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ABSTRAK

Zaitun dan olive oil adalah tumbuhan yang memiliki kandungan flavonoid.
Flavonoid diketahui memiliki aktifitas antioksidan dan sitotoksik. Tujuan dari
penelitian ini adalah mengetahui aktifitas antioksidan dan sitotoksik dari ekstrak
tin, olive oil dan kombinasi tin dan olive oil. Penelitian menggunakan kombinasi
tin dan olive oil dengan konsentrasi ekstrak 1:0,1:3, 1:1, 3:1, 0:1. Aktifitas
sitotoksik dan antioksidan dilakukan uji menggunakan MTT assay dan metode
DPPH. Hasil uji sitotoksik dianalisis menggunakan probit dan uji antioksidan
menggunakan regresi linier. Hasil pengujian dari buah zaitun tunggal pada sel T-
47D memiliki aktifitas sitotoksik dan antioksidan sangat kuat (560.769 and 33.27
pug / ml). Pada sel MCF-7 rasio kombinasi buah tin dan zaitun 1:1 memiliki
aktifitas antioksidan dan sitotoksik sangat kuat (576.459 and 76.79 pg / ml), pada
sel 4T1 rasio kombinasi buah tin dan zaitun 3:1 tidak memiliki aktifitas sitotoksik
namun memiliki aktifitas antioksidan yang sangat kuat (1733.517 dan 21.81 ug/
ml). Kombinasi ekstrak zaitun dan buah tin memiliki aktifitas sitotoksik pada sel
T-47D dan MCF-7 namun tidak memiliki efek sitotoksik pada sel 4T1. Kombinasi
buah tin dan zaitun memiliki aktifitas antioksidan sangat kuat pada sel T-47D, 471
dan aktifitas kuat pada sel MCF-7.

Kata kunci: Zaitun, Olive Oil, Antioksidan, Efek Sitotoksik

ABSTRACT

Figs and olive oil are plants containing flavonoids compounds. Flavonoids have
antioxidant and cytotoxic activities. This study aims to find out the antioxidant
and cytotoxic activities of fig extract, olive oil and combination of fig and olive oil
as well. Study using a combination of tin and olive oil with a combination of
extracts of 1: 0.1: 3, 1: 1, 3: 1, 0: 1. Cytotoxic and antioxidant activities were
tested using MTT assay and DPPH method. Cytotoxic test results were analyzed
using probit and antioxidant tests using linear regression. Test results from a
single olive on T-47D cells have very strong cytotoxic and antioxidant activities
(560,769 and 33.27 pg / ml). In MCF-7 cells the ratio of figs and olives 1: 1 has
very strong antioxidant and cytotoxic activity (576,459 and 76.79 pg / ml), in 4T1
cells the ratio of fruitbtin and olive combination of 3: 1 has no cytotoxic activity
but has antioxidant activity very strong (1733,517 and 21.81 pg / ml). The
combination of fig extract and olive oil had cytotoxic activity on T-47D and MCF-
7 cells, but did not have cytotoxic activity on 4T1 cells. This combination had
very strong antioxidant activity in T-47D and 4T1 cells, strong in MCF-7 cells.

Keywords: Figs, Olive Oil, Cytotoxic Activities, Antioxidants
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1. PENDAHULUAN

Salah satu penyakit kanker yang biasa menyerang wanita dalam jumlah besar adalah
kanker payudara. Organisasi Kesehatan Dunia (WHO) menyatakan pada tahun 2004, kanker
payudara termasuk dalam lima kanker terbesar di dunia selain kanker paru-paru, usus besar,
panggul, hati. Periode berdiri dari 2005 hingga 2015, WHO menyatakan bahwa 84 juta orang
meninggal karena kanker. Sebesar 8-9% wanita menderita kanker payudara merupakan tipe
kanker yang paling umum ditemukan pada wanita setelah kanker serviks (Society, 2014).

