Versi Online: J. Teknol. dan Industri Pangan

http://journal.ipb.ac.id/index.php/jtip Vol. 24 No. 2 Th. 2013
DOI: 10.6066/jtip.2013.24.2.138 ISSN: 1979-7788
Hasil Penelitian Terakreditasi Dikti: 80/DIKTI/Kep/2012

POTENSI KENTANG HITAM DALAM MEREDUKSI STRES OKSIDATIF
DAN MENGHAMBAT PROLIFERASI SEL KANKER PAYUDARA MCF-7

[Potential of Black Potato in Reducing Oxidative Stress
and Inhibiting the Proliferation of Breast Cancer Cells MCF-7]

Mutiara Nugraheni"*, Umar Santoso?, Suparmo? dan Hastari Wuryastuti®

') Fakultas Teknik, Universitas Negeri Yogyakarta, Yogyakarta
2) Fakultas Teknologi Pertanian, Universitas Gadjah Mada, Yogyakarta
3) Fakultas Kedokteran Hewan, Universitas Gadjah Mada, Yogyakarta

Diterima 24 September 2012 / Disetujui 23 Juli 2013

ABSTRACT

The ethanolic extracts of flesh and peel of Coleus tuberosus were evaluated for its ability to reduce oxidative stress using cellular antioxidant
activity testing on MCF-7 cells based on oxidation of 2.7-dichlorofluoresce diacetate (DCFH). Meanwhile, the antiproliferative activities was
evaluated based on 3-(4.5-Dimethylthiazol-2) -2.5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) assay in MCF-7 cells. The results showed that the ethanolic
extract of flesh and peel have the ability to reduce oxidative stress and inhibit the proliferation of breast cancer cells MCF-7. The optimum
concentration of ethanol extracts of peel in reducing oxidative stress was 200 ug/mL, while that of flesh was 400 ug/mL. Inhibitory concentration
(ICs0) of cell proliferation of MCF-7 by peel extract was 698.23+1.61 (ug/mL), and flesh extracts was 829.86+5.73 (ug/mL). The ability to reduce
and inhibit the proliferation showed a dose dependent manner. There is a high correlation between cellular antioxidant and antiproliferation. The
correlation of cellular antioxidant activity of the ethanolic extract of flesh Coleus tuberosus and antiproliferation was 0.93, while the correlation
between cellular antioxidant activity ofthe ethanolicextract ofthe peel and anti-proliferation was 0.98. These results suggest that the ethanolic
extract of flesh and peel of Coleus tuberosus can be used as a source of natural antioxidants and anti-proliferation.
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ABSTRAK

Ekstrak etanol daging dan kulit kentang hitam dievaluasi kemampuannya dalam mereduksi stress oksidatif dengan aktivitas antioksidan seluler
pada sel MCF-7 berdasarkan oksidasi 2.7-diasetat diklorofluoescin (DCFH). Sedangkan aktivitas antiproliferasi dievaluasi menggunakan 3-(4.5-
dimetiltiazol-2)-2.5-dipfeniltetrazolium bromida (MTT) pada sel MCF-7. Hasil menunjukkan bahwa ekstrak etanol daging dan kulit memiliki
kemampuan mereduksi stress oksidatif dan menghambat proliferasi sel kanker payudara MCF-7. Konsentrasi optimum esktrak etanol kulit kentang
hitam dalam mereduksi stress oksidatif adalah 200 pg/mL, sedangkan ekstrak daging adalah 400 pg/mL. Inhibitory Concentration (ICso)
penghambatan 50% proliferasi sel MCF-7 oleh ekstrak kulit adalah 698.23+1.61 (ug/mL) dan esktrak daging adalah 829.86+5.73 (ug/mL).
Kemampuan mereduksi dan menghambat proliferasi tergantung pada konsentrasi yang digunakan. Terdapat korelasi yang tinggi antara
antioksidan seluler dan antiproliferasi. Korelasi aktivitas antioksidan seluler ekstrak etanol daging kentang hitam dan antiproliefrasi adalah 0.93,
sedangkan korelasi aktivitas antioksidan seluler ekstrak etanol kulit kentang hitam dan antiproliefrasi adalah 0.98. Hasil ini menunjukkan bahwa
ekstrak etanol daging dan kulit kentang hitam dapat digunakan sebagai sumber antioksidan dan anti proliferasi alami.

Kata kunci: anti-proliferasi, antioksidan seluler, kentang hitam, sel-sel MCF-7

PENDAHULUAN Meskipun dalam tubuh terdapat sistem pertahanan

antioksidan yaitu antioksidan enzim (superoksida dismutase,

Tubuh manusia setiap hari selalu berinteraksi dengan  katalase, glutation peroksidase), vitamin E, yang mempunyai
spesies oksigen reaktif (SOR) yang berasal dari sinar UV, asap  struktur molekul yang dapat mendonorkan elektronnya kepada
rokok, polusi udara, radiasi, obat (asetaminofen, bleomisin), ~molekul SOR tanpa mengganggu stabilitas molekulnya dan
metabolisme normal tubuh, dan inflamasi yang dapat bereaksi ~ dapat memutus reaksi berantai dari radikal bebas, tetapi tubuh
dan menyebabkan terjadinya kerusakan dan mutasi pada sel, —dapat mengalami stres oksidatif akibat ketidakseimbangan
mengoksidasi karbohidrat, lipida, protein dan DNA (Borek, antara produksi atau konsentrasi SOR dan kemampuan
2004). Termasuk dalam SOR adalah radikal anion superoksida  antioksidan dalam sel yang dapat mengarah pada kerusakan
(02™), oksigen singlet (102), hidrogen peroksida (H202) dan oksidatif (Manda et al. 2009; Waris dan Ahsan, 2006). Spesies

radikal hidroksil (*OH) (Lopez-Lazaro, 2007). oksigen reaktif dapat ditangkap oleh sistem pertahanan
antioksidan dalam tubuh dan senyawa fitokimia, seperti fenolik,

