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RINGKASAN  

ISTIQOMAH. Skripsi. Pengaruh Pelarut Yang Berbeda dan Variasi Dosis 

Terhadap Aktivitas Antikanker Ekstrak Daun Lindur (Bruguiera gymnorrhiza) 

Pada Viabilitas Sel Hela. (Dibawah Bimbingan Dr. Ir. Bambang Budi Sasmita, MS 

dan Dr. Ir. Titik Dwi Sulistiyati, MP).  

 

Kanker merupakan pembentukan jaringan baru yang abnormal dan 

bersifat ganas. Kanker yang banyak diderita oleh wanita di dunia yaitu kanker sel 

leher rahim (kanker serviks). Kanker serviks adalah salah satu kanker yang 

terjadi akibat infeksi Human Papilomavirus (HPV 18) sehingga menyebabkan 

perbedaan sifat dengan sel leher rahim normal. Salah satu turunan dari sel 

kanker leher rahim yaitu sel Hela. Sel Hela merupakan sel kanker yang 

diperbanyak dengan kultur. Banyak pengobatan alternatif yang telah dilakukan 

ternasuk dengan menggunakan tanaman herbal. Daun mangrove Bruguiera 

gymnorrhiza diketahui memiliki senyawa bioaktif yang dapat dijadikan sebagai 

agen antikanker seperti triterpenoid, steroid dan polifenol. Penelitian ini 

menggunakan pelarut yang berbeda pada saat ekstraksi dengan tujuan untuk 

memisahkan ekstrak sesuai dengan kepolarannya agar senyawa-senyawa 

nonpolar sampai polar terekstraksi semua. 

Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengetahui pengaruh jenis pelarut 

yang digunakan, pengaruh variasi dosis yang digunakan dan kombinasi jenis 

pelarut dan variasi dosis yang digunakan terhadap aktivitas antikanker ekstrak 

daun Bruguiera gymnorrhiza pada viabilitas sel Hela. Penelitian ini dilakukan di 

Laboratorium Hidrobiologi Fakultas Perikanan dan Ilmu Kelautan, Laboratorium 

Reproduksi Fakultas Perikanan dan Ilmu Kelautan, Laboratorium Biomedik 

Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya dan Pusat Penelitian Kimia - LIPI, 

Serpong pada bulan Februari-Juni 2016.  

Penelitian ini menggunakan penelitian pendahuluan untuk menentukan 

bagian daun, kulit batang atau buah Bruguiera gymnorrhiza yang akan 

digunakan pada penelitian utama. Setelah diperoleh hasil yaitu bagian daun 

Bruguiera gymnorrhiza, kemudian dilanjutkan pada panelitian utama. Prosedur 

penelitian pada penelitian utama yaitu dilakukan ekstraksi daun Bruguiera 

gymnorrhiza dengan metode ekstraksi maserasi bertingkat menggunakan 3 

pelarut yaitu n-heksan, etil asetat dan metanol. Setelah didapatkan ekstrak kental 

dari setiap pelarut, kemudian dilakukan serangkaian uji sebagai data pendukung 

pada penelitian utama. Uji-uji tersebut meliputi uji kadar air, uji fitokimia, uji total 

fenol dan uji toksisitas. Setelah dilakukan serangkaian uji pendukung, kemudian 

dilanjutkan dengan uji viabilitas sel Hela sebagai uji utama pada penelitian ini. 

Setelah didapatkan ekstrak daun Bruguiera gymnorrhiza dengan pelarut yang 

memiliki viabilitas sel Hela paling rendah, kemudian ekstrak tersebut dilakukan uji 

LCMS untuk mengetahui senyawa dugaan yang bersifat sebagai antikanker pada 

ekstrak daun Bruguiera gymnorrhiza.  

Metode yang digunakan adalah metode eksperimen dengan rancangan 

percobaan Rancangan Acak Lengkap (RAL) faktorial dengan 3 perlakuan yaitu 

pelarut n-heksan, etil asetat dan metanol dengan variasi dosis 31,25 ppm, 62,5 
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ppm, 125 ppm, 250 ppm dan 500 ppm. Data yang diperoleh kemudian dianalisis 

dengan Analisis of Variance (ANOVA) dan dilanjutkan dengan Uji Duncan. 

Kesimpulan dari penelitian ini adalah ekstrak daun Bruguiera gymnorrhiza 

dengan jenis pelarut berbeda memberikan pengaruh terhadap vabilitas sel Hela. 

Ekstrak daun Bruguiera gymnorrhiza dengan pelarut n-heksan memiliki persen 

viabilitas terendah yaitu 14,845%. Ekstrak daun Bruguiera gymnorrhiza dengan 

variasi dosis memberikan pengaruh terhadap viabilitas sel Hela. Ekstrak daun 

Bruguiera gymnorrhiza dengan dosis 500 ppm diketahui efektif dalam mematikan 

sel Hela. Kombinasi antara jenis pelarut dan variasi dosis ekstrak daun Bruguiera 

gymnorrhiza memberikan pengaruh terhadap viabilitas sel Hela. Ekstrak daun 

Bruguiera gymnorrhiza pelarut n-heksan pada dosis 500 ppm diketahui efektif 

dalam mematikan sel Hela. 

Saran untuk penelitian ini ialah perlu dilakukan penelitian lanjutan dengan 

menggunakan sempel ekstrak yang dimurnikan misalnya dengan cara dipartisi 

dan fraksinasi, serta dilakukan uji induksi apoptosis untuk mengetahui morfologi 

sel Hela setelah diberikan perlakuan pemberian ekstrak. 

 

 

Kata Kunci : Kanker serviks (sel Hela), Daun Bruguiera gymnorrhiza, 

Perbedaan Pelarut, Viabilitas 
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1. PENDAHULUAN 

 

1.1 Latar Belakang 

Kanker atau karsinoma adalah pembentukan jaringan baru yang 

abnormal dan bersifat ganas (maligne). Suatu kelompok sel yang tiba-tiba 

menjadi liar dan memperbanyak diri secara pesat dan terus menerus (proliferasi). 

Kanker terbentuk karena adanya mutasi pada biosintesis sel, yaitu kekeliruan 

urutan DNA karena terpotong, tersubstitusi atau ada pengaturan kembali. 

Kemampuan sel-sel tersebut dapat menyerang jaringan biologis lainnya, baik 

ditempat yang jauh (metatesis). Macam-macam kanker yang dapat menyerang 

manusia salah satunya adalah kanker serviks  (Huspa, 2009). 

Salah satu sel kanker turunan dari sel epitel rahim (cervix) manusia yaitu 

adalah Sel Hela (Djajanegara dan wahyudi, 2009). Menurut Puji et al. (2011), sel 

kanker leher rahim (sel Hela) terjadi akibat infeksi Human Papillomavirus (HPV 

18) sehingga mempunyai sifat yang berbeda dengan sel leher rahim normal. Sel 

kanker leher rahim yang diinfeksi HPV diketahui mengekspresikan 2 onkogen, 

yaitu E6 dan E7. Kedua onkogen tersebut merupakan protein yang dapat 

menghambat ekspresi gen p53 sebagai gen penekan kanker. Pada peristiwa ini 

onkogen lebih tinggi dibandingkan p53 sehingga proliferasi sel kanker menjadi 

tidak terkendali. 

Indonesia memiliki kurang lebih 30.000 spesies tumbuhan dan 940 

spesies merupakan tumbuhan berkasiat obat yang dapat dijadikan sumber isolat 

jamur endofit. Dimana salah satu tumbuhan tersebut adalah mangrove  

(Phoanda et al., 2014). Spesies mangrove sejati tumbuh subur di Indonesia 

antara lain Avecenia alba, Rhizophora apiculata, Xylocarpus ganatum, Bruguiera 

parviflora dan Bruguiera gymnorrhiza (Subekti, 2012). Bruguiera gymnorrhiza 

merupakan salah satu tanaman yang berpotensi sebagai sumber senyawa 
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bioaktif. Daun tanaman ini mengandung flavonoid, steroid, triterpenoid, tanin dan 

senyawa fenol yang hingga kini masih masih diteliti ragam kegunaannya sebagai 

antioksidan, antikanker, antibakteri dan anti inflamasi (Dia et al., 2015).  

Warsinah et al. (2007), menyatakan Bruguiera gymnorrhiza merupakan 

salah satu tanaman yang mempunyai potensi antitumor. Pada hasil penelitiannya 

ekstrak etanol kulit batang tanaman mangrove Bruguiera gymnorrhiza secara in 

vitro mampu menghambat pertumbuhan sel kanker Hela dengan nilai LC50 

sebesar 301,78 µg/mL dan sel Myeloma dengan LC50 sebesar 582,00 µg/mL dan 

senyawa yang terkandung dalam ekstrak etanol kulit batang Bruguiera 

gymnorrhiza adalah terpenoid. 

Berdasarkan dari penjelasan sebelumnya, tidak menutup kemungkinan 

daun Bruguiera gymnorrhiza memiliki potensi untuk dikembangkan sebagai 

antikanker. Penelitian ini menggunakan metode ekstraksi maserasi bertingkat 

dengan pelarut yang berbeda kepolarannya yaitu n-Heksan (non polar), etil 

asetat (semi polar) dan metanol (polar). Perbedaan pelarut dimaksudkan untuk 

melebarkan jangkauan kepolaran agar senyawa-senyawa non polar sampai polar 

terekstrasi semua (Harborne, 1987). 

Sakul et al. (2012), menyatakan pelarut n-heksan mempunyai sifat non 

polar, sehingga pada ekstraksi hanya dapat menarik senyawa non polar yang 

mengandung minyak dan lemak seperti triterpenoid dan steroid. Menurut Putri et 

al. (2014), etil asetat merupakan pelarut yang baik digunakan untuk ekstraksi 

karena dapat dengan mudah diuapkan, tidak higroskopis, dan memiliki toksisitas 

rendah. Etil asetat bersifat semi polar sehingga mampu menarik senyawa aglikon 

maupun glikon. Pane (2013), menyatakan pelarut metanol merupakan pelarut 

yang banyak digunakan untuk ekstraksi senyawa-senyawa organik, karena 

metanol dapat mengikat senyawa yang bersifat polar. 
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Penelitian ini bertujuan  untuk mengetahui pengaruh perbedaan pelarut 

dan variasi dosis terhadap aktivitas antikanker ekstrak daun Bruguiera 

gymnorrhiza pada viabilitas sel hela. Hasil dari penelitian ini diharapkan dapat 

memberikan informasi tambahan dalam rangka pengembangan pengobatan 

tradisional dari tanaman.  

 

1.2  Perumusan Masalah 

Adapun perumusan masalah dari penelitian ini adalah: 

1. Apakah jenis pelarut berpengaruh terhadap aktivitas antikanker 

ekstrak daun Bruguiera gymnorrhiza pada viabilitas sel Hela? 

2. Apakah variasi dosis berpengaruh terhadap aktivitas antikanker 

ekstrak daun Bruguiera gymnorrhiza pada viabilitas sel Hela? 

3. Apakah kombinasi jenis pelarut dan variasi dosis memberikan 

pengaruh terhadap aktivitas antikanker ekstrak daun Bruguiera 

gymnorrhiza  pada viabilitas sel Hela? 

 

1.3 Tujuan 

Adapun tujuan dari penelitian ini adalah: 

1. Mengetahui pengaruh jenis pelarut terhadap aktivitas antikanker 

ekstrak daun Bruguiera gymnorrhiza pada viabilitas sel Hela 

2. Mengetahui pengaruh variasi dosis terhadap aktivitas antikanker 

ekstrak daun Bruguiera gymnorrhiza pada viabilitas sel Hela 

3. Mengetahui kombinasi pengaruh jenis pelarut dan variasi dosis 

terhadap aktivitas antikanker ekstrak daun Bruguiera gymnorrhiza 

pada viabilitas sel Hela 
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1.4 Hipotesis 

H1:    - jenis pelarut yang berbeda memberikan pengaruh terhadap aktivitas 

antikanker ekstrak daun Bruguiera gymnorrhiza pada viabiltas sel Hela 

- variasi dosis memberikan pengaruh terhadap aktivitas antikanker 

ekstrak daun Bruguiera gymnorrhiza  pada viabilitas sel Hela 

- kombinasi pelarut dan variasi dosis memberikan pengaruh terhadap 

aktivitas antikanker ekstrak daun Bruguiera gymnorrhiza pada viabilitas 

sel Hela  

 

1.5 Kegunaan 

Kegunaan dari penelitian ini yaitu untuk meningkatkan kegunaan dari 

daun mangrove lindur (Bruguiera gymnorrhiza) yang dapat digunakan sebagai 

bahan pengobatan tradisional terkait kandungan senyawa bioaktif didalamnya 

sebagai senyawa antikanker. 

 

1.6 Jadwal Pelaksanaan  

Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Perekayasaan Hasil 

Perikanan Fakultas Perikanan dan Ilmu Kelautan, Laboratorium Hidrobiologi 

Fakultas Perikanan dan Ilmu Kelautan, Laboratorium Reproduksi Fakultas 

Perikanan dan Ilmu Kelautan, Laboratorium Biomedik Fakultas Kedokteran 

Universitas Brawijaya dan Pusat Penelitian Kimia - LIPI, Serpong. Waktu 

pelaksanaan penelitian pada bulan Februari-Juni 2016. 

 



 
 

2. TINJAUAN PUSTAKA 

 

2.1 Mangrove  

Mangrove merupakan vegetasi hutan yang tumbuh diantara pasang 

surut, tetapi juga dapat hidup pada pantai karang, pada dataran koral mati yang 

diatasnya ditimbuni selaput tipis pasir atau ditimbuni lumpur atau pantai 

berlumpur. Komunitas mangrove Indonesia memiliki keanekaragaman hayati 

tertinggi di dunia. Sekitar 89 jenis spesies mangrove yang tumbuh didunia, 

sekitar 51% spesies hidup di Indonesia (Subekti, 2012). Jenis mangrove yang 

banyak ditemukan di Indonesia antara lain adalah jenis api-api (Avicennia sp.), 

bakau (Rhizophora sp.), tanjang/ lindur (Bruguiera sp.), dan bogem atau pedada 

(Sonneratia sp.) yang merupakan tumbuhan mangrove utama. Daun tanaman ini 

mengandung saponin, alkaloid, flavonoid, senyawa polifenol yang hingga kini 

masi diteliti aktifitasnya sebagai antikanker (Warsinah et al., 2007). 

Mangrove mempunyai banyak sekali manfaat yang bersinggungan 

langsung dengan kehidupan manusia di daratan, mulai dari manfaat ekologi 

sampai dengan sumber pangan dan obat. Ekstrak dan bahan mentah dari 

mangrove telah banyak digunakan masyarakat pesisir untuk keperluan obat-

obatan alamiah. Mangrove kaya akan senyawa steroid, saponin, flavonoid, dan 

tanin (Purnobasuki, 2004). 

 

2.1.1. Klasifikasi dan Morfologi Bruguiera gymnorrhiza 

Bruguiera gymnorrhiza merupakan jenis mangrove yang dominan pada 

hutan mangrove. Tumbuh di salinitas rendah dan kering, serta tanah yang 

memiliki aerasi yang baik. Pohonnya selalu hijau dengan ketinggian kadang-

kadang mencapai 30 m. Akar seperti papan melebar ke samping di bagian 

pangkal pohon, juga memiliki sebagian akar lutut. Daun berkulit, berwarna hijau 
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pada lapisan atas dan hijau kekuningan pada bagian bawahnya dengan bercak 

hitam (ada juga yang tidak). Bentuk elips sampai elips-lanset ujung meruncing. 

Bunga bergelantung di ketiak daun (Noor et al., 2012). 

Menurut Zulaidah dan Subekti (2015), klasifikasi mangrove Bruguiera 

gymnorrhiza adalah sebagai berikut: 

Kingdom : Plantae 

Divisi : Magnoliophyta 

Kelas : Magnoliopsida 

Ordo : Myrtales 

Famili : Rhizophoraceae 

Genus : Bruguiera 

Spesies : Bruguiera gymnorrhiza (L.) Lamk. 

  
Gambar 1. Daun Bruguiera gymnorrhiza 

Sumber:  (Noor et al., 2012) 
 

2.2 Senyawa Bioaktif Brueguira gymnorhiza 

Senyawa bioaktif yang terkandung dalam Bruguiera gymnorrhiza antara 

lain flavonoid, alkaloid, steroid, terpenoid, saponin dan tanin. Dia et al, (2015) 

menyatakan, dari hasil penelitiannya ekstrak daun Bruguiera gymnorrhiza 

dengan pelarut yang berbeda terdeteksi komponen bioaktif flavonoid, tanin, 

fenol, terpenoid, steroid dan saponin. 
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2.2.1. Flavonoid  

Senyawa flavonoid adalah suatu kelompok senyawa fenol yang terbesar 

yang ditemukan dialam. Senyawa-senyawa ini merupakan zat warna merah, 

ungu dan biru dan sebagai zat warna kuning yang ditemukan dalam tumbuhan. 

Flavonoid mempunyai kerangka dasar karbon yang terdiri dari 15 atom karbon, 

dimana dua cincin benzen (C6) terikat pada suatu rantai propana (C3) sehingga 

membentuk suatu susunan C6-C3-C6 (Lenny, 2006). 

