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ABSTRAK 

 

Sel otak merupakan sel yang rentan mengalami kerusakan dalam kondisi in vitro 

karena memiliki kelangsungan hidup yang singkat dan selektif mengenai 

lingkungan tempat tumbuhnya. Oleh sebab itu, viabilitas dan nilai Population 

Doubling Time (PDT) atau waktu proliferasi sel otak dapat menurun. Ekstrak 

propolis diduga mampu melindungi sel otak dari kerusakan dan mampu 

meningkatkan viabilitas serta mempercepat nilai PDT secara in vitro. Hal ini 

dikarenakan ekstrak propolis memiliki senyawa aktif yang berpotensi sebagai 

neuroprotektif, antioksidan, dan stimulator pertumbuhan sel. Tujuan penelitian ini 

adalah untuk mengetahui pengaruh pemberian ekstrak propolis terhadap viabilitas 

dan proliferasi sel otak tikus (Rattus norvegicus) secara in vitro. Penelitian ini 

merupakan penelitian eksperimental yang menggunakan rancangan acak lengkap 

(RAL) dengan 6 perlakuan dan 4 ulangan. Perlakuan yang digunakan adalah P1 

(kontrol) dan perlakuan pemberian ekstrak propolis yaitu P2 (20 µg/mL), P3 (40 

µg/mL), P4 (60 µg/mL), P5 (80 µg/mL), dan P6 (100 µg/mL). Sampel yang 

digunakan adalah sel otak tikus (Rattus norvegicus) umur 3-4 hari yang dikultur 

dalam media DMEM 10% FBS dan diinkubasi dalam inkubator bersuhu 37oC 

dengan CO2 5% selama 10 hari.  Ekstraksi propolis menggunakan metode 

maserasi dengan pelarut etanol 96%.  Data hasil penelitian berupa nilai viabilitas 

(%) dan nilai PDT (hari) sel otak tikus (Rattus norvegicus) dianalisis 

menggunakan one way ANOVA (α=0.05). Berdasarkan hasil analisis 

menggunakan one way ANOVA, dapat disimpulkan bahwa tidak ada pengaruh 

pemberian ekstrak propolis terhadap viabilitas dan nilai PDT sel otak tikus 

(p<0.05). Akan tetapi, rata-rata nilai viabilitas tertinggi (90.3 ± 3.09%) dan nilai 

PDT tercepat (2.88 ± 0.66 hari) dicapai oleh sel otak yang dikultur dengan 

pemberian perlakuan P5 (80 µg/mL).  

 

Kata kunci: ekstrak propolis, in vitro, viabilitas, proliferasi, PDT, sel otak tikus 
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ABSTRACT 

 

Brain cells are susceptible cell in in vitro conditions because of their short life 

span and highly specialized and choosy about their environment, so cell viability 

and Population Doubling Time (PDT) value or time for brain cells to proliferation 

has the potential to decrease. Propolis extract is expected to be able to protect 

brain cells from damage and able to increase viability and accelerate PDT values 

because it has active compounds which are potentially to be neuroprotective, 

antioxidants, growth cell stimulator. The purpose of this research were to 

determine the effect of propolis extract on the viability and proliferation of rat 

(Rattus norvegicus) brain cells in vitro. This research was an experimental study 

which was using Completely Randomized Design (CRD) with 6 treatments and 4 

replications. The treatments were P1 (control) and treatments with additions of 

propolis extract i.e. P2 (20 µg/mL), P3 (40 µg/mL), P4 (60 µg/mL), P5 (80 

µg/mL), dan P6 (100 µg/mL). Sample of this research was 3-4 day rat (Rattus 

norvegicus) brain cells which were cultured in DMEM 10% FBS and incubated in 

a 37oC incubator with 5% CO2 for 10 days. Propolis extraction was using 

maceration method with 96% ethanol. Data of this research were viability (%) and 

PDT values (days) of rat (Rattus norvegicus) brain cells which were the analyzed 

using one way ANOVA (α=0.05).  Based on one way ANOVA, it was concluded 

that additions of propolis extract did not affect brain cell viability and PDT values 

(p <0.05). However, the highest average of viability (90.3 ± 3.09%) and the fastest 

PDT value (2.88 ± 0.66 days) achieved by brain cells cultured by addition of P5 

(80 µg/mL).  

