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ABSTRAK

Kinanti, Annelia Putri. 2019. Uji Sitotoksisitas Minuman Fungsional Berbasis Jahe
(Zingiber Officinale) Dan Kacang-Kacangan Terhadap Sel Kanker Serviks ( Sel Hela).
Tugas Akhir, Program Studi limu Gizi, Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya. Pembimbing:
(1) Fuadiyah Nila K. , S.Gz., MP. (2) Rahma Micho Widyanto, S.Si., MP.

Kanker serviks adalah kanker leher rahim yang disebabkan oleh HPV ( Human
Papiloma Virus). Biasanya penderita kanker mengalami gejala mual dan muntah. Selain
disebabkan karena penyakit kanker sendiri gejala mual muntah juga disebabkan karena
pengobatan kemoterapi yang dijalani pasien kanker. Jahe (Zingiber officinale) merupakan
tanaman herbal yang biasanya digunakan untuk mengurangi gejala mual dan muntah. Selain
dapat mengurangi gejala mual dan muntah, jahe juga memiliki kandungan antioksidan yang
berpotensi sebagai antikanker. Kacang hijau dan kacang kedelai memiliki kandungan
kandungan antioksidan yang juga berfungsi sebagai antiinflamasi dan meningkatkan kekebalan
imun tubuh. Ketiga bahan tersebut dapat diformulasikan menjadi minuman fungsional yang
bermanfaat bagi tubuh. Tujuan penenlitian ini yaitu untuk mengetahui potensi antikanker pada
minuman fungsional yang terbuat dari jahe dan kacang-kacangan. Pembuatan minuman
fungsional ini diawali dengan pembuatan sari jahe, sari kedelai dan sari kacang hijau.
Selanjutnya minuman fungsional yang terbuat dari jahe dan kacang-kacangan dikeringkan
menggunakan metode pengeringan Freeze drying dan dilanjutkan dengan uji sitotoksisitas.
Potensi antikanker dapat diukur melalui Uji sitotoksisitas dengan metode MTT Assay yang
dilihat dari hasil 1Cs,. Besar nilai 1Cso pada penelitian ini yaitu 2767,449 (ug/ml). Hasil Uji
sitotoksisitas tidak menunjukan adanya potensi antikanker pada minuman fungsional yang
terbuat dari jahe dan kacang-kacangan. Kesimpulan dari penelitian ini adalah minuman
fungsional yang terbuat dari jahe dan kacang-kacangan tidak berpotensi sebagai antikanker.

Kata Kunci: uji sitotoksisitas, minuman fungsional, jahe, kanker serviks



ABSTRACT

Kinanti, Annelia Putri. 2019. Cytotoxicity Test of Functional Drinks Based on Ginger
(Zingiber Officinale) and Beans on Cervical Cancer Cells (Cell Hela). Tugas Akhir, Program
Studi llmu Gizi, Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya. Pembimbing: (1) Fuadiyah Nila K. ,
S.Gz., MP. (2) Rahma Micho Widyanto, S.Si., MP.

Cervical cancer is cancer caused by HPV (Human Papilloma Virus). Usually cancer
patients experience symptoms of nausea and vomiting. In addition to being caused by cancer
itself the symptoms of nausea and vomiting are also caused due to chemotherapy treatment
that cancer patients undergo. Ginger (Zingiber officinale) is an herbal plant that is usually used
to reduce symptoms of nausea and vomiting. Besides being able to reduce symptoms of
nausea and vomiting, ginger also contains antioxidants that have the potential to be anticancer.
Mung beans and soybeans contain antioxidants which also function as anti-inflammatory and
enhance the body's immune system. These three ingredients can be formulated into functional
drinks that are beneficial to the body. The purpose of this study was to determine the anticancer
potential of ginger and nuts based functional drinks. Making this functional drink begins with
making ginger juice, soybean juice and green bean extract. Furthermore, the ginger and beans
based functional drinks were dried using the Freeze drying method and continued with the
cytotoxicity test. Anticancer potential can be measured through cytotoxicity test with MTT Assay
method which is seen from the 1Cs, results. The ICs, value in this study was 2767,449 (ug / ml).
Results Cytotoxicity tests did not show any anticancer potential in ginger and nuts based
functional drinks. The conclusion of this study is that ginger-based and legume-based
functional drinks have no potential as anticancer.

Kata kunci: Cytotoxicity Test, Functional Drinks, Ginger, Cervical Cancer



BAB 1

PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Penyakit kanker merupakan salah satu penyebab kematian utama
diseluruh dunia. Jumlah penderita kanker terus meningkat dari tahun ke tahun
dan diperkirakan kematian akibat kanker mencapai 12 juta jiwa pada tahun
2030. Setiap tahun, terdapat 6,25 juta orang yang menderita kanker (Globocan,
2012).

Kanker dibagi menjadi beberapa penyakit sesuai organ tubuh yang
diserang, salah satunya adalah kanker serviks. Kanker serviks merupakan
penyebab kematian nomor dua pada wanita setelah kanker payudara. Kanker
serviks ini terjadi didaerah organ reproduksi wanita yang merupakan pintu
masuk ke rahim, terletak antara Rahim (uterus) dan lubang vagina. Kanker
serviks ditandai dengan pertumbuhan sel-sel abnormal pada serviks dimana
sel-sel normal berubah menjadi sel kanker. Pada tahap awal, gejala yang
ditimbulkan seperti gangguan menstruasi, keputihan, pendarahan vagina diluar
masa menstruasi, keluhan sakit perut dibagian bawah dan infeksi pada saluran
kandung kemih. ( Fisca,2012).

Di Indonesia, prevalensi penyakit kanker juga cukup tinggi. Menurut data
Kemenkes RI,2015, prevalensi kanker di Indonesia adalah 1,4 per 100
penduduk atau sekitar 347.000 orang. Untuk kanker serviks sendiri merupakan

penyebab kematian pertama pada wanita diseluruh dunia. Diperkirakan 274.000



kematian terjadi setiap tahun akibat penyakit ini (Kemenkes RI1,2015).

Pasien kanker biasanya mengalami mual dan muntah dikarenakan
kemoterapi yang dijalaninya. Pada sistem saraf pusat, terdapat tiga struktur
yang berlaku sebagai pusat koordinasi reflek muntah, yaitu nucleus traktus
solitaries, pusat muntah dan chemoreseptor trigger zone (CTZ). Mual dan
muntah dapat mengganggu sistem pernafasan, meningkatkan denyut jantung
serta dapat menurunkan nafsu makan hingga malnutrisi (Fithrah, 2014).

Mual dan muntah dapat diobati atau ditangani dengan terapi
farmakologis dan non farmakologis. Ada beberapa obat antimual (antiemetik)
yang sudah tersedia untuk membantu mengurangi gejala mual muntah, namun
obat-obatan tersebut memiliki efek samping seperti sedasi, kebingungan,
pusing, mulut kering dan konstipasi (Susanti & Tarigan, 2013). Dengan adanya
efek samping tersebut maka perlu adanya alternatif untuk mengatasi mual dan
muntah dengan memberikan terapi non farmakologis. Terapi non farmakologis
tersebut dapat memanfaatkan bahan alamiah yang mengandung zat aktif yang
dapat mengurangi rasa mual muntah juga dapat berpotensi sebagai antikanker
pada pasien kanker. Bahan-bahan alamiah tersebut antara lain adalah jahe
(Zingiber officinale) dan kacang-kacangan. Jahe (Zingiber officinale) dan
kacang-kacangan ini mengandung antioksidan. Dimana antioksidan sendiri
berfungsi sebagai scavenger dan meningkatkan kekebalan imun (Stoilova et al.,

2007).



Jahe (Zingiber officinale) merupakan tanaman herbal alami yang memiliki zat aktif
antara lain gingerol, shagaol, zingerone, zingiberol dan paradol. Jahe memiliki kandungan
antioksidan seperti polifenol dan flavonoid. Antoksidan pada jahe ini dapat mengurangi atau
mencegah generasi radikal bebas. Jahe juga digolongkan sebagai tanaman herbal yang
aman dan tidak banyak memiliki efek samping ( Ali BH, 2008). Selain itu, kandungan
Gingerol pada jahe dapat bekerja pada sistem saraf pusat sehingga menurunkan frekuensi
mual muntah, karena biasanya orang kanker memiliki rasa mual dan muntah ketika akan
makan (Wiraharja S, 2011).