Studi in vitro membuktikan bahwa Maslinic acid (MA) pada zaitun dapat menghambat
pertumbuhan sel kanker payudara invasif yang diuji dengan kemurnian tinggi (kemurnian lebih
besar dari 98%) (Sanchez-Quesada, Lopez-Biedma, & Gaforio, 2015). Buah tin (Ficus carica
L.) secara empiris digunakan sebagai antioksidan dan antikanker. Kandungan aktif yang
ditemukan dalam buah tin adalah fenol, benzaldehida, terpenoid, flavonoid dan alkaloid secara
in vitro menunjukkan efek pada berbagai proliferasi kanker sel dan memiliki karakteristik
antioksidan (Joseph & Justin Raj, 2011). Buah tin memiliki senyawa Quercetin-3-O-Glycoside
yang telah terbukti memiliki aktivitas antikanker dengan mekanisme intrinsik, sedangkan
minyak zaitun dengan Oleuropein juga memiliki aktivitas sebagai mekanisme antikanker
intrinsik dengan sel target berbeda dari buah tin. Jika mekanismenya dikombinasikan, akan
memiliki efek agonis dan saling memperkuat (Farooqi et al., 2017; Ghanbari, Anwar, Alkharfy,
Gilani, & Saari, 2012; Huang et al., 2014). Zaitun dan Buah Tin yang disebutkan dalam Al-
Qur'an dalam surat At-Tin, ayat 1- 2: "Demi buah ara (tin) dan zaitun" diharapkan dapat
digunakan dan dimanfaatkan dalam bidang kesehatan sebagai pengobatan yang efektif dan
maksimal untuk menghambat proliferasi sel kanker payudara dan untuk mendukung pencegahan
dan terapi yang sukses (Ministry of Religion of the Republic of Indonesia, 2016).

Berdasarkan uraian diatas, diperlukan penelitian terkait dengan kombinasi buah tin dan
minyak zaitun sebagai agen anti kanker payudara dengan tipe T-47D, MCF-7 dan 4TI.
Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui aktivitas antioksidan dan kekuatan sitotoksik dari
ekstrak ara (Ficus carica L.) dan kombinasi minyak zaitun (Olea europaea L.) pada sel kanker
payudara dengan tipe T-47D, MCF-7 dan 4T1.

2. METODE
Bahan

Buah tin, olive oil, 70% ethanol, sulfuric acid (H,SO,), aquadest, PBS (Sigma), MTT ,
SDS 10% HC10.01 N, DPPH 10 mg.
Metode
Pembuatan Ekstrak Etanol Buah Tin

Ekstraksi dilakukan dengan metode maserasi menggunakan etanol 70%. Buah tin
dihaluskan untuk memperkecil ukuran partikel. Buah tin direndam dalam etanol 70% dengan
perbandingan 1:4 selama 5 hari, sesekali diaduk setiap hari. Ekstrak kemudian disaring dan
dipisahkan dari larutan dengan penguapan dengan suhu di bawah 50°C sampai terbentuk ekstrak
kental, kemudian ekstrak kental disimpan pada suhu 4°C (Jasmine, Manikandan, &
Karthikeyan, 2015).
Identifikasi Senyawa Flavonoid

Sebanyak 1 ml ekstrak etanol buah tin dan sampel minyak zaitun dimasukkan ke dalam
tabung reaksi, kemudian 2 tetes asam sulfat (H,SO,) 2N ditambahkan dan diaduk dengan kuat.
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Sampel positif mengandung flavonoid ketika larutan mengalami perubahan warna yang sangat
mencolok menjadi kuning, merah atau coklat (Lisi, Runtuwene, & Wewengkang, 2017).
Uji Analisis Flavonoid Total

Buah tin (Ficus carica L.) dan olive oil (Olea europaea L.) ekstrak dilarutkan dalam
aquades, kemudian dipipet dengan 1 ml, kemudian dimasukkan ke dalam labu ukur 10,0 ml dan
ditambahkan pelarut 10,0 ml. Perlakuan selanjutnya sama dengan quercetin standar. Total
kandungan flavonoid dinyatakan sebagai kuersetin ekuivalen mg dalam setiap gram ekstrak
(John, Reddy, & Sulaiman, 2013).
Uji Tes Sitotoksik

Sel ditanam di piring 96-sumur dengan total 5x103 sel / sumur diinkubasi selama 24 jam.
Sel diperlakukan oleh sampel dengan perbandingan 1:0; 1:3; 1:1; 3:1; 0:1 selama 24 jam. Media
diambil dan dicuci dengan 100 mL PBS (Sigma), ditambahkan dengan reagen MTT 5 mg/mL di
setiap sumurnya dan diinkubasi dengan suhu 37°C selama 4 jam. Sel hidup dapat mengubah
pereaksi MTT menjadi formazan berwarna ungu setelah diinkubasi, reagen stopper SDS 10%
HCI 0,01 N ditambahkan dan diinkubasi selama 24 jam. Pembacaan absorbansi dilakukan
dengan ELISA reader pada A 595 nm (Biorad).
Pengukuran Aktifitas Antioksdan Buah Tin dan Zaitun