Flavonoid memiliki gugus hidroksi berkedudukan orto jika bereaksi 

dengan asam borat akan berfluoresensi kuning intensif dibawah sinar ultra violet 

dengan panjang gelombang 366 nm. Flavonoid mempunyai tipe yang beragam 

dan terdapat dalam bentuk bebas (aglikon) maupun terikat sebagai glikosida. 

Flavonoid umumnya memiliki ikatan dengan gugus gula yang menyebabkan 

flavonoid lebih mudah larut dalam air atau pelarut polar (Artini et al., 2013) 

 

2.2.2. Alkaloid  

Alkaloid merupakan senyawa metabolit sekunder yang bersifat basa dan 

mengandung unsur nitrogen heterosiklik. Alkaloid juga memiliki struktur molekul 

yang komplek serta mempunyai aktivitas farmaklogi (Huspa, 2009). Pada 

umumnya senyawa ini mengandung satu atau lebih atom nitrogen, biasanya 

dalam struktur gabungan atom nitrogen sebagai bagian dari sistem siklik 

(Harborne, 1984). 

Alkaloid adalah suatu golongan senyawa organik yang terbanyak 

ditemukan dialam. Hampir seluruh senyawa alkaloid berasal dari tumbuh-

tumbuhan dan tersebar luas dalam berbagai jenis tumbuhan. Semua alkaloid 

mengandung paling sedikit satu atom nitrogen yang biasanya bersifat basa dan 

dalam sebagian besar atom nitrogen ini merupakan bagian dari cincin heterosilik 

(Lenny, 2006). Menurut Astarina et al. (2013), alkaloid dapat ditemukan dalam 
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berbagai bagian tanaman, tetapi sering kali kadar alkaloid dalam jaringan 

tumbuhan kurang dari 1%. Hal ini yang dapat menyebabkan uji alkaloid 

memberikan hasil yang negatif. 

 

2.2.3. Steroid 

Steroid adalah molekul kompleks yang larut dalam lemak dengan 4 

cincin yang saling bergabung. Steroid yang paling banyak adalah sterol yang 

merupakan steroid alkohol. Kolesterol merupakan sterol utama pada jaringan 

hewan. Kolesterol dan senyawa turunan esternya, dengan lemaknya yang 

berantai panjang adalah komponen penting dari plasma lipoprotein dan dari 

membran sel sebelah luar. Membran sel tumbuhan mengandung jenis sterol lain 

terutama stigmasterol yang berbeda dari kolesterol hanya dalam ikatan ganda 

diantara karbon 22 dan 23 (Putranti, 2013). 

Senyawa steroid memiliki bioaktivitas yang penting, misalnya dalam 

pembentukan struktur membran, pembentukan hormon dan vitamin D, sebagai 

penolak dan penarik serangga dan sebagai antimikroba. Senyawa steroid dialam 

terdapat pada hewan dan tumbuhan. Steroid merupakan salah satu senyawa 

penting dalam bidang medis (Susilawati et al., 2013). 

 

2.2.4. Terpenoid  

Terpenoid adalah senyawa yang kerangka karbonnya berasal dari 6 

satuan isoprene dan secara biosintesis diturunkan dari hidrokarbon C30 asiklik, 

yaitu skualena. Terpenoid merupakan senyawa tanpa warna, berbentuk kristal, 

sering kali mempunyai titik leleh tinggi dan aktif optik yang umumnya sukar 

dicirikan karena  tak ada kereaktifan kimianya (Harborne, 1987). 

Sebagian besar terpenoid mempunyai kerangka karbon yang dibangun 

oleh dua atau lebih unit C-5 yang disebut unit isopren unit C-5 ini dinamakan 
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demikian karena kerangka karbonnya sama seperti senyawa isopren (Lenny, 

2006). Triterpenoid memiliki struktur siklik yang relatif kompleks dan kebanyakan 

merupakan alkohol, aldehid atau asam karboksilat. Komponen triterpenoid dan 

turunannya terdapat pada lapisan lilin daun tanaman (Sirait, 2007). 

 

2.2.5. Saponin  

Saponin adalah glikosida triterpena dan sterol yang telah terdeteksi 

dalam lebih dari 90 genus pada tumbuhan. Banyak saponin yang mempunyai 

satuan gula sampai 5 dan komponen yang umum ialah asam glukuronat. Adanya 

saponin dalam tumbuhan ditunjukkan dengan pembentukan busa yang mantap 

sewaktu mengekstraksi tumbuhan atau memekatkan ekstrak (Harbone, 1987). 

Saponin merupakan bentuk glikosida dari sapogenin sehingga akan 

bersifat polar. Saponin adalah senyawa yang bersifat aktif permukaan dan dapat 

menimbulkan busa jika dikocok dalam air. Timbulnya busa pada uji saponin 

menunjukkan adanya glikosida yang mempunyai kemampuan untuk membentuk 

buih dalam air yang terhidrolisis menjadi glukosa dan senyawa lainnya. Senyawa 

saponin tersebut akan cenderung tertarik oleh pelarut yang bersifat semi polar 

seperti metanol (Astarina et al., 2013). 

 

2.2.6. Tanin  

Tanin merupakan golongan senyawa polifenol yang sifatnya polar, dapat 

larut dalam gliserol, alkohol dan hidroalkoholik, air dan aseton, tetapi tidak larut 

dalam kloroform, protelium eter dan benzene. Struktur senyawa tanin tersusun 

atas atom-atom yang berbeda dan tanin memiliki momen dipol tidak sama 

dengan nol (µ ≠ 0) yang menyebabkan tanin bersifat polar, sehingga harus 

dilarutkan dengan pelarut yang bersifat polar (Lestari et al., 2014). 
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Tanin secara ilmiah didefinisikan sebagai senyawa polifenol yang 

mempunyai berat molekul tinggi dan mempunyai gugus hidroksil dan gugus 

lainnya (seperti alkohol) sehingga dapat membentuk kompleks dengan protein 

dan makromolekul lainnya dibawah kondisi lingkungan tertentu. Tanin digunakan 

sebagai zat pewarna, bahan pengawet minuman dan bahan baku pembuatan 

obat-obatan (Danarto et al., 2011). 

Warsinah et al. (2007) mengatakan, daun Bruguiera gymnorrhiza 

merupakan salah satu tanaman yang berpotensi sebagai antikanker. Daun 

tanaman ini mengandung saponin, alkaloid, flavonoid dan senyawa polifenol. 

Secara sinergis senyawa tersebut mampu menghambat cell cycle progression 

dari sel Hela. 

 

2.3 Ekstraksi 

Ekstraksi merupakan suatu metode yang digunakan bertujuan untuk 

suatu komponen atau suatu senyawa dari campurannya dengan menggunakan 

suatu bahan pelarut (solven) yang mampu memisahkan senyawa yang 

diinginkan. Proses pemisahan dengan cara ekstraksi terdiri dari tiga langkah 

yaitu proses pencampuran bahan dengan pelarut, proses pembentukan fase 

seimbang, dan ketiga proses pemisahan kedua fase seimbang. Pelarut yang 

digunakan harus sesuai dengan sifat senyawa yang akan diekstraksi agar proses 

ekstraksi lebih maksimal (Maulida dan Zulkarnaen, 2010). 

Prinsip dari ekstraksi adalah memisahkan komponen yang terdapat 

pada bahan yang akan diekstraksi dengan menggunakan pelarut tertentu. 

Ekstraksi dengan menggunakan pelarut dilakukan dengan mencampurkan bahan 

yang akan diekstraksi dengan pelarut yang digunakan selama waktu tertentu. 

Kemudian dilanjutkan dengan penyaringan bertujuan untuk memisahkan filtrat 

dengan residu bahan yang diekstrak (Septiana dan Asnani, 2012).  
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Ekstraksi menggunakan metode maserasi merupakan metode ekstraksi 

yang mudah dan sederhana dengan hasil yang baik (Sari et al., 2012). Proses 

maserasi dengan perendaman pelarut dalam suhu ruang dapat mengekstraksi 

senyawa alami bahan akibat perbedaan tekanan di dalam dan di luar sel yang 

menyebabkan dinding sel serta membran sel terpecah. Setelah dinding sel dan 

membran sel pecah kemudian senyawa metabolit sekunder yang ada di dalam 

sitoplasma akan ikut terlarut dalam pelarut organik yang digunakan (Hijaz, 2009). 

Metode ekstraksi yang digunakan dalam penelitian ini adalah maserasi bertingkat 

dengan pelarut N-heksan, etil asetat dan metanol. Penggunaan pelarut yang 

berbeda dimaksudkan untuk mendapatkan atau memisahkan ekstrak tumbuhan 

berdasarkan sifat kepolarannya (Diastuti dan Suwandri, 2009). 

 

2.3.1. N-heksan 

Heksana merupakan senyawa hidrokarbon alkana, rumus kimia dari 

senyawa ini adalah C6H14 isomer utama n-heksana memiliki rumus 

CH3(CH2)4CH3. Penamaan senyawa ini diawali dengan heks- mengacu pada 

struktur yang mengandung enam karbon atom pada heksana.  Akhiran -ana 

berasal dari alkana yang mengacu pada ikatan tunggal penghubung antara 

atom-atom karbon tersebut. Sifat dari n-heksan adalah non polar (Maulida dan 

Zulkarnaen, 2010).   

Tabel 1. Sifat-sifat N-heksan 

Karakteristik Keterangan 

Nama  Heksana 
Rumus molekul C6H14 
Struktur molekul 

 
Berat molekul 86, 2 g/mol 
Bentuk warna Tak berwarna 
Densitas 0,6603 g/ml 
Titik lebur -95oC (-139oF) 
Titik leleh 69oC (156oF) 

Sumber: (Munawaroh dan Handayani, 2010) 
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2.3.2. Etil Asetat 

Etil asetat merupakan pelarut bersifat semipolar, apabila pelarut ini 

digunakan pada saat ekstraksi senyawa yang bersifat polar menengah akan 

larut. Pelarut ini merupakan senyawa organik yang mempunyai rumus kimia 

CH3COOC2H5. Etil asetat yaitu senyawa yang tergolong ester dari etanol dan 

asam asetat. Pelarut ini bersifat polar menengah maka mudah menguap, tidak 

beracun dan tidak higroskopis (Kumala, 2013).  

Tabel 2. Sifat-sifat Etil Asetat 

Karakteristik Keterangan 

Nama  Etil asetat 
Rumus molekul C4H6O2 

Struktur molekul 

 
Berat molekul 88,11 g/mol 
Bentuk fisik Cairan tidak berwarna 
Titik didih 77,1oC 
Titik lebur -84oC 
Densitas 0,900320 g/cm3 

kelarutan Larut dalam air, miisibel dalam etanol, 
dan dietil eter, larut dalam aseton dan 
benzene 

Sumber: BPOM (2011) 

 

2.3.3. Metanol  

Metanol atau metil alkohol merupakan bentuk alkohol paling sederhana. 

Metanol digunakan sebagai bahan pendingin anti beku, pelarut, bahan bakar dan 

sebagai bahan additif bagi etanol industri. Metanol diproduksi secara alami oleh 

metabolisme anaerobik oleh bakteri. Hasil proses tersebut adalah uap metanol 

(dalam jumlah kecil) diudara (Hikmah dan Zuliyana, 2010).  Pane (2013), 

menyatakan pelarut metanol merupakan pelarut yang banyak digunakan untuk 

ekstraksi senyawa-senyawa organik, karena metanol dapat mengikat senyawa 

yang bersifat polar. 
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Tabel 3. Sifat-sifat Metanol 

Karakteristik Keterangan 

Nama  Metanol  
Sinonim  Metil alkohol (Methyl alcohol) 
Rumus molekul CH4 ; CH3OH 
Struktur molekul 

 
Massa molekul 32,04 g/mol 
Wujud cairan tidak berwarna 
Specific gravity 0,7918 
Titik leleh -97oC, -142,9oF (176 K) 
Titik didih 64,7oC, 148,4oF (337,8 K) 
Kelarutan dalam air Sangat larut 

Keasaman (pKa) -15,5 

Sumber: (Perry dan Green, 1984) 
 

2.4 Fitokimia 

Fitokimia merupakan senyawa kimia yang terdapat dalam suatu 

simplisia tumbuhan. Uji fitokimia dapat digunakan untuk membuktikan ada 

tidaknya senyawa kimia tertentu dalam tumbuhan untuk dapat dikaitkan dengan 

aktivitas biologinya sehingga dapat membantu langkah-langkah fitofarmakologi 

(Artini et al., 2013). 

Uji fitokimia dilakukan juga untuk mengetahui kandungan metabolit 

sekunder dari suatu organisme. Para peneliti yang telah melakukan uji fitokimia 

mengungkapkan bahwa terdapat tingginya keragaman dari metabolit sekunder 

yang berasal dari tanaman. Keragaman yang ditemukan terdiri dari 21.000 

alkaloid, 700 asam amino, 200 glukosida cyanogenic dan glucosinolates, 20.000 

terpenoid, 10.000 polifenol, 1.500 polyacetyletes dan asam lemak (Wink, 2013). 

 

2.5 Total Fenol 

Fenol adalah senyawa yang berasal dari tumbuhan yang mengandung 

cincin aromatik dengan satu atau 2 gugus hidroksil. Fenol cenderung mudah 

larut dalam air karena berikatan dengan gula sebagai glikosida atau terdapat 
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dalam vakuola sel (Harborne, 1987). Fenolik adalah bagian dari metabolit 

sekunder yang melimpah di jaringan tumbuhan. Polifenol mempunyai sifat 

antioksidan yang kuat dan dapat mencegah stress oksidatif yang berhubungan 

dengan penyakit kanker yang disebabkan oleh radikal bebas yang merusak sel, 

kondisi patologis dan kematian sel. Polifenol sebagai antioksidan memiliki 

beberapa tindakan biologis tertentu dalam mencegah atau mengobati penyakit 

(Dai, 2010).  

Pengujian total fenol bertujuan untuk menentukan total senyawa 

fenolik yang terkandung didalam sampel, sehingga diduga bila kandungan 

senyawa fenolik didalam sempel tinggi maka aktivitas antioksidannya akan tinggi. 

Analisis ini menggunakan kurva standar yang dipersiapkan dengan 

menggunakan asam galat (Djapiala et al., 2013).  

 

2.6 Toksisitas Brine Shrimp Lethality Test 

Uji toksisitas dimaksudkan untuk memaparkan adanya efek toksik dan 

menilai batas keamanan suatu senyawa. Pengukuran toksisitas dapat ditentukan 

secara kuantitatif yang menyatakan tingkat keamanan dan tingkat berbahaya zat 

tersebut (Baraja, 2008).  

Brine Shrimp Lethality Test (BSLT)  merupakan salah satu metode uji 

praskrining atau pendahuluan untuk mendapatkan aktivitas biologis yang 

sederhana untuk menentukan tingkat toksisitas akut suatu senyawa atau ekstrak 

dengan menggunakan Artemia salina sebagai hewan uji. Artemia salina yang 

digunakan berada pada tahap nauplii atau tahap larva. Hal ini dikarenakan 

Artemia salina pada tahap nauplii sangat mirip dengan sel manusia (Meyer, 

1982). Metode BSLT  sering digunakan dalam memandu pencarian senyawa 

antikanker yang berasal dari tumbuhan. Metode ini merupakan metode biossay 

yang cepat, murah, dapat dipercaya dan hasil yang diperoleh sering 
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dihubungkan dengan aktivitas sitotoksik yang merupakan syarat utama obat-obat 

antitumor (Prasetyorini et al., 2011).  

 

2.7 Kanker Serviks 

Kanker atau karsinoma adalah pembentukan jaringan baru yang 

abnormal dan bersifat ganas (maligne). Suatu kelompok sel yang tiba-tiba 

menjadi liar dan memperbanyak diri secara pesat dan terus menerus (proliferasi). 

Kanker terbentuk karena adanya mutasi pada biosintesis sel, yaitu kekeliruan 

urutan DNA karena terpotong, tersubstitusi atau ada pengaturan kembali. 

Adanya adisi dan integrasi bahan genetik virus ke dalam gen serta adanya 

perubahan ekspresi genetik. Sel-sel kanker ini dapat menginfiltrasi jaringan 

sekitarnya dan memusnahkannya. Kanker primer sering kali menyebarkan sel-

selnya melalui saluran darah dan limfe ke tempat lain di tubuh (metastase), untuk 

selanjutnya berkembang menjadi kanker sekunder (Huspa, 2009). 

Menurut Muaja et al. (2013), kanker merupakan penyakit yang tidak 

diketahui penyebabnya secara pasti, tetapi dipengaruhi oleh banyak faktor 

seperti merokok atau terkena paparan asap rokok, mengkonsumsi alkohol, 

obesitas dan diet tidak sehat, kurang aktivitas fisik dan infeksi yang berhubungan 

dengan kanker. Kanker dapat dicegah dengan mengurangi faktor risiko 

terjadinya kanker tersebut. Salah satu kanker yang banyak di derita oleh wanita 

di dunia yaitu kanker serviks. 

