BSLT.
Sampel yang tergolong toksik, yaitu fraksi n-
heksana. Fraksi n-heksana memiliki tingkat
toksisitas yang lebih baik dibandingkan fraksi
air dan fraksi etanol 70%. Ekstrak teh hijau
komersil tergolong tidak toksik berdasarkan
metode BSLT, namun dilakukan uji
fitokimianya karena secara empiris tergolong
minuman  kesehatan  antikanker  yang
umumnya diminum oleh konsumen. Ekstrak
teh hijau komersil menunjukkan hasil positif
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Keterangan :
(+) : Mengandung metabolit sekunder
(-) : Tidak mengandung metabolit sekunder

Sampel  yang  bersifat  toksik
berdasarkan metode BSLT, yaitu fraksi n-
heksana. Selain itu, sampel yang akan diuji
aktivitas antiproliferasinya adalah ekstrak teh
hijau komersil sebagai minuman kesehatan
antikanker. Hasil penelitian secara umum
menunjukkan bahwa ekstrak dan fraksi n-
heksana teh hijau komersil secara nyata
(p<0.05) mampu menurunkan pertumbuhan
sel kanker MCM-B2. Pengaruh pemberian
ekstrak dan fraksi n-heksana teh hijau
komersil terhadap pertumbuhan sel kanker
MCM-B2 ditunjukkan pada Gambar 3.

Aktivitas penghambatan pada sel
kanker MCM-B2 dengan pemberian ekstrak
teh hijau komersil konsentrasi 13000, 10000,
8000, 6000, 4000, dan 2000 ppm tampak



Curr. Biochem. 2019. 6(2): 92-105

tidak berbeda nyata. Demikian juga aktivitas
penghambatan pada sel kanker MCM-B2
dengan  pemberian  fraksi  n-heksana
konsentrasi 1000, 800, 600, 400, dan 200 ppm
tampak tidak berbeda nyata. Aktivitas
penghambatan sel kanker MCM-B2 dengan
pemberian ekstrak dan fraksi n-heksana teh
hijau komersil tampak berbeda nyata dengan
kontrol negatif.

Aktivitas penghambatan terhadap sel
kanker MCM-B2 meningkat seiring dengan
peningkatan konsentrasi ekstrak dan fraksi n-
heksana yang digunakan. Ekstrak teh hijau
komersil dengan konsentrasi 13000 ppm
mampu menghambat pertumbuhan sel kanker
MCM-B2 paling tinggi dibandingkan dengan
konsentrasi lainnya, yaitu sebesar 58.64%
(Gambar 1). Konsentrasi 13000 ppm
merupakan perhitungan konsentrasi
berdasarkan aturan pakai dari minuman
kesehatan antikanker ekstrak teh hijau
komersil. Fraksi n-heksana teh hijau juga
mampu menghambat sel kanker MCM-B2
paling tinggi, yaitu dengan konsentrasi 1000

70

ppm sebesar 59.01% (Gambar 1). Aktivitas
penghambatan ekstrak dan fraksi n-heksana
terhadap sel kanker MCM-B2 lebih baik
dibandingkan  dengan  kontrol  positif
(doksorubisin).

4. PEMBAHASAN

Rendemen Fraksi dari Ekstrak Teh Hijau
Komersil

Fraksinasi ekstrak teh hijau komersil
dilakukan dengan menggunakan tiga pelarut
yang  berbeda tingkat  kepolarannya,
diantaranya air, etanol 70%, dan n-heksana.
Fraksinasi bertujuan memisahkan senyawa
berdasarkan perbedaan kepolarannya (Kantor
et al. 2015). Fraksinasi ekstrak teh hijau
komersil dengan air, etanol 70%, dan n-
heksana, = masing-masing  menghasilkan
rendemen secara berturut-turut  adalah
93.74%, 5.91%, dan 3.47% (Tabel 1).

Fraksi air menghasilkan rendemen
paling tinggi, diikuti fraksi etanol 70% dan
fraksi n-heksana (Tabel 1).