Kacang kedelai (Glycine max) dan kacang hijau (Vigna radiata) memiliki
kandungan antioksidan tinggi dibandingkan dengan kacang hitam. Antioksidan yang sangat
tinggi pada kacang kedelai dan kacang hijau adalah flavonoid. Flavonoid bermanfaat
sebagai antioksidan, antiinflamasi dan meningkatkan kekebalan imun (Xue et al., 2016).
Ketiga bahan tersebut (sari jahe, sari kedelai dan sari kacang hijau) dapat diformulasikan
menjadi minuman fungsional yang memiliki manfaat bagi tubuh manusia.

Pada penelitian sebelumnya, telah dilakukan penelitian terkait aktivitas antioksidan
pada minuman fungsional berbasis jahe dan kacang-kacangan, tetapi belum ada penelitian
terkait uji sitotoksisitasnya. Maka dari itu peneliti tertarik untuk melakukan uji sitotoksisitas
pada minuman fungsional berbasis jahe (Zingiber officinale) dan kacang-kacangan

terhadap sel kanker serviks (sel HelLa) secara in vitro.

1.2 Rumusan Masalah
Apakah minuman fungsional berbasis jahe dan kacang-kacangan memiliki potensi

sitotoksik terhadap sel kanker serviks (sel HeLa) ?



1.3 Tujuan
1.3.1 Tujuan Umum
Mengetahui potensi sitotoksik minuman fungsional berbasis dari jahe (Zingiber
officinale) dan kacang-kacangan terhadap sel kanker serviks (sel HeLa) secara in vitro.
1.3.2 Tujuan Khusus
Mengetahui nilai 1Csy dari minuman fungsional berbasis jahe (Zingiber officinale)

dan kacang-kacangan terhadap sel kanker serviks ( sel HeLa).

1.4 Manfaat
1.4.1 Bagi Akademik
Hasil penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi terkait adanya minuman
fungsional berbasis jahe (Zingiber officinale) dan kacangan-kacangan yang memiliki
potensi antikanker.
1.4.2 Bagi Masyarakat
Sebagai alternatif pangan fungsional berbasis jahe (ZIngiber officinale) dan kacang-

kacangan yang berpotensi antikanker yang dapat digunakan sebagai minuman fungsional.
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BAB 2

TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Kanker Serviks
2.1.1 Pengertian Kanker Serviks

Kanker leher rahim atau yang biasa dikenal dengan kanker serviks adalah
keganasan dari serviks yang ditandai dengan adanya pendarahan lewat jalan lahir di
mana tanda dan diagnosis bisa ditegakkan dengan menggunakan Pap Smear

(Rahayu S, 2015)

2.1.2 Pengobatan Kanker

Pengobatan kanker terdiri dari dua macam, yaitu :

1. Pengobatan Modern/Terapi Modern

a. Kemoterapi : biasanya diberikan untuk kanker yang diyakini telah
menyebar.

b. Terapi antibiotik : pemberian obat-obatan yang dapat membunuh
bakteri yang menyebabkan infeksi pada serviks dan organ reproduksi.

2. Pengobatan Tradisional

Pengobatan tradisional kanker biasanya menggunakan bahan-bahan alami

seperti kayu putih, bawang putih, sarang semut, dan mengkudu (Rahayu,2015).



2.1.3 Sel HeLa

Sel HeLa merupakan sel epitel manusia yang diambil dari leher Rahim
(cervix) seorang wanita penderita kanker leher Rahim. Kultur sel ini memiliki sifat
semi melekat dan digunakan sebagai model sel kanker. Sel HelLa ini cukup aman
dan merupakan sel manusia yang umum digunakan untuk kepentingan kultur sel.
Sel HelLa dapat tumbuh dengan agresif dalam media kultur. Media kultur yang
digunakan adalah media RPMI 1640-serum. Didalamnya terkandung nutrisi yang
cukup untuk pertumbuhan, yaitu asam amino, vitamin, garam-garam organik dan

glukosa (Anggrianti,2008).

2.2 Jahe
2.2.1 Gambaran umum jahe

Jahe merupakan tanaman yang sering digunakan sebagai obat. Jahe
termasuk tanaman yang berasal dari daerah Asia Tropik, yang tersebar di berbagai
wilayah dari India sampai Cina. Sejak zaman Kong Hu (551-479 SM), jahe sudah
dibudidayakan di India dan diekspor ke Cina. Saat ini tanaman jahe dibudidayakan
diberbagai daerah di Indonesia antara lain adalah Sumatra Utara, Bengkulu, Jawa
Barat, Jawa Tengah dan Jawa Timur. Jahe merupakan tanaman semu tahunan,
berbatang semu dengan tinggi antara 30-75 cm. berdaun sempit memanjang
menyerupai pita dengan panjang 15-23 cm, lebar sekitar 2,5 cm (Wiraharja et

al,2011)



2.2.2 Jenis-jenis jahe

Terdapat tiga jenis jahe berdasarkan ukuran, bentuk, dan warna rimpang

yaitu :

a.

Jahe Putih ( Zingiber officinale Amarum) atau biasa disebut dengan jahe emprit
memiliki bentuk yang lebih kecil dari jenis jahe lainnya. Kandungan minyak atsiri
pada jahe ini lebih besar dari jahe lainya sehingga rasanya lebih pedas. Selain
kandungan yang besar, jahe ini juga mengandung serat yang lebih tinggi

(Wirahaja et al., 2011).

Gambar 2.1 Jahe Putih

Sumber: www.hellosehat.com

Jahe gajah ( Zingiber officinale Roscoe) atau biasa disebut dengan jahe kuning.
Rimpang pada jahe ini lebih besar dibandingkan dengan jenis jahe lainnya.
(Wiraharja et al., 2011). Jahe ini mengandung minyak atsiri s\ebesar 0,82-1,66
%. Aroma dari jahe ini sedikit kurang tajam dan kurang pedas jika dibandingkan

dengan jahe lainnya (Hanief, 2013).



Gambar 2.1 Jahe Gajah
Sumber: www.hellosehat.com

Jahe merah (Zingiber officinale Rubrum) memiliki rimpang berwarna merah dan
ukurannya lebih kecil dari jahe putih. Jahe ini memiliki kandungan minyak atsiri

yang sama dengan jahe putih (Wlraharja et al., 2011)

-' » "j‘ "d 4
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Gambar 2.1 Jahe Merah
Sumber : www.hellosehat.com



Tabel 2.1 Kandungan Senyawa yang Terdapat dalam Jahe

Kandungan senyawa Senyawa
dalam jahe

Minyak atsiri - Eugenol (49,8%)
- Zingeron (14,5%)
- Trans-6-shogaol (5,9%)
- Geraniol (3,7%)
- Borneol (1,9%)

Etanol oleoresin jahe - Gernial (25,9%)
- A-zingiberen ( 9,5%)
- Neral (7,6%)
- Beta-sesquiphellandren
(27,16%)
- Caryophyllen ( 15,29%)

Methanol oleoresin - zingeron (33,6%)
jahe - trans-6-shogaol (14,9%)
- decanal (3,8%)
- a-zingiberen (2,7%)
Isooktan oleoresin jahe - zingeron (30,5%)
- palmitoleic acid (10,9%)
- trans-6-shogaol (9,3%)
- palmitic acid (8,9%)
CC14 oleoresin jahe - zingeron (33,3%)
- trans-6-shogaol (10,4%)
- geranial (7,5%)
- neral (4,9%)
Sumber : Singh et al.( 2008); El-Baroty et al.(2010)

2.2.3 Manfaat jahe
Adapun beberapa manfaat jahe adalah sebagai berikut:

a. Gingerol dan komponen jahe lainnya memiliki aktivitas sebagai anti-
hidroksitripamin. Gonalakton merupakan antagonis kompetitif pada
ileus 5-HT; reseptor sehingga menimbulkan efek anti emetik. Gingerol
juga dapat bekerja pada system saraf pusat sehingga dapat

menurunkan frekuensi mual muntah (Wlrahaja et al.,2011)



b. Memodulasi efek saluran gastrointestinal seperti menstimulasi motilitas,
sekresi saliva dan empedu untuk menurunkan rasa mual muntah. Jahe
mempunyai efek yang hampir sama dengan dymenhydinate sebagai

anti mual dan muntah. (Fithrah,2014).