*Penulis Korespondensi: karotenoid, vitamin yang terdapat dalam buah-buahan dan
Email: mutiara_nugraheni@yahoo.com sayuran.
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Kentang hitam (Coleus tuberosus) termasuk jenis sayuran
berbentuk umbi, termasuk dalam bangsa yang sama dengan
kentang (Solanum tuberosum) yaitu Solanales dan digolongkan
dalam Famili Lamiceae dan sub Famili Nepetoideae. Berdasar-
kan penggunaan ethnobotanical dan filogeni pada Plecthrantus,
maka kentang hitam termasuk dalam kelompok tanaman yang
tidak hanya digunakan sebagai makanan namun juga diguna-
kan dalam pengobatan. Kentang hitam merupakan tanaman
pangan yang potensial sebagai sumber pangan alternatif,
namun pembudidayaan di masyarakat makin langka. Pemilihan
kentang hitam sebagai objek penelitian ini adalah selaras
pencanangan bidang strategis nasional oleh Presiden Rl pada
tahun 2008. Salah satu bidang strategis nasional yang
memerlukan penelitian intensif yaitu diversifikasi konsumsi
pangan berbasis sumber daya lokal dengan eksplorasi pe-
manfaatan tanaman pangan non konvensional, termasuk
diantaranya umbi-umbian.

Penelitian Hsum et al. (2008) menunjukkan bahwa ekstrak
umbi kentang hitam (Coleus tuberosus) yang menggunakan
pelarut kloroform memiliki senyawa potensial sebagai antitumor
pada sel Raji. Mooi ef al. (2010) membuktikan bahwa ekstrak
kentang hitam mengandung fitosterol dan asam triterpenoat
(asam maslinat) dan mampu menghambat ekspresi EBV early-
antigen pada sel Raji. Hsum et al. (2011) membuktikan bahwa
asam maslinat memiliki kemampuan untuk menekan ekspresi
COX-2 dan menghambat Nf-kB dan aktivasi AP-1 pada sel Raji.
Nugraheni et al. (2011) membuktikan bahwa ekstrak etanol
kentang hitam mengandung senyawa asam ftriterpenoat yaitu
asam ursolat dan asam oleanolat. Beberapa penelitian mem-
buktikan asam ursolat dan asam oleanolat memiliki sifat
fungsional sebagai anti-tumor (Yasukawa et al. 2009; Feng et
al. 2009; Duval et al. 2008).

Kanker adalah salah satu penyakit degeneratif yang meng-
akibatkan tingginya angka kematian. Berdasarkan laporan
World Cancer Research Fund (WCRF) dan the American
Institute for Cancer Research (AICR), kasus kanker diramalkan
kejadiannya terus meningkat dari 10.3 juta kasus pada tahun
1996 menjadi 14.7 juta pada 2020, dimana kanker payudara
adalah penyebab kedua, kematian pada wanita (Opata dan
Izevbigie, 2006). Menurut WHO, 8-9% wanita menderita kanker
payudara sehingga merupakan jenis kanker yang paling banyak
diderita oleh wanita. Berdasar data Sistem Informasi Rumah
Sakit (SIRS) 2007, kejadian kanker payudara mencapai 8.227
kasus atau 16.85% sedangkan kanker leher rahim sebanyak
5.786 kasus atau 1178%. Hal ini membuktikan bahwa kanker
payudara masih menduduki peringkat pertama di Indonesia
(Yusharmen, 2010).

Salah satu sel kanker payudara yang digunakan dalam
penelitian tentang kanker payudara adalah Michigan Cancer
Foundation-7 (MCF-7). Michigan Cancer Foundation-7 adalah
sel kanker payudara yang memiliki reseptor positif estrogen,
dalam hal ini estrogen tersebut dapat menstimulasi proliferasi
(perbanyakan) sel yang telah mengalami mutasi. Ciri khas sel
kanker adalah mengalami proliferasi yang cepat. Proliferasi
pada sel kanker adalah pertumbuhan tidak terkendali dan pem-
belahan tanpa batas. Saat ini yang menjadi masalah paling
penting pada kesehatan masyarakat dalam mencegah kanker
adalah mengembangkan metode yang efektif untuk meng-
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hentikan rangkaian karsinogenesis dengan kemopreventif ber-
basis pada senyawa bioaktif dari tanaman yang dapat meng-
hambat terjadinya proliferasi. Salah satunya adalah dengan
mengonsumsi senyawa-senyawa fitokimia yang terdapat dalam
makanan yang memiliki kemampuan sebagai antioksidan
seluler. Hal ini dikarenakan senyawa fitokimia tersebut memiliki
potensi untuk berinteraksi dengan proses kanker pada tingkat
genetik, memodifikasi sisi detoksifikasi obat, perbaikan DNA,
dan proliferasi sel. Intervensi diet yang mengandung senyawa
fitokimia yang memiliki kemampuan sebagai antioksidan seluler
dapat menjadi strategi kunci untuk mencegah perkembangan
kanker.