S 60 50012 5429% 5568 39012
et 4903 4543 o ‘
g 50 n :
£ 40
g 30
gl
g 20
. 10
=
£ 0
% Dox 200 600 800 1000
Konsentrasi (ppm)
MBFraksi n-heksana
= 70
5 i . 58.64°
: 60 45.968 48 862 49 632 52.63 53.37
£ 50
S 40
g 30
“&h
= 20
=10
£ 0= .
%" Dox 2000 4000 6000 8000 10000 13000

Konsentrasi (ppm)

BEkstrak teh hijau komersil

Gambar 1. Aktivitas penghambatan sel kanker MCM-B2 setelah pemberian ekstrak dan fraksi

n- heksana teh hijau komersil

Keterangan : Huruf superscript yang sama menunjukkan perbedaan tidak nyata pada taraf

uji 5% uji Duncan
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Tabel 4. Aktivitas penghambatan sel normal Vero setelah pemberian ekstrak dan fraksi n-heksana teh hijau

Ekstrak teh hijau

Fraksi n-heksana

Konsentrasi Aktivitas penghambatan Konsentrasi  Aktivitas penghambatan

(Ppm) (%) (PPm) (%)
Kontrol negatif 0? Kontrol negatif 0?

Dox (100 ppm) 35.38" Dox (100 ppm) 35.38"

2000 0.64° 400 1.21°

13000 1.82¢ 600 2.42°

800 3.64°

1000 6.06°

Keterangan : Huruf superscript yang sama menunjukkan perbedaan tidak nyata pada taraf uji 5% uji Duncan

Hal ini menunjukkan bahwa kandungan
fitokimia dalam ekstrak teh hijau bersifat
polar (Elsyana 2015). Berdasarkan penelitian
Wijayanto (2013), nilai rendemen fraksi
paling yang tinggi menunjukkan semakin
banyak senyawa yang terfraksi dalam sampel.
Menurut Brown et al. (2015), semakin tinggi
indeks kepolaran suatu pelarut, maka sifatnya
semakin polar. Berdasarkan literatur, indeks
kepolaran air, etanol 70%, dan n-heksana
berturut-turut adalah 9.0, 5.2, dan 0.1 (Brown
et al. 2015; Padmasari et al. 2013). Tinggi
rendahnya persentase rendemen fraksi
disebabkan oleh perbedaan tingkat kepolaran
pelarut. Air tergolong pelarut dengan tingkat
kepolaran yang tinggi, sehingga menghasilkan
rendemen fraksi yang paling tinggi.
Rendemen pada etanol 70% lebih kecil
dibandingkan air, namun lebih besar dari
pelarut n-heksana, hal ini diduga sifat
kepolaran etanol 70% yang terdiri atas 30%
air, sehingga tidak dapat memfraksi senyawa
yang terkandung dalam ekstrak teh hijau
komersil dalam jumlah yang banyak. Nilai
rendemen yang terkecil terdapat pada fraksi
n-heksana, hal ini menunjukkan bahwa
senyawa bioaktif yang bersifat non polar pada
sampel ekstrak teh hijau komersil jumlahnya
sedikit (Brown et al. 2015).

Sitotoksisitas Ekstrak dan Fraksi n-
heksana Teh Hijau Komersil
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Metode BSLT (brine shrimp lethality
test) merupakan uji pendahuluan untuk
menentukan kadar toksisitas dan aktivitas
farmakologis suatu bahan alam serta
praskrining terhadap senyawa-senyawa yang
berpotensi sebagai antikanker. Kelebihan
metode BSLT, vyaitu waktu ujinya cepat,
pengerjaannya mudah dan sederhana, biaya
relatif murah, tidak memerlukan teknik
aseptik, dan memerlukan sedikit sampel
(Agustini 2017).

