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Abstract
The leaves of Hibiscus surattensis L. have been traditionally utilized in medicinal practices for a long 
time. Several reports have shown potential therapeutic effects, including antidiabetic, antibacterial, 
antidiarrheal, analgesic, hepatoprotective, and antioxidant. The Hibiscus surattensis L. plant also 
has anti-cancer potential because of its secondary metabolite content, especially polyphenols and 
flavonoids. However, there has been no research regarding its toxicity and potential as an anti-cancer. 
Hence, this research aims to evaluate the toxic effects of Hibiscus surattensis L. (HSL) leaf extract 
through the Brine Shrimp Lethality Test (BSLT) method. The in vitro anticancer method uses MCF-7 
and HeLa cells with the Presto Blue assay. The HSL extract was obtained through maceration using 
96% ethanol. The BSLT results indicated that HSL has an LC50 value of 224.81 μg/mL. The Presto 
Blue test showed an IC50 value of 1419.83 μg/mL for HSL extract in MCF-7 cells and 2050.50 μg/mL 
in HeLa cells. Based on the analyzed LC50 value of less than 1000 μg/mL, it can be concluded that 
the extract is toxic. However, the cytotoxicity results from the Presto Blue test revealed that the HSL 
extract does not exhibit cytotoxic activity against HeLa and MCF-7.  
Keywords: BSLT, cytotoxicity, HeLa, MCF-7, toxicity

Analisis Toksisitas dan Antikanker Ekstrak Daun Hibiscus surattensis L.

Abstrak
Daun Hibiscus surattensis L. telah lama digunakan dalam pengobatan tradisional. Beberapa laporan 
sebelumnya menunjukkan beberapa potensi efek terapeutik, antara lain antidiabetik, antibakteri, 
antidiare, analgesik, hepatoprotektif, dan antioksidan. Tanaman Hibiscus surattensis L. juga memiliki 
potensi anti kanker karena kandungan metabolit sekundernya, terutama polifenol dan flavonoid. 
Namun, belum ada penelitian mengenai toksisitas dan potensinya sebagai anti kanker. Oleh karena itu, 
penelitian ini bertujuan untuk mengevaluasi efek toksisitas ekstrak daun Hibiscus surattensis L. (HSL) 
menggunakan metode Brine Shrimp Lethality Test (BSLT). Pengujian anti kanker in vitro dilakukan 
pada sel MCF-7 dan sel HeLa menggunakan uji Presto Blue. Ekstrak HSL diperoleh melalui proses 
maserasi dengan etanol 96%. Hasil BSLT menunjukkan bahwa HSL memiliki nilai LC50 sebesar 224,81 
μg/mL. Uji Presto Blue menunjukkan bahwa nilai IC50 ekstrak HSL pada sel MCF-7 adalah 1419,83 
μg/mL, dan pada sel HeLa adalah 2050,50 μg/mL. Berdasarkan analisis nilai LC50 yang kurang dari 
1000 μg/mL, ekstrak HSL dapat dianggap bersifat toksik. Namun, uji sitotoksik menggunakan uji 
Presto Blue mengindikasikan bahwa ekstrak HSL tidak memiliki aktivitas sitotoksik terhadap sel HeLa 
dan MCF-7.
Kata Kunci: BSLT, sitotoksik, HeLa, MCF-7, toksisitas
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1.	 Pendahuluan
Tanaman Hibiscus surattensis L. 

dari suku Malvaceae merupakan salah satu 
tanaman yang telah lama dimanfaatkan oleh 
masyarakat sebagai obat tradisional, terutama 
di benua Asia dan Afrika.1 Tumbuhan ini 
juga dapat ditemukan di beberapa propinsi di 
Indonesia seperti Jawa Barat, Riau, Bengkulu, 
Jambi, Kalimantan Tengah, dan Sulawesi 
Tengah.2 Namun pemanfaatannya sebagai 
obat tradisional di Indonesia masih terbatas 
karena dianggap sebagai tumbuhan liar. Efek 
farmakologi tanaman Hibiscus surattensis 
L. antara lain antidiabetes3, analgesik, 
antiinflamasi, antidiare, antioksidan4, 
antibakteri5, antimalaria6 dan hepatoprotektif.1 