Penelitian ini bertujuan untuk (1) mengetahui kemampuan
ekstrak etanol daging dan kulit kentang hitam dalam mereduksi
stres oksidatif pada sel kanker payudara MCF-7 yang dalam hal
ini dievaluasi dengan aktivitas antioksidan seluler. (2) me-
ngetahui kemampuan esktrak etanol daging dan kulit kentang
hitam dalam menghambat proliferasi sel kanker MCF-7. (3) me-
ngetahui korelasi antara aktivitas antioksidan seluler dengan
kemampuan menghambat proliferasi sel kanker payudara MCF-
7. Penggunaan sel kanker MCF-7 diharapkan lebih dapat
menggambarkan kompleksitas sistem biologi dan merupakan
alat yang penting untuk memeriksa makanan, fitokimia dan
suplemen makanan yang potensial untuk aktivitas biologi,
karena model aktivitas antioksidan seluler ini memper-
timbangkan pengambilan senyawa oleh sel, distribusi dan
efisiensi perlindungan terhadap radikal bebas dibawah kondisi
fisiologis tubuh.

BAHAN DAN METODE

Bahan untuk penentuan aktivitas antioksidan seluler dan
anti-proliferasi pada sel MCF-7

Bahan yang diuji ada dua yaitu ekstrak etanol kulit dan
daging kentang hitam mentah, dan Sel MCF-7 (ATCC,
American Type Culture Collection). Bahan kimia: 2.7-
dichlorfluorescein-diacetate  (DCFH-DA)  (Sigma  Aldrich),
Phorbol myristate acetate (PMA) (Sigma Aldrich), Dulbecco's
modified eagle medium (DMEM) (Sigma Aldrich), Fetal Bovine
Serum (Gibco). Dulbecco's modified eagle medium (DMEM)
(Sigma  Aldrich), 3-(4.5-Dimethylthiazol-2-yl)-2.5-diphenyltetra-
zoliumbromide (MTT) (Sigma Aldrich), DMSO (Sigma Aldrich),
Phosphate buffered saline (PBS) (Gibco).

Persiapan ekstrak etanol daging dan kulit kentang hitam
Kentang hitam mentah dipisahkan kulit dan daging umbinya.
Ketebalan pengupasan kulit (1-1.5 mm) dan daging umbi
dikeringkan menggunakan cabinet drier pada suhu 40°C
selama 24 jam. Kemudian dilakukan pengecilan ukuran dan
diayak dengan ayakan tyler ukuran 80 mesh. Bahan baku
kemudian disimpan dalam freezer (-20°C). Tepung kulit dan
daging umbi kentang hitam mentah dimaserasi dengan etanol
selama 7 hari (1:5), kemudian disaring menggunakan kertas
whatman No.1, dikeringkan dengan vacuum rotary evaporator
suhu 45°C dan disimpan pada suhu -20°C (Mooi et al. 1999).
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Evaluasi aktivitas antioksidan seluler ekstrak daging dan
kulit kentang hitam mentah pada sel MCF-7

Penentuan aktivitas antioksidan seluler mengacu pada
Wolfe dan Liu (2007); Liu dan Finley (2005). Penumbuhan cell
lines dari penyimpanan nitrogen cair untuk uji aktivitas
antioksidan adalah sel beku dari nitrogen cair dibiarkan pada
suhu kamar sampai mencair sebagian, kemudian dimasukkan
dalam tabung konikal 15 mL, dan ditambah 10 mL media
pencuci lalu dikocok. Setelah itu disentrifus 750 g selama 7
menit. Pelet diambil ditambahkan dengan media kultur,
kemudian sel dimasukkan dalam flask. Sel MCF-7 dikulturkan
menggunakan media kultur DMEM. Semua kegiatan dilakukan
secara aseptis dalam laminar airflow. Sel kemudian diinkubasi
pada suhu 37°C dengan aliran CO2 5%. Perkembangan sel
diamati tiap hari dan jika media mulai menguning diganti
dengan media baru.

Jika sel sudah tumbuh memenuhi flask, media pada sel
MCF-7 diambil, dicuci dengan PBS secukupnya. Selanjutnya sel
dilepas dari dinding flask (scapper) menggunakan 0.5 mL tripsin
0.05%. Flask dikocok perlahan-lahan sampai semua sel
terlepas semua. Selanjutnya suspensi sel tersebut dimasukkan
dalam tabung conical 15 mL dan ditambahkan dengan media
kultur sebanyak 5 mL. Jumlah sel dihitung dengan hemo-
cytometer, disuspensikan dalam media kultur sampai diperoleh
kepadatan sel 1.5x104 sebanyak 100 uL pada setiap sumuran.
Sel MCF-7 ditumbuhkan pada microplate yang terdiri dari 96
sumuran dengan medium DMEM yang ditambah 10% (v/v) fetal
bovine serum, 100 U Penicilin dan 100 mg/mL Streptomycin
pada kondisi 37°C, 5% COz. Dua puluh empat jam setelah
ditumbuhkan pada microplate, medium pertumbuhan dibuang
dan sumuran dicuci dengan PBS. Senyawa yang digunakan
adalah ekstrak etanol kulit dan daging kentang hitam, dengan
konsentrasi 100, 200, 400 dan 800 ug/mL DMSO. Tiga
sumuran diperlakukan selama 20 menit dengan 100 mikroml
ekstrak etanol kulit dan daging kentang hitam mentah (100, 200,
400 dan 800 pg/mL). Kemudian ditambah 25 uM DCFH-DA
dilarutkan dalam medium perlakuan dan PMA (100 ng/mL
DMSO) selama 30 menit. Sejumlah 10.000 sel MCF-7 ditera
fluoresensinya menggunakan flow cytometer BD Facs Calibur
pada panjang gelombang 535 nm. Aktivitas antioksidan seluler
ditentukan dengan menghitung persentase penurunan ROS
yang dimonitoring dengan intensitas fluoresensi:

Persentase penurunan ROS =(Fito- Fit1) x 100/(Fito— Fit2)

Fit: kontrol dengan stress oksidatif; Fiti: sel yang
diperlakuan dengan ekstrakf; Fito: kontrol tanpa stress oksidatif
(Muanda et al. 2011).

Evaluasi anti-proliferasi menggunakan sel kanker MCF-7
Metode mengacu pada Hogan et al. (2010). Sel kanker
payudara MCF-7 (1.5x104 sel/mL) ditumbuhkan pada microplate
yang terdiri dari 96 sumuran dengan medium DMEM yang
ditambah 10% (v/v) FBS, 100 U Penicilin dan 100 mg/mL
Streptomycin pada kondisi 37°C, 5% CO.. Sel segera di-
inkubasi dengan ekstrak etanol kulit (700-1000 pg/mL) dan
daging kentang hitam mentah (700-1000 pg/mL) selama 72 jam
pada kondisi 5% CO2, 37°C pada inkubator. Medium per-
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tumbuhan yaitu DMEM dihilangkan setelah 72 jam inkubasi,
dicuci dengan HBSS dan kemudian sel diinkubasi selama 4 jam
dengan 200 pL larutan reagen MTT (0.5 mg/mL dalam DMEM)
ditambahkan pada tiap-tiap sumuran. Kemudian ditambah
dimethyl sulfoxida (200 L), didiamkan selama semalam.

Absorbansi dimonitor pada 550 nm dengan Elisa reader.
Data absorbansi dibutuhkan untuk viabilitas seluler yang di-
ekspresikan sebagai persentase perlakuan ekstrak etanol kulit
dan daging kentang hitam mentah terhadap kontrol. Viabilitas
sel akibat perlakuan ditentukan dengan:

Viabilitas sel (%) = (Abs perlakuan / Abs tanpa perlakuan) x 100

Kapasitas ekstrak etanol kulit dan daging kentang hitam
mentah diekspresikan dalam ICso (Inhibitory Concentration 50)
yaitu konsentrasi yang diperlukan untuk menghambat viabilitas
sel sebesar 50%. Kurva persentase viabilitas sel kemudian di
plot kembali antara konsentrasi ekstrak dan viabilitas. Konsen-
trasi penghambatan diperlukan untuk menurunkan 50%
viabilitas sel (ICso) dibandingkan dengan kontrol yang tidak
diperlakukan. Makin rendah 1Cso, maka makin tinggi kapasitas
atau kemampuan senyawa sebagai anti-proliferasi.

Analisis statistik

Percobaan dilakukan dengan tiga ulangan. Data yang
ditampilkan adalah rata-rata + SD dari tiga ulangan. Pengujian
antioksidan aktivitas antioksidan seluler dilakukan dengan
anova satu jalur, apabila terdapat beda nyata kemudian dilanjut-
kan dengan Duncan Multiple Range Test (DMRT). Pengujian
antiproliferasi dilakukan dengan rancangan faktorial (4 per-
lakuan x 3 ulangan). Korelasi antara metode penguijian dilaku-
kan dengan spearman correlation, menggunakan SPSS versi
16.0.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Aktivitas antioksidan seluler

Kemampuan mereduksi stres oksidatif dilakukan dengan
pengujian aktivitas antioksidan seluler (celullar antioxidant
activity/CAA) pada kultur sel (Wolfe dan Liu, 2007; Wolfe dan
Liu, 2008). Sel diinkubasi dengan senyawa antioksidan dan
pewarna sel yaitu DCFH-DA (2’.7"-dichlorofluorescin diacetate).
Antioksidan berikatan dengan membran sel dan atau melewati
membran untuk masuk kedalam sel. DCFH-DA berdifusi ke
dalam sel dimana esterase seluler melepaskan diasetat
sehingga membentuk DCFH yang lebih polar. Sel yang diper-
lakukan dengan peroksil radikal yang dapat berdifusi kedalam
sel, misalnya 2.2-Azo-bis-amidinopropane (ABAB), H20.,
phorbol miristate acetate (PMA) secara spontan akan ter-
dekomposisi menjadi bentuk peroksil radikal. Peroksil radikal ini
menyerang membran sel dan menghasilkan lebih banyak
radikal dan mengoksidasi DCFH intraseluler ke bentuk fluoresen
DCF. Adanya antioksidan mencegah oksidasi DCFH, membran
lipida dan menurunkan pembentukan DCF (Wolfe dan Liu,
2007). Fluoresen DCF ini diukur dengan flow cytometer. Tingkat
fluoresen diukur dan proporsional dengan tingkat oksidasi.
Senyawa fitokimia murni dan ekstrak buah, sayuran dan
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tanaman dapat menangkap peroksil radikal dan menghambat
pembentukan DCF. Aktivitas antioksidan seluler menggunakan
kemampuan peroksil radikal, produk reaktif dari oksidasi lipida,
untuk memicu pembentukan fluoresen oksidatif stress sebagai
indikator dalam kultur sel dan mengukur pencegahan oksidasi
oleh antioksidan. Perubahan DCFH-DA menjadi bentuk
fluoresen (DCF) sehingga dapat ditera dengan flow cytometer.