Hewan uji yang digunakan dalam
metode BSLT adalah larva udang Artemia
salina Leach. Artemia salina Leach
digunakan sebagai hewan uji karena dapat
bertahan pada kondisi kering, dapat disimpan
dalam waktu yang lama, memiliki membran
yang tipis dan analogi dengan membran sel
tipis untuk mengukur efek toksisitas suatu
bahan, serta proses penetasan larva
berlangsung dalam waktu yang cepat, yaitu 48
jam. Proses penetasan udang dipengaruhi oleh
beberapa faktor, diantaranya suhu, aerasi,
cahaya, dan kadar garam (Agustini 2012).
Menurut  Agustini  (2017), penggunaan
Artemia salina L. sebagai hewan uji karena
identik dengan sel kanker, sehingga apabila
suatu ekstrak yang digunakan memiliki
aktivitas yang tinggi, maka ekstrak tersebut
dapat berpotensi sebagai obat di masa yang
akan datang. Hewan uji yang digunakan
dalam penelitian berumur 2 hari (48 jam)
karena larva berada dalam keadaan yang
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mana dinding selnya masih kondisi lunak,
sehingga ekstrak yang diujikan dapat
menimbulkan efek yang diinginkan (Rizqgiyah
2014).

Pengujian sitotoksisitas dilakukan untuk
mendapatkan persen data kematian yang
dinyatakan dalam Lethality concentration 50
(LCs0). LCso merupakan konsentrasi yang
dapat mematikan 50% populasi larva udang.
Nilai  LCsp yang  semakin  rendah
mengindikasikan  bahwa suatu  ekstrak
tersebut semakin tinggi toksisitasnya dan
berpotensi membunuh sel kanker (Elsyana
2015). Berdasarkan indeks toksisitas Meyer et
al. (1982), suatu ekstrak menunjukkan
aktivitas  ketoksikannya apabila  dapat
menyebabkan kematian 50% hewan uji
dengan nilai LCsp < 1000 ppm, sedangkan
ekstrak dengan nilai LCso> 1000 ppm disebut
tidak toksik. Menurut Mentor et al. (2014),
ekstrak dengan nilai LCso 500 > 1000 ppm,
disebut toksisitas rendah, ekstrak dengan nilai
LCs50100 > 500, disebut toksisitas menengah,
dan ekstrak dengan nilai LCso 0 < 100 ppm,
disebut sangat toksik.

Berdasarkan analisis probit, ekstrak teh
hijau komersil dan fraksi air tidak bersifat
toksik dengan nilai LCso di atas 1000 ppm
(Tabel 2). Hal ini mengindikasikan
kemampuan bioaktivitas ekstrak teh hijau
komersil dan fraksi air rendah dan diduga
tidak adanya kerja sama yang sinergis antara
metabolit sekunder yang terdapat dalam
ekstrak dan fraksi air teh hijau komersil,
sehingga toksisitasnya sangat kecil (Pasilala
et al. 2016). Fraksi etanol 70% dan fraksi n-
heksana memiliki tingkat toksisitas yang baik
dibandingkan ekstrak dan fraksi air teh hijau
(Tabel 2). Hal ini ditandai dengan nilai LCs
dibawah 1000 ppm, sehingga mampu
mematikan setengah populasi larva. Namun,
fraksi n-heksana memiliki nilai LCsy yang
lebih kecil dari fraksi etanol 70%, sehingga
dapat dikatakan bioaktivitas fraksi n-heksana

lebih aktif dibandingkan fraksi etanol 70%.
Indeks toksisitas fraksi n-heksana berdasarkan
Mentor et al. (2014) tergolong toksisitas
rendah, namun mampu membunuh setengah
populasi larva dibawah konsentrasi 1000
ppm, sehingga dapat dikatakan berpotensi
sebagai antikanker.

Kematian larva udang tersebut
berkaitan dengan kandungan fitokimia yang
dimilikinya. Flavonoid yang terkandung
dalam fraksi teh hijau berpotensi sebagai
penyebab kematian Artemia salina L.
Senyawa flavonoid dapat bertindak sebagai
racun perut yang akan mengganggu alat
pencernaan larva dan juga menghambat
reseptor perasa pada daerah mulut larva. Oleh
karena itu, larva gagal mendapatkan stimulus
rasa yang membuatnya tidak mampu
mengenali makanannya, sehingga larva mati
kelaparan (Dapas et al. 2014).

