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Tanaman Daun Benger (Lagerstroemia ovalifolia Teijsm. & Binn) merupakan 

salah satu tanaman lokal yang secara empiris digunakan dalam pengobatan 

tradisional. Namun saat ini belum tersedia data ilmiah yang memadai terkait 

aspek keamanannya, sehingga pemanfaatan lebih lanjut dalam pengembangan 

obat herbal masih terbatas. Penelitian ini bertujuan untuk menganalisis profil 

keamanan ekstrak etanol 70% daun  benger secara in vitro sebagai dasar 

pengembangan produk herbal. Ekstrak benger diperoleh melalui esktraksi 

dengan metode perkolasi dan diuji toksisitas selulernya menggunakan metode 

MTT assay pada kultur sel RAW 264.7. Hasil uji menunjukkan bahwa rentan 

konsentrasi 25-100 µg/mL. Ekstrak daun benger tidak menunjukkan efek 

toksisitas terhadap sel RAW 264.7, sedangkan pada konsentrasi lebih tinggi 

(hingga 200 µg/mL) mulai menunjukkan kategori toksisitas sedang. Studi ini 

memberikan informasi awal menggenai profil keamanan ekstrak daun Benger, 

dan dapat menjadi landasan penelitian selanjutnya terkait pengembangan obat 

herbal yang lebih aman dan efektif. 
Kata kunci— Lagerstroemia ovalifolia Teijsm. & Binn, MTT assay,RAW 264,7, 

Sitotoksisitas 
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Abstract 

The Benger Leaf Plant (Lagerstroemia ovalifolia Teijsm. & Binn) is one of the 

local plants that has been empirically used in traditional medicine. However, 

there is currently insufficient scientific data regarding its safety aspects, limiting 

its further utilization in the development of herbal medicines. This study aims to 

analyze the safety profile of 70% ethanol extract of Benger leaves in vitro as a 

basis for the development of herbal products. The Benger extract was obtained 

through percolation extraction and its cellular toxicity was tested using the MTT 

assay on RAW 264.7 cell culture. The test results showed that the concentration 

range of 25–100 µg/mL was toxic. Benger leaf extract did not show any toxic 

effects on RAW 264.7 cells, while at higher concentrations (up to 200 µg/mL) it 

began to show moderate toxicity. This study provides initial information on the 

safety profile of benger leaf extract and can serve as a foundation for further 
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research on the development of safer and more effective herbal medicines. 
Keyword – Lagerstroemia ovalifolia Teijsm. & Binn, MTT assay, RAW 264.7, 

Cytotoxicity 
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A. Pendahuluan 

Indonesia dikenal sebagai salah satu 

negeri megabiodiversitas dengan kekayaan 

hayati yang sangat melimpah termasuk 

tanaman obat tradisional yang digunakan 

secara turun-temurun oleh Masyarakat 

sebagai bagian dari pengobatan tradisional. 