Sel kanker leher rahim (serviks) merupakan kanker yang menempati 

posisi pertama diantara sepuluh kanker primer yang melanda wanita Indonesia. 

Sel Kanker leher rahim terjadi akibat infeksi Human Papillomavirus (HPV 18) 

sehingga mempunyai sifat yang berbeda dengan sel leher rahim normal. Sel 

kanker leher rahim yang diinfeksi HPV diketahui mengekspresikan 2 onkogen, 

yaitu E6 dan E7. Kedua onkogen tersebut merupakan protein yang dapat 
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menghambat ekspresi gen p53 sebagai gen penekan kanker. Pada peristiwa ini 

onkogen lebih tinggi dibandingkan p53 sehingga proliferasi sel kanker menjadi 

tidak terkendali (Puji et al., 2011). 

 

2.8 Sel Hela 

Sel Hela merupakan cell line yang tumbuh sebagai sel yang semi 

melekat. Sel Hela diturunkan dari sel epitel kanker serviks manusia. Sel ini 

pertama kali diisolasi pada tahun 1951 dari seorang wanita bernama Henricta 

Lacks. Pada saat isolasi, sel kanker mencerminkan terjadinya kekacauan siklus 

sel. Sel kanker melakukan kekacauan pada sembarang titik dalam siklus. Sel ini 

juga dapat membelah secara tidak terbatas pada saat sel diberi pasokan nutrien 

secara terus menerus, sel ini akan menjadi abadi (Campbell et al., 2002). 

Sel kanker leher rahim (sel Hela) terjadi akibat infeksi Human 

Papillomavirus (HPV 18) sehingga mempunyai sifat yang berbeda dengan sel 

leher rahim normal. Sel kanker leher rahim yang diinfeksi HPV diketahui 

mengekspresikan 2 onkogen, yaitu E6 dan E7. Kedua onkogen tersebut 

merupakan protein yang dapat menghambat ekspresi gen p53 sebagai gen 

penekan kanker. Pada peristiwa ini onkogen lebih tinggi dibandingkan p53 

sehingga proliferasi sel kanker menjadi tidak terkendali (puji et al., 2011) 

Sel Hela dapat tumbuh dengan agresif dalam media kultur. Media yang 

digunakan mengandung nutrisi yang cukup untuk pertumbuhan sel, meliputi 

asam amino, vitamin, garam-garam anorganik, dan glukosa. Pada media 

ditambahkan serum yang mengandung hormon-hormon yang mampu memacu 

pertumbuhan sel, dan mineral yang berfungsi kofaktor enzim (Freshney, 1987). 
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2.9 Liquid Chromatography Mass Spectrometry (LCMS) 

Liquid Chromatography Mass Spectrometry (LCMS) adalah suatu teknik 

analisis kimia yang mempunyai kemampuan pemisahan yang sangat bagus 

karena mempunyai sensitivitas dan spesifisitas yang sangat tinggi karena teknik 

ini menggunakan kombinasi tandem kromatografi cair dan spektroskopi massa. 

LCMS sangat umum digunakan dalam studi farmakokinetika terutama dalam hal 

pengembangan obat. Selain itu, LCMS juga dapat digunakan untuk dereplikasi 

bahan alam, skrining bioafinitas, skrining in vivo, stabilitas metabolit, identifikasi 

degradant, kualitas kontrol dan kuantitatif bioanalisis suatu obat (Khairan et al., 

2009). 

Uji LCMS dilakukan untuk mengidentifikasi senyawa yang terkandung 

pada tanaman. Analisis LCMS menggunakan ion positif dengan sistem ESI-MS. 

Senyawa yang terkandung pada sampel akan ditampilkan dalam bentuk puncak 

dengan waktu retensi yang berbeda-beda. Luas area puncak yang terukur dapat 

menggambarkan senyawa yang terkandung dalam sampel disertai dengan berat 

molekul (Lisdawati et al., 2007). 

 



 
 

3. METODE PENELITIAN 

3.1. Bahan Dan Alat Penelitian 

3.1.1. Bahan Penelitian 

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah daun mangrove 

Bruguiera gymnorrhiza didapatkan dari pantai cengkrong, Trenggalek. Daun 

yang digunakan berwarna hijau segar. Pelarut yang digunakan adalah pelarut n-

heksan, etil asetat dan metanol. Pada pengujian fitokimia bahan yang digunakan 

asam sulfat 2N, asam sulfat pekat, reagen meyer, serbuk Mg, kloroform, asam 

asetat anhidrat, Fe3 klorida dan etanol. Pada pengujian toksisitas menggunakan 

bahan artemia, air laut, n-heksan, etil asetat, metanol dan hasil dari ekstrak 

masing-masing pelarut. Pada pengujian viabilitas sel Hela bahan yang digunakan 

adalah sel Hela yang dikultur didapatkan dari Laboratorium Biomedik Fakultas 

Kedokteran Universitas Brawijaya, media Roswell Park Memorial Institute 

Medium (RPIM) sebagai media kultur sel Hela, DMSO dan pada tahap 

pewarnaan sel Hela menggunakan MTT. 

 

3.1.2. Alat Penelitian 

Alat yang digunakan dalam proses ekstraksi adalah oven, Rotary 

evaporator, labu evaporator, timbangan digital, gelas ukur, corong, loyang, botol 

kaca dan spatula. Pada pengujian fitokimia menggunakan alat tabung reaksi, rak 

tabung reaksi, beaker glass 500 ml, spatula, timbangan digital, pipet tetes dan 

pipet volume. Pada pengujian toksisitas menggunakan alat beaker glass 1000 

ml, toples kaca, aerator, selang aerator, micropipet, pipet tetes, cover glass dan 

botol vial. Proses uji sitoksisitas sel Hela menggunakan alat tabung cryo, Laminar 

air-flow, waterbath dan tabung gas CO2, mikroskop Inverted, filter 0,2 µm, spet, 

sumuran, spiritus, sentrifius, micropipet dan Elisa reader. 
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3.2. Metode Penelitian 

Metode yang digunakan dalam penelitian ini adalah metode eksperiman. 

Penelitian eksperimen merupakan metode yang cukup kuat untuk 

mengungkapkan hubungan antara sebab dan akibat (Budiarto dan Dewi, 2003). 

Menurut Darmono et al (2012), menyatakan kajian eksperimen adalah kajian 

empiris dan menggunakan analisis dengan bantuan statistik untuk menguji 

hipotesis. Penelitian yang menggunakan pendekatan empiris sebenarnya cukup 

ringkas dan jelas. Pada penelitian tersebut bisa menggunakan lebih dari 1 

hipotesis kemudian mengumpulkan data, menggunakan tes statistik untuk 

menguji hipotesis, menulis hasil, menyimpulkan dan menyarankan pada 

penelitian lain untuk memperluas hasil penelitian. 

 

3.3. Penelitian Pendahuluan 

Tujuan dari penelitian pendahuluan yaitu untuk mendapatkan ekstrak 

kasar dari masing-masing bagian mangrove yaitu daun, kulit batang dan buah 

lindur (Bruguiera gymnorrhiza) yang kemudian diuji fitokimia untuk mengetahui 

kandungan fitokimia yang terbaik secara kualitatif. 

Hasil penelitian pendahuluan didapatkan hasil uji fitokimia sebagai 

berikut: daun lindur positif mengandung alkaloid, steroid, terpenoid dan negetif 

saponin dan flavonoid. Kulit batang lindur positif mengandung alkaloid, saponin, 

flavonoid, flavonoid, steroid, dan terpenoid. Sedangkan buah lindur positif 

mengandung alkaloid, saponin, steroid, terpenoid dan negatif flavonoid.  

Kesimpulan dari penelitian pendahuluan diketahui daun, kulit batang dan 

buah mengandung senyawa yang diduga sebagai agen antikanker yaitu steroid, 

terpenoid dan alkaloid. Daun lindur (Bruguiera gymnorrhiza) dipilih sebagai 

sampel pada penelitian utama karena keberadaannya yang melimpah sehingga 

mudah didapatkan. Buah lindur (Bruguiera gymnorrhiza) tidak dipilih karena 
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keberadaannya yang musiman akan lebih sulit untuk mendapatkannya. Hasil 

penelitian pendahuluan dapat dilihat pada Lampiran 1. 

 

3.4. Prosedur Penelitian Utama 

3.4.1. Proses Ekstraksi  

Hal pertama yang dilakukan yaitu daun  Bruguiera gymnorrhiza dicuci 

dengan air mengalir agar bersih dari kotoran. Daun Bruguiera gymnorrhiza yang 

telah dicuci kemudian disobek atau diperkecil ukurannya agar lebih mudah saat 

pengovenan. Setelah itu daun dimasukkan kedalam loyang untuk dioven. Proses 

pengovenan daun Bruguiera gymnorrhiza menggunakan suhu 40oC selama 2 

hari agar kadar air dalam bahan berkurang. Hasil serbuk daun Bruguiera 

gymnorrhiza didapatkan dari bahan yang telah kering dan diblender.  

Setelah didapatkan sampel serbuk kemudian dilakukan ekstraksi. 

Proses ekstraksi dilakukan berdasarkan penelitian Apriyanto et al., (2012). 

ekstraksi pertama  dilakukan dengan menggunakan pelarut n-heksan (non polar). 

Perbandingan antara serbuk daun Bruguiera gymnorrhiza dengan pelarut n-

heksan adalah 1:5 (150 g sampel : 750 ml pelarut). Selanjutnya sampel dan 

pelarut dimasukkan ke dalam botol kaca. kemudian dilakukan pengocokan 

sampel dengan menggunakan tangan selama ± 2 jam. Tujuan pengocokan agar 

senyawa bioaktif dapat terserap maksimal oleh pelarut. Kemudian sampel 

didiamkan selama 2x24 jam agar senyawa bioaktif yang bersifat non polar dapat 

terserap dengan baik dan dikocok kembali setiap 6 jam. Selanjutnya dilakukan 

penyaringan menggunakan kertas saring sehingga didapatkan filtrat dan residu. 

Filtrat yang dihasilkan kemudian dievaporasi dengan menggunakan rotary 

evaporator untuk menguapkan pelarut sehingga didapatkan ekstrak mangrove 

Bruguiera gymnorrhiza. Setelah didapatkan ekstrak dilanjutkan dengan memberi 

gas nitrogen agar pelarut pada hasil ekstrak benar benar hilang atau menguap. 
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Residu hasil dari penyaringan dilakukan ekstraksi kembali dengan menggunakan 

pelarut yang berbeda kepolarannya yaitu etil asetat (semi polar). Proses 

ekstraksi dilakukan sama seperti saat mengekstraksi dengan pelarut n-heksan. 

kemudian disaring dan didapatkan filtrat dan residu. Filtrat dievaporator dan 

nitrogen. Selanjutnya residu dilakukan ekstraksi kembali dengan menggunakan 

pelarut metanol (polar). Proses ekstraksi dilakukan sama seperti sebelumnya. 

Kemudian disaring dan didapatkan filtrat dan residu. Selanjutnya filtrat 

dievaporator dan dinitrogen. Sehingga didapatkan ekstrak pekat dari ketiga 

pelarut. Diagram alir proses ekstraksi dapat dilihat pada Gambar 2. 
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Gambar 2. Proses Ekstraksi 

Serbuk daun Mangrove Bruguiera gymnorhiza dimasukkan dalam botol kaca 
 

Ditambahkan pelarut  n-heksan 750 ml (1:5 g/ml) 

Disaring  

Dikocok dengan tangan ± 2 jam lalu diamkan 2x24 jam dan 

dikocok kembali setiap 6 jam 

residu 

Ditambahkan pelarut etil asetat (1:5 g/ml) 

Disaring  

Dikocok dengan tangan ± 2 jam lalu diamkan 

2x24 jam dan dikocok kembali setiap 6 jam 
 

Filtrat 

Evaporasi  

Ekstrak n-heksan pekat  

Diuapkan sisa pelarut 

dengan nitrogen  

filtrat 

Evaporasi  

Ekstrak etil asetat pekat   

Diuapkan sisa pelarut 
dengan nitrogen  

residu 

Ditambahkan dalam pelarut metanol (1:5 g/ml) 

Disaring  

Dikocok dengan tangan ± 2 jam lalu diamkan 
2x24 jam dan dikocok kembali setiap 6 jam 

 

filtrat 

Evaporasi  

Ekstrak metanol pekat  

Diuapkan sisa pelarut dengan nitrogen  
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3.4.2. Uji Kadar Air  

Kadar air diuji dengan prinsip pengeringan bahan dengan menggunakan 

oven bersuhu hingga 100o -105oC. Efisiensi dari metode ini tergantung dari 

penggunaan tekanan pada oven serendah mungkin dan pemindahan uap air dari  

oven secepat mungkin (Sudarmadji et al., 1984).  

Uji kadar air diawali dengan botol timbang dan tutupnya dioven pada 

suhu 105oC selama 24 jam kemudian dimasukkan kedalam desikator selama 15 

menit kemudian ditimbang (berat A). Selanjutnya sampel ditimbang sebanyak 2 

gram (berat B) dan dimasukkakn kedalam botol timbang yang sudah dioven. Lalu 

dioven selama 4 jam dengan keadaan tutup setengah terbuka. Kemudian 

dinginkan didalam desikator selama 15 menit dan ditimbang (berat C). Panaskan 

lagi didalam oven selama 30 menit. Kemudian dinginkan didalam desikator 

selama 15 menit dan ditimbang. Perlakuan ini dilakukan hingga tercapai berat 

konstan (selisih penimbangan berturut-turut kurang dari 0,2 mg). Proses uji kadar 

air dapat dilihat pada Gambar 3. 

 
Gambar 3. Proses Uji Kadar Air 

Botol timbang dioven pada suhu 105oC selama 24 jam 

Di masukkan ke desikator selama 15 menit dan Ditimbang 
dengan menggunakan timbangan analitik dan ditulis berat A 

Sampel Bruguiera gymnorhiza ditimbang 2  gram dan ditulis berat B 

Sampel dimasukkan kedalam botol timbang dan dioven selama 4 jam 

Di masukkan ke desikator selama 15 menit  lalu Sampel dan 
botol timbang ditimbang dan dicatatat sebagai berat C 

Hasil 
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3.4.3. Uji Fitokimia  

Parameter pengujian fitokimia antara lain uji flavonoid, alkaloid, steroid, 

terpenoid, saponin dan tanin. 

a. Flavonoid  

Pengujian flavonoid dilakukan berdasarkan penelitian Harborne, (1987). 

Ekstrak dari Bruguiera gymnorrhiza diambil sebanyak ± 1 ml dimasukkan 

kedalam tabung reaksi, lalu ditambahkan 0,2 gram serbuk Mg, Hcl pekat 5 tetes 

dan etanol sebanyak 2 ml. Kemudian dikocok, apabila terbentuk warna jingga 

sampai merah pada sampel menunjukkan adanya flavonoid.  

b. Alkaloid  

Pengujian alkaloid dilakukan berdasarkan penelitian Jacoeb et al. 

(2013). Ekstrak dari Bruguiera gymnorrhiza dimasukkan kedalam tabung reaksi 

sebanyak ± 1 ml dan ditambahkan 5 ml HCl dan reagen mayer 3 tetes. Kemudian 

dikocok dan didiamkan. Apabila terbentuk endapan putih sampai kuning 

menunjukkan adanya senyawa alkaloid. 

c. Steroid/terpenoid  

Pengujian steroid/terpenoid dilakukan berdasarkan penelitian Jacoeb et 

al. (2013). Ekstrak dari Bruguiera gymnorrhiza dimasukkan kedalam tabung 

reaksi sebanyak ± 1 ml. Lalu ditambahkan kloroform sebanyak 0,5 ml, kemudian 

ditambahkan 0,5 ml asam asetat anhidrat dan  2 ml asam sulfat pekat, kemudian 

dikocok. Apabila terbentuk warna hijau kebiruan menunjukkan adanya steroid 

dan apabila terbentuk cincin kecoklatan menunjukkan adanya senyawa 

terpenoid. 

d. Saponin  

Pengujian saponin dilakukan berdasarkan penelitian harborne, (2012). 

Ekstrak dari Bruguiera gymnorrhiza dimasukkan kedalam tabung reaksi 

sebanyak ± 1 ml. Kemudian ditambahkan aquades 1 ml, lalu dikocok. Apabila 
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terbentuk busa stabil kurang dari 10 menit. Maka sampel mengandung senyawa 

saponin. 

 

3.4.4. Uji Total Fenol  

Pengujian total fenol dilakukan berdasarkan penelitian Ratnayanti et al. 

(2012), langkah pertama adalah membuat larutan stok asam galat dengan 

konsentrasi 100 ppm (mg/L) dibuat dengan cara melarutkan 0,01 g asam galat 

kedalam labu ukur 100 mL dan ditambahkan akuades hingga tanda batas. 