Metode DPPH digunakan untuk mengukur aktifitas antioksidan buah tin dan zaitun.
Pembuatan larutan stok dibuat dengan mencampurkan sampel ekstrak buah tin atau zaitun
kemudian dilarutkan dengan methanol hingga mencapai volume 25 mL. Penentuan aktifitas
antioksidan dilakukan dengan cara masing-masing sampel dipipet sebanyak 1 mL dalam tabung
reaksi ditambahkan DPPH 50 puM. Serapan diukur dengan menggunakan spektro UV-Vis pada
panjang gelombang 514 nm. Aktifitas antioksidan sampel disimpulkan terhadap hasil hambatan
serapan radikal DPPH menggunakan perhitungan (%) inhibisi (Rahayu, 2014).

3. HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil determinasi yang dilakukan menunjukkan bahwa buah tin berasal dari keluarga
Moraceae dan spesies Ficus Carica L; dan minyak zaitun berasal dari keluarga Oleaceae dan
spesies Olea europeae L.

Hasil ekstraksi buah tin diperoleh dalam jumlah 318,70 gram dengan kadar air ekstrak
6,08%. Hasil uji analisis fitokimia adalah ekstrak buah tin dan minyak zaitun mengandung
senyawa flavonoid. Hasil uji fitokimia disajikan pada Tabel 1. Buah tin dan ekstrak minyak
zaitun mengandung positif flavonoid. Hasil tes untuk kadar total Flavonoid disajikan pada Tabel
2.

Tabel 1. Hasil Penapisan Fitokimia Ekstrak Buah Tin (Ficus carica L.) dan Minyak
Zaitun (Olea europaea L.)

No. Parameter Reagen Warna Metode Information
1. Ekstrak etanol buah tin H, SO 42N Coklat tua Tube Test Positif
2 Olive oil H, SO 42N Coklat tua Tube Test Positif

Hasil uji kadar Flavonoid total disajikan pada Tabel 2.
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Tabel 2. Kandungan Flavonoid terhadap Quercetin Equivalence

o . Flavonoid Rata-rata

Sampel Replikasi Absorbansi (mg/g QE) (mg/g QE) SD
1 0.3911 177.9661

Ekstrak buah tin 2 0.3921 179.6610 179.3220 1.2222

3 0.3925 180.3390
1 0.4204 227.6271

Olive oil 2 0.4169 221.6949 231.1864 11.6851
3 0.4302 244.2373

Pengujian aktivitas sitotoksik ekstrak buah tin, minyak zaitun dan kombinasi keduanya
dilakukan untuk mengetahui aktivitas ekstrak buah tin dan minyak zaitun dalam menghambat
pertumbuhan sel T-47D, MCF-7 dan 4T1 dengan metode pengujian MTT. Hasil uji sitotoksik
disajikan pada Tabel 3.

Tabel 3. Hasil analisa I1Csy dari Ekstrak Buah Tin, Minyak Zaitun dan Kombinasi
keduanya dengan Perbandingan (1:3, 1:1, 3:1) pada T47D, MCF-7 dan 4T1

Sampel Nilai ICs (ptg /ml)
T-47D MCF-7 4T1
Ekstrak Buah tin 2755.008 7635.251 2086.908
Olive oil 560.769 1076.137 2811.891
Kombinasi Buah tin and Olive oil 1: 3 1393.449 2226.202 2707.946
Kombinasi Buah tin and Olive oil 1:1 1016.377 576.459 2943.674
Kombinasi Buah tin and Olive oil 3:1 953.544 3136.577 1733.517
Doksorubisine 2.544 26.821 93.977

Aktivitas antioksidan ekstrak tin, minyak zaitun dan kombinasi keduanya dengan rasio 0:
1, 1: 1, 3: 1 ditentukan dengan mengukur nilai ICs, menggunakan metode DPPH. Hasil tes 1Cs,
pada aktivitas antioksidan disajikan pada Tabel 4.