Persentase penurunan SOR pada sel MCF-7 vyang
diinkubasi dengan ekstrak etanol daging kentang hitam pada
konsentrasi 100, 200, 400 dan 800 jg/mL kemudian diinduksi
PMA diperlihatkan pada Gambar 1.

Ekstrak etanol daging kentang hitam mampu menurunkan
terbentuknya SOR pada sel MCF-7 yang diinduksi PMA ter-
gantung pada konsentrasi ekstrak yang digunakan. Persentase
penurunan terbentuknya SOR ekstrak etanol daging kentang
hitam pada konsentrasi 400 ug/mL tidak berbeda nyata dengan
konsentrasi 800 pg/mL, sehingga penggunaan ekstrak etanol
daging kentang hitam optimum pada konsentrasi 400 jg/mL
(Gambar 1).
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Gambar 1. Persentase penurunan spesies oksigen reaktif (SOR)
dengan perlakuan ekstrak etanol daging kentang hitam
pada sel MCF-7 yang diinduksi dengan Phorbol Miristate
Asetat (PMA)

Persentase penurunan SOR pada MCF-7 yang diinkubasi
dengan ekstrak etanol kulit kentang hitam konsentrasi 100, 200,
400 dan 800 pg/mL dan diinduksi PMA (Gambar 2). Ekstrak
etanol kulit kentang hitam mentah mampu menurunkan SOR
pada sel MCF-7 yang diinduksi PMA tergantung pada
konsentrasi ekstrak yang digunakan. Persentase penurunan
terbentuknya SOR ekstrak etanol kulit kentang hitam pada
konsentrasi 200 pg/mL tidak berbeda nyata dengan konsentrasi
400 dan 800 pg/mL, sehingga penggunaan ekstrak etanol kulit
kentang hitam optimum adalah pada konsentrasi 200 pg/mL
(Gambar 2).

Penelitian ini membuktikan bahwa ekstrak etanol kulit
kentang hitam mentah dan ekstrak etanol daging kentang hitam
mentah mampu menurunkan SOR pada sel MCF-7 yang
diinduksi PMA. Kemampuan menurunkan ROS diduga berkaitan
dengan kandungan senyawa bioaktif dalam kentang hitam,
seperti asam ursolat dan asam oleanolat yang dapat bertindak
sebagai penangkap spesies oksigen reaktif. Nugraheni et al.
(2011) membuktikan bahwa kentang hitam mengandung
senyawa asam ursolat dan asam oleanolat. Hasil penelitian ini
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sesuai dengan hasil penelitian Dekanski et al. (2009) yang
membuktikan bahwa perlakuan ekstrak daun Olive yang
mengandung asam triterpenoat yaitu asam oleanolat dan asam
maslinat dapat bertindak sebagai penangkap radikal bebas dan
meningkatkan kadar antioksidan enzim SOD dan katalase
dibandingkan dengan kontrol.
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Gambar 2. Persentase penurunan spesies oksigen reaktif (SOR)
dengan perlakuan ekstrak etanol kulit kentang hitam pada
sel MCF-7 yang diinduksi dengan Phorbol Miristate Asetat
(PMA)

Selain asam ursolat dan asam oleanolat, ekstrak etanol
kentang hitam memiliki beberapa jenis senyawa bioaktif
diantaranya asam maslinat, dan fitosterol, seperti stigmasterol,
beta-sitosterol dan kampesterol (Mooi et al. 2010) dan senyawa
fenol. Asam maslinat dan fitosterol dapat meningkatkan aktivitas
antioksidan seluler baik enzimatik maupun non enzimatik
(Dekanski et al. 2009; Vivancos dan Moreno, 2008). Senyawa
fenol memiliki kemampuan meningkatkan sistem pertahanan
antioksidan (Giovannini et al. 2008; Verma et al. 2009;
O'Sullivan et al. 2011), sehingga mampu mencegah oksidasi
DCFH dan menurunkan pembentukan DCF fluoresen (Salawu
et al. 2011; Muanda et al. 2011).

Mekanisme pengurangan SOR pada ekstrak etanol daging
kentang hitam mentah dan ekstrak etanol kulit kentang hitam
mentah diduga seperti mekanisme senyawa bioaktif yang
terkandung didalamnya (asam ursolat, asam oleanolat, asam
maslinat dan fitosterol) yaitu menangkap SOR yang menyerang
membran sel. Peningkatan SOR pada sel menyebabkan lipida
pada membran sel mengalami oksidasi sehingga membran sel
mengalami perubahan permeabilitas dan fluiditas (Prades et al.
2011). Asam ursolat, asam oleanolat, asam maslinat, fitosterol
memiliki kemampuan menjaga fluiditas membran sel dengan
menangkap SOR, sehingga sinyal komunikasi tingkat seluler
dapat berjalan dengan baik termasuk diantaranya sinyal yang
berakaitan dengan aktivasi antioksidan enzim (Nrf-2-ARE)
(Zhao et al. 2010).