Diambil sebanyak 0; 0,2; 0,4; 0,8 mL dari larutan stok asam galat 100 ppm dan 

kemudian masing-masing kedalamnya ditambahkan reagen folin sebanyak 0,8 

mL, dimasukkan pada labu ukur 10 mL. Kemudian ditambahkan Na2CO3 5% 

hingga mencapai tanda batas, sehingga menghasilkan larutan standar dengan 

konsentrasi 0; 2; 4; 8 ppm. Masing-masing larutan didiamkan selama 60 menit, 

dan absorbansinya diukur pada panjang gelombang 760 nm. Dengan 

mengalurkan absorbansi terhadap konsentrasi, dapat diperoleh kurva kalibrasi 

dengan persamaan regresi y = bx + a. Hasil yang diperoleh dibuat dalam bentuk 

kurva, sebagai sumbu y adalah absorbansi dan panjang gelombang cahaya 

sebagai sumbu x. Dari kurva tersebut dapat ditentukan panjang gelombang yang 

memberikan serapan maksimum. 

Langkah kedua adalah pegujian total fenol. Sampel ekstrak daun 

Bruguiera gymnorrhiza sebanyak 0,2 g ditimbang dan dilarutkan dengan metanol 

85% dalam labu ukur 10 mL sampai tanda batas. Campuran tersebut kemudian 

disaring dan filtratnya dipipet 1,0 mL. Selanjutnya ditambahkan dengan reagen 

folin 0,8 mL dan dimasukkan pada labu ukur 10 mL. Setelah itu dikocok dan 

ditambahkan Na2CO3 5% hingga tanda batas, sehingga volume total larutan 

menjadi 10 mL. Larutan didiamkan selama 60 menit, dan serapannya diukur 

pada panjang gelombang maksimum. Pengukuran dilakukan pengulangan 
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sebanyak 6 kali. Konsentrasi senyawa fenolat dalam sampel dapat ditentukan 

dengan mengalurkan absorbansi sampel pada kurva kalibrasi. 

Perhitungan kandungan fenolik total menggunakan rumus sebagai 

berikut: 

TPC =  
C. V. fp

g
 

Keterangan: 
C = Konsentrasi fenolik 
V = Volume ekstrak yang digunakan (ml) 
fp = Faktor pengenceran 
g = Berat sampel yang digunakan (g) 

 

3.4.5. Uji Toksisitas  

Uji toksisitas dilakukan berdasarkan pada penelitian Diastuti et al. 

(2009), dengan menggunakan hewan uji larva Artemia salina. Proses uji ini 

diawali dengan penyiapan hewan uji larva Artemia salina. Telur Artemia salina 

sebanyak 1 gram dimasukkan ke dalam air laut sebanyak 1 liter dan diaerasi 

selama 48 jam. Kemudian disiapkan larutan induk 2000 ppm dengan melarutkan 

sampel 0,04 gram didalam air laur 20 ml. Selanjutnya dari larutan induk diambil 

sesuai konsentrasi 1000, 500, 250, 125, 62,5 dan 31,25 ppm dimasukkan ke 

dalam botol vial dan ditambahkan air laut sampai volume 5 ml. Kontrol positif 

dengan penambahan air laut dan kontrol negatif dengan menggunakan pelarut n-

heksan, etil asetat, metanol dan DMSO. Kemudian dimasukkan 10 ekor larva 

Artemia salina pada setiap botol vial. Selanjutnya setelah 24 jam dilakukan 

pengamatan jumlah larva Artemia salina yang mati. Larva Artemia salina yang 

mati kemudian dihitung nilai LC50 dari masing-masing ekstrak yang diperoleh dari 

hasil perhitungan log konsentrasi terhadap nilai probit.  
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3.4.6. Uji Viabilitas Sel Hela  

Uji sitotoksisitas bertujuan untuk mengetahui pengaruh perbedaan 

pelarut dan penambahan dosis yang berbeda ekstrak daun Bruguiera 

gymnorrhiza tehadap kehidupan sel kanker. Sel kanker yang digunakan adalah 

sel Hela yaitu sel dari kanker serviks. Kultur sel Hela sering digunakan sebagai 

model dalam penelitian karena tumbuh cepat sehingga mampu memproduksi 

lebih banyak sel dalam satu flask dan merupakan sel manusia yang umum 

digunakan untuk kepentingan kultur sel (Ningrum, 2011). 

Uji viabilitas sel Hela dilakukan dengan metode MTT Assay. Prinsip dari 

metode ini adalah mengetahui kerusakan sel secara mikroskopik yang 

dikombinasikan dengan penghitungan jumlah sel. Sel yang hidup akan tampak 

berwarna biru dengan nukleus tercat lebih gelap, sedangkan sel yang mati tidak 

akan tercat. Pada uji ini diawali dengan proses thawing freezing sel Hela 

kemudian proses uji sitotoksisitas (Diastuti et al., 2009). 

1. Proses thawing freezing sel Hela 

Thawing Freezing Sel Hela diawali dengan mengeluarkan crytube atau 

tabung cryo yang terdapat sel Hela dari nitrogen tank dan dibawa ke dalam LAF 

(Laminar Air Flow) agar tidak terkontaminasi. Sebelumnya semprot seluruh 

peralatan yang digunakan untuk kultur dengan alkohol 70%. Selanjutnya tabung 

cryo di thawing sampai es yang didalamnya mencair. Pindahkan isi tabung cryo 

ke dalam flask kultur 25 cm2 yang telah berisi 10-15 ml MC. Sel kemudian 

diinkubasi dengan kelembapan CO2 5% suhu 37oC. Penggunaan suhu 37oC 

bertujuan agar sel dapat tumbuh maksimal, sedangkan suasana CO2 5% 

bertujuan untuk menjaga pH sel agar sesuai dengan pH media yang digunakan. 

Media diganti setiap 2-3 hari sekali.  Media digunakan untuk mencukupi 

kebutuhan nutrisi sel. Proses thawing freezing sel Hela dapat dilihat pada 

Gambar 4. 
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Gambar 4. Proses thawing freezing sel Hela 

2. Proses uji sitotoksisitas 

Dosis yang digunakan pada semua pelarut untuk uji viabilitas sel Hela 

yaitu 500 ppm, 250 ppm, 125 ppm, 62,5 ppm dan 31,25 ppm. Pembuatan dosis 

diawali dengan pembuatan larutan induk konsentrasi 1000 ppm. Pembuatan 

larutan induk dengan melarutkan ekstrak daun Bruguiera gymnorrhiza ke dalam 

DMSO. Perhitungan pembuatan larutan induk dapat dilihat pada Lampiran 6. 

Selanjutnya larutan uji disaring dengan filter 0,2 µm. Lalu dimasukkan dalam 

conical steril ditutup dengan parafilm, dan disimpan dalam lemari es. Pembuatan 

larutan uji dilakukan didalam laminar air flow cabinet secara aseptis agar tidak 

terkontaminasi. 

Suspensi sel uji yang digunakan sebanyak 100 µL didistribusikan ke 

dalam sumuran pada 96-well plate, ditambah sampel uji pada kadar masing-

masing 500 ppm, 250 ppm, 125 ppm, 62,5 ppm dan 31,25 ppm. Sebagai kontrol 

medium digunakan 100 µL suspensi sel ditambahkan medium. Pada kontrol 

negatif diberi penambahan DMSO. Selanjutnya diinkubasi selama 24 jam. 

Kemudian ditambahkan 10 µL MTT  sebagai pewarnaan DNA. Pengecetan DNA 

Semprot seluruh peralatan yang digunakan untuk kultur dengan alkohol 

70% sebelum masuk ke dalam LAF 

Tabung cryo dithawing di waterbath sampai es yang didalamnya 

separuh mencair (2 menit) 

Cyrotube atau tabung cryo yang didalamnya terdapat sel Hela 

dikeluarkan dari nitrogen tank dan dibawa ke dalam LAF 

Pindahkan isi tabung cryo kedalam flask kultur 25 cm2 yang 

telah berisi 10-15 ml MC, Inkubasi 1 X 24 jam dalam inkubator 

dengan kelembapan CO2 5% 370C 

Ganti media kultur 2-3 hari sekali 
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perlu dilakukan untuk menunjukkan bahwa sel yang mati benar-benar 

disebabkan oleh efek toksik dari ekstrak yang diujikan, bukan dari pemberian 

dosis atau kadar yang terlalu tinggi.  

Sel diinkubasi selama 3 jam sampai terbentuk kristal ungu pada setiap 

sumuran. Sel uji yang hidup akan bereaksi dengan MTT membentuk warna ungu. 

Reaksi MTT dihentikan dengan reagen stopper. Serapan absorbansi dibaca 

dengan menggunakan alat microplate plate reader (elisa reader). Pengamatan 

sel yang mati dan hidup dengan menggunakan mikroskop inverted. Tingkat 

sitoksisitas ekstrak uji terhadap sel kanker dapat dinyatakan dengan nilai LC50. 

Data yang diperoleh dari hasil uji MTT selanjutnya digunakan untuk menghitung 

nilai LC50 dengan menggunakan analisis probit. Proses uji sitotoksisitas dapat 

dilihat pada Gambar 5. 
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Gambar 5. Uji Sitotoksisitas Metode MTT Assay  
 

 

 

 

Diambil flask kultur Hela ke dalam LAF dan ditarik semua sisa 

media di dalam flask 

Dimasukkan seri konsentrasi sampel ke dalam 
sumuran dengan 3 kali ulangan 

 

Hela di dalam flask kultur diamati di mikroskop inverted 

Dibuat seri konsentrasi sampel untuk perlakuan yaitu 

31,25;62,5;125;250;500 ppm termasuk kontrol media dan kontrol 0 ppm 

Subkultur dilakukan apabila Hela telah melekat dan konfluen 80-90% 

Disiapkan reagen MTT (0,5 mg/ml) dengan mengambil 1 ml 
stok MTT dalam PBS (5 mg/ml), lalu diencerkan dalam MC 

Diinkubasi di dalam inkubator CO2 5% suhu 37oC (24 jam) 

Dibuang media sel kemudian ditambahkan MTT 100 l pada tiap 

sumuran, termasuk kontrol dan diinkubasi selama 2-4 jam dalam 

inkubator CO2 

Periksa kondisi sel dengan mikroskop inverted. Jika formazan 

telah jelas terbentuk, tambahkan stopper 100 μL SDS 10% 

Baca absorbansi masing-masing sumuran dengan microplate 

reader dengan λ= 550 nm 

Hitung prosentase sel hidup dan analisis harga IC50  
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Potensi aktifitas sitotoksik dapat ditentukan dengan pengamatan 

perubahan morfologis melalui analisis kualitatif dan nilai LC50 melalui analisis 

probit. Proses selanjutnya pengukuran kadar absorbansi dan penghitungan 

persentase kehidupan dan kematian sel menggunakan rumus : 

% 𝑠𝑒𝑙 ℎ𝑖𝑑𝑢𝑝 =
(𝑂𝐷 𝑝𝑒𝑟𝑙𝑎𝑘𝑢𝑎𝑛 − 𝑂𝐷 𝑚𝑒𝑑𝑖𝑢𝑚)

(𝑂𝐷 𝑘𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙 − 𝑂𝐷 𝑚𝑒𝑑𝑖𝑢𝑚)
×100% 

% 𝑠𝑒𝑙 𝑚𝑎𝑡𝑖 =
(𝑂𝐷𝑘𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙 − 𝑂𝐷 𝑚𝑒𝑑𝑖𝑢𝑚) − (𝑂𝐷 𝑝𝑒𝑟𝑙𝑎𝑘𝑢𝑎𝑛 − 𝑂𝐷 𝑚𝑒𝑑𝑖𝑢𝑚)

(𝑂𝐷 𝑘𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙 − 𝑂𝐷 𝑚𝑒𝑑𝑖𝑢𝑚)
×100% 

 

3.4.7. Uji Liquid Chromatograph Mass Spectrometry (LCMS) 

Uji Liquid Chromatograph Mass Spectrometry (LCMS) dilakukan untuk 

mengidentifikasi senyawa yang terkandung pada ekstrak daun Bruguiera 

gymnorrhiza. Ekstrak sebanyak 1 mg dilarutkan dalam metanol (MeOH), 

kemudian larutan diambil menggunakan syringe, dan disuntikkan ke dalam vial 

hingga batas 1 mL menggunakan syringe yang telah dilengkapi filter. Larutan 

sampel dalam vial kemudian diukur dengan kromatografi cair-spektrometer 

massa melalui kolom C-18 (15 x 1 ml) dengan kecepatan alir 0,5 mL/menit. 

Analisis menggunakan ion positif dengan sistem ESI-MS. Senyawa yang 

terkandung pada ekstrak daun Bruguiera gymnorrhiza akan ditampilkan dalam 

bentuk puncak dengan waktu retensi yang berbeda-beda. Luas area puncak 

terukur dapat menggambarkan senyawa yang terkandung dalam ekstrak tersebut 

disertai dengan berat molekul senyawa yang diduga terdapat pada ekstrak daun 

Bruguiera gymnorrhiza.  
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3.5. Rancangan Percobaan 

Variabel merupakan objek penelitian yang dapat menentukan hasil 

penelitian. Ada beberapa macam variabel yaitu variabel bebas dan variabel 

terikat. Variabel bebas yaitu variabel yang dapat diubah dan dimanipulasi oleh 

peneliti. Variabel terikat yaitu variabel yang dipengaruhi oleh variabel bebas. 

Ketika variabel bebas berubah, maka variabel terikat ikut berubah.  

Variabel bebas dalam penelitian ini adalah perbedaan pelarut yang 

digunakan dalam proses ekstraksi daun Bruguiera gymnorrhiza. Pelarut yang 

digunakan adalah n-heksan, etil asetat dan metanol. Sedangkan variabel terikat 

dalam penelitian ini adalah parameter uji yang diamati, yaitu pengaruh terhadap 

viabilitas sel Hela dengan pemberian ekstrak daun Bruguiera gymnorrhiza 

dengan pelarut yang berbeda. 

Berdasarkan perlakuan, penelitian ini dilakukan dengan metode 

Rancangan Acak Lengkap (RAL) faktorial. Dimana dalam penelitian ini 

menggunakan 3 perlakuan dengan pelarut berbeda dengan ulangan sebanyak 3 

kali. Hubungan antara perlakuan dan ulangan yang digunakan adalah (r x t –1) – 

(t-1). Rancangan percobaan pada penelitian ini dapat dilihat pada Tabel 4. 

Tabel 4. Rancangan Percobaan 

Pelarut  Dosis  
Ulangan 

1 2 3 

N-heksan 

31,25 PN A1 PN A2 PN A3 
62,5 PN B1 PN B2 PN B3 
125 PN C1 PN C2 PN C3 
250 PN D1 PN D2 PN D3 
500 PN E1 PN E2 PN E3 

Etil asetat 

31,25 PE A1 PE A2 PE A3 
62,5 PE B1 PE B2 PE B3 
125 PE C1 PE C2 PE C3 
250 PE D1 PE D2 PE D3 
500 PE E1 PE E2 PE E3 

Metanol  

31,25 PM A1 PM A2 PM A3 
62,5 PM B1 PM B2 PM B3 
125 PM C1 PM C2 PM C3 
250 PM D1 PM D2 PM D3 
500 PM E1 PM E2 PM E3 
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Metode analisis yang digunakan adalah analisis keragaman yang 

memiliki rumus sebagai berikut: 

𝑌𝑖𝑗 =  µ + 𝑇𝑖 + 𝐸𝑖𝑗 

Keterangan: 

Yij : Respon atau nilai pengamatan dari perlakuan ke-i dan ulangan ke-j 
µ : nilai tengah umum 
Ti : Pengaruh perlakuan ke-i 
Eji :Pengaruh galat percobaan dari perlakuan ke-i dan ulangan ke-j 
J : Ulangan 
I : Perlakuan 

Hasil penelitian ini dilakukan pengujian normalitas dengan 

menggunakan aplikasi SPSS dengan uji ANOVA dua arah untuk mengetahui 

interaksi antara faktor A dan B. Apabila hasil menunjukkan adanya perbedaan 

pada taraf 5% maka dilakukan uji lanjutan berupa uji Duncan. 

 



 
 

4. HASIL DAN PEMBAHASAN 

4.1. Ekstrak Daun Bruguiera gymnorrhiza 

Hasil ekstrak daun Bruguiera gymnorrhiza didapat dari proses ekstraksi. 

Metode yang digunakan untuk ekstraksi yaitu maserasi bertingkat dengan 

menggunakan pelarut n-heksan, etil asetat dan metanol. Hasil persentasi 

rendemen dapat dilihat pada Tabel 5. 