2.3 Kacang-kacangan
2.3.1 Kacang kedelai

Kacang kedelai adalah tanaman yang berasal dari Negara China. Kacang
kedelai merupakan sumber protein tercerna yang sangat baik. Meskipun kandungan
vitamin (vitamin A, E, K dan beberapa jenis vitamin B) dan mineral (K, Fe, Zn dan P)
di dalamnya tinggi, kedelai rendah akan kandungan asam lemak jenuh, dengan 60
% kandungan asam lemak tidak jenuhnya terdiri atas asam linoleat dan linolenat,
yang keduanya diketahui membantu kesehatan jantung. Kacang kedelai tidak
mengandung kolesterol.

Table 2.2 Kandungan Zat Gizi Kacang Kedelai dalam 100 gram

Zat Gizi Jumlah
Energi 381 kkal
Protein 40,4 ¢
Lemak total 16,79
Karbohidrat 249¢
Serat total 3,29
Abu 5,99

222 mg
Kalsium (Ca) 682 mg
Fosfor 10 mg
Besi (Fe) 31
Karoten total 0,52 mg
Vitamin B1 2,251 mg
Niasin 0,12 mg
Riboflavin

Sumber: Mahmud et al.,(2009)



2.3.2 Kacang hijau

Kacang hijau (Vigna radiata L.) merupakan salah satu komoditas tanaman
kacang-kacangan yang banyak tumbuh di Indonesia. Tanaman ini mengandung zat-
zat gizi, antara lain: amylum, protein, besi, belerang, kalsium, minyak lemak,
mangan, magnesium, niasin, vitamin (B1, A, dan E). Manfaat lain dari tanaman ini
adalah dapat melancarkan buang air besar. Selain itu juga dapat digunakan untuk
pengobatan hepatitis, terkilir, beri-beri, demam nifas, kepala pusing/vertigo,
memulihkan kesehatan, kencing kurang lancar, kurang darah, dan kepala pusing.
Dibanding dengan tanaman kacang-kacangan lainnya, kacang hijau memiliki
kelebihan ditinjau dari segi agronomi dan ekonomis, seperti:

a. Lebih tahan kekeringan

b. Serangan hama dan penyakit lebih sedikit

c. Dapat dipanen pada umur 55-60 hari

d. Dapat ditanam pada tanah yang kurang subur

e. Cara budidayanya mudah

(Atman,2007)



Tabel 2.3 Kandungan gizi kacang hijau dalam 100 gram

Zat gizi Jumlah
Energi 345 kkal
Protein 22,29
Lemak 129
Karbohidrat 6299
Kalsium 125 mg
Fosfor 320 mg
Zat besi 7mg
Vitamin A 157 1U
Vitamin B1 0,64 mg
Vitamin C 6 mg
Vitamin K 0,51 pg
SAFA (Saturated Fatty Acid) 0,348 ¢
MUFA (Monosaturated Fatty Acid) | 0,161 g
PUFA (Polyunsaturated Fatty Acid) | 0,384 g

2.4 Manfaat Kacang Hijau dan Kacang Kedelai
Berikut merupakan manfaat dari kacang hijau dan kacang kedelai, yaitu :
1. Mengandung antioksidan seperti flavonoid yang dapat meingkatkan
kekebalan imun dan sebagai anti inflamasi (Ghasemzadeh, 2011)
2. Kacang hijau mengandung asam amino cukup tinggi dan beberapa
vitamin yang sangat dibutuhkan tubuh, yakni asam amino tryptofan
dan lysin. Dalam 100 g biji kacang hijau Belu terdapat tryptofan 96
mg, lysine 197 mg, asam amino glutamat 297 mg, juga mengandung
beberapa vitamin seperti vitamin B1, B2, B3, B5, B12, D, E, dan
vitamin K (Yusuf, 2014).
3. Kandungan isoflavon pada kedelai sering dimanfaatkan untuk
penanganan menopause, kanker payudara,osteoporosis dan

meningkatkan kinerja kognitif.



2.5 Minuman Fungsional
2.5.1 Definisi

Pangan fungsional adalah pangan olahan yang mengandung satu atau
lebih komponen pangan yang memiliki fungsi fisiologis tertentu diluar fungsi
dasarnya dan bermanfaat bagi kesehatan ( Anggraini,2011). Salah satu jenis
pangan fungsional adalah minuman fungsional. Minuman fungsional harus memiliki
tiga fungsi dasar pangan fungsional yaitu sensory (warna dan penampilannya
menarik dan memiliki cita rasa yang enak), nutritional (bernilai gizi tinggi),
phsycological (memberikan pengaruh fisiologis yang menguntungkan bagi tubuh)
(Herawati, 2012). Sehingga dapat disimpulkan bahwa minuman fungsional adalah
minuman yang memiliki efek positif terhadap kesehatan.
2.5.2 Fungsi fisiologis

Minuman fungsional dibuat bertujuan untuk memberikan fungsi fisiologis
yang dapat memberikan manfaat untuk meningkatkan kesehatan. Manfaat yang
diharapkan ada pada minuman fungsional adalah sebagai berikut:

1. Dapat mencegah timbulnya penyakit

2. Meningkatkan daya tahan tubuh

3. Memperlambat proses penuaan

4. Menyehatkan tubuh kembali (recovery)
2.6 Aktivitas antikanker

Mekanisme kerja suatu bahan aktif dari bahan alami sangat penting
diketahui untuk menjelaskan bagaimana cara kerja anti kanker. Mekanisme kerja

beberapa bahan anti kanker diantaranya adalah senyawa yang langsung bekerja



pada target molekul DNA, terbentuknya senyawa metabolit lainnya yang dapat
menghambat jalannya metabolisme, dan penghambatan proses proliferasi sel.
Mekanisme lainnya yang diharapkan dapat memperbaiki sistem sel kanker adalah
menginduksi proses apoptosis. Apoptosis merupakan kematian sel yang terprogram.
Apoptosis memiliki peran penting dalam menjaga keseimbangan (homeostatis)
perkembangan sel organisme pada tingkat seluler. Meningkatnya apoptosis
merupakan salah satu mekanisme kerja senyawa aktif yang berfungsi sebagai anti
kanker (Anggrianti,2012). Aktivitas antikanker (poliferasi sel kanker) dapat diukur
menggunakan nilai ICso, semakin kecil nilai ICsq suatu senyawa maka semakin besar

potensi antikanker pada senyawa tersebut.
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BAB 3

KERANGKA KONSEP DAN HIPOTESA PENELITIAN

3.1 Kerangka Konsep

Disebabkan karena

—> | Penyakit Kanker
pertumbuhan sel ‘

yang abnormal \l/
Pengobatan Kemoterapi

Mual dan muntah

[

| \ l

Terapi Farmakologi Terapi Non Farmakologi
Obat Minuman Fungsional
! i )
Efek samping :  Jahe Kacang hijau
dan kacang
Sedasi, mulut
kering,
konstipasi, Gingerol, shagaol, Flavonoid,
zingerone, zingiberol, vitamin B6,
paradol, polifenol dan
Keterangan: flavonoid
L1 Tidak diteliti
. Ditelit Minuman Fungsional berbasis jahe dan kacang-

kacangan berpotensi menghambat pertumbuhan
sel kanker yang dapat dilihat dari nilai ICsg

Progresivitas Kanker serviks menurun




Penjelasan Kerangka Konsep

Kanker merupakan penyakit yang disebabkan karena adanya pertumbuhan sel yang
abnormal ( Siegel, et al. 2015). Penderita kanker biasanya melakukan pengobatan secara
modern seperti operasi, kemoterapi, dan radioterapi. Namun pengobatan tersebut memiliki efek
samping mual dan muntah. Jahe mengandung antioksidan dan senyawa yang dapat
mengurangi rasa mual muntah. Selain itu, kacang-kacangan juga mengandung antioksidan
seperti flavonoid yang terbukti dapat memodulasi aktivitas penyakit kanker (Xue et al ,2016).
Kombinasi jahe dan kacang-kacangan diharapakan dapat mengurangi rasa mual dan muntah
pada pasien kanker serta memiliki potensi antikanker dengan melihat nilai ICs,. Semakin kecil

nilai ICsg maka potensi aktivitas antikankernya semakin tinggi.

3.2 Hipotesa Penelitian
Terdapat potensi sitotoksik pada minuman fungsional jahe (Zingiber officinale) dan kacang-

kacangan.