Hasil penelitian sebelumnya  
membuktikan adanya komponen metabolit 
sekunder seperti alkaloid, flavonoid 
(kaempferol, kuersetin, morin, dan trifolin), 
tanin, serta triterpenoid pada ekstrak daun 
Hibiscus surattensis L.7 Beberapa penelitian 
melaporkan bahwa senyawa golongan fenolik 
dan flavonoid memiliki aktivitas antikanker.8 
Ekstrak daun H. surattensis L. juga diketahui 
memiliki aktivitas antioksidan yang 
tergolong kuat. Aktivitas antioksidan sangat 
erat kaitannya dengan aktivitas antikanker. 
Salah satu faktor yang memicu terjadinya 
kanker adalah stres oksidatif. Stres oksidatif 
terjadi ketika terdapat ketidakseimbangan 
antara produksi radikal bebas, seperti 
reactive oxygen species (ROS) dan reactive 
nitrogen species (RNS), yang berasal dari 
reaksi endogen maupun eksogen, dengan 
kemampuan antioksidan tubuh. Radikal 
bebas ini dapat merusak sel, sehingga 
diperlukan tambahan antioksidan dari 
makanan atau sumber lain untuk membantu 
mengatasi kerusakan tersebut. Dengan 
demikian, dengan mengurangi radikal bebas 
dan stres oksidatif, antioksidan berperan 
dalam memperbaiki kerusakan DNA, 
mengurangi laju pembelahan sel abnormal, 
dan menurunkan mutagenesis.9 Oleh karena 
itu, banyak tanaman kaya antioksidan yang 
memiliki aktivitas antikanker.

Penelitian mengenai potensi antikanker 
ekstrak daun Hibiscus surattensis L. belum 
pernah dilakukan. Oleh karena itu, dalam 

penelitian ini, metode Brine Shrimp Lethality 
Test (BSLT) digunakan untuk menguji 
toksisitas serta uji sitotoksik terhadap 
sel kanker MCF-7 (sel kanker payudara) 
dan HeLa (sel kanker serviks). Penyakit 
kanker serviks dan payudara merupakan 
penyakit kanker dengan prevalensi tertinggi 
di Indonesia10 termasuk juga di Propinsi 
Sulawesi Tengah.11,12 Kemoterapi adalah 
metode pengobatan kanker yang efektif. 
Obat sitotoksik yang digunakan dalam 
kemoterapi membunuh sel kanker, tetapi juga 
menyebabkan efek samping dan resistensi. 
Oleh karena itu eksplorasi bahan alam yang 
potensial sebagai agen anti kanker yang 
efektif, selektif dan tidak menimbulkan 
efek samping terus dilakukan, salah satunya 
dengan menggunakan tumbuhan Hibiscus 
surattensis L.

Skrining awal untuk mendeteksi 
toksisitas suatu senyawa dilakukan 
menggunakan metode BSLT dengan 
memanfaatkan larva udang Artemia salina 
Leach.13 Pengujian ini merupakan salah satu 
skrining pendahuluan terhadap zat bioaktif 
yang diprediksi berkhasiat sebagai antikanker. 
Aktivitas toksisitas dapat diukur berdasarkan 
tingkat kematian larva pada konsentrasi 
tertentu, yang dinyatakan melalui nilai LC50. 
Efek sitotoksik terhadap sel kanker dievaluasi 
menggunakan metode Presto Blue assay.14 Uji 
sitotoksik digunakan untuk mengidentifikasi 
potensi antikanker dari suatu ekstrak atau 
senyawa, yang dinyatakan dengan nilai IC50. 
IC50 merupakan konsentrasi yang diperlukan 
untuk membunuh 50% sel hidup.15

2.	 Metode
2.1.	 Alat

Laminar Air Flow (LAF), mikroskop 
(Olympus), labu kultur sel (Nunclon), shaker, 
vortex, tube Eppendorf, Multimode Reader, 
incubator CO2, hemositometer, rotavapor, 
aluminium foil (Klin Pak), alat-alat gelas, 
flakon, timbangan analitik, tabung konikal 
(Nunclon), 96   well-plate (Iwaki), mikropipet, 
yellow tip dan blue  tip.