Tabel 5. Data rendemen ekstrak daun Bruguiera gymnorrhiza 

Jenis pelarut Berat awal (gram) 
Berat Ekstrak 

(gram) 
Rendemen ekstrak 

(%) 

n-Heksan 150 10,346 6,897 
Etil asetat 150 4,642 3,09 
Metanol 150 17,906 11,037 

 

Tabel 5 menunjukkan ekstrak daun Bruguiera gymnorrhiza dari 

maserasi menggunakan pelarut yang berbeda mendapatkan hasil rendemen 

yang berbeda. Hasil perhitungan rendemen dapat dilihat pada Lampiran 2. Hasil 

persen rendemen menunjukkan rendemen tertinggi terdapat pada ekstrak 

metanol. Sedangkan rendemen terendah terdapat pada ekstrak etil asetat. Hal ini 

diduga karena senyawa yang terkandung dalam daun Bruguiera gymnorrhiza 

dominan senyawa yang bersifat polar sehingga rendemen pada ekstrak metanol 

lebih tinggi daripada rendemen pelarut etil asetat dan n-heksan. Hal ini didukung 

oleh pernyataan Dia et al. (2015), bahwa besarnya rendemen ekstrak tergantung 

pada sifat kepolaran pelarut dalam melarutkan komponen bioaktif pada ekstrak, 

suhu, waktu ekstraksi serta tingkat kepolaran dari jumlah bahan yang diekstrak 

yang memiliki polaritas yang sama dengan pelarut. 
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4.2. Hasil Uji Kadar Air 

Pengujian kadar air dilakukan untuk mengetahui kandungan air pada 

ekstrak sebagai persen bahan kering dan kualitas ketahanan suatu sampel 

dalam penyimpanan yang cukup lama. Perhitungan kadar air dapat dilihat pada 

Lampiran 3. Hasil kadar air dapat dilihat pada Tabel 6. 

Tabel 6. Data kadar air ekstrak daun Bruguiera gymnorrhiza 

Pelarut 
Berat cawan 

(g) 
Berat 

sampel (g) 
Berat cawan dan 

sampel (g) 
% kadar Air 

n-heksan 86,05 1 86,98 7 
Etil asetat 83,59 1 84,46 13 
metanol 83,63 1 84,52 11 

 

Tabel 6 menunjukkan hasil kadar air yang berbeda pada setiap pelarut. 

Perbedaan tersebut dikarenakan setiap pelarut memiliki sifat kimia yang 

berbeda-beda. Hasil kadar air terendah pada ekstrak daun Bruguiera 

gymnorrhiza terdapat pada ekstrak n-heksan sebesar 7%. Sedangkan kadar air 

tertinggi terdapat pada ekstrak etil asetat yaitu sebesar 13%. Kadar air dalam 

bahan akan mempengaruhi ketahanan dalam penyimpanan dan aktivitas dari 

mikroba. Sehingga kadar air yang rendah akan membuat penyimpanan bahan 

lebih lama (Sastrawan et al., 2013). 

 

4.3. Hasil Uji Fitokimia Ekstrak Daun Bruguiera gymnorrhiza 

Fitokimia merupakan senyawa metabolit sekunder yang terkandung 

pada tumbuhan. Uji fitokimia bertujuan untuk mengetahui senyawa bioaktif yang 

terkandung dalam ekstrak. Pada penelitian ini dilakukan skrining fitokimia dari 

hasil ekstrak daun Bruguiera gymnorrhiza dari masing-masing pelarut yang 

digunakan. Pengujian fitokimia meliputi uji alkaloid, flavonoid, tanin, saponin, 

steroid dan terpenoid. Hasil uji fitokimia dapat dilihat pada Tabel 7. 
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Tabel 7. Hasil Uji Fitokimia Ekstrak daun Bruguiera gymnorrhiza 

Golongan Senyawa 
bioaktif 

Perlakuan  

n-Heksan Etil Asetat Metanol 

Flavonoid + + + 
Alkaloid - - - 
Steroid + + + 

Terpenoid + + - 
Saponin - - - 

Keterangan:  (+) terdeteksi   (-) tidak terdeteksi 

Tabel 7 menunjukkan bahwa hasil fitokimia ada perbedaan antara 

pelarut n-heksan, etil asetat dan metanol. Hasil pengujian menunjukkan bahwa 

ekstrak n-Heksan daun Bruguiera gymnorrhiza mengandung komponen bioaktif 

flavonoid, steroid dan terpenoid. Pada ekstrak etil asetat didapat komponen 

bioaktif flavonoid, steroid dan terpenoid. Sedangkan pada ekstrak metanol 

didapat komponen bioaktif flavonoid dan steroid.  

a. Flavonoid 

Uji flavonoid ditandai dengan terbentuk warna orange merah pada 

ekstrak n-heksan, metanol dan etil asetat. Hasil positif flavonoid ditandai dengan 

warna orange merah. Diperkirakan karena terbentuknya garam flavilium (Mulyani 

et al., 2013). 

b. Steroid  

Uji steroid menunjukkan semua ekstrak mengandung senyawa steroid 

dengan terbentuknya warna hijau. Warna hijau yang terbentuk disebabkan oleh 

ekstrak yang bereaksi terhadap asam (CH3COOH dan H2SO4) (Baud et al., 

2014).  

c. Terpenoid  

Uji terpenoid ditandai dengan terjadi perubahan warna menjadi merah 

atau ungu. Perubahan warna tersebut disebabkan karena adanya reaksi 

senyawa terpenoid dengan H2SO4 dan asam asetat anhidrada. Senyawa 

terpenoid akan mengalami dehidrasi dengan penambahan asam kuat dan 
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membentuk garam dengan menghasilkan perubahan warna menjadi merah atau 

ungu (Putri et al., 2015).  

Berdasarkan hasil pengujian fitokimia senyawa bioaktif yang diduga 

berpotensi sebagai antikanker yaitu flavonoid, steroid dan terpenoid. Hal ini 

didukung oleh pernyataan Diastuti et al. (2009), hasil fraksi kloroform dari ekstrak 

etanol daun Rhizophora mucronata berpotensi sebagai antikanker dan 

mengandung senyawa bioaktif flavonoid dan terpenoid. 

 

4.4. Hasil Uji Total Fenol Ekstrak Daun Bruguiera gymnorrhiza 

Terdapat hubungan antara kandungan total fenol dengan aktivitas 

antioksidan. Semakin besar kandungan total fenol, maka aktivitas antioksidannya 

meningkat (Lushiani et al. 2015). Hasil perhitungan total fenol dapat dilihat pada 

Lampiran 4. Kandungan total fenol ekstrak daun Bruguiera gymnorrhiza dapat 

dilihat pada Tabel 8. 

Tabel 8. Kandungan total fenol ekstrak daun Bruguiera gymnorrhiza 

ekstrak Total fenol (g GAE/100 g) 

n-heksan 62,69592476 
Etil asetat 16,71891327 
Metanol 86,72936259 

 

Tabel 8 menunjukkan kandungan fenolik ekstrak metanol daun 

Bruguiera gymnorrhiza memiliki nilai tertinggi sebesar  86,72936259 g GAE/100 

g. Sedangkan pada ekstrak n-heksan kandungan fenolik sebesar 62,69592476 g 

GAE/100 g. Kandungan fenolik terkecil terdapat pada ekstrak etil asetat yaitu 

sebesar 16,71891327 g GAE/100 g. Hal ini menunjukkan senyawa yang terdapat 

pada ekstrak metanol sebagian besar merupakan senyawa fenol yang diduga 

bersifat polar. Pada penelitian Lushaini et al. (2015), kandungan total fenol 

tanaman lindur dari hasil ekstraksi etanol adalah 16,59 mgGAE/g ekstrak.  
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Senyawa fenol dapat menghambat radikal bebas tergantung pada 

kelompok hidroksilnya atau dengan secara langsung bertindak sebagai 

antioksidan. Senyawa fenolat juga berperan dalam menurunkan sinyal redoks 

sensitif untuk menghambat kerusakan DNA (Nurjanah et al., 2014). Menurut Dai 

(2010), polifenol mempunyai sifat antioksidan yang kuat dan dapat mencegah 

stress oksidatif yang berhubungan dengan penyakit kanker. Polifenol memiliki 

beberapa tindakan biologis tertentu dalam mencegah atau mengobati penyakit.  

 

4.5. Hasil Uji Toksisitas Ekstrak Daun Bruguiera gymnorrhiza 

Senyawa yang diduga memiliki aktivitas antikanker, harus diujikan 

terlebih dahulu pada hewan percobaan. Penelitian ini menggunakan metode 

Brine Shirmp Lethal Test (BSLT) dengan hewan uji larva udang Artemia salina L. 

Metode ini banyak digunakan untuk mencari senyawa antikanker baru yang 

berasal dari tanaman. Hasil uji toksisitas dari metode ini telah terbukti memiliki 

korelasi dengan daya sitotoksisitas senyawa antikanker. Metode ini juga lebih 

murah, mudah dikerjakan, cepat dan cukup akurat (Nurhayati et al. 2006). 

Persentasi kematian yang didapatkan diubah menjadi angka probit dan 

didapatkan persamaan garis y=bx+a. Persamaan regresi yang diperoleh dapat 

dilihat pada Lampiran 5. Hasil uji toksisitas dapat dilihat pada Tabel 9. 

Tabel 9. Hasil Uji Toksisitas 

Ekstrak 31,25 62,5 125 250 500 1000 
Nilai LC50 

(ppm) 

n-heksan 1 2 4 5 6 6 347,78 
Etil asetat 1 1 2 4 4 5 844,95 
Metanol 1 2 3 3 5 6 561,97 

 

Tabel 9 menunjukkan hasil ppm terendah terdapat pada ekstrak daun 

Bruguiera gymnorrhiza pelarut n-heksan. Sedangkan hasil ppm tertinggi terdapat 

pada ekstrak pelarut etil asetat. Hasil uji toksisitas ekstrak daun Bruguiera 
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gymnorrhiza tergolong bersifat toksik dikarenakan nilai LC50 yang dihasilkan 

masih <1000 ppm susuai dengan pernyataan dari Meyer et al. (1982), suatu 

ekstrak dinyatakan aktif dan bersifat toksik jika dapat menyebabkan kematian 

50% hewan uji pada konsentrasi kurang dari 1000 ppm dan bersifat tidak toksik 

jika ditemukan pada konsentrasi lebih dari 1000 ppm. Jika dibawah 31 ppm 

bersifat sangat toksik. 

Perbedaan tingkat toksisitas disebabkan oleh senyawa metabolit 

sekunder yang terkandung dalam ekstrak tersebut. Cara kerja senyawa bioaktif 

dengan bertindak sebagai racun perut. Oleh karena itu bila senyawa ini masuk 

ke dalam tubuh larva, alat pencernaannya akan terganggu. Lapisan kulit yang 

tipis pada larva dapat memicu terjadinya difusi zat dari lingkungan yang 

mempengaruhi metabolisme tubuhnya (Pradana et al., 2014). 

 

4.6. Hasil Uji Sitoksisitas Ekstrak Daun Bruguiera gymnorrhiza 

Uji sitoksisitas ini menggunakan metode MTT. Metode MTT digunakan 

untuk memberikan perbedaan warna antara sel yang masih hidup dan sel yang 

telah mengalami sitoksisitas. Produk formazan yang dihasilkan berwarna biru 

yang selanjutnya dihitung intensitasnya dengan menggunakan elisa reader pada 

panjang gelombang 550 nm.  Hasil sel Hela setelah pemaparan ekstrak dapat 

dilihat pada Gambar 6. 

    
Gambar 6. Sel Hela paparan ekstrak n-heksan dosis 250 ppm,  

Keterangan:   = sel Hela mati  = sel Hela hidup 
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Gambar 6 memperlihatkan bahwa warna ungu tua adalah jumlah sel 

Hela yang masih hidup. Hal ini dapat terjadi karena antara larutan MTT dengan 

membran sel hidup membentuk warna biru formazan. Jumlah sel yang 

mengalami sitoksisitas ditunjukkan dengan warna yang lebih cerah. 

Burt et al. (1992) mengatakan, prinsip dasar MTT assay adalah 

mengukur aktivitas selular berdasarkan aktivitas enzim suksinat dehydrogenase 

mitokondria sel untuk mereduksi garam methythiazol tetrazolium (MTT). Pada 

proses metabolisme, sel-sel yang hidup akan menghasilkan suksinat 

dehydrogenase mitokondria. Enzim ini akan bereaksi dengan MTT dan 

membentuk kristal formazen ungu yang jumlahnya sebanding dengan sel hidup. 

Jika persentasi viabilitas sel lebih kecil dari 100 % maka material yang 

dipaparkan pada sel tersebut dapat dikatakan bersifat toksik. 

 

4.6.1. Pengaruh Perbedaan Pelarut Dan Variasi Dosis Terhadap Viabilitas 

Sel Hela 

Viabilitas sel merupakan pengukuran jumlah sel yang hidup. 

Sitotoksisitas yang terjadi pada sel biasanya diindikasikan dengan penurunan 

proliferasi sel, viabilitas sel, dan sintesis asam nukleat atau protein. Viabilitas sel 

bersifat segera, seperti perubahan permeabilitas membran atau gangguan pada 

jalur metabolisme tertentu. Oleh karena itu viabilitas sel dapat menjadi indikator 

sitoksisitas suatu bahan (Torneck dan Torabinejad, 1997). Grafik persen 

viabilitas sel Hela dapat dilihat pada Gambar 7.  
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Gambar 7. Grafik Persen Viabilitas Sel Hela 

Gambar 7 menunjukkan hasil pengukuran dengan menggunakan elisa 

reader bahwa pada setiap ekstrak memiliki tingkat viabilitas yang berbeda-beda. 

Hasil tersebut menunjukkan seiring bertambahnya dosis, tingkat viabilitas 

semakin menurun. Hal ini sesuai dengan pernyataan Indiyah (2012), bahwa 

semakin besar konsentrasi senyawa yang ditambahkan, maka semakin menurun 

viabilitas sel HeLa. Viabilitas terendah terdapat pada ekstrak daun Bruguiera 

gymnorrhiza pelarut n-heksan pada dosis 500 ppm yaitu sebesar 14,845%. 

Sedangkan viabilitas tertinggi terdapat pada ekstrak metanol Bruguiera 

gymnorrhiza  pada dosis 31,25 ppm yaitu sebesar 70,850%. Hal ini menunjukkan 

jumlah kematian sel yang dipengaruhi paparan ekstrak metanol Bruguiera 

gymnorrhiza rendah dibanding dengan pelarut lain. Menurut Fajarningsih et al. 

(2006), semakin banyak sel yang hidup, semakin banyak kristal formazan yang 

terbentuk, semakin tinggi nilai absorbansi yang diperoleh dan mengindikasikan 

mortalitas yang rendah. 

4
9

,9
3

2
  e

4
5

,1
8

2
  d

3
0

,0
2

7
 c

2
2

,4
3

6
 b

1
4

,8
4

5
 a

6
1

,5
7

2
  g

5
6

,3
4

3
 f

5
4

,3
1

9
 e

f

5
0

,7
7

6
 e

3
3

,9
0

7
 c

7
0

,8
5

0
  h

5
7

,8
6

1
 f

g

4
2

,3
4

1
 d

3
0

,5
3

3
 c

2
9

,1
8

3
 c

0.000

10.000

20.000

30.000

40.000

50.000

60.000

70.000

80.000

31.25 62.5 125 250 500

%
 V

ia
b

il
it

a
s
 S

e
l 
H

e
la

Dosis (ppm)

n-heksan

etil asetat

metanol



42 
 

 
 

Viabilitas sel Hela pada pelarut n-heksan lebih rendah disebabkan 

beberapa hal, antara lain senyawa yang terkandung pada ekstrak daun 

Bruguiera gymnorrhiza. Pada pengujian fitokimia diketahui ekstrak n-heksan 

mengandung senyawa bioaktif flavonoid, steroid dan terpenoid.  Menurut Li et al. 

(2013), Bruguiera gymnorrhiza adalah tanaman yang dapat dijadikan sebagai 

pengobatan tradisional karena mengandung bioaktif seperti flavonoid dan terpen.  

Berdasarkan perhitungan analisis keragaman ANOVA, interaksi antara 

perbedaan pelarut dengan viabilitas sel Hela didapat hasil F hitung lebih besar 

dari F tabel pada taraf kepercayaan 5%. Hasil interaksi antara variasi dosis 

dengan viabilitas sel Hela didapat hasil F hitung lebih besar dari F tabel taraf 

kepercayaan 5%. Interaksi antara dua faktor dengan viabilitas sel didapat hasil F 

hitung lebih besar dari F tabel taraf kepercayaan 5%. Hal ini menunjukkan bahwa 

hasil yang didapat memberikan pengaruh. Kemudian dilanjutkan dengan uji 

duncan untuk mengetahui ada atau tidaknya pengaruh pelarut yang berbeda dan 

variasi dosis ekstrak  daun Bruguiera gymnorrhiza terhadap viabilitas sel Hela 

berdasarkan hasil notasi yang didapatkan dari setiap perlakuan. Perhitungan uji 

duncan dapat dilihat pada Lampiran 7. 

 

4.6.2. Pengaruh Perbedaan Pelarut Dan Variasi Dosis Terhadap Mortalitas 

Sel Hela 

Mortalitas sel merupakan pengukuran kematian jumlah sel. Menurut 

Wicaksono et al., (2013), Selain proliferasi, apoptosis atau kematian sel 

merupakan suatu program sangat penting dalam mengontrol jumlah sel. Grafik 

persen mortalitas sel Hela dapat dilihat pada Gambar 8. 
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Gambar 8. Grafik Persen Mortalitas Sel Hela 

Gambar 8 menunjukkan bahwa persentase kematian sel Hela 

mengalami peningkatan seiring penggunaan pelarut ekstraksi yang berbeda dan 

seiring dengan perbedaan dosis yang digunakan. Berbanding terbalik dengan 

persentase viabilitas, hasil tertinggi persentase kematian sel Hela pada 

perlakuan n-heksan dosis 500 ppm dan terendah pada perlakuan metanol dosis 

31,25 ppm. Hal ini menunjukkan bahwa perlakuan n-heksan dosis 500 ppm 

merupakan dosis efisien pada kematian sel Hela.  