BAB 4

METODE PENELITIAN

4.1 Rancangan Penelitian
Penelitian ini adalah penelitian eksperimental dengan menggunakan sel
Hela sebagai sel uji yang diberi sari Jahe (Zingiber officinale) dan kacang-kacangan

yang selanjutnya akan dilihat potensi anti kankernya.

4.2 Sampel Penelitian
Sampel yang digunakan pada penelitian ini adalah formula minuman
fungsional berbasis jahe (Zingiber officinale) dan kacang-kacangan dengan

formulasi yang telah ditetapkan pada penelitian sebelumnya.

4.3 Kriteria
4.3.1 Kriteria Inklusi

Kriteria inklusi pada penelitian ini adalah bahan segar yang akan digunakan
sebagai sari jahe dan kacang-kacangan. Kriteria inklusi pada penelitian ini yaitu:

1. Jahe

o)

. Varietas jahe gajah.

b. Tidak ada serangga.

c. Tidak ada rimpang yang bertunas.
d. Rimpang jahe berbentuk utuh.

e. Penampakan irisan melintang cerah.
f.  Kulit rimpang tidak terkelupas.

g. Usia jahe 8-10 bulan.



2. Kacang-kacangan (kacang hijau dan kacang kedelai)

a. Bentuk kacang-kacangan utuh.

(o}

. Kacang tidak berbau tengik.

. Tidak ada kotoran.

(g

o

. Bentuk kacang-kacangan tidak keriput.

e. Butir memiliki warna yang sama.

4.3.2 Kriteria Eksklusi
Kriteria eksklusi pada penelitian ini adalah bahan segar yang akan
digunakan sebagai sari jahe dan kacang-kacangan. Kriteria eksklusi pada penelitian
ini yaitu:
1. Bahan mentah jahe:
a. Rimpang jahe berkapang.
b. Rimpang jahe busuk.
2. Bahan mentah kacang-kacangan:
a. Biji kacang busuk.
b. Biji kacang berkecambah.

c. Terdapat jamur pada biji kacang.

4.4 Variabel Penelitian
4.4.1 Variable Dependent

Variable terikat pada penelitian ini adalah efek toksisitas yang didapat dari
nilai ICso pada sampel ekstrak minuman fungsional Jahe (Zingiber officinale) dan

kacang-kacangan.



4.4.2 Variabel Independent
Variabel bebas pada penelitian ini adalah formula ekstrak minuman

fungsional berbasis Jahe (Zingiber officinale) dan kacang-kacangan.

4.5 Lokasi dan Waktu Penelitian
4.5.1 Lokasi Penelitian
Lokasi penelitian minuman fungsional berbasis jahe dan kacang-kacangan
yaitu:
1. Pembuatan Minuman Fungsional
Pembuatan minuman fungsional pada penelitian ini dilakukan di
Laboratorium Penyelenggaraan Makanan Jurusan limu Gizi Fakultas Kedokteran
Universitas Brawijaya
2. Ekstraksi Minuman Fungsional
Ekstraksi minuman fungsional dengan metode frezee drying pada penelitian
ini dilakukan di Laboratorium Entomologi Balijestro Batu Malang.
3. Uji Aktivitas Antikanker/ Uji Sitotoksisitas
Uji aktivitas antikanker pada penelitian ini dilakukan diLaboratorium Kultur

Sel, LAPTIAB, BPPT, Serpong-Tanggerang

4.5.2 Waktu penelitian

Penelitian ini akan dilaksanakan pada bulan Juli 2018-Oktober 2018.



4.6 Bahan Alat/ Intrumen Penelitian
4.6.1 Bahan Penelitian
Bahan yang digunakan dalam penelitian ini yaitu:
a. Bahan yang akan digunakan pada penelitian ini adalah jahe yang
didapatkan dari petani jahe di Poncokusumo, Kabupaten Malang, Jawa
Timur. Kacang kedelai dan kacang hijau yang didapatkan dari Materia
Medika, Batu, Jawa Timur. Gula pasir, gula merah, kayu manis bubuk,
serai yang didapatkan dari Toko Kue Prima Rasa Malang, Jawa Timur.
b. Bahan yang digunakan pada penelitian ini adalah Phosphat Buffer
Saline 1x, media kultur lengkap (MK), DMSO, MTT 0,5 mg/ml PBS,

SDS 10% dalam 0,1 N HCL, tissue, aluminum foil.

4.6.2 Alat Penelitian

Alat yang digunakan dalam penelitian ini yaitu :

a. Alat yang digunakan dalam pembuatan minuman fungsional vyaitu
blender, gelas ukur, panci, kain saring, sendok, wadah besar , panci
dengan tenakan tinggi (presto).

b. Alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah Cyro tube, 96-well
plate, yellow tip dan blue tip, ELISA reader, rak cyro kecil, mikropipet

10pl, 100 ul dan 1000 pl, conical tube.



4.7 Definisi Operasional

Tabel 4.1 Definisi Operasional

Nama Variabel Definisi Alat ukur Hasil Skala
Minuman Minuman yang - - -
Fungsional mengandung nilai  gizi
Berbasis Jahe | yang bermanfaat untuk
(Zingiber officinale) | kesehatan yang terbuat
dan kacang- | dari jahe (Zingiber
kacangan officinale), kacang hijau,
dan kacang kedelai.
Bahan yang ditambahkan
adalah bubuk kayu manis,
cengkeh, gula merah dan
gula pasir.
Aktivitas Antikanker | Aktivitas antikanker
merupakan  mekanisme
kerja  dari beberapa | Metode MTT - Rasio
senyawa aktif yang dapat Essay

mengahmbat proses
proliferasi sel atau
apoptosis.




4.8 Prosedur Penelitian

4.8.1 Alur Penelitian

Jahe, kacang hijau dan kacang kedelai

\’

Jahe, kacang hijau dan kacang kedelai dibersihkan

\;

Haluskan jahe dengan blender kemudian saring jahe
menggunakan kain lalu dimasukan kedalam refrigrator

v

Kacang hijau dan kacang kedelai direndam lalu dimasak

v

Gula merah, kayu manis, gula merah dan batang serai direbus

\’

Bahan makanan dan bahan tambahan makanan dicampur

\’

Pengeringan dengan metode freeze

\’

Uji sitotoksisitas MTT Assay

\’

Nilai Inhibitor Concentration (1Csg)

\’

Data disajikan dalam bentuk deskriptif

Gambar 4.1 Alur Prosedur Penelitian

4.8.2 Penjelasan Alur Penelitian
Pada penelitian ini dilakukan pembuatan minuman fungsional yang akan
digunakan untuk pengujian. Pembuatan Minuman fungsional diawali dengan

pencucian bahan dan pemasakan bahan kemudian semua bahan dicampur menjadi



satu. Minuman fungsional akan di keringkan dengan metode freeze drying.

Kemudian akan dilakukan uji aktivitas antikanker atau uji sitotoksisitas pada sampel.

4.8.3 Proses Pembuatan Minuman Fungsional
4.8.3.1 Proses Pembuatan Sari Jahe

Tahapan pembuatan sari jahe pada proses pembuatan minuman fungsional
adalah:

1. Jahe dipilih sesuai dengan kriteria inklusi.

2. Jahe dibersihkan dengan cara dicuci dengan air yang mengalir dan disikat. Hal
ini dilakukan bertujuan untuk menghilangkan tanah dan kotoran yang menempel
pada kuliat jahe.

3. Jahe dipotong kemudian dihaluskan dengan mesin penghalus bumbu tanpa
penambahan air.

4. Menyaring dan memeras jahe yang telah dihaluskan dengan mesin penghalus
menggunakan kain saring untuk mendapatkan sari jahe.

5. Sari jahe yang telah disaring dalam botol di endapkan dengan suhu refrigator
selama 2-3 hari untuk memisahkan sari jahe yang terbentuk dengan pati yang
masih tersaring pada proses sebelumnya. Dalam proses ini akan terbentuk tiga
lapisan yaitu lapisan paling bawah berupa pati dari sari jahe, lapisan tengah
merupakan sari jahe berwarna dan lapisan paling bawah merupakan sari jahe
yang berwarna bening.

6. Sari jahe yang berwarna bening pada botol diambil menggunakan pipet yang

nantinya akan menjadi bahan baku minuman fungsional.



4.8.3.2 Proses Pembuatan Sari Kacang Hijau

Tahapan pembuatan sari kacang hijau pada proses pembuatan minuman

fungsional adalah:

Kacang hijau dipilih sesuai dengan kriteria inklusi.