[1] Potensi ini merupakan aset strategis dalam 

mendukung ketahanan dan kemandirian 

industri farmasi nasional. Seiring 

perkembangan ilmu pengetahuan dan 

teknologi, kapasitas riset menjadi kunci 

dalam mewujudkan penguasaan terhadap 

bahan alam lokal yang potensial. Salah satu 

tanaman lokal yang memiliki petensi besar 

namun belum banyak dieksplorasi secara 

ilmiah adalah daun benger (Lagerstroemia 

ovalifolia Teijsm. & Binn). Tanaman ini telah 

lama digunakan dalam pengobatan 

tradisional, Daun benger memiliki nilai 

komersial yang telah digunakan sebagai obat 

dan memiliki sifat antiinflamasi 

[2]Bedasarkan penelitian pendahuluan 

pengujian secara in silico menunjukkan 

bahwa tanaman benger memiliki potensi 

sebagai antiiflamasi dalam menghambat 

COX-1 yang mempengaruhi regulasi 

peradangan. Penelitian lain menunjukkan 

bahwa ekstrak metanol daun benger dapat 

digunakan sebagai obat penenang dan 

pengobatan inflamasi. Tanaman ini 

memberikan efek antiinflasmasi yang di 

induksi dengan Lipoposakarida (LPS) pada 

makrofag  RAW 264,7. Ekstrak Metanol daun 

benger juga dapat memberikan efek 

perbaikan respon inflamasi pada saluran 

pernafasan tikus yang memiliki cedera paru 

akut[3][4] Pengembangan obat herbal 

berbasis bahan alam memerlukan pendekatan 

ilmiah yang sistematis. Setiap obat yang akan 

diproduksi dan dipasarkan harus memenuhi 

syarat keamanan (Safety), Mutu (quality) dan 

Khasiat (efficacy) sehingga tidak 

menimbulkan resiko yang membahayakan 

penggunanya . Dan untuk memenuhi syarat 

aman tersebut harus melalui rangkaian uji 

toksisitas [5] Salah satu faktor yang perlu 

diperhatikan yaitu keamanan bahan obat yang 

dapat dilihat dari toksisitasnya.[4] [6] 

Toksisitas didefinisikan sebagai sejauh mana 

suatu zat (toksin atau racun) dapat 

membahayakan manusia atau hewan [6] 

Salah satu Langkah awal yang sangat penting 

adalah analisis toksisitas terhadap bahan aktif 

yang digunakan. Studi toksisitas untuk obat  

toksisitas in vitro dan in vivo merupakan 

metode utama dalam menentukan Tingkat 

keamanan senyawa herbal sebelum masuk 

kedalam tahap formulasi atau uji klinik. [7][8] 

Uji toksisitas pada Tingkat sel seperti uji 

toksisitas dan viabilitas sel dapat digunakan 

dalam menganalisis potensi resiko yang 

terkait dengan ekstrak herbal dalam 

pempengaruhi viabilitas sel dan juga 

menungkinkan identifikasi, analisis dan 

pengujian pada berbagai senyawa alami 

bioaktif. [7][9] Uji in vitro yang dilakukan 

sebelum uji in vivo dst] Pada penelitian ini 

digunakan metode uji toksisitas 

menggunakan methyl-thiazolyl-diphenyl-

tetrazolium bromide (MTT) yang dapat 

dengan mudah diserap oleh sel hidup melalui 

interaksi elektrostatik, MTT berwarna kuning 

direduksi oleh sel hidup menjadi kristal 

formazan berwarna ungu.  [9][6] 

 

B. Metode 

Metode yang digunakan pada penelitian 

ini adalah eksperimental laboratorium dengan 

pendekatan deskripsip melalui uji In vitro 

Alat dan Bahan 

Sel yang digunakan adalah Cell line 

makrofag RAW 264.7, Tanaman yang 

digunakan adalah  

Alat : Seperangkat alat perkolasi, ELISA 

reader (Synergy, HTX), Mikropipet, 

Timbangan analitik (Sartorius), lemari 

pendingin, blender (kirin®), Magnetic stirrer, 

Evaporator (Buchi Rotavapor R-220). alat-

alat gelas, alat-alat volumetric, pipet tetes, 

kaca objek, kertas saring, tisu, cawan 

penguap. Flask T25, Tip mikropipet kuning 

200 uL, Tip mikropipet biru 1000 uL, Mikro 

plate 96 well, flat bottom, Nunc, sterile, 10 

mL Serological Pipette. 

Bahan : Penicillin-Streptomycin (10,000 

U/mL) (Gibco-15140-122), DMEM High 

Glucose, (Gibco-12100-046), Etanol 70%, 

pakan tikus protein sedang, alas kandang 

individual. PBS 

 Metode ekstraksi yang digunakan yakni 

ekstraksi Perkolasi dengan waktu 5 jam dan 

rasio pelarut 1:15 menggunakan etanol 70%. 

Esktrak kental yang didapat dikentalkan 
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dengan rotary evaporator. Esktrak yang 

didapat kemudian di encerkan menggunakan 

DMSO 1% hingga konsentrasi yang di 

inginkan.  

 Pengujian toksisitas secara in vitro [9] 

Sub Kultur sel RAW 246.7. 

Sel-sel yang sebelumnya telah di thawing dan 

ditanaman pada flask T25 dengan 

penambahan nutrisi DMEM (Dulbecco’s 

Modified Eagle Medium) dan FBS ( Fetal 

Bovine serum Premium).  DMEM merupakan 

media kultur dengan kandungan asam amino, 

vitamin dan glikosa dalam konsentrasi tinggi, 

komposisi ini sangat mendukung proses 

metabolism, pertumbuhan dan kelangsungan 

hidup sel selama pemeliharaan di 

laboratorium termasuk pada pengujian 

viabilitas seperti MTT. [10] 

Sel diamati dibawah bawah mikroskop untuk 

memastikan sel telah tumbuh. Kultur sel 

kemudian dibuang dan dicuci dengan 

menggunakan PBS 1 kali untuk melepaskan 

sel-sel yang terikat. Suspensi sel dimasukkan 

kedalam tabung centrifugasi 15mL. tabung 

kemudian dicentrifugasi selama 5 menit 

dengan kecepatan 1200rpm. Setelah 5 menit 

supernatan dibuang hingga menyisahkan 

pellet sel. Pellet diresuspensikan Kembali 

dengan menambahkan 1 mL medium kultur.  