Warsinah et al. (2007), menyampaikan dari hasil penelitiannya bahwa 

ekstrak kulit batang Bruguiera gymnorrhiza pada dosis 1000 ppm mendapatkan 

% kematian sebesar 72,06% pada sel Meiloma. Hasil ini lebih rendah apabila 

dibandingkan dengan ekstrak daun Bruguiera gymnorrhiza yang dipaparkan 

pada sel Hela. Hal ini menunjukkan bahwa ekstrak daun Bruguiera gymnorrhiza 

mampu bekerja sebagai antikanker pada sel Hela. 

Menurut Puji et al. (2011), untuk melakukan uji sitoksisitas terhadap 

ekstrak, NCI (National Cancer Institute) menetapkan standar LC50 adalah ≤ 20 

ppm. Hasil LC50 dari ekstrak daun Bruguiera gymnorrhiza pelarut n-heksan, etil 
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asetat dan metanol berturut-turut sebesar 35,53 ppm, 128,85 ppm, 98,41 ppm. 

Berdasarkah hasil LC50 tersebut dapat disimpulkan bahwa ekstrak daun 

Bruguiera gymnorrhiza tidak mempunyai aktivitas yang optimal terhadap sel 

kanker Hela berdasarkan kriteria yang ditetapkan oleh NCI (National Cancer 

Institute). Namun ekstrak daun Bruguiera gymnorrhiza masih bersifat toksik 

terhadap sel Hela.  

Berdasarkan perhitungan analisis keragaman ANOVA, interaksi antara 

perbedaan pelarut dengan kematian sel Hela didapat hasil F hitung lebih besar 

dari F tabel pada taraf kepercayaan 5%. Hasil interaksi antara variasi dosis 

dengan kematian sel Hela didapat hasil F hitung lebih besar dari F tabel taraf 

kepercayaan 5%. Interaksi antara dua faktor dengan kematian sel didapat hasil F 

hitung lebih besar dari F tabel taraf kepercayaan 5%. Hal ini menunjukkan bahwa 

hasil yang didapat memberikan pengaruh. Kemudian dilanjutkan dengan uji 

duncan untuk mengetahui ada atau tidaknya pengaruh pelarut yang berbeda dan 

variasi dosis ekstrak  daun Bruguiera gymnorrhiza terhadap kematian sel Hela 

berdasarkan hasil notasi yang didapatkan dari setiap perlakuan. Perhitungan uji 

duncan dapat dilihat pada Lampiran 8. 

 

4.7. Hasil Liquid Chromatography Mass Spectrometry (LCMS) 

Uji LCMS dilakukan dengan sistem electrospray ionization (ESI) yang 

menggunakan ion positif. Proses ESI positif akan menghasilkan ion molekul 

dengan penambahan kation misalnya [M+H]+. Identifikasi senyawa secara 

kualitatif lebih spesifik karena LCMS mengamati waktu retensi dan juga 

pemisahan ion suatu senyawa (Rachmawati dan Widiyanti, 2013). Hasil uji LCMS 

ekstrak daun Bruguiera gymnorrhiza dapat dilihat pada Gambar 9. 
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a) 

 

b) 

 

 
c) 

 
Gambar 9. a) Hasil kromatografi LC. b) Spektrum massa waktu retensi ke-1 (Rt. 

2.42). c) Spektrum massa waktu retensi ke-2 (Rt. 3.24) 
 

Gambar 9 (a) menunjukkan hasil kromatografi LC ekstrak daun 

Bruguiera gymnorrhiza dengan pelarut n-heksan memiliki 2 puncak. Senyawa-

senyawa yang berhasil dapat dilihat pada waktu retensi 2.42 pada puncak 

pertama dan 3.24 pada puncak kedua. Hasil dari puncak pertama lebih dominan 

daripada puncak kedua karena memiliki luas area yang lebih luas yaitu sebesar 

3323.21. Sedangkan pada puncak kedua memiliki luas area sebesar 2529.25. 

Gambar 9 (b) menunjukkan spectrum massa puncak pertama pada 

retensi waktu 2.24. Pada puncak spectrum ini diperoleh berat molekul 147 m/z 

[M+H]+. Fragmentasi senyawa dengan berat molekul 146 m/z [M+H]+. Hasil 

pencarian berat molekul di massbank menunjukkan senyawa yang diduga 
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bertindak sebagai antikanker yaitu kumarin dengan rumus kimia C9H8O2. 

Kumarin merupakan golongan senyawa fenilpropanoid yang memiliki cincin 

lakron lingkar enam dan memiliki inti 2H-1-benzopiran-2-on dengan rumus 

molekul C9H5O2 (Isnawati et al., 2008). Pada dunia farmakologi kumarin dapat 

dijadikan sebagai antikanker, anti HIV, antibakteri dan anti inflamasi. Pada 

antitumor, kumarin dapat bertindak dengan menghalangi siklus pertumbuhan sel, 

merangsang apoptosis sel, mengganggu sintesa DNA/RNA terkait (Zhang et al., 

2016). Berbagai macam mekanisme kumarin dalam menghambat aktivitas 

antikanker, salah satunya yaitu dengan  menginduksi apoptosis melalui 

penghambatan DNA topoisomerase serta peningkatan ekspresi gen p53 (Ihsan 

et al., 2013). Pada beberapa penelitian, pelarut n-heksan dapat menyaring 

senyawa kumarin (Susilowati et al., 2013). Struktur kimia senyawa kumarin dapat 

dilihat pada Gambar 10.  

 
Gambar 10. Struktur Kimia Senyawa Kumarin 

Sumber: (CHEBI, 2016) 

 

Gambar 9 (c) menunjukkan spectrum massa puncak kedua pada retensi 

waktu 3.24. Pada puncak spectrum ini diperoleh berat molekul 217 m/z [M+H]+. 

Fragmentasi senyawa dengan berat molekul 216 m/z [M+H]+. Hasil pencarian 

berat molekul di massbank menunjukkan senyawa yang diduga bertindak 

sebagai antikanker yaitu bergapten dengan rumus kimia C12H8O4. Bergapten 

merupakan turunan dari kumarin. bergapten banyak digunakan dalam industri 

obat modern sebagai obat analgetika, anti fungi, antibakteri dan antikanker 
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(Trisilawati dan Pitono, 2012). Bergapten menjadi antiproliferasi dan menginduksi 

respon apoptosis pada kanker payudara (Panno et al., 2010). Struktur kimia 

senyawa bergapten dapat dilihat pada Gambar 11. 

 
Gambar 11. Struktur Kimia Senyawa Bergapten 

Sumber: (CHEBI, 2016) 

 



 
 

5. KESIMPULAN DAN SARAN 

 

5.1 Kesimpulan 

Berdasarkan hasil pengujian tentang pengaruh ekstrak daun Bruguiera 

gymnorrhiza dengan pelarut yang berbeda terhadap viabilitas sel Hela dapat 

disimpulkan sebagai berikut : 

1. Ekstrak daun Bruguiera gymnorrhiza dengan jenis pelarut berbeda 

memberikan pengaruh terhadap viabilitas sel Hela. Ekstrak daun 

Bruguiera gymnorrhiza dengan pelarut n-heksan memiliki persen viabilitas 

terendah yaitu 14,845%. 

2. Ekstrak daun Bruguiera gymnorrhiza dengan variasi dosis memberikan 

pengaruh terhadap viabilitas sel Hela. Ekstrak daun Bruguiera 

gymnorrhiza dengan dosis 500 ppm diketahui efektif dalam mematikan 

sel Hela. 

3. Kombinasi antara jenis pelarut dan variasi dosis ekstrak daun Bruguiera 

gymnorrhiza memberikan pengaruh terhadap viabilitas sel Hela.  

4. Senyawa yang diduga bertindak sebagai antikanker pada ekstrak daun 

Bruguiera gymnorrhiza pelarut n-heksan yaitu kumarin dan bergapten. 

 

5.2 Saran 

Saran dari penelitian ini yaitu diharapkan adanya penelitian lanjutan 

dengan menggunakan sampel ekstrak yang dimurnikan misalnya dengan cara 

dipartisi atau fraksinasi dan dilakukan peningkatan dosis, serta dilakukan uji 

induksi apoptosis untuk mengetahui morfologi sel Hela setelah diberikan 

perlakuan pemberian ekstrak. 
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LAMPIRAN 

 

Lampiran 1. Penelitian Pendahuluan 

1. Kandungan fitokimia kulit batang, daun, buah Bruguiera gymnorrhiza 

Bagian Alkaloid Flavonoid Steroid Terpenoid Saponin 

Daun + - + + - 

Buah + - + + + 

Kulit + + + + + 

 

2. Persentase kadar air kulit batang, daun, buah Bruguiera gymnorrhiza 

Bagian A B C % Kadar air Rata-rata 

Kulit 1 73,63 75,5875 74,7971 40,37803321 
40,28831 

Kulit 2 94,4231 95,6316 95,1458 40,1985933 

Buah 1 81,7064 82,9004 82,3045 49,9078727 
49,99327 

Buah 2 83,6346 85,6051 84,6183 50,07866024 

Daun 1 86,1028 87,2147 86,5156 62,8743592 
63,25536 

Daun 2 83,6028 85,5674 84,3172 63,63636364 
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Lampiran 2. Hitungan Rendemen 

a. Perhitungan rendemen ekstrak daun lindur pelarut n-heksan  

Berat serbuk daun lindur = 150 gram 

Berat ekstrak daun lindur = 10, 346 gram 

% Rendemen  = 
berat ekstrak daun lindur 

berat serbuk daun lindur
 x 100% 

= 
 10,346

150
 x 100% = 6,897 % 

b. Perhitungan rendemen ekstrak daun lindur pelarut etil asetat 

Berat serbuk daun lindur = 150 gram 

Berat ekstrak daun lindur = 4,642 gram 

% Rendemen  = 
berat ekstrak daun lindur 

berat serbuk daun lindur
 x 100% 

= 
 4,642

150
 x 100% = 3,09 % 

c. Perhitungan rendemen ekstrak daun lindur pelarut metanol  

Berat serbuk daun lindur = 150 gram 

Berat ekstrak daun lindur = 17,906 gram 

% Rendemen  = 
berat ekstrak daun lindur 

berat serbuk daun lindur
 x 100% 

= 
 17,906

150
 x 100% = 11,937 % 
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Lampiran 3. Hasil Uji Kadar Air 

a. Hasil kadar air daun lindur (Bruguiera gymnorrhiza) 

Wb  = 
(Berat botol+Berat sampel)−Berat akhir 

Berat sampel
 x 100% 

= 
 (86,51+1)−87,21

1
 x 100% = 63,64 % 

b. Hasil kadar air ekstrak daun lindur pelarut n-heksan 

Wb  = 
(Berat botol+Berat sampel)−Berat akhir 

Berat sampel
 x 100% 

= 
 (86,05+1)−86,98

1
 x 100% = 7 % 

c. Hasil kadar air ekstrak daun lindur pelarut etil asetat 

Wb  = 
(Berat botol+Berat sampel)−Berat akhir 

Berat sampel
 x 100% 

= 
 (83,59+1)−84,34

1
 x 100% = 25 % 

d. Hasil kadar air ekstrak daun lindur pelarut metanol 

Wb  = 
(Berat botol+Berat sampel)−Berat akhir 

Berat sampel
 x 100% 

= 
 (83,63+1)−84,41

1
 x 100% = 22 % 
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Lampiran 4. Hasil Uji Total Fenol 

kurva standart asam galat 

Konsentrasi (ppm) Absorbansi 

0 0,056 

2 0,296 

4 0,594 

8 0,987 

16 1,991 

32 3,095 

 

 

Pelarut 
Absorbansi / 

y 

Berat 
Sampel 

(g) 
a b x 

Ekuivalen As. 
Galat 

n-heksan 0,263 0,01 0,0957 0,180 0,8672 8,6729 

Etil asetat 0,196 0,01 0,0957 0,180 0,1671 1,6718 

metanol 0,240 0,01 0,0957 0,180 0,6269 6,2695 
 
a. N-heksan 

x (ekuivalen asam galat)

𝑏𝑒𝑟𝑎𝑡 𝑠𝑎𝑚𝑝𝑒𝑙
=  

𝑝

100 𝑔
 

0,8672

0,01 𝑔
=  

𝑝

100 𝑔
 

𝑝 =
8,6729 𝑥 100

0,01
 

p = 86729,36 mg GAE/100 g 

p = 86,72936 g GAE/100 g 
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b. Etil asetat 

x (ekuivalen asam galat)

𝑏𝑒𝑟𝑎𝑡 𝑠𝑎𝑚𝑝𝑒𝑙
=  

𝑝

100 𝑔
 

0,1671

0,01 𝑔
=  

𝑝

100 𝑔
 

𝑝 =
1,6718 𝑥 100

0,01
 

p = 16718,91 mg GAE/100 g 

p = 16,71891 g GAE/100 g 

 

c. Metanol  

x (ekuivalen asam galat)

𝑏𝑒𝑟𝑎𝑡 𝑠𝑎𝑚𝑝𝑒𝑙
=  

𝑝

100 𝑔
 

0,6269

0,01 𝑔
=  

𝑝

100 𝑔
 

𝑝 =
6,2695 𝑥 100

0,01
 

p = 62695,92 mg GAE/100 g 

p = 62,69592 g GAE/100 g 
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Lampiran 5. Data Hasil Uji Toksisistas  

Data jumlah Artemia salina yang mati setelah uji toksisitas 24 jam 

Konsentrasi 
(ppm) 

Ulangan  

  Pelarut  

n-
heksan 

Rerata 
n-

heksan 

Etil 
asetat 

Rerata 
etil 

asetat 
metanol 

Rerata 
metanol 

31,25 1 
2 
3 

1 
2 
1 

1 
2 
1 
1 

1 
1 
1 
0 

1 

62,5 1 
2 
3 

2 
2 
2 

2 
1 
2 
1 

1 
2 
2 
1 

2 

125 1 
2 
3 

4 
3 
4 

4 
1 
2 
2 

2 
3 
4 
3 

3 

250 1 
2 
3 

5 
5 
6 

5 
4 
4 
3 

4 
3 
3 
2 

3 

500 1 
2 
3 

6 
6 
5 

6 
4 
4 
4 

4 
5 
4 
6 

5 

1000 1 
2 
3 

6 
6 
6 

6 
5 
6 
4 

5 
6 
4 
6 

5 

 
a. N-heksan 

Pengolahan data dengan analisa probit pada pelarut n-heksan dmulai 

dengan mencari % kematian yaitu dengan menggunakan rumus: 

% Mortalitas Artemia = 
Jumlah Artemia mati

jumlah Artemia uji
 ×100 % 

31,25 ppm  = 
1

10
×100 %  = 10% 

62,5 ppm  = 
2

10
×100 % = 20% 

125 ppm  = 
4

10
×100 % = 40% 

250 ppm  = 
5

10
×100 % = 50% 

500 ppm  = 
6

10
×100 % = 60% 

1000 ppm  = 
6

10
×100 % = 60% 
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Hasil dari % kematian Artemia pada setiap konsentrasi ditentukan nilai % 

probit dengan melihat tabel probit persentase dibawah ini : 

% 
Mortalitas  

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 

0 - 2.67 2.95 3.12 3.25 3.36 3.45 3.52 3.59 3.66 
10 3.72 3.77 3.82 3.87 3.92 3.96 4.01 4.05 4.08 4.12 
20 4.16 4.19 4.23 4.26 4.29 4.33 4.36 4.39 4.42 4.45 
30 4.48 4.50 4.53 4.56 4.59 4.61 4.64 4.67 4.69 4.72 
40 4.75 4.77 4.80 4.82 4.85 4.87 4.90 4.92 4.95 4.97 
50 5.00 5.03 5.05 5.08 5.10 5.13 5.15 5.18 5.20 5.23 
60 5.25 5.28 5.31 5.33 5.30 5.39 5.41 5.44 5.47 5.50 
70 5.52 5.55 5.58 5.61 5.64 5.67 5.71 5.74 5.77 5.81 
80 5.84 5.88 5.92 5.95 5.99 6.04 6.08 6.13 6.18 6.23 
90 6.28 6.34 0.41 6.48 6.55 6.64 6.75 6.88 7.05 7.33 
- 0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 
99 7.33 7.37 7.41 7.40 7.51 7.58 7.65 7.75 7.58 8.09 

Keterangan : 

                : kisaran angka (+) 1-9 % Mortalitas 

 Log konsentrasi dan % probit mortalitas  

Konsentrasi Log Konsentrasi % Probit 

31,25 1,5 3,72 

62,5 1,8 4,16 

125 2,1 4,75 

250 2,4 5,00 

500 2,7 5,25 

1000 3 5,25 

 

 
Gambar. Grafik Regresi Log Konsentrasi dan Probit % Mortalitas Ekstrak  N-

heksan Daun Lindur.  
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Didapatkan persamaan y = 1,0602x + 2,3057. Dimasukkan nilai probit 5 