Table 4. Nilai ICsy Ekstrak Buah Tin, Minyak Zaitun dan Kombinasi keduanya sebagai
Antioksidan dengan Perbandingan 3: 1, 1: 1 pada sel T-47D, MCF-7, dan 4T1

Sampel Replikasi 1Cs X 1 SD
T-47D MCF-7  4T1 T-47D MCF-7 4Tl
1 5510 12874 38.86
Ekstral Buah Tin 2 5504 12310 3875 250'10(2) 1225 935 * 3%%%*
3 5522 12431  39.10 : : :
] 33.61 88.06 33,26
Minyak Zaitun 2 33.06 8571 33,15 33'237()* 871'689; 330' t)96i
3 33.14 8029 3317 O : :
Kombinasi buah tin dan ! o144 2186 5536 21.81+
Olive perbadingan 3: | 2 52,59 2182 082 0.05
Ve perbadingan S- 3 53.03 21.81 ' '
Kombinasi buah tin dan ;

Olive perbadingan 1: 1

w

Keterangan : Blok hitam menunjukkan bahwa tidak ada efek pada sel
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Penentuan indeks ekstrak buah tin dan kombinasi minyak zaitun dengan perbandingan 1:
3, 1: 1 dan 3: 1 dilakukan untuk melihat potensi efek sinergis dari kombinasi menggunakan
persamaan:

D1 D2
C(0x)1 ' (Dx)2"

Dx, dan Dx, adalah konsentrasi dari satu senyawa tunggal yang diperlukan untuk
memberikan efek ICsy pada pertumbuhan sel kanker payudara, sedangkan D1 dan D2 adalah
konsentrasi kedua senyawa untuk memberikan efek yang sama (Pratama et al., 2011). Hasil
indeks ekstrak tin dan kombinasi minyak zaitun dengan rasio 1: 3, 1:1 dan 3:1 disajikan pada
Tabel 5.

Tabel 5. Nilai Combination Index Ekstrak Buah Tin dan Minyak Zaitun dengan Rasio
1:3,1:1dan 3: 1

Sampel Combination Index (CI)
T-47D MCF-7 4T1
Kombinasi Buah tin and Olive oil 1:3 2.99 ** 2.40 ** 2.26 **
Kombinasi Buah tin and Olive oil 1: 1 2.18 ** 0.60 * 2.45 **
Kombinasi Buah tin and Olive oil 3: 1 2.05 ** 3.30 *** 1.44 **
* Sinergis
** Indifferent

*#% Antagonis (Zhou et al., 2016)

Berdasarkan hasil pengujian dari total kandungan flavonoid minyak zaitun 231,19 mg/g
QE, ekstrak tin adalah 179,3220 mg/g QE. Dari dua sampel, total kandungan flavonoid tertinggi
ditemukan dalam minyak zaitun. Hasil total kadar flavonoid dalam penelitian ini lebih tinggi
dibandingkan dengan yang ada dalam penelitian pada buah tin (Ficus carica L.) yang hanya
memiliki kandungan flavonoid total 59.6 mg QE / 100g Dry Weigh (DW) (Mitilineos et al.,
2014). Dalam tes sitotoksik pada sel T-47D yang telah dilakukan, nilai IC50 pada buah tin,
minyak zaitun dan kombinasi 3:1 dengan hasil yang diperoleh hasil yang berbeda secara
signifikan.

Penelitian sebelumnya menyatakan bahwa ekstrak dikatakan memiliki aktivitas sitotoksik
jika nilai IC50 <1000 pg / mL (Prayong, Barusrux, & Weerapreeyakul, 2008). Pada uji
sitotoksik minyak zaitun, hasilnya lebih rendah daripada ekstrak buah tin dan kombinasi minyak
zaitun dengan rasio 3:1 yang memiliki aktivitas sitotoksik jika dibandingkan dengan ekstrak
buah tin yang tidak memiliki aktivitas sitotoksik dengan MTT assay (Amessis-Ouchemoukh et
al., 2017). Hasil uji aktivitas antioksidan pada minyak zaitun diperoleh nilai ICsy dengan
kategori sangat kuat. Itu sesuai dengan penelitian sebelumnya yang menyebutkan bahwa
aktivitas antioksidan dengan kategori sangat kuat muncul jika nilai IC50 <50 ppm(Jadid et al.,
2017). Berdasarkan temuan penelitian ini, uji kombinasi ekstrak tin dan minyak zaitun diperoleh
dengan rasio 1: 3, 1: 1, dan 3: 1 dan tidak menunjukkan hasil sinergis karena nilai Cl dalam satu
baris yang diperoleh adalah 2,99, 2.181, 2.046 yang menunjukkan efek indiferrent (tidak adanya
reaksi) dalam kombinasi ekstrak buah tin dan minyak zaitun karena nilai CI berada di kisaran
>1 dan < 4 (Amessis-Ouchemoukh et al., 2017). Jadi dapat diartikan bahwa kombinasi ekstrak
buah tin dan minyak zaitun memiliki efek yang hampir sama dengan efek tunggal dan tidak
meningkatkan aktivitas sitotoksik pada sel T47D ketika dikombinasikan.
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Uji aktivitas sitotoksik pada sel MCF-7 yang telah dilakukan memperoleh nilai ICs
dalam buah tin, minyak zaitun dan kombinasi 3:1 dengan hasil yang sangat berbeda. Dalam uji
sitotoksik diperoleh hasil kombinasi ekstrak buah tin dan minyak zaitun dengan rasio 1:1
memiliki aktivitas sitotoksik yang lebih kuat jika dibandingkan dengan ekstrak tin secara
tunggal. Hasil uji aktivitas antioksidan pada kombinasi ekstrak tin dan minyak zaitun dengan
rasio 1:1 memiliki nilai ICsy dengan kategori kuat diperoleh. Berdasarkan parameter, disebutkan
bahwa aktivitas antioksidan dengan kategori sangat kuat terjadi jika nilai IC50 <50 ppm (Jadid
et al., 2017). Berdasarkan temuan penelitian ini, diperoleh bahwa kombinasi dengan rasio 1: 1
memiliki efek sinergis.