 Sebanyak 20 µL suspense sel diambil dan 

ditambahkan dengan medium kultur 

sebanyak 180 µL, Hingga volume 200 µL 

kemudian diresuspensi. 20 µL suspense sel 

kemudian diambil kembali dan tambahkan 

trypan blue perbandingan 1 : 1 hingga 

tercampur merata. Campuran sel dan trypan 

blue diletakkan pada hemasitometer kurang 

lebih 10 µL dan diamati dibawah mikroskop 

inverter dan dihitung jumlah sel hidup. 

Dengan rumus :  

Jumlah sel/ml = Rata-rata jumlah 

sel/kuadran x faktor pengenceran* x 104 

 

Plating sel RAW 264.7 plating cell line 

makrofag RAW 264.7 (1 x 105 cells/well 

dalam 100 µL media kultur) pada 96-well 

plate  dan diinkubasi didalam inkubator 

dengan kondisi suhu 37° C dan 5% CO2 

selama 24 jam. Pemberian sampel uji Setelah 

sel diinkubasi selama 24 jam, medium kultur 

dibuang, diganti dengan 100 µL. media/well 

yang mengandung sampel, sedangkan untuk 

kontrol negatif ditambah dengan medium 

kultur tanpa perlakuan sampel, dan diinkubasi 

kembali selama 24 jam. Pemberian larutan 

MTT Setelah sel diinkubasi kembali selama 

24 jam, medium yang mengandung sampel 

dibuang dan dicuci dengan PBS, kemudian 

ditambahkan dengan 100 ul medium yang 

mengandung MTT (0.5mg/mL), diinkubasi 

selama 4 jam, kemudian ditambahkan 100 µL 

SDS 10%, diinkubasi semalam dalam kondisi 

gelap, diukur serapannya pada panjang 

gelombang 570 nm menggunakan ELISA 

reader. Analisa data 

Data dianalisis dengan menghitung : 

a. Persentase penghambat sel = 

 

  

 

 

b. Data dianalisa dengan dibuat kurva regresi 

linier dari konsentrasi (x) dan rata-rata persen 

penghambatan (y) kemudian dihitung nilai 

IC50 

 

  

Hasil dan Pembahasan 

Di dasarkan pada konversi garam 

tertrazolium menjadi formazan berwarna oleh 

aktivitas mitokondria sel hidup. Jumlah 

formazan yang dihasilkan bergantung pada 

jumlah sel yang hidup dalam kultur dan dapat 

diukur absorbansi dengan spektrofotometer 

sebagai indicator viabilitas sel. [11] 

Pengujian MTT dilakukan untuk 

mengevaluasi viabilitas sel setelah perlakuan 

dengan esktrak perkolasi daun benger. 

Sebanyak 1 x 105 264,7 yang telah dipanen 

ditanam pada 96 wellplate pada masing-

masing sumur kemudian diinkubasi selama 

24 jam pada incubator pada suhu 37oCdengan 

atmosfir 5% CO hal ini ditujukan agar sel 

dapat melekat dan beadaptasi. 

Ekstrak perkolasi daun benger dilarutkan 

dengan penambahan DMSO 1% hingga 

diperoleh larutan stok, kemudian diencerkan 

dengan medium kultur dengan konsentrasi 

400, 200, 100, 50, dan 25 µg/mL dan di 

inkubasi selama 24 jam. Setelah 24 jam 

dengan perlakukan ekstrak, ditambahkan 

larutan MTT dengan perbandingan MTT dan 

medium 1:10 inkubasi dilanjutkan selama 4 

jam pada suhu 37oC untuk memungkinkan 

 
Absorbansi kontrol positif − (absorbansi perlakuan − absorbansi media

Absorbansi kontrol positif
 𝑥 100 

𝐼𝐶50 =
50 − 𝑎

𝑏
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pembentukan kristal formazan oleh sel yang 

masih hidup. Reaksi kemudiandihentikan 

dengan penambahan larutan SDS (sodium 

decocyl sulfate) dilanjutkan inkubasi kurang 

lebih 12-18 jam. Untuk melarutkan kristal 

formazan. Pembacaan absorbasi dilakukan 

menggunakan ELISA reader pada Panjang 

gelombang 570nm 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar A. Sel Raw 264,7 pada 

hemasitometer 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar B. Sel Raw 264,7 perbesaran 40x 