 
2.2.	 Bahan

Daun Hibiscus surattensis L., 



IJPST - 11 (3), 2024; 401-407

403

Sindue Tobata, yang digunakan diperoleh 
dari desa Alindau Kabupaten Donggala-
Sulawesi Tengah yang telah diidentifikasi 
di Laboratorium Biosistematika Tumbuhan, 
Jurusan Biologi-FMIPA Universitas Tadulako 
dengan No.45 8/UN28.1.28/BIO/2021. 
Etanol 96% teknis, aquadest (Bratachem), 
telur A. salina (Supreme Plus), sel MCF-7 
dan Hela (Laboratorium Sentral Universitas 
Padjajaran). DMSO (Dimetil Sulfoksida), 
Cisplatin, Fetal Bovine Serum (FBS), Trypsin 
EDTA dan Trypan Blue diperoleh dari Sigma. 
Pelat KLT F254 (Merck). Antibiotik (Penisilin 
dan Streptomisin), Phosphate buffered saline 
(PBS), dan PrestoBlue™ Cell Viability 
Reagent diperoleh dari Thermo Fischer 
Scientific sedangkan Roswell Park Memorial 
Institute Medium (RPMI) diperoleh dari 
Gibco Thermo. 

2.3.	 Prosedur 
2.3.1.	Pembuatan ekstrak etanol daun 

Hibiscus surattensis L.
Ekstrak dibuat menggunakan metode 

maserasi, yaitu dengan menambahkan 8 liter 
pelarut etanol 96% ke dalam wadah maserasi 
yang berisi 700 g serbuk simplisia daun 
Hibiscus surattensis L. Kemudian direndam 
selama 5 hari dan dilakukan pengadukan 
sebanyak 1x24 jam untuk homogenisasi 
serbuk simplisia dengan pelarut etanol. 
Ekstraksi ini dilakukan 5 kali, setiap 
pengulangan dilakukan penyaringan untuk 
memisahkan maserat dan residunya. Setelah 
itu disaring menggunakan kertas saring 
untuk mendapatkan ekstrak cair.  Ekstrak cair 
dievaporasi dengan alat rotavapor pada suhu 
50-60ºC dengan kecepatan putaran 80 rpm 
sehingga diperoleh ekstrak kental. Ekstrak 
kental yang diperoleh kemudian dimasukkan 
ke dalam wadah tertutup rapat. 

2.3.2.	Uji toksisitas terhadap larva udang 
Artemia salina Leach (BSLT)
Penyiapan larva udang dilakukan 

dengan cara menetaskan telur Artemia 
salina Leach selama 48 jam. Pembuatan air 
laut dilakukan dengan melarutkan 37 gram 
garam tidak beriodium ditambahkan akuades 
hingga 1 liter dan diukur pH air laut buatan 

hingga mencapai pH 8.0. Dibuat larutan uji 
10.000 μg/mL dengan pelarut DMSO 1% 
kemudian dilakukan pengenceran hingga 
diperoleh 8 konsentrasi yaitu 25; 50; 100; 
150; 300; 500; 750; dan 1.000 μg/mL. 
Selanjutnya dimasukkan 10 larva dalam 
botol vial, ditambahkan 1 mL air laut buatan 
lalu dimasukkan setiap konsentrasi sesuai 
dengan volumenya masing-masing kemudian 
dicukupkan volumenya hingga 5 mL dengan 
air laut buatan dan ditambahkan satu tetes 
suspensi ragi yang dibuat dengan konsentrasi 
0,06%. Setiap konsentrasi diuji dengan 4 kali 
replikasi. Jumlah larva yang masih hidup 
dihitung setelah 24 jam.