Kacang hijau dicuci hingga bersih tidak terdapat kotoran atau kerikil.

Kacang hijau dimasak dengan panci bertekanan tinggi(presto) dengan
perbandingan air 1:5 dalam waktu 7 menit, kemudian didinginkan.

Kacang hijau yang telah dimasak dihaluskan menggunakan blender dengan air
sisa proses pemasakan kacang hijau dengan tekanan tinggi.

Kacang hijau yang telah dihaluskan disaring menggunakan kain saring. Hasil
pada proses ini kemudian digunakan sebagai bahan baku pembuatan formulasi

minuman fungsional.

4.8.3.3 Proses Pembuatan Sari Kacang Kedelai

Tahapan pembuatan sari kacang kedelai pada proses pembuatan minuman

fungsional adalah:

1.

2.

Kacang kedelai dipilih sesuai dengan kriteria inklusi.

Kacang kedelai dicuci hingga bersih dari kerikil dan kotoran lain.

Kacang kedelai direndam selama satu malam yang bertujuan untuk
mendapatkan kacang kedelai yang empuk agar mudah dihaluskan.

Air rendaman dibuang dan mencuci kembali kacang kedelai untuk memastikan
kebersihan kacang kedelai.

Mengahaluskan kacang kedelai menggunakan blender dengan tambahan

dengan perbandingan 1:3 dari berat mentah kedelai sebelum direndam.



6. Menyaring dan memeras kedelai menggunakan kain saring untuk mendapatkan
sari kacang kedelai
7. Dipasteurisasi selama 30 menit. Hasil pada proses ini kemudian digunakan

sebagai bahan baku pembuatan formulasi minuman fungsional.

4.8.3.4 Proses Pembuatan Bahan Tambahan
Pada tahapan ini pembuatan bahan campuran digunakan untuk menambah
cita rasa pada minuman fungsional. Berikut adalah tahapan pembuatan bahan

campuran:

1. Menyiapkan bahan-bahan yaitu gula pasir 100 gram, gula merah 50 gram, kayu
manis bubuk 5 gram dan 2 batang serai yang telah dimemarkan.

2. Merebus bahan-bahan yang telah disiapkan dalam 100 ml air hingga larut dan
mendidih.

3. Menyaring dengan saringan teh agar serai yang telah dimasukan tidak ikut

dalam bahan campuran.

4.8.3.5 Proses Pembuatan Minuman Fungsional
Pada proses ini dilakukan pencampuran bahan sesuai dengan formulasi

yang telah ditetapkan. Berikut tahapan proses pembuatan minuman fungsional:

1. Mengukur kebutuhan sari jahe, sari kedelai, dan sari kacang hijau sesuai
dengan formulasi yang telah ditentukan pada penelitian sebelumnya.

2. Mencampurkan sari jahe,sari kacang hijau dan sari kacang kedelai.

3. Melakukan pasteurisasi dengan metode Low Temperature Long Time (LTLT)

dengan menggunakan suhu 61-63°C selama 30 menit.



4. Menambahkan bahan campuran sebanyak 10 ml pada masing-masing formual
sehingga total volume campuran yang didapatkan pada setiap formulasi

sebanyak 100 ml.

4.8.4 Metode Freeze Drying

Proses freeze drying dibagi menjadi tiga tahap yaitu, proses pembekuan,
pengeringan primer dan pengeringan sekunder. Metode pengeringan ini dilakukan
oleh laboran di Laboratorium Entomologi Balijestro Kota Batu.Pada tahap pertama
yang dilakukan adalah proses pembekuan dengan cara menyimpan produk didalam
freezer dengan suhu sekitar -70°C selama tiga hari. Tahap kedua adalah proses
pengeringan primer melalui mekanisme sublimasi. Mekanisme sublimasi adalah
proses mengeluarkan atau memisahkan sebagian besar air yang terdapat pada
produk dari fase padat (es) ke fase gas (uap) dengan mengendalikan tekanan dan
suhu. Pada tahap ketiga akan dilakukan proses pengeringan sekunder dengan cara
produk kembali dibekukan ke dalam freezer dengan suhu -70°C selama semalam
untuk membekukan sisa air yang belum teruapkan. Bahan dimasukan kembali ke
dalam freeze dryer untuk dilakukan proses pengeringan selama kurang lebih 30 jam
dengan tekanan vakum dan suhu condenser yang sama. Setelah selesai produk
akan disimpan di dalam freezer dengan suhu kurang lebih -20°C untuk menjaga

kualitas produk (Hariyadi,2013).
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4.8.5 Uji Sitotoksisitas

Uji sitotoksik adalah uji in vitro dengan menggunakan kultur sel yang
digunakan untuk mendeteksi adanya aktivitas antineoplasmatik dari suatu senyawa.
Uji sitotoksisitas ini dilakukan oleh tim laboran di Laboratorium Kultur Sel, LAPTIAB,
BPPT, Serpong. Penggunaan uji sitotoksitas pada suatu sel merupakan salah satu
cara penetapan in vitro untuk mendapatkan obat-obat sitotoksik. Sistem ini
merupakan uji kualitatif dengan cara menetapkan kematian sel. Uji sitotoksik ini
digunakan untuk menentukan nilai ICso. Nilai 1Csy menunjukkan nilai konsentrasi
yang menghasilkan hambatan proliferasi sel 50% dan menunjukkan potensi
ketoksikan suatu senyawa terhadap sel. Nilai ICsy menunjukkan potensi suatu
senyawa sebagai sitostatik. Semakin kecil nilai ICso maka senyawa tersebut semakin

toksik (Anggrianti,2008).

Salah satu metode yang umum digunakan untuk menentukan uji
sitotoksisitas adalah metode MTT. Prinsip dari metode MTT adalah terjadinya
reduksi garam kuning tetrazolium MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolium bromida) oleh sistem reduktase menjadi formazan dalam
mitokondria yang aktif pada sel hidup. Penambahan MTT diabsorbsi ke dalam sel
hidup dan dipecah melalui reaksi reduksi oleh enzim reduktase dalam rantai
respirasi mitokondria menjadi formazan yang terlarut dalam SDS 10% berwarna
ungu. Penambahan reagen stepper (bersifat detergenik) akan melarutkan Kristal
berwarna ungu yang kemudian diukur absorbansinya menggunakan ELISA reader.

Semakin besar absorbansi menunjukkan semakin banyak jumlah sel yang hidup.
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Langkah kerja :

1. Sel diambil dari inkubator CO2, kemudian kondisi sel diamati. Gunakan kultur
sel dalam kondisi 80% konfluen untuk dipanen.

2. Seldipanen sesuai dengan protokol panen.

3. Jumlah sel dihitung dan buat pengenceran sel dengan MK sesuai dengan
kebutuhan mengikuti protokol perhitungan sel.

4. Sel ditransfer ke dalam sumuran, masing-masing 100ul. Setiap kali mengisi 12
sumuran, kemudian resuspensi kembali sel agar tetap homogen.

5. Disiapkan 3 sumuran kosong (tidak diisi dengan sel) untuk kontrol media.

6. Kondisi sel diamati menggunakan mikroskop inverted untuk melihat distribusi sel
lalu didokumentasikan.

7. Sel diinkubasi dalam inkubator selama semalam (agar sel memutih kembali
setelah dipanen).

8. Perlakuan sel dengan sampel dilakukan setelah sel kembali dalam keadaan
normal. Jika kondisi sel belum pulih selama semalam maka diinkubasikan
kembali. ( kondisi sel selalu diamati sebelum dilakukan perlakuan dan tidak
diperkenankan melakukan perlakuan pada sel yang kondisinya belum 80%
konfluen).

9. Setelah sel normal kembali, konsentrasi sampel dibuat untuk perlakuan
(termasuk kontrol sel dan kontrol DMSQO) sesuai dengan protokol preparasi
sampel.

10. Kemudian ambil plate yang telah berisi sel dari inkubator CO2.
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11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

Seri konsentrasi sampel dimasukan ke dalam sumuran (triplo). Lalu ikubasi
dalam inkubator CO2 selama semalam. Menjelang akhir waktu inkubasi, kondisi
sel di dokumentasikan untuk setiap perlakuan.

Media sel dibuang diatas tempat buangan dengan jarak 15 cm, kemudian plate
ditekan secara perlahan diatas tisu makan untuk meniriskan sisa cairan.