Peningkatan ekspresi Nrf-2-ARE dengan meningkatkan
sistem pertahanan antioksidan dalan sel (SOD, CAT, GPx,
Glutatione, vitamin E dan karoten). Peningkatan sistem
pertahanan antioksidan sel (SOD, CAT, GPx) memberikan
pengaruh pada meningkatnya kemampuan menetralkan radikal
anion superoksida (O2™), oksigen singlet ('O2), hidrogen


http://journal.ipb.ac.id/index.php/jtip
http://dx.doi.org/10.6066/jtip.2013.24.2.138

Versi Online:
http://journal.ipb.ac.id/index.php/jtip
DOI: 10.6066/jtip.2013.24.2.138

Hasil Penelitian

J. Teknol. dan Industri Pangan

Vol. 24 No. 2 Th. 2013

ISSN: 1979-7788

Terakreditasi Dikti: 80/DIKTI/Kep/2012

peroksida (H202) dan radikal hidroksil (*OH) akibat induksi PMA.
Peningkatan glutatione, vitamin E dan karoten dalam sel dapat
meningkatkan penangkapan radikal bebas yang terdapat dalam
sel, sehingga dapat menurunkan jumlah radikal bebas dalam
sel MCF-7.

Penelitian ini membuktikan bahwa ekstrak etanol kulit
kentang hitam mentah mampu menurunkan SOR lebih besar
dibandingkan ektrak etanol daging kentang hitam mentah.
Perbedaan kemampuan menurunkan SOR, salah satunya
diduga berkaitan dengan perbedaan kandungan asam ursolat,
asam oleanolat, asam maslinat, fitosterol dan senyawa fenol.
Senyawa bioaktif dalam kentang hitam yaitu asam ursolat dapat
menurunkan SOR lebih besar dibandingkan asam oleanolat.
Hal ini sesuai dengan penelitian Ovesna et al. (2006) yang
membuktikan bahwa asam ursolat memiliki aktivitas antioksidatif
lebih tinggi dibandingkan asam oleanolat. Perbedaan ke-
mampuan antiokidatif asam ursolat dan asam oleanolat diduga
karena ada perbedaan posisi satu grup metil pada struktur kimia
yang menyebabkan perbedaan kemampuan dalam meningka-
kan sistem pertahanan antioksidan (SOD, CAT, GPx, GSH,
vitamin E) yang mempengaruhi kemampuan dalam menetralisir
dan menangkap SOR.

Anti-proliferasi ekstrak daging dan kulit kentang hitam

Evaluasi antiproliferasi dilakukan dengan metode MTT.
Beberapa jenis metode untuk memprediksi karsinogenitas
dilakukan secara in vitro. Prinsipnya adalah mereaksikan
senyawa bioaktif dengan sel kanker yang menjadi sel uji coba.
3-(4.5-dimetiltiazol-2-il)-2.5-difeniltetrazolium  bromida (MTT)
assay digunakan untuk mengevaluasi aktivitas anti-proliferasi
ekstrak yang diuji dengan sel kanker. Konversi garam
tetrazolium (MTT) menjadi formazan biru hanya terdapat pada
sel yang masih hidup dan jumlah formazan diproduksi secara
proporsional pada jumlah sel hidup yang ada. Sehingga MTT
assay potensial digunakan untuk menguji aktivitas anti-
proliferasi dari ekstrak bahan (Althunibat et al. 2009).

Persentase sel MCF-7 yang hidup pada perlakuan ekstrak
etanol daging kentang hitam konsentrasi 700, 800, 900 dan
1000 pg/mL dengan waktu inkubasi 72 jam diperlihatkan pada
Gambar 3.

Penelitian ini menunjukkan persentase sel hidup MCF-7
dipengaruhi oleh konsentrasi ekstrak. Makin besar konsentrasi
yang diberikan (700-1000 pg/mL) pada sel MCF-7, makin
sedikit jumlah sel yang hidup.Hasil penelitian menunjukkan
bahwa ekstrak etanol daging kentang hitam memiliki potensii
sebagai anti-proliferasi pada sel MCF-7, yang dibuktikan
dengan makin menurunnya jumlah sel hidup pada inkubasi
dengan variasi konsentrasi dibandingkan dengan kontrol
(Gambar 3). Persentase sel MCF-7 yang hidup pada perlakuan
ekstrak etanol kulit kentang hitam konsentrasi 700, 800, 900
dan 1000 pg/mL dengan waktu inkubasi 72 jam disajikan pada
Gambar 4.

Persentase sel hidup MCF-7 tergantung pada konsentrasi
ekstrak etanol kulit kentang hitam. Makin besar konsentrasi
yang diberikan (700-1000 pg/mL) pada sel MCF7, makin sedikit
jumlah sel yang hidup (Gambar 4). Hal ini menunjukkan bahwa
ekstrak etanol kulit kentang hitam memiliki potensi sebagai anti-
proliferasi.
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Gambar 3. Pengaruh ekstrak etanol daging kentang hitam terhadap

persentase sel hidup MCF-7 dengan waktu inkubasi
selama 72 jam yang diukur dengan metode MTT
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Gambar 4. Pengaruh ekstrak etanol kulit kentang hitam teradap
persentase sel hidup MCF-7 dengan waktu inkubasi
selama 72 jam menggunakan metode MTT

Penelitian ini membuktikan bahwa ekstrak etanol daging
dan kulit kentang hitam mampu menghambat proliferasi sel
MCF-7 yang bergantung pada konsentrasi yang digunakan. Hal
ini diduga berkaitan dengan aktivitas anti-proliferasi sel kanker
yang dimiliki oleh senyawa bioaktif didalam kentang hitam,
seperti asam ursolat, asam oleanolat, asam maslinat, fitosterol
dan senyawa fenol (Arshad et al. 2010; Nisa et al. 2011).