Komponen Fitokimia Ekstrak dan Fraksi
n-heksana Teh Hijau Komersil

Sampel yang diuji fitokimianya pada
penelitian  ini, yaitu berdasarkan uji
sitotoksisitas dengan BSLT. Sampel yang
tergolong lebih toksik, yaitu fraksi n-heksana.
Ekstrak teh hijau komersil bersifat tidak
toksik, namun dilakukan uji fitokimianya
karena secara empiris tergolong produk herbal
antikanker yang dikonsumsi saat ini oleh
penderita kanker maupun yang tidak
menderita kanker. Uji fitokimia bertujuan
mendeteksi  senyawa-senyawa  metabolit
sekunder yang akan berperan dalam pengujian
aktivitas antikanker. Hasil uji fitokimia dari
ekstrak teh hijau komersil memberikan hasil
uji positif terhadap flavonoid, tanin, dan
saponin (Tabel 3). Hal ini menunjukkan
bahwa ekstrak teh hijau komersil yang
digunakan dalam penelitian ini tidak
mengandung senyawa alkaloid, steroid, dan
triterpenoid. Hasil uji fitokimia dari fraksi n-
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heksana teh hijau memberikan hasil positif
terhadap flavonoid dan tanin (Tabel 3).

Penelitian Andaryekti et al. (2015),
melaporkan bahwa ekstrak teh hijau etanol
70% memberikan hasil positif terhadap
flavonoid, alkaloid, saponin, dan tanin. Hasil
berbeda juga dilaporkan oleh Ardiansyah et
al. (2015), melaporkan bahwa ekstrak air
daun teh hijau memberikan hasil positif
terhadap flavonoid dan tanin, sedangkan
fraksi n-heksana memberikan hasil positif
terhadap flavonoid. Hasil uji fitokimia dari
fraksi n-heksana teh hijau memberikan hasil
positif terhadap flavonoid dan tanin. Menurut
Marvibaigi et al. (2014), tanaman dengan
spesies sama mengandung metabolit sekunder
yang bervariasi karena tergantung dari jenis
tanaman inang dan lokasi tempat tumbuhnya.
Artanti et al. (2012), menunjukkan bahwa
kandungan fitokimia teh hijau dapat
ditentukan  berdasarkan  pelarut  yang
digunakan pada saat ekstraksi. Berdasarkan
penelitian Elsyana (2015), juga melaporkan
bahwa kandungan fitokimia yang terdapat
pada masing-masing sampel tergantung dari
kepolaran pelarut yang digunakan.

Aktivitas Antiproliferasi Ekstrak dan
Fraksi n-heksana Teh Hijau Komersil

Aktivitas antiproliferasi ekstrak dan
fraksi n-heksana teh hijau komersil diuji pada
sel kanker payudara (MCM-B2) dan sel
normal (sel Vero). Sel MCM-B2 merupakan
sel kanker yang diisolasi dari payudara anjing.
Sel Vero sering digunakan dalam berbagai
penelitian untuk mempelajari pertumbuhan
sel, diferensiasi sel, sitotoksisitas, dan
transformasi sel yang diinduksi oleh berbagai
senyawa kimia. Selain itu, sel ini juga
direkomendasikan sebagai sel model dalam
mempelajari karsinogenesis secara in vitro
(Senthilraja dan Kathiresan 2015).

Aktivitas antiproliferasi ekstrak dan
fraksi n-heksana teh hijau diuji dengan
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pewarnaan tripan biru. Prinsip pewarnaan
dengan tripan biru adalah sel yang telah mati
akan terlihat berwarna biru akibat terjadinya
lisis, sehingga protein dalam plasmanya
berikatan dengan tripan biru. Metode
pewarnaan tripan biru dapat membedakan
antara sel hidup dan sel mati. Sel yang hidup
akan tampak membulat, berwarna bening, dan
bentuknya masih utuh, sehingga tripan biru
tidak dapat masuk ke dalam sel. Sel yang mati
memiliki bentuk yang sudah tidak beraturan
akibat telah mengalami lisis dan nekrosis,
berwarna biru tua, dan ukurannya lebih besar
dari pada sel hidup. Perhitungan sel dilakukan
dengan menghitung jumlah yang masih ada
baik sel hidup maupun sel mati ketika diberi
ekstrak dan dibandingkan dengan kontrol
negatif yang tidak diberi ekstrak. Sel hidup
dan sel mati diamati di bawah mikroskop
menggunakan hemasitometer (Djajanegara
dan Wahyudi 2009).