Pengujian sitotoksi menggunakan metode MTT 

menunjukkan badwa perlakuan ekstrak benger 

pada sel RAW 246,7 memberikan efek penurunan 

viabilitas secara bertahap dengan adanya 

peningkatan konsentrasi sampel. Penurunan 

viabilitas sel RAW 264.7 yang diamati secara 

dosis responsis mengindikasikan bahwa ekstrak 

perkolasi dun benger memilikikandunfan senyawa 

bioktif yang mampu menghambat aktivitas 

mitokondria sel hidup.[10] 

 

Tabel 1. Hasil Uji sitotoksik esktrak perkolasi 

daun benger terhadap viabilitas sel 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Berdasarkan data tabel viabilitas sel yang telah 

diberikan perlakuan menggunakan ekstrak etanol 

daun benger dengan variasi konsentrasi. Terlihat 

bahwa aktivitas yang dipengaruhi oleh dosis. Pada 

konsetrasi tertinggi (400 µg/mL), viabilitas sel 

menurun menjadi 38,9% yang mengindikasikan 

adanya potensi toksisitas apabilah digunakan 

dalam konsentrasi tinggi. Sebaliknya pada 

konsentrasi 200 µg/mL ke bawah viabilitas sel 

meningkat. Pada konsentrasi 25 µg/mL viabilitas 

melampaui 100% (105,82). Peningkatan viabilitas 

pada konsentrasi pada konsentrasi rendah dapat 

menunjukkan adanya hormesis yaitu respons 

biologis Dimana senyawa pada dosis rendah justru 

memberikan efek stimulatif terhadap sel [12]. Efek 

hormosis dapat terjadi akibat aktivasi mekanisme 

pertahanan sel, seperti peningkatan aktivitas 

antioksidan atau seluler, sehingga sel menjadi 

lebih resisten dan proliferatif pada paparan zat 

dalam jumlah kecil .[13] Hal ini 

mengindentifikasikan bahwa ekstrak memiliki 

potensi yang aman digunakan dalam rentang 

konsentrasi rendah.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 2. Kurva viabilitas Sel RAW 246,7 log 

konsentrasi 400, 200, 100, 50, dan 25 µg/mL. 

Hasil analisis kurva dosis respon menunjukkan 

nilai IC50 ekstrak benger adalah sebesar 53 µg/mL 

yang berarti bahwa pada konsentrasi ini terjadi 

hambatan terhadap viabilitas sel sebesar 50%. . 

Nilai ini menunjukkan bahwa ekstrak benger 

memiliki potensi sitotoksik yang sedang karena 

berada dalam rentang 20-100 µg/mL yang 

dikategorikan sebagai toksisitas moderat menurut 

standar klasifikasi in vitro cytotoxicity[14] 

 

 

C. Simpulan 

Hasil uji in vitro menunjukkan bahwa 

viabilitas sel RAW 264,7 menurun secara 

bertahap seiring dengan peningkatan konsentrasdi 

esktrak, Dimana pada dosis tertinggi 400 µg/mL 

viabilitas sel menurun 38,9%, yang menandakan 

adanya efek toksik. Sebaliknya pada konsentrasi 

lebih rendah 25–100 µg/mL viabilitas meningkat 

Konsentrasi  Ekstrak 

Daun Benger (µg/mL) 

Viabilitas (%) 

400 38,9198 

200 73,7198 

100 86,1198 

50 93,9198 

25 105,8198 
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yakni pada 25 µg/mL (105,8%), yang 

mengindikasikan potensi efek hormesis. yakni 

respons stimulatif sel terhadap paparan zat pada 

dosis rendah. Nilai IC₅₀ sebesar 53 µg/mL 

menunjukkan bahwa ekstrak tergolong memiliki 

aktivitas sitotoksik moderat menurut kriteria in 

vitro cytotoxicity [15] 
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