 

Keywords: propolis extract, in vitro, viability, proliferation, PDT, rat brain cell 
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 ملخص البحث

 Rattus, تأثير استخراج البروبوليس على الجودة و التكالرالخلايا الدماغ الفئران ) 2018,   مفتاح,الجنة  

norvegicus ) خلال فِ المختبر(In Vitro المشرفة الاءولى : خليفة خليل الماجستير )˓  والمشريفة

 الثاني أمية الشريفة الماجستير

ولحيوية ا ، الدماغ الخلايا و ، التكاثر و ، المختبر في ،: استخراج البروبوليس المفتاحية الكلمات  

خلايا الدماغ هي خلايا عرضة للهجوم من قبل الجذور الحرة والتي تتعرض لخطر كبير من تلف مؤكسد في ظروف المختبر 

وبوليس قادر على حماية خلايا المخ من التلف ، كما لأن لديهم بقاء قصير وانتقائي فيما يتعلق ببيئة النمو. يعُتقد أن مستخلص البر 

أنه قادر على زيادة حيوية وانتشار خلايا المخ )في المختبر( لأنه يحتوي على مركبات نشطة لديها القدرة على أن تكون واقية وقوية 

 Rattusيا دماغ الفئران )للأكسدة. كان الغرض من هذه الدراسة هو تحديد تأثير مستخلص البروبوليس على حيوية وانتشار خلا

norvegicus( في المختبر. كانت هذه الدراسة دراسة تجريبية باستخدام تصميم عشوائي تماما )CRD 4علاجات و  6( مع 

 P3  ) µgمل( ، /µ(P2 g 20)التحكم( والعلاج بإعطاء مقتطفات دنج وهي  P1مكررات. كانت المعالجات المستخدمة 

 / مل(.  P6  g 100)µ/ مل( ،  P5 g 80)µمل( ،  /P4 g 60)µمل( ،  /40

( التي تم تربيتها Rattus norvegicusأيام ) 4-3كانت العينات المستخدمة عبارة عن خلايا دماغية الفئران لمدة 

أيام. استخراج دنج باستخدام  10لمدة  CO2 %5درجة مئوية مع  37وحضنت في حاضنة  DMEM 10٪ FBSفي 

  Population Doubling Timeمن الإيثانول. نتائج البحث هي قابلية البقاء )٪( %96مع  macerationطريقة 

(PDT( لخلايا دماغ الفئران )أيام( )Rattus norvegicus والتي يتم تحليلها بعد ذلك باستخدام طريقة )ANOVA  

((α = 0.05  .( وأدنى متوسط لق 90.3 ± 3.09أظهرت النتائج أعلى متوسط للحياة )٪ يمةPDT  (2.88 ± 0.66 

/ مل(. إحصائيا ، خلصت الدراسة إلى أن تناول مستخلص  µ(P5 g 80التي حققتها خلايا الدماغ المستزرعة بواسطة  )يوم

 (.P <0.05البروبوليس لم يؤثر بشكل كبير على قابلية خلايا الدماغ وانتشارها )
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BAB I 

PENDAHULUAN 

 

1.1 Latar Belakang 

Lebah (Apis mellifera) merupakan salah satu hewan ciptaan Allah SWT 

yang namanya diabadikan sebagai nama surah dalam al-Quran, yaitu An-Nahl. 

Lebah memiliki kelebihan dibandingkan hewan yang lain, yaitu banyaknya 

produk bermanfaat yang dapat dihasilkannya. Bahkan, semua produk lebah dapat 

dijadikan sebagai obat. Allah berfirman dalam surah an-Nahl [16]: 69 sebagai 

berikut. 