100ul PBS dimasukan ke dalam semua sumuran yang terisi sel, kemudian PBS
dibuang dengan cara membalik plate . Lalu sisa cairan ditiriskan dengan tisu.
Diulangi sekali lagi.

Reagen MTT disiapkan untuk perlakuan (0,5 mg/ml) dalam PBS, dengan cara
ambil 1 ml stok MTT ditambah 10 ml MK (untuk 1 buah 96-well plate).

Reagen MTT 110 pl ditambahkan ke setiap sumuran, termasuk kontrol media
(tanpa sel). Kemudian diinkubasi selama 2-4 jam di dalam inkubator CO2 5%,
inkubasi ini dilakukan sampai terbentuk formazen.

Kondisi sel diperiksa dengan mikroskop inverted . Jika formazen telah terbentuk
ditambahkan stopper 100ul SDS 10% dalam 0,1 N HCL.

Plate dibungkus dengan kertas alumunium foil dan diinkubasi ditempat gelap
pada suhu kamar selama semalam.

ELISA reader dihidupkan, tunggu proses progressing sampai selesai.

Plate dibuka dan ditutup kembali. Masukan ke dalam ELISA reader, lalu baca
absobansi masing-masing sumuran dengan ELISA reader dengan A= 550-60
nm (595 nm).

ELISA reader dimatikan lalu simpan sampel dan tempel kertas hasil ELISA

pada logbook.
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21. Langkah terakhir adalah menghitung persentase sel hidup dan analisis harga

ICso dengan Excell (Regresi Linier dari log konsentrasi) atau SPSS (probit/logit).

4.9 Analisis Data

Data yang diperoleh berupa absorbansi masing-masing sumuran
dikonversi ke dalam persen sel hidup. Kemudian dicari persamaan regresi linearnya
dan dihitung konsentrasi ICs, yaitu konsentrasi yang menyebabkan kematian 50%
populasi sel sehingga dapat diketahui potensi sitotoksisitasnya. Parameter r dilihat
pada persamaan regresi linier. Jika r lebih besar dari r table maka persamaan
regresi linier memenuhi standar untuk mencari ICso. Kemudian y= 50% dimasukan
pada persamaan regresi linier dan cari x nya kemudian dihitung antilog dari
konsentrasi tersebut sehingga diperoleh nilai 1Cso. Semakin kecil nilai 1Csy suatu

senyawa maka semakin besar potensi antikanker pada senyawa tersebut.
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BAB 5
HASIL PENELITIAN DAN ANALISIS DATA
1.1 Hasil Pengeringan Sari Jahe dan kacang-kacangan dengan Metode Freeze
Drying

Pada penelitian ini pengeringan freeze drying dilakukan di
Laboratorium Entomologi, Balijestro Kota Batu. Dibutuhkan 100 ml sari jahe dan
kacang-kacangan untuk dilakukan pengeringan. Sebelum dikirimkan ke
Laboratorium Entomologi, Baljestro, sari jahe dan kacang-kacangan dikemas dalam
dua botol kaca masing-masing berisi 50 ml. Setelah itu 100 ml sari jahe dan
kacang-kacangan dipindahkan kedalam cawan petri lalu dibekukan hingga suhu -
23,8°C. Setelah beku sari jahe dan kacang-kacangan dikeringkan sehingga

dihasilkan sari jahe dan kacangan-kacangan dengan tekstur mirip seperti selai.

o g

Gambar 5.1 sampel minuman fungsional sebelum dan sesudah
dikeringkan



1.2 Hasil Uji Sitotoksisitas Minuman Fungsional Berbasis Jahe dan Kacang-
kacangan pada sel HeLa dengan Metode MTT Assay secara In Vitro

Pada penelitian ini dilakukan uji sitotoksisitas terhadap sel HelLa

secara in vitro ( Tabel 5.1) pada masing-masing bahan yaitu sari jahe 22,24 %, sari

kedelai 31,78 %, dan sari kacang hijau 45,98 % yang terkandung dalam 100 ml

minuman fungsional.

Table 5.1 Uji sitotoksisitas sampel sari jahe dan kacang-kacangan terhadap sel

HelLa dengan 4 rentang konsentrasi

Konsentrasi Rata-
Sampel (ug/ml) %PP1 | % PP 2| % PP3 | rata SD
ENK I 31,25 4,011 | 5,105 | 4,011 | 4,376 | 1,094
125 8,660 | 9,207 | 8,113 | 8,660 | 0,547
500 10,301 | 17,958 | 10,301 | 12,853 | 7,657
1000 23,428 | 20,146 | 21,787 | 21,787 | 1,641

Keterangan:
PP = Penghambatan Proliferasi
SD = Standar Deviasi
Konsentrasi sampel sari jahe dan kacang-kacangan yang diberikan pada
pengujian ini terdiri dari 4 rentang konsentrasi yaitu dari 31,25 hingga 1000 pg/ml.
Penghambatan proliferasi tertinggi diperoleh pada perlakuan sampel sari jahe dan
kacang-kacangan konsentrasi 1000 pg/ml vyaitu sebesar 21,787 %. Untuk
mendapatkan nilai ICs, dibuat kurva regresi linier dari konsentrasi sampel 3 yang
diberikan dan persen penghambatan proliferasi sel, sehingga diperoleh nilai R? =

0,9711.
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Gambar 5.2 Sel HelLa Yang Diberi Perlakuan Dengan Rentang Konsentrasi Tertentu

KETERANGAN :

A: Kontrol Sel HelLa tanpa perlakuan D: Konsentrasi 500
B: Konsentrasi 31,25 E :Konsentrasi 1000
C: Konsentrasi 125



Konsentrasi sampel vs Hela
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Gambar 5.3. kurva regresi linier dari konsentrasi sampel sari jahe dan
kacang-kacangan dan persentase penghambatan proliferasi sel HelLa.

Tabel 5.2 Hasil ICsy Uji Sitotoksisitas sampel sari jahe dan kacang-kacangan

Y=mx+c
Keterangan M S Y | ICso (ug/ml)
Sampel sari jahe dan kacang-
kacangan 0,0169 | 4,8187 | 50 2767,449

Dari persamaan regresi linier dihitung nilai ICs, (inhibitory concentration 50)
yaitu konsentrasi sampel sari jahe dan kacang-kacangan yang mampu
menghambat 50 % proliferasi sel kanker HelLa. Nilai ICsq yang diperoleh sebesar
2767,449 pg/ml artinya bahwa pada konsentrasi 2767,449 ug/ml tersebut sampel
sari jahe dan kacang-kacangan menghambat proliferasi sel sebesar 50%
dibandingkan dengan kontrol sel yang tidak mendapatkan perlakuan sampel sari
jahe dan kacang-kacangan. Akan tetapi nilai I1Cs, ini didapatkan dari hasil
ekstrapolasi, karena pada penelitian ini hanya dilakukan hingga konsentrasi 1500

pg/ml.
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BAB 6

PEMBAHASAN

6.2 Minuman Fungsional berbasis Jahe dan Kacang-kacangan

Penelitian ini diawali dengan pembuatan minuman fungsional berbasis jahe
dan kacang-kacangan. Jahe yang digunakan dalam penelitian ini adalah jahe gajah
(Zingiber officinale var.Roscoe). Jahe gajah memiliki ukuran rimpang yang besar,
aroma tidak terlalu tajam, rasanya tidak terlalu pedas dan berwarna putih
kekuningan (Fakhrudin,2008). Jahe gajah memiliki kandungan minyak atsiri sebesar
0,8% sampai 2,8%. Jahe mengandung komponen minyak tidak menguap (non
volatile oil) dan minyak menguap (volatile oil), senyawa flavonoid dan polifenol dan
pati. Minyak atsiri tergolong dalam minyak menguap yang merupakan komponen
pemberi bau yang khas pada jahe. Kandungan dari minyak atsiri pada jahe antara
lain a pinen, Bphellandren, borneol, limonene, linalool, citral, nonylaldehyde,
decylaldehyde, methylepteno, 1,8 sineol, bisabelin, 1-a-curcumi, farnese, humulen,
phenol, asetat dan yang paling banyak adalah zingiberen dan zingiberol. Minyak
yang tidak menguap atau oleoresin merupakan komponen yang memberikan rasa
pedas dan pahit. Oleoresin terdiri atas gingerol dan zingiberen, shagol dan resin.
Gingerol memiliki efek sebagai antiinflamasi, anti kanker dan antioksidan (Pairul dan
Nasution, 2017).