Tes sitotoksik yang telah dilakukan pada sel-sel kanker payudara 4T1 menghasilkan nilai
ICso dalam buah tin, minyak zaitun dan kombinasi 3:1 berturut-turut memiliki hasil berbeda
yang signifikan. Ini diyakini terkait dengan aktivitas antioksidan dari ekstrak tin dan minyak
zaitun. Dalam studi ini, aktivitas antioksidan tertinggi diperoleh dari kombinasi ekstrak tin 3:1
dan minyak zaitun, ini mirip dengan penelitian yang menyatakan bahwa flavonoid (Quercetin)
dapat menghambat pertumbuhan sel. Ekstrak metanolik daun zaitun menunjukkan nilai ICsy =
81,6 mg/L GAE pada MCF-7, ICsy = 43 mg/L pada HCT, ICs, = 21,5 mg/L GAE pada HEPG-2
dan ICsy = 77,9 mg / L pada HeLa. Hal ini sejalan dengan penelitian yang telah dilakukan
ekstrak zaitun dosis tertentu memiliki aktivitas sitotoksik pada kanker payudara, usus, hati dan
serviks (Jadid et al., 2017).

Temuan penelitian ini serupa yang menyatakan bahwa flavonoid dapat menghambat
pertumbuhan sel. Studi menggunakan ekstrak Ficus carica, Quercus ilex dan Ceratonia siliqua
dengan nilai viabilitas sel, sel Quercus ilex U87 glioblastoma = 73,48 + 0,64, 60,02 + 3,74 dan
43,06 £ 1,41 dalam konsentrasi 250, 500 dan 1000 ppm. Ficus carica tidak menunjukkan efek
pada konsentrasi yang diuji, tetapi memiliki aktivitas antioksidan 20:54 + 0: 30% yang termasuk
dalam kategori aktifitas antioksidan sangat kuat yang didukung oleh hasil kadar flavonoid yang
tinggi. Berdasarkan temuan penelitian ini, kombinasi perbandingan 3:1 memiliki efek yang
berbeda, tetapi ini belum dipelajari lebih lanjut dalam hal mekanisme nya (Morsy & Abdel-
Aziz, 2014).

Konsentrasi flavonoid total terkait dengan aktivitas antioksidan dimana semakin tinggi
konsentrasi flavonoid, semakin tinggi aktivitas antioksidan sehingga mempengaruhi aktivitas
sitotoksik. Flavonoid memiliki aktivitas antioksidan yang mirip dengan katalase di mana
flavonoid dapat berikatan dengan logam sehingga mercka dapat mengurangi aktivitas NF-
kB(Alipanah, Hiva, Bigdeli, Reza, & Ali, 2018). Quercetin yang merupakan flavonoid dapat
menghambat aktivasi NF- dengan menghambat degradasi ikB. Akibatnya, dimer NF-«kf (p50
dan p65) tidak dilepaskan dan selanjutnya tidak ada translokasi protein p50 dan protein p65 ke
dalam nucleus (Masyhur, Handono, Enggar Fitri, & Rasjad Indra, 2011).

4. KESIMPULAN

Kombinasi ekstrak tin dan minyak zaitun dapat digunakan sebagai terapi pendukung
untuk kanker payudara. Ekstrak tin dan minyak zaitun dengan rasio 3: 1 memiliki efek adiktif
pada T-47D dan 4T1, sedangkan rasio 1: 1 pada MCF-7 memiliki efek sinergis.

5. KONFLIK KEPENTINGAN
Penulis menyatakan bahwa tidak ada konflik kepentingan dalam penelitian ini.
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