2.3.3.	Uji sitotoksik pada sel MCF-7 dan 
HeLa
Sel kanker payudara MCF-7 dan 

sel serviks HeLa didapatkan dari koleksi 
Laboratorium Sentral Universitas Padjajaran, 
Bandung-Indonesia. Sel-sel ditumbuhkan 
dalam media kultur cair Roswell Park 
Memorial Institute Medium (RPMI) yang 
lengkap, mengandung 10% Fetal Bovine 
Serum (FBS) dan 50 µL antibiotik/50 mL 
media (100 U/ml penisilin dan 100 U/
ml streptomisin). Sebagai kontrol positif, 
digunakan Cisplatin, sementara kontrol 
negatif terdiri dari pelarut DMSO 2%, kontrol 
media, serta kontrol media+sel. Sampel 
dibuat dengan variasi konsentrasi 7,81; 15,63; 
31,25; 62,50; 125; 250; 500; dan 1000 µg/mL, 
dengan masing-masing konsentrasi dilakukan 
dua kali replikasi. Untuk uji kelangsungan 
hidup sel, digunakan PrestoBlue™ Cell 
Viability Reagent.

Sel ditumbuhkan hingga mencapai 
minimal 70% konflikensi, kemudian 
diinkubasi dalam inkubator CO2 5% pada 
suhu 37°C selama 24 jam. Sampel dengan 
berbagai konsentrasi dan kontrol positif 
Cisplatin (19 μM untuk uji sel HeLa dan 53 
μM untuk uji sel MCF-7) diambil sebanyak 
100 μL menggunakan mikropipet, lalu 
dipindahkan ke dalam well yang sesuai pada 
96 well plate yang telah berisi sel. Setelah itu, 
sel diinkubasi kembali selama 48 jam.

Media lama pada setiap well kemudian 
dibuang dan diganti dengan 100 μL campuran 
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media baru (9 mL media ditambah 1 mL 
PrestoBlue™ Cell Viability Reagent dengan 
rasio 1:9). Setelah itu, diinkubasi kembali 
selama 1-2 jam hingga terjadi perubahan 
warna. Absorbansi diukur pada panjang 
gelombang 570 nm dan 600 nm menggunakan 
multimode reader.16 

2.4.	 Analisis Hasil
Pada pengujian toksisitas menggunakan 

metode BSLT, data diperoleh dari pengamatan 
dengan menghitung persentase (%) kematian 
larva uji pada setiap konsentrasi. Jumlah 
larva uji yang mati dalam setiap vial selama 
24 jam dihitung. Persentase kematian 
dihitung dengan mengalikan rasio larva yang 
mati terhadap jumlah total larva uji dengan 
100%. Perhitungan ini dilakukan untuk 
setiap replikasi, kemudian nilai LC50 dihitung 
berdasarkan data yang diperoleh.

(Persamaan 1)
Untuk menentukan potensi toksisitas dihitung 
LC50 dengan analisis probit. Analisis pro-
bit dianalisis menggunakan program SPSS 
(Software Package Used for Statistical Anal-
ysis) 26.0 pada tingkat kepercayaan 95%.

Pada pengujian sitotoksik dengan metode 
PrestoBlue™ Cell Viability Reagent, pen-
gukuran absorbansi dilakukan pada panjang 
gelombang 570 nm dan 600 nm. Perhitungan 
nilai absorbansi pada konsentrasi tertentu:
 y = (a-b)-X (Persamaan 2)
Keterangan:
y (corrected absorbance) = nilai absor-

bansi kurva linear pada konsentrasi tertentu
a	 = absorbansi sampel pada konsentra-
si tertentu pada panjang gelombang 570 nm
b	 = absorbansi sampel pada konsentra-
si tertentu pada panjang gelombang 600 nm
X	 = rerata absorbansi sel + media
Selanjutnya untuk perhitungan IC50, se-
belumnya dibuat kurva regresi lin-
ear yang diperoleh dari kurva konsen-
trasi berbanding corrected absorbance 
sehingga diperoleh persamaan y = ax + b 
dimana:
y	 = nilai rerata corrected ab-
sorbance media + pelarut dibagi 2
x	 = nilai konsentrasi IC50

3.	 Hasil
Pada penelitian ini ekstrak daun 

Hibiscus surattensis L. diperoleh dengan 
cara maserasi menggunakan etanol 96% 
dan diperoleh rendemen sebesar 20,35%. 
Selanjutnya ekstrak yang diperoleh dilakukan 
pengujian toksisitas dengan metode BSLT 
sebagai skrining awal. Hasil ujitoksisitas 
dapat dilihat pada Tabel 1.