Pada penelitian ini pembuatan sari jahe dilakukan dengan cara
menghaluskan jahe tanpa dikupas menggunakan blender, sedangkan pada

penelitian sebelumnya oleh (Mayani et al. (2014) menyebutkan bahwa hasil



antioksidan akan lebih optimal apabila jahe diparut karena permukaan jahe yang
diparut akan lebih luas dan senyawa antioksidan yang terekstraksi akan lebih
banyak, sehingga pada penelitian ini aktivitas antioksidanya rendah dan hasil
antioksidan yang rendah tersebut mempengaruhi hasil dari uji sitotoksisitas. Pada
saat pemanasan minuman fungsional panci yang digunakan tidak ditutup sehingga
terjadi penguapan, hal tersebut memungkinkan adanya penurunan aktivitas
antioksidan yang juga berpengaruh terhadap hasil ICxq uji sitotoksisitas.

Pembuatan sari kedelai diawali dengan perendaman kedelai kering selama
semalam. Tujuan perendaman adalah untuk mengurangi bau langu pada kedelai.
Setelah melunak kedelai dihaluskan dengan perbandingan air 1:3 dari berat mentah
kedelai sebelum direndam. Setelah dihaluskan dan disaring sari kedelai
dipasteurisasi dengan metode Low Temperature Long Time (LTLT) dengan
menggunakan suhu 61-63° C selama 30 menit. Kemudian dilakukan pasteurisasi
kembali dengan metode yang sama setelah ketiga bahan bahan (sari jahe, sari
kedelai, dan sari kacang hijau) dicampur. Pada penelitian ini sari kedelai mengalami
pemanasan sebanyak 2 kali. Pada penelitian sebelumnya oleh Salem et al. (2015)
disebutkan bahwa pemanasan pada sari kedelai dapat menurunkan kandungan
antioksidannya. Sehingga pada penelitian ini pemanasan dapat menurunkan hasil
antioksidan pada sari kedelai hal tersebut juga mempengaruhi hasil ICs, pada uji
sitotoksisitas, terlebih lagi sari kedelai mengalami pemanasan sebanyak 2 kali
setelah disaring dan setelah ketiga bahan dicampurkan menjadi satu.

Pada proses pembuatan sari kacang hijau terjadi pemanasan sebanyak 3

kali. Pemanasan pertama terjadi saat pembuatan sari kacang hijau dengan



menggunakan panci bertekanan tinggi (presto) selama kurang lebih 7 menit.
Pemanasan kedua dilakukan saat ketiga bahan telah dicampurkan untuk dibuat
formula minuman fungsional. Menurut penelitian oleh Chakraborty & Battacharyya
(2014) dikatakan bahwa pemasakan atau pemanasan dapat menurunkan
kandungan antioksidan pada kacang hijau.
6.2 Uji Sitotoksisitas Minuman Fungsional berbasis jahe dan kacang-
kacangan pada sel HeLa dengan Metode MTT Assay Secara In Vitro

Pada penelitian ini dilakukan uji sitotoksisitas dengan metode MTT Assay
yaitu kemampuan sel hidup mereduksi garam MTT (3-(4,5-dimethyazol-2-yl)-2,5-
diphenyl tetrazolium bromide) menjadi Kristal formazan. Uji sitotoksisitas dilakukan
dengan cara memanen sel yang telah dikultur, kemudian sel HeLa dimasukan dalam
sumuran 96-well plate. Sel didistribusikan ke dalam 96 sumuran dan diinkubasi
selama 24 jam. Pada masing-masing sumuran ditambah 100 yl MTT. Selanjutnya
diinkubasi kembali selama kurang lebih 2-4 jam. Sel yang hidup akan bereaksi
dengan reagen MTT dan membentuk warna ungu. Reaksi MTT dihentikan dengan
reagen stopper SDS dalam 0,01% HCL sebanyak 100 pl, kemudian diinkubasi
semalam pada suhu kamar dan ditutup dengan alumunium foil pada tempat gelap
selama 24 jam. Absorbansi masing-masing sumuran dibaca menggunakan ELISA
reader dengan gelombang 595 nm. Pada penelitian ini dilakukan pengukuran
absorbansi dari perlakuan dan kontrol pada masing-masing konsentrasi ekstrak
minuman fungsional berbasis jahe dan kacang-kacangan. Perlakuan adalah sel
HelLa dengan ekstrak minuman fungsional berbasis jahe dan kacang-kacangan dan

kontrolnya adalah sel HeLa tanpa ada perlakuan.



Hasil uji sitotoksisitas pada penelitian ini ditunjukan dengan hasil 1Cs
sebesar 2673,449 pg/ml. Menurut US National Cancer Institute sebuah sampel
dikatakan berpotensi antikanker apabila memiliki nilai ICsy < 20 pg/ml. Pada
penelitian Widowati (2015) menyebutkan bahwa sebuah sampel berpotensi
antikanker apabila memiliki rentang nilai berkisar 23 pg/ml sampai dengan 110
pg/ml. Sehingga dapat disimpulkan bahwa minuman fungsional berbasis jahe dan
kacang-kacangan pada penelitian ini tidak berpotensi sebagai antikanker karena
memiliki nilai lebih dari 110 ug/mil.

Besarnya nilai ICsq pada uji sitotoksisitas dapat disebabkan oleh beberapa
hal, pada penelitian ini besarnya nilai ICs, kemungkinan bisa disebabkan karena sel
HeLa mempunyai membran sel yang tebal. Setiap sel kanker memiliki karakteristik
yang berbeda-beda seperti struktur dan permeabilitas membran sel sehingga
berpengaruh terhadap efek sitotoksisitas suatu senyawa terhadap sel kanker.
Semakin tinggi permeabilitas membran sel maka senyawa tersebut akan lebih
mudah menembus ke dalam sel (Atmaningsih,2008). Proses pemanasan juga dapat
mempengaruhi kandungan antioksidan pada sari jahe, sari kedelai dan sari kacang
hijau. Pada penelitian ini dilakukan beberapa kali pemanasan pada saat pembuatan
minuman fungsional. Sehingga lemahnya efek sitotoksik dipengaruhi kandungan
antioksidan yang menurun pada saat pemanasan. Selain disebabkan karena
pemanasan dan ketebalan membran sel pada sel Hela, jenis pelarut yang
digunakan juga mempengaruhi hasil antioksidan pada minuman fungsional berbasis
jahe dan kacang-kacangan. Pada penelitian ini jenis pelarut yang digunakan adalah

air sedangkan pada penelitian Fadilah (2013) mengatakan bahwa pelarut n-heksana



memiliki efek sitotoksik yang kuat dibandingkan dengan pelarut lainnya. Hal ini
dibuktikan dengan nilai Icsy ekstrak jahe merah yang diinkubasi menggunakan fraksi
n-heksana mempunyai efek sitotoksik yang kuat dengan nilai ICs, sebesar 20.105
pg/mi.

Pada penelitian ini inkubasi ekstrak dilakukan selama 24 jam hal tersebut
juga dapat mempengaruhi besarnya nilai ICso. Menurut penelitian Fadilah (2013)
dikatakan bahwa waktu inkubasi ekstrak mempengaruhi aktivitas poliferasi sel,
semakin lama waktu inkubasi maka aktvitas poliferasi sel semakin rendah. Sehingga
diperkirakan hasil ICsq yang besar dapat dipengaruhi oleh beberapa hal yaitu proses
pemanasan, ketebalan membrane sel, jenis pelarut yang digunakan dan lamanya
waktu inkubasi ekstrak yang diujikan.
6.3 Implikasi Bidang Gizi

Pada penelitian ini didapatkan hasil bahwa minuman fungsional berbasis
jahe dan kacang-kacangan tidak terbukti atau tidak berpotensi sebagai antikanker
pada sel kanker serviks HeLa. Hal ini mungkin disebabkan karena sampel jahe yang
digunakan merupakan jahe gajah. Menurut penelitian Fadilah (2013) ekstrak jahe
merah memiliki potensi sitotoksik terhadap sel HelLa lebih baik. Sehingga dapat
disimpulkan bahwa ekstrak jahe merah memiliki potensi antikanker yang lebih baik
jika dibandingkan dengan jahe gajah. Akan tetapi terdapat perbedaan perlakuan
pada penelitian Fadilah (2013) dengan penelitian ini. Pada penelitian Fadilah (2013)
ektrak jahe diberikan larutan n-heksan sedangkan pada penelitian ini sari jahe tidak
diberikan larutan apapun selain air. Larutan n-heksan sendiri memiliki efek sitotoksik

yang lebih baik dibandingkan dengan pelarut yang lainya. Walaupun ekstrak jahe



merah memiliki efek sitotoksik lebih baik jika dibandingkan dengan minuman

fungsional berbasis jahe dan kacang-kacangan, namun ekstrak jahe merah ini

bukanlah bahan makanan yang dapat secara langsung dikonsumsi sebagai
makanan atau minuman sehari-hari karena rasa dari produk esktrak jahe merah
memiliki tingkat kepedasan yang kurang bisa diterima.