Tabel 1 menunjukkan bahwa ekstrak etanol kulit kentang
hitam memiliki kemampuan antiproliferatif lebih besar dibanding-
kan dengan ekstrak etanol daging kentang hitam. Makin kecil
nilai ICso, maka makin sedikit konsentrasi yang diperlukan untuk
menghambat proliferasi sel kanker MCF-7 selama inkubasi 72
jam. Hal ini dibuktikan, perlakuan ekstrak etanol kulit kentang
hitam menyebabkan jumlah sel MCF-7 yang hidup lebih sedikit
dibandingkan perlakuan dengan ekstrak etanol daging kentang
hitam pada variasi konsentrasi yang digunakan (Gambar 3 dan
4). Hal ini diduga berkaitan dengan perbedaan kandungan
asam triterpenoat yaitu asam ursolat dan asam oleanolat,
dimana ekstrak etanol kulit kentang hitam mentah memiliki
kandungan asam ursolat dan asam oleanolat yang lebih besar
dibandingkan ekstrak etanol daging kentang hitam mentah.
Ekstrak etanol kulit kentang mengandung asam ursolat
13.78+0.15 pg/g sampel dan asam oleanolat 19.75+0.30 ug/g
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sampel- sedangkan ekstrak etanol daging kentang hitam
mengandung asam ursolat 3.41£0.04 pg/g sampel; dan asam
oleanolat 3.71+0.07 ug/g sampel. Penelitian sebelumnya mem-
buktikan bahwa asam ursolat dan asam oleanolat sebagai
senyawa bioaktif mampu menghambat proliferasi sejumlah sel
kanker dan senyawa bioaktif ini bertanggung jawab terhadap
aktivitas anti-proliferasi pada ekstrak beberapa tanaman yang
mengandung asam ursolat dan asam oleanolat (Yamaguchi et
al. 2008).

Tabel 1. ICso perlakuan ekstrak etanol daging dan kulit pada sel MCF
7 dengan waktu inkubasi 72 jam
Senyawa

ICs0 (Hg/mL)
Ekstrak etanol daging kentang hitam 829.86+5.732
Ekstrak etanol kulit kentang hitam 698.23+1.61°

Keterangan: Angka diekspresikan sebagai rata-rata + SD (n=3). Angka dengan
notasi yang berbeda menunjukkan beda nyata (p<0.05)

Keterkaitan aktivitas antioksidan seluler dalam meng-

hambat proliferasi sel kanker payudara MCF-7
Kemampuan aktivitas antioksidan seluler kentang hitam

dapat menghambat proliferasi sel kanker payudara melalui
beberapa mekanisme. Mekanisme penghambatan proliferasi
ekstrak etanol daging kentang hitam, ekstrak etanol kulit
kentang hitam, pada sel MCF-7 diduga melalui tiga jalur, yaitu:

(1) Aktivitas antioksidan seluler kentang hitam (Gambar 1 dan

2) dapat menurunkan spesies oksigen reaktif (SOR) yang

berdampak pada penurunan stres oksidatif. Kemampuan

menurunkan stres oksidatif dapat berdampak pada
penurunan ekspresi Nuclear Factor-kB (NF-kB) beserta
ekspresi gen yang berkaitan dengan stres oksidatif pada sel

MCF-7 yaitu COX-2, AP-1, Bcl-2 dan Bcl-XL yang dapat

menghambat proliferasi sel kanker payudara MCF-7 (Li et

al. 2010; Manu dan Kuttan, 2008; Pathak et al. 2007; Wang

et al. 2009; Shan et al. 2009).

Penurun SOR dapat berdampak pada pengendalian siklus

sel beserta ekspresi gen yang mengatur siklus sel yaitu p27,

p21, p53, dan Cyclin D1. Penurunan SOR diduga ber-
dampak pada penurunan NF-kB, sebab ekspresi NF-kB
tergantung pada induksi SOR. Penurunan NF-kB dapat
memberikan efek penurunan ekpresi Cyclin D1 dan
peningkatan fumor suppressor seperti p27, p21 dan p53,
sehingga terjadi cell cycle arrest, sehingga proliferasi sel

kanker dapat dihambat (Chen et al. 2010; Shyu et al. 2010;

Pathak et al. 2007; Martin et al. 2006; Jeong et al. 2009;

Obinaju et al. 2010; Chou et al. 2010).

(3) Aktivitas antioksidan seluler dapat menginduksi apoptosis
sel kanker payudara MCF-7 melalui fragmentasi DNA
dengan meningkatkan ekspresi apoptosis-inducing factor
(AIF). Fragmentasi DNA dibuktikan dengan evaluasi
pengecatan menggunakan acridine  orange—ethidium
bromide yang menunjukkan terjadinya induksi apoptosis
(Gambar 5). Salah satu ciri apoptosis adalah terjadinya
fragmentasi DNA yang dengan pengecatan AO-EB akan
berwarna orange karena terjadi interkalasi antara EB dan
DNA. Sel MCF-7 yang digunakan pada penelitian ini berasal
dari ATCC, yang memiliki karakteristik tidak mengekspresi-
kan caspase 3 sebagai eksekutor terjadinya fragmentasi
DNA pada induksi apoptosis. Berdasarkan hal tersebut,

~
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maka induksi apoptosis oleh OA pada sel MCF-7 melalui
mekanisme lain yaitu Apoptosis inducing factor (AlF) (Kwon
et al. 2010; Yang et al. 2010).