Kriteria toksisitas pada BSLT menurut 
Meyer yaitu apabila nilai LC50 ≤1000 µg/mL 
dinyatakan toksik dan LC50 >1000 µg/mL 
tidak toksik17 sedangkan kriteria toksisitas 
menurut Clarkson pada ekstrak tumbuhan 
diklasifikasikan ekstrak dengan LC50 dari 500-
1000 µg/mL toksisitas rendah, ekstrak dengan 
LC50 dari 100-500 µg/mL toksik dan ekstrak 
dengan LC50 dari 0-100 µg/mL sangat toksik.18 

Hasil BSLT yang dilakukan terhadap sampel 
uji diperoleh nilai LC50 yang dapat dilihat 
pada Tabel 1. Berdasarkan kriteria toksisitas 
tersebut ekstrak daun Hibiscus surattensis L. 

Sampel
Konsentrasi

(μg/mL)
Log 

Konsentrasi
Rata-rata 
Kematian

% Kematian
LC50

(µg/mL)
Ekstrak etanol 25 1,3979 0 0

50 1,6989 0 0
100 2 1 10
150 2,1760 1,25 13      224,81
300 2,4771 8,25 83
500 2,6989 9 90
750 2,8750 9,75 98
1000 3 10 100

Tabel 1. Hasil pengujian toksisitas BSLT terhadap ekstrak etanol daun Hibiscus surattensis L. 
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tergolong toksik. Uji toksisitas dengan BSLT 
telah terbukti memiliki korelasi positif dengan 
aktivitas sitotoksik pada beberapa sel tumor 
atau kanker. Namun memiliki keterbatasan 
karena sensitivitasnya yang lemah yang tidak 
dapat membedakan potensi antikanker yang 
kuat, sedang dan lemah sehingga metode 
BSLT digunakan untuk skrining awal untuk 
mengetahui potensi sitotoksik. Pengujian 
yang lebih sensitive memerlukan pengujian 
sitotoksik dengan menggunakan sel kanker 
manusia.19

Selanjutnya, dilakukan uji sitotoksik 
menggunakan sel kanker. Penelitian ini 
melibatkan sel kanker payudara (MCF-7) dan 
sel kanker serviks (HeLa). 

Pada Tabel 2 dapat diketahui bahwa 
ekstrak daun Hibiscus surattensis L. memiliki 
kemampuan penghambatan pertumbuhan sel 
MCF-7 dan sel HeLa yang termasuk dalam 
kategori kurang aktif, karena nilai IC50 
lebih dari 500 μg/mL. Berdasarkan kategori 
aktivitas sitotoksik suatu ekstrak terhadap sel 
kanker, ekstrak dikatakan sangat aktif jika 
nilai IC50 < 10 μg/mL, aktif pada IC50 10-100 
μg/mL, cukup aktif pada IC50 100-500 μg/mL, 
dan kurang aktif apabila IC50 > 500 μg/mL.20 
Cisplatin, yang digunakan sebagai kontrol 
positif, memiliki nilai IC50 sebesar 5,7 μg/
mL, menunjukkan aktivitas yang sangat aktif. 
Senyawa dengan nilai IC50 di bawah 100 µg/
mL dianggap sebagai agen sitotoksik yang 
poten, sedangkan senyawa dengan nilai IC50 
di atas 100 µg/mL dikategorikan sebagai agen 
kemopreventif yang poten.21 Berdasarkan nilai 
tersebut kriteria IC50 ekstrak daun HSL tidak 
menunjukkan aktivitas yang poten terhadap 
sel HeLa dan MCF-7 namun kemungkinan 
memiliki efek kemopreventif.

4.	 Pembahasan
Penelitian ini bertujuan untuk 

mengevaluasi potensi toksisitas ekstrak daun 
Hibiscus surattensis L. menggunakan metode 
BSLT serta uji sitotoksik pada sel kanker, 

yaitu sel MCF-7 dan sel HeLa. Pengujian 
sitotoksik merupakan parameter awal untuk 
menilai potensi toksisitas suatu bahan uji, dan 
terbukti memiliki korelasi dengan aktivitas 
sitotoksik senyawa antikanker.