6.4 Keterbatasan Penelitian

Penelitian ini telah dilaksanakan seseuai kemampuan peneliti, namun
demikian masih memiliki beberapa keterbatasan yaitu:

1. Pada penelitian ini proses pasteurisasi dengan metode Low Temperature Long
Time (LTLT) masih menggunakan peralatan yang sederhana sehingga sulit
untuk menstabilkan suhunya.

2. Tidak dilakukan proses fraksinasi pada ekstrak minuman fungsional berbasis
jahe dan kacang-kacangan. Proses fraksinasi sendiri bertujuan untuk

memisahkan senyawa khusus yang akan diteliti.



BAB 7

PENUTUP

1.1 Kesimpulan
Dari hasil Uji Sitotoksisitas minuman fungsional berbasis jahe dan kacang-kacangan
tidak terbukti berpotensi sebagai antikanker.
1.2 Saran
1. Dalam proses ekstraksi dapat menggunakan pelarut lain selain air seperti fraksi n-heksana
atau yang lainnya agar mendapatkan potensi antikanker yang lebih baik.
2. Pemilihan jahe dapat menggunakan jenis jahe lain seperti jahe merah atau jahe emprit.
3. Pada saat proses pembuatan minuman fungsional peralatan yang digunakan untuk

pasteurisasi dan pengukuran suhu lebih memadai agar hasil yang didapatkan lebih optimal.
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Lampiran 1. Alur Pembuatan

Alur pembuatan Sari jahe
Jahe segardipilih sesuai dengan kriteria inklusi
Jahe dicuci dan cisikatuntuk menghilangkan tznah yang menempe!
Jahe dipctong kecil-kecil dan dihil:skan dengan mesin penghalus bumbu
Disaring dan diper;; merggunakan kain saring

Jahe dimasukzn refrigatar selama 2-4 hari

N
Diambil cairan bening dilapisan paling atas

Alur pembuatan sari kacang hijau
Kacang hijau segar cipilih sesuai kritaria inklusi
Dicuci berzih hingé{; tidak ada kotcran
Dipresto de2ngan perbandi‘ngan air1:3 selama 7 menit
Dihaluskan dengan air sisa p?estn menggJunakan blendar

Disaring dan diperas mengzunakan kain saring

Sari kacang hijau

Alur pembuatan sari kedelai
Kedelai segar dipilih sesuai kriteria inklusi
Dicuci bersih lalu direndam selama semalam
Dihaluskan dengan perbandingan air 1:3 dari berat mentah menggunakan blender
Disaring dan diperas menggunakan kain saring
Dipasteurisasi selama 30 menit

v

Sari kedelai

Alur pembuatan bahan tambahan
Bahan-bahan segardab baik ( serai, gula pasir, gula merah, kayu manis bubuk, air)
Ditimbang sesuai takaran
N
Direbus hingga mendidih
Disaring untuk memisahkan ampasnya

\

Larutan bahan tambahan



Lampiran 2. Laporan Hasil Analisa

Laporan Hasil Analisa
Report of Analysis
No. /LAP UJIVLAPTIAB/X/2018

1. Prinsipal
1.1. Nama : Micho
12, Alamat : Universitas Brawijaya, Malang

1.3. Alamat email
14. Telp./FaxHP
2. Barang yang diuj1 (sampel)

2.1. Jenis sampel - Ekstrak kering
Jumlah sampel - 1 (satu)
22. Nama sampel D -
2.3, Jenis pengujian : Uyt Sitotoksisitas terhadap sel HeLa
24, Metode pengujian - Metode MTT (IP.05-03/FAR/LAPTIAB/BPPT)

3. Hasil pengujian :

Hasil wji sitotoksisitas sampel terhadap sel kanker HelLa

No. | Kode Sampel Nama Sampel IC50 (pg/mL) Tekmk Pengujian
1. Sampel 1 Minuman Pengujian sitotoksisitas
fungsional 2767,449 metode MTT menggunakan
sel kanker HeLa

*) Penguyian dilakukan triplo



Lampiran 3. Lampiran Hasil Pengujian

1. Sampel 1 vs HeLa

LAMPIRAN HASIL PENGUJIAN
Uijt sitotoksisitas sampel menggunakan metode MTT yang dibaca dengan ELISA Reader dengan
panjang gelombang 570 nm dengan hasil sebagai berilut

Hasil uji sitotoksisitas sampel 1 tercantum pada Tabel 1.
Tabel 1. Uji sitotoksik sampel 1 terhadap sel HeLa dengan 4 rentang konsentrasi

Konsentrasi Rata-
Sampel {Ho/mi) %PP1 |% PP2| % PP3| rata sD
ENK I 25 4011 | 5105 | 4011 | 4376 | 1,094
125 5,660 | 9,207 | 8113 | 8660 | 0547
500 10,301 | 17,958 | 10,301 | 12,853 | 7,657
1000 23428 | 20146 | 21,787 | 21,787 | 1641
Keterangan:

PP = Penghambatan Proliferasi
5D = Standar Deviasi
Konsentrasi sampel 3 yang diberikan pada pengujian ini terdiri dari 4 rentang konsentrasi yaitu

dari 31,25 hingga 1000 pg/ml. Penghambatan praliferasi tertinggi diperoleh pada perlakuan
sampel 1 konsentrasi 1000 pgfmil yaitu sebesar 21,787 %. Untuk mendapatkan nilai [Cuo dibuat
kurva regresi linier dari konsentrasi sampel 3 yang diberikan dan persen penghambatan proliferasi
sel, sehingga diperoleh nilai R*=0.9711

25.000
20,000

E 10.000
5.000
0.000

Penghambatan proliferasi sel

15.000 +

Sampel 3 vs Hela

0 200

400 800 200

1000

Konsentrasi sampel (pg/mL)

1200

Gambar 3. kurva regresi linier dari konsentrasi sampel 3 dan persentase penghambatan proliferasi

sel Hela
Y= m +C
Keterangan m e ¥ IC50(pg/ml)
Sampel 1 | 00165 | 43371 50 2767,449

Dari persamaan regresi linier dihitung nilai ICs, (inhibition concentration 50) yaitu konsentrasi sampel 1
yang mampu menghambat 50 % proliferasi sel kanker Hela. Nilai IC50 yang dipercleh sebesar 2767 449
pz/ml artinya bahwa pada konsentrasi 2767,449 pg/ml tersebut sampel 1 menghambat proliferasi sel
sebesar 50% dibandingkan dengan kontrol sel yang tidak mendapatkan perlakuan sampel 1.



Lampiran 4. Peta Plate

Peta Plate




Lampiran 5. Pembuatan sari jahe

Penimbangan jahe (yang sudah
dipilih)

Jahe yang sudah dipotong kecil

Pencucian jahe

Pengahlusan jahe dengan blender

Pemotongan jahe tanpa

dileninac kenlitnua

Pengendapan sari jahe untuk
diambil cairan beningnya




Lampiran 6. Pembuatan sari kedelai dan kacang hijau

‘ Kedelai aniasmoro ‘ Kacane hiiau Vima- 1 ‘

Pemasakan kacang hijau dengan
‘ panci presto

Sari kedelai yang sudah dipanaskan Sari kacang hijau yang sudah diperas ‘




Lampiran 7. Pembuatan bahan tambahan dan pengeringan Freeze Driying

Gula merah dan gula pasir
(bahan tambahan)

Hasil bahan tambahan

Minuman fungsional (sari jahe dan
kacang-kacangan)




Lampiran 8. Hasil Pengeringan Freeze Driying

Proses pembekuan sampel

Sampel dimasukan ke rak pengeringan

Sampel dikeringkan selama 2
minggu

Hasil pengeringan freeze drying
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