Ekstrak teh hijau komersil tidak bersifat
toksik terhadap Artemia salina namun mampu
menghambat proliferasi sel kanker. Menurut
Priosoeryanto et al. (1995), sel kanker MCM-
B2 tergolong tipe sel yang belum
terdiferensiasi karena berasal dari sel induk
atau sel atipikal, sehingga apabila
pertumbuhan  selnya diganggu dengan
pemberian ekstrak teh hijau komersil, maka
menyebabkan banyak sel terhambat aktivitas
proliferasinya. Artemia salina yang digunakan
dalam penelitian ini adalah berumur 48 jam,
pada umur ini anggota tubuh larva sudah
lengkap dan telah memiliki saluran
pencernaan yang sempurna, sehingga dengan
penambahan ekstrak teh hijau komersil tidak
mampu membunuh setengah populasi larva,
melainkan  hanya mampu  membunuh
beberapa ekor larva saja (Muaja et al. 2013).

Hasil penelitian menunjukkan bahwa
pemberian ekstrak teh hijau dan fraksi n-
heksana secara nyata (p<0.05) mampu
menurunkan  pertumbuhan  sel  kanker
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payudara (MCM-B2) dan tidak membunuh
sel normal (sel VVero). Hasil uji lanjut Duncan
menunjukkan bahwa aktivitas penghambatan
pada sel kanker MCM-B2 dengan pemberian
ekstrak teh hijau konsentrasi 13000, 10000,
8000, 6000, 4000, dan 2000 ppm tampak
tidak berbeda nyata (Gambar 1). Aktivitas
penghambatan yang tidak berbeda nyata juga
ditunjukkan oleh pemberian fraksi n-heksana
konsentrasi 1000, 800, 600, 400, dan 200 ppm
(Gambar 1). Hasil tersebut menunjukkan
bahwa ekstrak dan fraksi n-heksana teh hijau
memiliki aktivitas penghambatan sel kanker
yang hampir sama pada setiap konsentrasi
yang digunakan. Aktivitas penghambatan
ekstrak dan fraksi n-heksana teh hijau
semakin meningkat  seiring dengan
konsentrasi yang digunakan.

Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa
ekstrak dan fraksi n-heksana teh hijau dengan
konsentrasi masing-masing, yaitu 13000 ppm
dan 1000 ppm dapat menekan pertumbuhan
sel kanker tertinggi secara berturut-turut,
yaitu 58.64% dan 59.01% (Gambar 1). Fraksi
n-heksana mencapai aktivitas penghambatan
sel kanker yang tinggi dengan konsentrasi
yang lebih rendah dibandingkan dengan
ekstrak teh hijau komersil. Rismana et al.
(2013) menjelaskan bahwa fraksi memiliki
kualitas lebih murni dan penggunaannya lebih
mudah karena telah dilakukan pemisahan
senyawa berdasarkan tingkat kepolarannya,
sehingga meningkatkan kandungan senyawa
yang diinginkan dan menghilangkan senyawa
yang tidak diinginkan. Ekstrak memiliki
senyawa aktif yang masih tergolong kasar
karena bercampur dengan senyawa lain akibat
tidak melalui proses pemisahan senyawa.