Metode Brine Shrimp Lethality 
Test (BSLT) adalah teknik skrining yang 
digunakan untuk menentukan toksisitas 
akut suatu senyawa atau bahan alami 
yang memiliki sifat sitotoksik, dengan 
menggunakan larva Artemia salina Leach 
sebagai hewan uji. Jika suatu ekstrak tanaman 
menunjukkan sifat toksik berdasarkan nilai 
LC50 dari metode BSLT, tanaman tersebut 
berpotensi untuk dikembangkan sebagai 
obat antikanker. Namun, jika tidak bersifat 
toksik, tanaman tersebut dapat diteliti lebih 
lanjut untuk mengeksplorasi khasiat lain 
dengan menggunakan hewan uji yang lebih 
besar, seperti mencit dan tikus, melalui uji in 
vivo.22,23

Larva A. salina Leach yang digunakan 
dalam penelitian ini berada pada fase 
pertumbuhan nauplius, dimana Artemia 
sedang aktif mengalami pembelahan mitosis, 
mirip dengan pembelahan sel kanker. Oleh 
karena itu, uji Brine Shrimp Lethality Test 
(BSLT) sering digunakan sebagai penelitian 
awal untuk menilai potensi aktivitas 
antikanker. Hasil uji BSLT menunjukkan 
bahwa ekstrak Hibiscus surattensis L. (HSL) 
tergolong toksik. 

Uji sitotoksik in vitro pada kultur sel 
digunakan untuk menilai potensi sitotoksik 
ekstrak sebagai antikanker. Pengujian ini 
dilanjutkan dengan menggunakan sel kanker 
MCF-7 dan sel HeLa. Metode yang digunakan 
adalah Presto Blue assay.

Hasil pengujian menunjukkan bahwa 
ekstrak Hibiscus surattensis L. (HSL) 
tidak aktif terhadap sel MCF-7 dan HeLa. 
Efektivitas Cisplatin sebagai kontrol positif 
dalam penelitian ini lebih unggul, karena 
obat antikanker sintetis tersebut telah 
lama digunakan sebagai terapi adjuvan 

Tabel 2. Nilai IC50 ekstrak etanol daun Hibiscus surattensis L. pada sel MCF-7 dan HeLa

Sampel IC50
Sel MCF-7 Sel HeLa

Ekstrak etanol 1419,83 μg/mL 2050,50 μg/mL
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untuk kanker serviks dan kanker payudara. 
Meskipun efek sitotoksik ekstrak HSL 
tergolong rendah, pengembangan lebih lanjut 
masih diperlukan, seperti fraksinasi dan 
purifikasi senyawa aktif untuk meningkatkan 
potensi sitotoksiknya, terutama pada sel HeLa 
dan MCF-7. Selain itu, ekstrak HSL dapat 
dipertimbangkan sebagai agen kemopreventif 
dalam pencegahan dan penghambatan kanker. 
Beberapa mekanisme kerja kemopreventif 
meliputi penghambatan aktivitas karsinogen, 
aktivitas antioksidan, anti-inflamasi, dan 
antiproliferasi.24 Pada ekstrak HSL diduga efek 
kemopreventif berhubungan dengan aktivitas 
antioksidannya. Hal ini sejalan dengan hasil 
penelitian sebelumnya yang  menunjukkan 
aktivitas antioksidan ekstrak HSL7. Senyawa 
antioksidan dapat melindungi kerusakan DNA 
yang diinduksi ROS, sehingga mencegah 
mutagenesis dan inisiasi karsinogenesis.25

Keterbatasan penelitian ini adalah 
belum melakukan pengujian pada sel normal 
sehingga tidak dapat dilakukan perhitungan 
indeks selektivitas sehingga penelitiannya 
selanjutnya dapat dilakukan fraksinasi dan 
isolasi zat aktif dan mengunakan sel normal 
serta pengujian pada sel kanker lainnya.

5.	 Kesimpulan
Berdasarkan hasil penelitian ini 

menunjukkan bahwa ekstrak HSL memiliki 
efek yang toksik pada BSLT namun tidak 
memiliki efek sitotoksik pada sel MCF-7 dan 
sel HeLa. 
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