م  خْتَلِفٌ أَلوَْان ابٌ مم ونَِِا شَََ جم مِنْ بمطم رم لملًا ۚ يََْ لِكِ ذم لَ رَب بم َّمَرَاتِ فاَسْلمكِِ س م لِ الث ي مِنْ كم ِ َّ كُم هم فِيهِ ثُم

نَّ 
ِ
ونَ شِفَاءٌ لِلنَّاسِ ۗ ا لَِِ لَآيةَا لِقَوْمٍ يتََفَكَّرم (69)  فِِ ذََٰ  

"Kemudian makanlah dari tiap-tiap (macam) buah-buahan dan tempuhlah jalan 

Tuhanmu yang telah dimudahkan (bagimu). Dari perut lebah itu keluar minuman 

yang bermacam-macam warnanya, di dalamnya terdapat obat menyembuhkan 

bagi manusia. Sesungguhnya pada yang demikian itu benar-benar terdapat tanda 

kebesaran Tuhan bagi orang yang memikirkan." [QS. An-Nahl [16]: 69]  

Ayat tersebut menunjukkan bahwa Allah SWT telah menyisipkan obat 

dalam tubuh lebah.  Menurut tafsir Ibnu Katsir (1994), pada kalimat “ ٌفِيهِ شِفَاء

 ”هِ “ menunjukkan arti “di dalamnya terdapat obat bagi manusia”. Huruf ”لِلنَّاسِ 

dari kata “ ِفِيه” disini memiliki arti kepemilikan yang ditunjukkan kepada lebah. 

Hal ini menunjukkan bahwa segala sesuatu yang dihasilkan lebah membawa atau 

mengandung obat bagi kesehatan manusia. Produk dari lebah diantaranya adalah 

madu, royal jelly, bee pollen, bee venom, dan propolis.
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Propolis merupakan zat yang dihasilkan oleh lebah yang digunakan untuk 

pertahanan sarangnya (Farooqui, 2017). Selain itu juga dapat memperkuat 

stabilitas struktural, mencegah parasit dan penyakit masuk, mencegah 

pembusukan, dan mengurangi getaran dari luar sarang, serta menutup celah-celah 

sarang yang rusak, (Siregar, 2011). Fungsi propolis tidak hanya untuk 

kepentingan lebah, tapi juga banyak digunakan manusia sebagai obat alternatif 

untuk menyembuhkan berbagai penyakit. 

Menurut Herawati (2015), propolis adalah suatu zat yang dihasilkan oleh 

lebah dan disebut sebagai bee glue karena bahannya yang lengket seperti lem. 

Propolis dihasilkan lebah dengan cara mengumpulkan resin atau getah dari 

berbagai macam tumbuhan yang kemudian bercampur dengan saliva dan berbagai 

enzim yang ada pada lebah. 

Warna, aroma, dan kandungan propolis bervariasi. Kebanyakan warnanya 

cokelat terang sampai gelap, tetapi ada yang berwarna hijau, merah, hitam, 

kuning, maupun putih. Propolis dapat berbentuk cair sampai padat. Bentuk ini 

dipengaruhi oleh temperatur penyimpanan. Semakin tinggi temperatur 

penyimpanan, propolis akan semakin cair (Siregar, 2011).  

Propolis mengandung senyawa aktif antara lain vitamin, mineral, enzim, 

flavonoid (Jose dan Vassya, 2011), terpenoid, steroid, asam amino, asam kafeat 

dan turunannya asam kafeat fenil ester—caffeic acid phenylethyl ester (CAPE) 

(Lawal dkk, 2015). Senyawa aktif tersebut memungkinkan propolis memiliki 

jangkauan yang luas akan aktivitas biologi dan farmakologi, seperti anti-kanker, 

anti-bakteri, anti-inflamasi, anti-mikroba, anti-fungal, tumorisidal (Safari dkk, 

2015), immunomodulator, antioksidan, anti-parasit, anti-diabetik (Alkis, 2015), 
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anti-histamin, antasid, anti-protozoa, anti-Helicobacter pylori (pengobatan 

ulserasi), sebagai agen terapeutik (Pasupuleti dkk, 2017), stimulator sel (Najafi, 

2007), dan kemampuan neuroprotektif (Cardoso, 2011). 

Propolis pada penelitian ini diekstrak menggunakan metode maserasi 

dengan pelarut etanol 96%. Menurut Puspitasari dan Prayogo (2017), keuntungan 

metode ekstraksi maserasi yaitu prosedur dan peralatan yang digunakan sederhana 

dan tidak dipanaskan sehingga senyawa alami di dalamnya tidak menjadi terurai. 

Ekstraksi ini memungkinkan banyak senyawa terekstraksi pada suhu ruang. 