(50% kematian) ke persamaan tersebut, didapatkan konsentrasi yang 

menyebabkan sebanyak 50% kematian hewan uji. 

y = 1,0602x + 2,3057 

5 = 1,0602x + 2,3057 

5 – 2,3057= 1,0602x 

2,6943 = 1,0602x 

x = 2,6943 / 1,0602 

x = 2,541 

Anti Log dari 2,541= 347,79 ppm 

LC50         = 347,79 ppm 
 

b. Etil asetat 

Pengolahan data dengan analisa probit pada pelarut n-heksan dmulai 

dengan mencari % kematian yaitu dengan menggunakan rumus: 

% Mortalitas Artemia = 
Jumlah Artemia mati

jumlah Artemia uji
 ×100 % 

31,25 ppm  = 
1

10
×100 %  = 10% 

62,5 ppm  = 
1

10
×100 % = 10% 

125 ppm  = 
2

10
×100 % = 20% 

250 ppm  = 
4

10
×100 % = 40% 

500 ppm  = 
4

10
×100 % = 40% 

1000 ppm  = 
5

10
×100 % = 50% 
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Hasil dari % kematian Artemia pada setiap konsentrasi ditentukan nilai % 

probit dengan melihat tabel probit persentase dibawah ini : 

% 
Mortalitas  

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 

0 - 2.67 2.95 3.12 3.25 3.36 3.45 3.52 3.59 3.66 
10 3.72 3.77 3.82 3.87 3.92 3.96 4.01 4.05 4.08 4.12 
20 4.16 4.19 4.23 4.26 4.29 4.33 4.36 4.39 4.42 4.45 
30 4.48 4.50 4.53 4.56 4.59 4.61 4.64 4.67 4.69 4.72 
40 4.75 4.77 4.80 4.82 4.85 4.87 4.90 4.92 4.95 4.97 
50 5.00 5.03 5.05 5.08 5.10 5.13 5.15 5.18 5.20 5.23 
60 5.25 5.28 5.31 5.33 5.30 5.39 5.41 5.44 5.47 5.50 
70 5.52 5.55 5.58 5.61 5.64 5.67 5.71 5.74 5.77 5.81 
80 5.84 5.88 5.92 5.95 5.99 6.04 6.08 6.13 6.18 6.23 
90 6.28 6.34 0.41 6.48 6.55 6.64 6.75 6.88 7.05 7.33 
- 0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 
99 7.33 7.37 7.41 7.40 7.51 7.58 7.65 7.75 7.58 8.09 

Keterangan : 

                : kisaran angka (+) 1-9 % Mortalitas 

 Log konsentrasi dan % probit mortalitas  

Konsentrasi Log Konsentrasi % Probit 

31,25 1,5 3,72 

62,5 1,8 3,72 

125 2,1 4,16 

250 2,4 4,75 

500 2,7 4,75 

1000 3 5 

 

 
Gambar. Grafik Regresi Log Konsentrasi dan Probit % Mortalitas Ekstrak  Etil 

Asetat Daun Lindur.  
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Didapatkan persamaan y = 0,9567x + 2,1999. Dimasukkan nilai probit 5 

(50% kematian) ke persamaan tersebut, didapatkan konsentrasi yang 

menyebabkan sebanyak 50% kematian hewan uji. 

y = 0,9567x + 2,1999 

5 = 0,9567x + 2,1999 

2,1999= 0,9567x 

x = 2,1999/ 0,9567 

x = 2,93 

Anti Log dari 2,93 = 844,95 ppm 

LC50         = 844,95ppm 

c. Metanol 

Pengolahan data dengan analisa probit pada pelarut n-heksan dmulai 

dengan mencari % kematian yaitu dengan menggunakan rumus: 

% Mortalitas Artemia = 
Jumlah Artemia mati

jumlah Artemia uji
 ×100 % 

31,25 ppm  = 
1

10
×100 %  = 10% 

62,5 ppm  = 
2

10
×100 % = 20% 

125 ppm  = 
3

10
×100 % = 30% 

250 ppm  = 
3

10
×100 % = 30% 

500 ppm  = 
5

10
×100 % = 50% 

1000 ppm  = 
6

10
×100 % = 60% 

 

 

 

 



65 
 

 
 

Hasil dari % kematian Artemia pada setiap konsentrasi ditentukan nilai % 

probit dengan melihat tabel probit persentase dibawah ini : 

% 
Mortalitas  

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 

0 - 2.67 2.95 3.12 3.25 3.36 3.45 3.52 3.59 3.66 
10 3.72 3.77 3.82 3.87 3.92 3.96 4.01 4.05 4.08 4.12 
20 4.16 4.19 4.23 4.26 4.29 4.33 4.36 4.39 4.42 4.45 
30 4.48 4.50 4.53 4.56 4.59 4.61 4.64 4.67 4.69 4.72 
40 4.75 4.77 4.80 4.82 4.85 4.87 4.90 4.92 4.95 4.97 
50 5.00 5.03 5.05 5.08 5.10 5.13 5.15 5.18 5.20 5.23 
60 5.25 5.28 5.31 5.33 5.30 5.39 5.41 5.44 5.47 5.50 
70 5.52 5.55 5.58 5.61 5.64 5.67 5.71 5.74 5.77 5.81 
80 5.84 5.88 5.92 5.95 5.99 6.04 6.08 6.13 6.18 6.23 
90 6.28 6.34 0.41 6.48 6.55 6.64 6.75 6.88 7.05 7.33 
- 0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 
99 7.33 7.37 7.41 7.40 7.51 7.58 7.65 7.75 7.58 8.09 

Keterangan : 

                : kisaran angka (+) 1-9 % Mortalitas 

 Log konsentrasi dan % probit mortalitas  

Konsentrasi Log Konsentrasi % Probit 

31,25 1,5 3,72 

62,5 1,8 4,16 

125 2,1 4,48 

250 2,4 4,48 

500 2,7 5 

1000 3 5,25 

 

 
Gambar. Grafik Regresi Log Konsentrasi dan Probit % Mortalitas Ekstrak  

Metanol Daun Lindur.  
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Didapatkan persamaan y = 0,9653x + 2,3457. Dimasukkan nilai probit 5 

(50% kematian) ke persamaan tersebut, didapatkan konsentrasi yang 

menyebabkan sebanyak 50% kematian hewan uji. 

y = 0,9653x + 2,3457 

y = 0,9653x + 2,3457 

2,3457= 0,9653x 

x = 2,3457/ 0,9653 

x = 2,75 

Anti Log dari 2,75 = 561, 97 ppm 

LC50         = 561, 97 ppm 
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Lampiran 6. Perhitungan Dosis Uji Sitotoksisitas 

 Pembuatan Larutan Induk 

Diketahui: Berat sampel ekstrak n-heksan = 31 mg; volume pelarut = 13100 µl 

Berat sampel ekstrak etil asetat = 41 mg; volume pelarut = 14100 µl 

Berat sampel ekstrak metanol = 25 mg; volume pelarut = 12500 µl 

 1 ppm = 
1 mg  

1000 ml 
 

Konsentrasi larutan induk:  

N-heksan  =  
31 mg 

13100 µl
 x 106 

  = 2366 ppm 

Etil Asetat = 
41 mg 

14100 µl
 x 106 

  = 2907 ppm 

Metanol = 
25 mg 

12500 µl
 x 106 

  = 2000 ppm 

 Perhitungan dosis ekstrak n-heksan 

Diketahui : media sel 100 µl 

    dosis (31,25ppm, 62,5ppm, 125ppm, 250ppm, dan 500ppm) 

 Konsentrasi 31,25 ppm 

V1 x M1  = V2 x M2 

V1 x 2366 = 100 x 31,25 

 V1 x 2366 = 3125 

  V1 = 
3125

2366
 

  V1 = 1,320 µl 
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 Konsentrasi 62,5 ppm 

V1 x M1  = V2 x M2 

V1 x 2366 = 100 x 62,5 

 V1 x 2366 = 6250 

  V1 = 
6250

2366
 

  V1 = 2,641 µl 

 Konsentrasi 125 ppm 

V1 x M1  = V2 x M2 

V1 x 2366 = 100 x 125 

V1 x 2366 = 12500 

 V1 = 
12500

2366
 

 V1 = 5,2831 µl 

 Konsentrasi 250 ppm 

V1 x M1  = V2 x M2 

V1 x 2366 = 100 x 250 

V1 x 2366 = 25000 

 V1 = 
25000

2366
 

 V1 = 10,56 µl 

 Konsentrasi 500 ppm 

V1 x M1  = V2 x M2 

V1 x 2366 = 100 x 500 

V1 x 2366 = 5000 

 V1 = 
50000

2366
 

 V1 = 21,13 µl 
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 Perhitungan dosis ekstrak etil asetat 

Diketahui : media sel 100 µl 

    dosis (31,25ppm, 62,5ppm, 125ppm, 250ppm, dan 500ppm) 

 Konsentrasi 31,25 ppm 

V1 x M1  = V2 x M2 

V1 x 2907 = 100 x 31,25 

 V1 x 2907 = 3125 

  V1 = 
3125

2907
 

  V1 = 1,749 µl 

 Konsentrasi 62,5 ppm 

V1 x M1  = V2 x M2 

V1 x 2907 = 100 x 62,5 

 V1 x 2907 = 6250 

  V1 = 
6250

2907
 

  V1 = 2,149 µl 

 Konsentrasi 125 ppm 

V1 x M1  = V2 x M2 

V1 x 2907 = 100 x 125 

V1 x 2907 = 12500 

 V1 = 
12500

2907
 

 V1 = 4,299 µl 

 Konsentrasi 250 ppm 

V1 x M1  = V2 x M2 

V1 x 2907 = 100 x 250 



70 
 

 
 

V1 x 2907 = 25000 

 V1 = 
25000

2907
 

 V1 = 8,599 µl 

 Konsentrasi 500 ppm 

V1 x M1  = V2 x M2 

V1 x 2907 = 100 x 500 

V1 x 2907 = 5000 

 V1 = 
50000

2907
 

 V1 = 17,199 µl 

 Perhitungan dosis ekstrak metanol 

Diketahui : media sel 100 µl 

    dosis (31,25ppm, 62,5ppm, 125ppm, 250ppm, dan 500ppm) 

 Konsentrasi 31,25 ppm 

V1 x M1  = V2 x M2 

V1 x 2000 = 100 x 31,25 

 V1 x 2000 = 3125 

  V1 = 
3125

2000
 

  V1 = 1,562 µl 

 Konsentrasi 62,5 ppm 

V1 x M1  = V2 x M2 

V1 x 2000 = 100 x 62,5 

 V1 x 2000 = 6250 

  V1 = 
6250

2000
 

  V1 = 3,125 µl 
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 Konsentrasi 125 ppm 

V1 x M1  = V2 x M2 

V1 x 2000 = 100 x 125 

V1 x 2000 = 12500 

 V1 = 
12500

2000
 

 V1 = 6,25 µl 

 Konsentrasi 250 ppm 

V1 x M1  = V2 x M2 

V1 x 2000 = 100 x 250 

V1 x 2000 = 25000 

 V1 = 
25000

2000
 

 V1 = 12,5 µl 

 Konsentrasi 500 ppm 

V1 x M1  = V2 x M2 

V1 x 2000 = 100 x 500 

V1 x 2000 = 5000 

 V1 = 
50000

2000
 

 V1 = 25 µl  
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Lampiran 7. Hasil Uji Viabilitas Sel Hela 

Pelarut 
Dosis 
(ppm) 

Ulangan 1 Ulangan 2 Ulangan 3 

N-heksan 

31.25 0.226 0.232 0.222 
62.5 0.216 0.213 0.222 
125 0.190 0.181 0.191 
250 0.159 0.154 0.159 
500 0.169 0.176 0.172 

Etil asetat 

31.25 0.247 0.244 0.258 
62.5 0.243 0.231 0.232 
125 0.238 0.233 0.247 
250 0.235 0.229 0.221 
500 0.190 0.198 0.197 

Metanol 

31.25 0.270 0.261 0.273 
62.5 0.240 0.247 0.240 
125 0.189 0.190 0.186 
250 0.207 0.212 0.216 
500 0.189 0.182 0.186 

Optical density kontrol media = 0,128  

Optical dencity kontrol negatif = 0,3256 

Rumus: 

 % Viabilitas =  
(OD Perlakuan - OD Medium)

(OD Kontrol - OD Medium)
  x 100% 

1. N-heksan 

 31,25 ppm 

a. % Viabilitas =  
(0,226 - 0,128)

(0,3256 - 0,128)
  x 100% = 49,595% 

b. % Viabilitas =  
(0,232 - 0,128)

(0,3256 - 0,128)
  x 100% = 52,753% 

c. % Viabilitas =  
(0,222 - 0,128)

(0,3256 - 0,128)
  x 100% = 47,449% 

 62,5 ppm 

a. % Viabilitas =  
(0,216 - 0,128)

(0,3256 - 0,128)
  x 100% = 44,676% 

b. % Viabilitas =  
(0,213 - 0,128)

(0,3256 - 0,128)
  x 100% = 43,158% 
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c. % Viabilitas =  
(0,222 - 0,128)

(0,3256 - 0,128)
  x 100% = 47,713% 

 125 ppm 

a. % Viabilitas =  
(0,190 - 0,128)

(0,3256 - 0,128)
  x 100% = 31,377% 

b. % Viabilitas =  
(0,181 - 0,128)

(0,3256 - 0,128)
  x 100% = 26,822% 

c. % Viabilitas =  
(0,191 - 0,128)

(0,3256 - 0,128)
  x 100% = 31,883% 

 250 ppm 

a. % Viabilitas =  
(0,159 - 0,128)

(0,3256 - 0,128)
  x 100% = 15,688% 

b. % Viabilitas =  
(0,154 - 0,128)

(0,3256 - 0,128)
  x 100% = 13,158% 

c. % Viabilitas =  
(0,159 - 0,128)

(0,3256 - 0,128)
  x 100% = 15,688% 

 500 ppm 

a. % Viabilitas =  
(0,169 - 0,128)

(0,3256 - 0,128)
  x 100% = 20,700% 

b. % Viabilitas =  
(0,176 - 0,128)

(0,3256 - 0,128)
  x 100% = 24,328% 

c. % Viabilitas =  
(0,172 - 0,128)

(0,3256 - 0,128)
  x 100% = 22,279% 

2. Etil asetat 

 31,25 ppm 

a. % Viabilitas =  
(0,247 - 0,128)

(0,3256 - 0,128)
  x 100% = 60,308% 

b. % Viabilitas =  
(0,244 - 0,128)

(0,3256 - 0,128)
  x 100% = 58,583% 
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c. % Viabilitas =  
(0,258 - 0,128)

(0,3256 - 0,128)
  x 100% = 65,826% 

 62,5 ppm 

a. % Viabilitas =  
(0,243 - 0,128)

(0,3256 - 0,128)
  x 100% = 58,198% 

b. % Viabilitas =  
(0,231 - 0,128)

(0,3256 - 0,128)
  x 100% = 52,126% 

c. % Viabilitas =  
(0,232 - 0,128)

(0,3256 - 0,128)
  x 100% = 52,632% 

 125 ppm 

a. % Viabilitas =  
(0,238 - 0,128)

(0,3256 - 0,128)
  x 100% = 55,789% 

b. % Viabilitas =  
(0,233 - 0,128)

(0,3256 - 0,128)
  x 100% = 52,992% 

c. % Viabilitas =  
(0,247 - 0,128)

(0,3256 - 0,128)
  x 100% = 60,247% 

 250 ppm 

a. % Viabilitas =  
(0,235 - 0,128)

(0,3256 - 0,128)
  x 100% = 54,150% 

b. % Viabilitas =  
(0,229 - 0,128)

(0,3256 - 0,128)
  x 100% = 51,235% 

c. % Viabilitas =  
(0,221 - 0,128)

(0,3256 - 0,128)
  x 100% = 46,943% 

 500 ppm 

a. % Viabilitas =  
(0,190 - 0,128)

(0,3256 - 0,128)
  x 100% = 31,377% 

b. % Viabilitas =  
(0,198 - 0,128)

(0,3256 - 0,128)
  x 100% = 35,474% 

c. % Viabilitas =  
(0,197 - 0,128)

(0,3256 - 0,128)
  x 100% = 34,870% 
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3. Metanol  

 31,25 ppm 

a. % Viabilitas =  
(0,270 - 0,128)

(0,3256 - 0,128)
  x 100% = 71,862% 

b. % Viabilitas =  
(0,261 - 0,128)

(0,3256 - 0,128)
  x 100% = 67,308% 

c. % Viabilitas =  
(0,273 - 0,128)

(0,3256 - 0,128)
  x 100% = 73,381% 

 62,5 ppm 

a. % Viabilitas =  
(0,240 - 0,128)

(0,3256 - 0,128)
  x 100% = 56,680% 

b. % Viabilitas =  
(0,247 - 0,128)

(0,3256 - 0,128)
  x 100% = 60,223% 

c. % Viabilitas =  
(0,240 - 0,128)

(0,3256 - 0,128)
  x 100% = 56,680% 

 125 ppm 

a. % Viabilitas =  
(0,189 - 0,128)

(0,3256 - 0,128)
  x 100% = 30,773% 

b. % Viabilitas =  
(0,190 - 0,128)

(0,3256 - 0,128)
  x 100% = 31,510% 

c. % Viabilitas =  
(0,186 - 0,128)

(0,3256 - 0,128)
  x 100% = 29,316% 

 250 ppm 

a. % Viabilitas =  
(0,207 - 0,128)

(0,3256 - 0,128)
  x 100% = 39,943% 

b. % Viabilitas =  
(0,212 - 0,128)

(0,3256 - 0,128)
  x 100% = 42,510% 

c. % Viabilitas =  
(0,216 - 0,128)

(0,3256 - 0,128)
  x 100% = 44,571% 

 500 ppm 
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a. % Viabilitas =  
(0,189 - 0,128)

(0,3256 - 0,128)
  x 100% = 31,089% 

b. % Viabilitas =  
(0,182 - 0,128)

(0,3256 - 0,128)
  x 100% = 27,206% 

c. % Viabilitas =  
(0,186 - 0,128)

(0,3256 - 0,128)
  x 100% = 29,255% 

 

a. Tabel Anova Viabilitas Sel Hela  
 

Tests of Between-Subjects Effects 

Dependent Variable:hasil      

Source 

Type III Sum of 

Squares df Mean Square F Sig. 