B. EEDK 900 pg/mL C. EEKK 900 pg/mL

Gambar 5. Induksi apoptosis pada sel MCF-7. (A) kontrol; (B) ekstrak
etanol daging kentang hitam (EEDK) dan (C) ekstrak
etanol kulit kentang hitam (EEKK). Pengamatan morfologi
sel MCF-7 yang mengalami apoptosis dilakukan dengan
pengecatan acridine orange/ethidium bromide (AO-EB)
dan diamati dengan mikroskop fluoresen. Kontrol (A) sel
hidup, bentuk normal dan berwarna hijau; B, dan C
menunjukkan induksi apoptosis, beberapa sel telah mati,
berubah bentuk, serta warna sel menjadi hijau terang
sampai orange. Tanda panah berwarna putih besar adalah
apoptosis awal (warna hijau terang), sedangkan tanda
panah berwarna putih, adalah apoptosis akhir (warna
orange). (A, B perbesaran 400x, sedangkan C perbesaran
200x)

Kemampuan antioksidan seluler kentang hitam dalam
menurunkan sel hidup kanker payudara MCF-7 diduga karena
interaksi dan sinergenisitas antara senyawa-senyawa bioaktif
yang terdapat dalam ekstrak etanol daging dan kulit kentang
hitam vyaitu asam ursolat, asam oleanolat, fitosterol:
stigmasterol, beta-sitosterol dan campesterol serta asam
maslinat, dan senyawa.

Korelasi antara evaluasi aktivitas antioksidan seluler ekstrak
etanol daging kentang hitam dan anti-proliferasi adalah 0.93;
sedangkan antara aktivitas antioksidan seluler esktrak etanol
kulit kentang hitam hitam dan anti-proliferasi adalah 0.98.
Penelitian ini membuktikan bahwa makin tinggi kemampuan
ekstrak etanol daging kentang hitam dan ekstrak etanol kulit
kentang hitam sebagai antioksidan seluler, makin tinggi ke-
mampuannya dalam menghambat proliferasi sel kanker
payudara MCF-7, yang ditunjukkan dengan semakin menurun-
nya jumlah sel hidup (Gambar 3 dan 4).

Kemampuan ekstrak etanol kulit kentang hitam mentah dan
ekstrak etanol daging kentang hitam mentah sebagai anti-
proliferasi berkaitan dengan potensi antioksidan seluler yang
dapat menurunkan persentase SOR pada sel kanker payudara
(MCF-7) yang diinduksi PMA. Potensi ekstrak etanol bagian kulit
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dan daging kentang hitam mentah sebagai antioksidan seluler
memiliki pengaruh menurunkan persentase SOR yang ber-
dampak dalam menurunkan ekspresi Nuclear factor-kB (NF-kB)
serta gen-gen lain yang dipengaruhi oleh NF-kB. Pengaruh
penurunan SOR dan ekspresi NF-kB dapat menghambat
proliferasi sel kanker payudara (MCF-7).

Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa kentang hitam
memiliki potensi sebagai antioksidan dan anti-proliferasi sel
kanker in vitro, sehingga kentang hitam dapat dikembangkan
menjadi makanan fungsional berbasis potensi lokal sebagai
alternatif mencegah penyakit akibat stres oksidatif, seperti
kanker payudara reseptor estrogen positif. Potensi mencegah
penyakit akibat stres oksidatif seperti penyakit kanker payudara
reseptor estrogen positif didukung oleh senyawa bioaktif di
dalam kentang hitam yang telah diidentifikasi pada penelitian ini
yaitu asam ursolat dan asam oleanolat.

KESIMPULAN

Ekstrak etanol daging dan kulit kentang hitam memiliki
aktivitas antioksidan seluler yang dibuktikan dengan ke-
mampuannya dalam menurunkan spesies oksigen reaktif
(SOR). Konsentrasi optimum dalam menurunkan spesies
oksigen reaktif ekstrak etanol daging kentang hitam 400 pg/mL
dan ekstrak etanol kulit kentang hitam 200 pg/mL. Ekstrak
etanol daging dan kulit kentang hitam memiliki kemampuan
menghambat proliferasi sel kanker payudara MCF-7. Ekstrak
etanol kulit kentang hitam memiliki kemampuan menghambat
proliferasi lebih tinggi dibandingkan ekstrak etanol daging
kentang hitam. ICso ekstrak etanol daging kentang hitam
829.8645.73 jg/mL dan ekstrak etanol kulit kentang hitam
698.23£1.61 ug/mL. Terdapat korelasi yang tinggi antara
antioksidan seluler dan antiproliferasi. Korelasi aktivitas anti-
oksidan seluler ekstrak etanol daging kentang hitam dan
antiproliefrasi adalah 0.93, sedangkan korelasi aktivitas anti-
oksidan seluler ekstrak etanol kulit kentang hitam dan
antiproliefrasi adalah 0.98.
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