Ekstrak dan fraksi n-heksana teh hijau
komersil dapat menghambat proliferasi
kanker karena adanya Kkatekin terutama
epigalokatekin-3-galat. Katekin merupakan
golongan flavonoid yang memodulasi
berbagai gen yang terlibat  dalam

perkembangan dan proses terjadinya kanker.
Komponen fenolik di dalam teh hijau terdapat
sekitar 30-42% dari berat kering dan
epigalokatekin-3-galat (EGCG) tergolong
senyawa katekin yang melimpah sekitar 50-
80% dari total katekin (Rahmani et al. 2015).

Ekstrak dan fraksi n-heksana teh hijau
juga diuji antiproliferasinya pada sel normal
Vero. Hasil penelitian menunjukkan bahwa
aktivitas penghambatan ekstrak teh hijau
komersil terhadap sel Vero menurun pada
konsentrasi 13000 ppm dan 2000 ppm,
masing-masing sebesar 1.82% dan 0.64%
(Tabel 4).  Fraksi  n-heksana  juga
menunjukkan bahwa aktivitas
penghambatannya terhadap sel VVero menurun
pada konsentrasi 1000 ppm dan 200 ppm,
masing-masing sebesar 6.06% dan 1.21%
(Tabel 4). Hasil penelitian tersebut
mengindikasikan bahwa ekstrak dan fraksi n-
heksana tidak memiliki efek toksik dan relatif
aman terhadap sel normal karena senyawa
flavonoid yang terkandung didalamnya.

Berdasarkan  penelitian ~ Mustariani
(2011), melaporkan bahwa suatu ekstrak atau
fraksi tidak memiliki efek toksik terhadap sel
normal apabila hanya menghambat proliferasi
sel sebesar 19.77%. Selain itu, Ren et al.
(2003), menjelaskan bahwa flavonoid dapat
menginduksi apoptosis pada beberapa jenis
sel kanker tanpa mengganggu aktivitas
proliferasi sel normal karena bekerja secara
selektif hanya pada kanker saja. Doksorubisin
sebagai obat sintetis kanker menghambat
aktivitas sel normal Vero sebesar 35.38%,
melebihi batas hambat proliferasi sel normal.
Hal ini disebabkan oleh gugus kuinon yang
mampu menghasilkan radikal bebas baik pada
sel normal maupun pada sel kanker (Hatim
2012).

Mekanisme teh hijau dalam
menghambat pertumbuhan kanker terdiri atas
4 tahapan. Tahap pertama, yaitu teh hijau
bertindak sebagai inhibitor siklooksigenase,

102



Noraida et al. — Ekstrak dan Fraksi N-heksana Teh Hijau sebagai Antiproliferasi Sel MCM-B2

lipoksigenase, faktor nekrosis tumor, dan jalur
interleukin yang pada akhirnya mengontrol
perkembangan dan proses pembentukan
kanker. Tahap kedua, vyaitu teh hijau
menunjukkan efek kemopreventif melalui
aktivasi gen penekan tumor, seperti p53 dan
PTEN/p21, regulasi apoptosis (bcl2/Bax), dan
menghambat  angiogenesis  serta  faktor
transkripsi  lainnya yang terlibat dalam
perkembangan kanker. Tahap ketiga, yaitu teh
hijau berperan menetralisasi radikal bebas dan
perusakan makromolekul yang dinetralisir
oleh kapasitas antioksidan yang tinggi yang
pada akhirnya mencegah patogenesis tumor.
Tahap keempat, yaitu mekanisme yang lain
dari teh hijau dalam mencegah kanker melalui
modulasi gen yang terlibat dalam inisiasi,
promosi, dan perkembangan kanker (Rahmani
et al. 2015).

Ekstrak dan fraksi n-heksana teh hijau
komersil mengandung flavonoid yang dapat
menghambat proliferasi sel kanker payudara
dan tidak memiliki efek toksik terhadap sel
normal secara in vitro. Penelitian lebih lanjut
mengenai pengujian antiproliferasi ekstrak teh
hijau secara in vivo, identifikasi senyawa
antikanker, dan  pengukuran  aktivitas
antioksidan ekstrak teh hijau komersil sebagai
obat antikanker komersil perlu dilakukan
untuk  menambahkan informasi tentang
kemampuan bioaktivitas ekstrak teh hijau.
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