Corrected Model 10718.277a 14 765.591 106.918 .000 

Intercept 84526.955 1 84526.955 1.180E4 .000 

perlakuan_a 2856.291 2 1428.146 199.447 .000 

perlakuan_b 7017.036 4 1754.259 244.990 .000 

perlakuan_a * perlakuan_b 844.950 8 105.619 14.750 .000 

Error 214.816 30 7.161   

Total 95460.049 45    

Corrected Total 10933.094 44    

a. R Squared = ,980 (Adjusted R Squared = ,971)    
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b. Tabel Duncan (Pelarut) 

hasil 

Duncan     

pelarut N 

Subset 

1 2 3 

n-heksan 15 32.4856   

metanol 15  46.1518  

etil asetat 15   51.3833 

Sig.  1.000 1.000 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

 Based on observed means. 

 The error term is Mean Square(Error) = 7,161. 

 
 
c. Tabel Duncan (Dosis) 

 

hasil 

Duncan      

dosis N 

Subset 

1 2 3 4 5 

500 9 25.9750     

250 9  34.5816    

125 9   42.2291   

62.5 9    53.1306  

31.25 9     60.7850 

Sig.  1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

 Based on observed means. 

 The error term is Mean Square(Error) = 7,161. 

 

 
 
 

 

 

 



 
 

d. Tabel Interaksi 

hasil 

Duncan          

interaksi N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 5 6 7 8 

n-heksan 500 3 14.8447        

n-heksan 250 3  22.4357       

metanol 500 3   29.1733      

n-heksan 125 3   30.0273      

metanol 250 3   30.5330      

etil asetat 500 3   33.9070      

metanol 125 3    42.3413     

n-heksan 62.5 3    45.1880     

n-heksan 31.25 3     49.9323    

etil asetat 250 3     50.7760    

etil asetat 125 3     54.3187 54.3187   

etil asetat 62.5 3      56.3427   

metanol 62.5 3      57.8610 57.8610  

etil asetat 31.25 3       61.5723  

metanol 31.25 3        70.8503 

Sig.  1.000 1.000 .055 .203 .066 .135 .100 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 



 
 

Lampiran 8. Hasil Mortalitas Sel Hela 

Pelarut 
Dosis 
(ppm) 

Ulangan 1 Ulangan 2 Ulangan 3 

N-heksan 

31.25 0.226 0.232 0.222 
62.5 0.216 0.213 0.222 
125 0.190 0.181 0.191 
250 0.159 0.154 0.159 
500 0.169 0.176 0.172 

Etil asetat 

31.25 0.247 0.244 0.258 
62.5 0.243 0.231 0.232 
125 0.238 0.233 0.247 
250 0.235 0.229 0.221 
500 0.190 0.198 0.197 

Metanol 

31.25 0.270 0.261 0.273 
62.5 0.240 0.247 0.240 
125 0.189 0.190 0.186 
250 0.207 0.212 0.216 
500 0.189 0.182 0.186 

Optical density kontrol media = 0.128  

Optical dencity kontrol negatif = 0.3256 

Rumus: 

 % Mortalitas =  
(OD Kontrol - OD Medium)-(OD Perlakuan - OD Medium)

(OD Kontrol - OD Medium)
  x 100% 

1. N-heksan 

 31,25 ppm 

a. % Mortalitas =  
(0,3256 - 0,128)-(0,226 - 0,128)

(0,3256 - 0,128)
  x 100% = 50,405% 

b. % Mortalitas =  
(0,3256 - 0,128)-(0,232 - 0,128)

(0,3256 - 0,128)
  x 100% = 47,247% 

c. % Mortalitas =  
(0,3256 - 0,128)-(0,222 - 0,128)

(0,3256 - 0,128)
  x 100% = 52,551% 

 62,5 ppm 

a. % Mortalitas =  
(0,3256 - 0,128)-(0,216 - 0,128)

(0,3256 - 0,128)
  x 100% = 55,324% 

b. % Mortalitas =  
(0,3256 - 0,128)-(0,213 - 0,128)

(0,3256 - 0,128)
  x 100% = 56,842% 
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c. % Mortalitas =  
(0,3256 - 0,128)-(0,222 - 0,128)

(0,3256 - 0,128)
  x 100% = 52,287% 

 125 ppm 

a. % Mortalitas =  
(0,3256 - 0,128)-(0,190 - 0,128)

(0,3256 - 0,128)
  x 100% = 68,623% 

b. % Mortalitas =  
(0,3256 - 0,128)-(0,181 - 0,128)

(0,3256 - 0,128)
  x 100% = 73,178% 

c. % Mortalitas =  
(0,3256 - 0,128)-(0,191 - 0,128)

(0,3256 - 0,128)
  x 100% = 68,117% 

 250 ppm 

a. % Mortalitas =  
(0,3256 - 0,128)-(0,159 - 0,128)

(0,3256 - 0,128)
  x 100% = 84,312% 

b. % Mortalitas =  
(0,3256 - 0,128)-(0,154 - 0,128)

(0,3256 - 0,128)
  x 100% = 86,842% 

c. % Mortalitas =  
(0,3256 - 0,128)-(0,159 - 0,128)

(0,3256 - 0,128)
  x 100% = 84,312% 

 500 ppm 

a. % Mortalitas =  
(0,3256 - 0,128)-(0,169 - 0,128)

(0,3256 - 0,128)
  x 100% = 79,300% 

b. % Mortalitas =  
(0,3256 - 0,128)-(0,176 - 0,128)

(0,3256 - 0,128)
  x 100% = 75,672% 

c. % Mortalitas =  
(0,3256 - 0,128)-(0,172 - 0,128)

(0,3256 - 0,128)
  x 100% = 77,721% 

2. Etil asetat 

 31,25 ppm 

a. % Mortalitas =  
(0,3256 - 0,128)-(0,247 - 0,128)

(0,3256 - 0,128)
  x 100% = 39,692% 

b. % Mortalitas =  
(0,3256 - 0,128)-(0,244 - 0,128)

(0,3256 - 0,128)
  x 100% = 41,417% 
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c. % Mortalitas =  
(0,3256 - 0,128)-(0,258 - 0,128)

(0,3256 - 0,128)
  x 100% = 34,174% 

 62,5 ppm 

a. % Mortalitas =  
(0,3256 - 0,128)-(0,243 - 0,128)

(0,3256 - 0,128)
  x 100% = 41,802% 

b. % Mortalitas =  
(0,3256 - 0,128)-(0,231 - 0,128)

(0,3256 - 0,128)
  x 100% = 47,874% 

c. % Mortalitas =  
(0,3256 - 0,128)-(0,232 - 0,128)

(0,3256 - 0,128)
  x 100% = 47,368% 

 125 ppm 

a. % Mortalitas =  
(0,3256 - 0,128)-(0,238 - 0,128)

(0,3256 - 0,128)
  x 100% = 44,211% 

b. % Mortalitas =  
(0,3256 - 0,128)-(0,233 - 0,128)

(0,3256 - 0,128)
  x 100% = 47,008% 

c. % Mortalitas =  
(0,3256 - 0,128)-(0,247 - 0,128)

(0,3256 - 0,128)
  x 100% = 39,753% 

 250 ppm 

a. % Mortalitas =  
(0,3256 - 0,128)-(0,235 - 0,128)

(0,3256 - 0,128)
  x 100% = 45,850% 

b. % Mortalitas =  
(0,3256 - 0,128)-(0,229 - 0,128)

(0,3256 - 0,128)
  x 100% = 48,765% 

c. % Mortalitas =  
(0,3256 - 0,128)-(0,221 - 0,128)

(0,3256 - 0,128)
  x 100% = 53,057% 

 500 ppm 

a. % Mortalitas =  
(0,3256 - 0,128)-(0,190 - 0,128)

(0,3256 - 0,128)
  x 100% = 68,623% 

b. % Mortalitas =  
(0,3256 - 0,128)-(0,198 - 0,128)

(0,3256 - 0,128)
  x 100% = 64,526% 

c. % Mortalitas =  
(0,3256 - 0,128)-(0,197 - 0,128)

(0,3256 - 0,128)
  x 100% = 65,130% 
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3. Metanol 

 31,25 ppm 

a. % Mortalitas =  
(0,3256 - 0,128)-(0,270 - 0,128)

(0,3256 - 0,128)
  x 100% = 28,138% 

b. % Mortalitas =  
(0,3256 - 0,128)-(0,261 - 0,128)

(0,3256 - 0,128)
  x 100% = 32,692% 

c. % Mortalitas =  
(0,3256 - 0,128)-(0,273 - 0,128)

(0,3256 - 0,128)
  x 100% = 26,619% 

 62,5 ppm 

a. % Mortalitas =  
(0,3256 - 0,128)-(0,240 - 0,128)

(0,3256 - 0,128)
  x 100% = 43,320% 

b. % Mortalitas =  
(0,3256 - 0,128)-(0,247 - 0,128)

(0,3256 - 0,128)
  x 100% = 39,777% 

c. % Mortalitas =  
(0,3256 - 0,128)-(0,240 - 0,128)

(0,3256 - 0,128)
  x 100% = 43,320% 

 125 ppm 

a. % Mortalitas =  
(0,3256 - 0,128)-(0,189 - 0,128)

(0,3256 - 0,128)
  x 100% = 69,227% 

b. % Mortalitas =  
(0,3256 - 0,128)-(0,190 - 0,128)

(0,3256 - 0,128)
  x 100% = 68,490% 

c. % Mortalitas =  
(0,3256 - 0,128)-(0,186 - 0,128)

(0,3256 - 0,128)
  x 100% = 70,684% 

 250 ppm 

a. % Mortalitas =  
(0,3256 - 0,128)-(0,207 - 0,128)

(0,3256 - 0,128)
  x 100% = 60,057% 

b. % Mortalitas =  
(0,3256 - 0,128)-(0,212 - 0,128)

(0,3256 - 0,128)
  x 100% = 57,490% 

c. % Mortalitas =  
(0,3256 - 0,128)-(0,216 - 0,128)

(0,3256 - 0,128)
  x 100% = 55,429% 
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 500 ppm 

a. % Mortalitas =  
(0,3256 - 0,128)-(0,189 - 0,128)

(0,3256 - 0,128)
  x 100% = 68,911% 

b. % Mortalitas =  
(0,3256 - 0,128)-(0,182 - 0,128)

(0,3256 - 0,128)
  x 100% = 72,794% 

c. % Mortalitas =  
(0,3256 - 0,128)-(0,186 - 0,128)

(0,3256 - 0,128)
  x 100% = 70,745% 

 

e. Tabel Anova Mortalitas Sel Hela 

Tests of Between-Subjects Effects 

Dependent Variable:hasil      

Source 

Type III Sum of 

Squares df Mean Square F Sig. 

Corrected Model 10717.365a 14 765.526 106.950 .000 

Intercept 144463.282 1 144463.282 2.018E4 .000 

perlakuan_a 2856.829 2 1428.415 199.561 .000 

perlakuan_b 7015.661 4 1753.915 245.036 .000 

perlakuan_a * perlakuan_b 844.875 8 105.609 14.754 .000 

Error 214.734 30 7.158   

Total 155395.381 45    

Corrected Total 10932.099 44    

a. R Squared = ,980 (Adjusted R Squared = ,971)    

 
 

  



84 
 

 
 

f. Tabel Duncan (Pelarut) 

hasil 

Duncan     

pelarut N 

Subset 

1 2 3 

etil asetat 15 48.6167   

metanol 15  53.8462  

n-heksan 15   67.5155 

Sig.  1.000 1.000 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

 Based on observed means. 

 The error term is Mean Square(Error) = 7,158. 

 

 
 
g. Tabel Duncan (Dosis) 

hasil 

Duncan      

dosis N 

Subset 

1 2 3 4 5 

31.25 9 39.2150     

62.5 9  46.8713    

125 9   57.7709   

250 9    65.4184  

500 9     74.0217 

Sig.  1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

 Based on observed means. 

 The error term is Mean Square(Error) = 7,158. 

 

 
 

 

 

 

 

 



 
 

h. Tabel Interaksi 

 
hasil 

Duncan          

interaksi N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 5 6 7 8 

metanol 31.25 3 29.1497        

etil asetat 31.25 3  38.4277       

metanol 62.5 3  42.1390 42.1390      

etil asetat 62.5 3   43.6573      

etil asetat 125 3   45.6813 45.6813     

etil asetat 250 3    49.2240     

n-heksan 31.25 3    50.0677     

n-heksan 62.5 3     54.8177    

metanol 125 3     57.6587    

etil asetat 500 3      66.0930   

metanol 250 3      69.4670   

n-heksan 125 3      69.9727   

metanol 500 3      70.8167   

n-heksan 250 3       77.5643  

n-heksan 500 3        85.1553 

Sig.  1.000 .100 .135 .066 .203 .055 1.000 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 



 
 

Lampiran 9. Ekstraksi Daun Bruguiera gymnorrhiza  

 
Daun Bruguiera gymnorrhiza 

 
Pengovenan daun Bruguiera 

gymnorrhiza 
 

 
Daun Bruguiera gymnorrhiza yang 

telah kering diblender 
 

 
Penimbangan sampel 

 
Dimasukkan kedalam botol kaca 

 

 
Penambahan larutan 

 
Dikocok  ± 6 jam dan didiamkan 

selama 2x24 jam 
 

 
Penyaringan dengan kertas saring 

 
Proses evaporasi 

 
Penyemprotan nitrogen 
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Lampiran 10. Ekstraksi Daun Bruguiera gymnorrhiza 

 
Kultur artemia salina selama 

2x24 jam 
 

 
Pembuatan larutan stok ekstrak 

 

 
Larutan ekstrak dimasukkan ke 

botol vial sesuai dosis yang 
digunakan dan ditambahkan air 
laut hingga volume mencapai 5 

ml 
 

 
Artemia salina dimasukkan ke 

botol vial sebanyak 10 ekor 

 
Pengamatan artemia salina 

setelah 24 jam 
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Lampiran 11. Uji Viabilitas Sel Hela 

 
Penimbangan sampel 

 

 
Penambahan DMSO 

 

 
Larutan sampel di vortex sampai 

homogen 
 

 
Penyaringan dan penggantian ampul 

pada larutan sampel 
 

 
Kultur sel Hela diambil dari inkubator 

 
Pemetaan plate 

 

 
Penambahan larutan ekstrak sesuai 

dosis 

 
Inkubasi selama 24 jam 
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Pengambilan media yang bercampur 

dengan ekstrak 
 

 
Pemberian media baru 

 

 
Pengamatan pada mikroskop inverted 

sebelum penambahan MTT 
 

 
Penambahan MTT 

 

 
Di inkubasi selama 3 jam sampai 

membentuk kristal ungu 

 
Pengamatan sel pada mikroskop 
inverted setelah pemberian MTT 

 

 
Pemberian larutan stopper 

 
Perhitungan sel pada elisa reader 
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Lampiran 12. Hasil Uji LCMS 

 

Index Time  Lower Bound Upper Bound Height Area 
1 2.426833 1.886717 2.737267 578 6663.63 
2 3.241833 2.814383 5.997967 631 13994.02 
 
Rt 2.42 
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Rt 3.24 
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Mariner Spec /84:87 (T /3.20:3.32) -71:74 (T -3.20:3.32)  ASC=>NR(2.00)[BP = 217.4, 385]

217.41

411.82

233.42161.21
412.81

217.93 331.62 397.78
219.41 317.57 355.66 548.06163.21 398.48275.50 441.93 514.47

139.0 167.4 195.8 224.2 252.6 281.0

Mass (m/z )

0

385.3

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

%
 In

te
n

s
it

y

Mariner Spec /84:87 (T /3.20:3.32) -71:74 (T -3.20:3.32)  ASC=>NR(2.00)[BP = 217.4, 385]
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