Kubilene et al (2015) menambahkan, teknik yang umum digunakan untuk 

menghasilkan ekstrak propolis adalah ekstrak yang menggunakan pelarut etanol. 

Metode ini sesuai untuk mendapatkan ekstrak propolis yang rendah lilin serta 

kaya akan senyawa aktif biologis (Kubilene et al, 2015) dan pelarut etanol 96% 

dapat menarik bahan aktif yang bersifat polar maupun non polar secara optimal 

(Shadiqy, 2012).  

Ekstrak propolis yang berpotensi sebagai neuroprotektif diharapkan dapat 

melindungi sel otak dari kerusakan. Otak merupakan organ yang tersusun atas 

banyak neuron dan merupakan organ yang sangat sensitif terhadap induksi radikal 

bebas. Hal ini disebabkan karena otak memiliki asam lemak polyunsaturated yang 

tinggi dan molekul antioksidan yang rendah dibandingkan dengan organ yang lain 

(Alkis, 2015). Kondisi tersebut menyebabkan rendahnya tingkat proliferasi sel-sel 

di dalamnya. Untuk meningkatkan proliferasi sel otak, dibutuhkan induksi 

senyawa yang dapat meningkatkan jumlah sel sebagai hasil pertumbuhan dan 

pembelahan sel, sehingga tersedia sel baru untuk menggantikan sel yang rusak.                          
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Najafi (2007) dalam penelitiannya menunjukkan bahwa ekstrak propolis 

dapat meningkatkan jumlah sel dan menjadi stimulator pertumbuhan pada sel 

limpa tikus, limfosit manusia, sel ginjal tikus, dan sel hepar tikus secara in vitro. 

Berdasarkan hasil uji MTT dalam 1 mg/ml propolis, hasil maksimal pertumbuhan 

sel ditunjukkan oleh sel limpa sebanyak 48% dan hasil minimal terdapat pada sel 

hepar sebesar 18%. Sedangkan pada konsentrasi 2 mg/ml, jumlah sel limpa tikus, 

limfosit manusia, sel ginjal tikus, dan sel hati tikus meningkat berturut-turut yaitu, 

65%, 55%, 35%, dan 25%. Pada pengamatan secara langsung mengindikasikan 

bahwa semua sel normal yang diinduksi propolis tersebut memiliki usia hidup 

yang lebih lama dibandingkan dengan sel yang tidak diinduksi ekstrak propolis 

(kontrol). Hal ini menunjukkan bahwa ekstrak propolis memiliki kemampuan 

untuk meningkatkan viabilitas sel dan dapat bekerja sebagai stimulator 

pertumbuhan sel. 

Kemampuan stimulator pertumbuhan sel dari ekstrak propolis tersebut 

diharapkan juga dapat meningkatkan pertumbuhan dan proliferasi sel otak. 

Menurut Emsley (2005), bagian awal dari proses pembentukan neuron adalah 

proliferasi. Dengan adanya proses proliferasi, sel otak akan meningkat dan 

menggantikan sel-sel yang rusak untuk mempertahankan integritas antar neuron. 

Secara in vitro, tingkat proliferasi sel dapat diketahui dari nilai Population 

Doubling Time (PDT). Nilai PDT merupakan waktu yang diperlukan oleh 

populasi sel untuk menjadikan jumlahnya dua kali lipat dari jumlah semula 

(Trenggono, 2009). Jika nilai PDT rendah, maka proliferasi sel cepat, begitu juga 

sebaliknya (Kaiin dan Djuwita, 2016). 
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Ekstrak propolis memiliki senyawa-senyawa yang dapat membantu 

pertumbuhan neuron secara in vitro, seperti polifenol dan terpenoid yang dapat 

melindungi neuron dari kerusakan (Moosavi, 2015; Wiart, 2014), serta tannin 

yang dapat menjaga integritas membrane sel (Tarahovsky, 2008) sehingga dapat 

meningkatkan kelangsungan hidup, pertumbuhan, dan proliferasi sel. Dengan 

kemampuan tersebut, ekstrak propolis dapat menjaga sel dari kerusakan serta 

meningkatkan viabilitas sel serta mempercepat waktu untuk proliferasi. 

Selain itu, ekstrak propolis juga memiliki senyawa fenolik khusus yang 

bersifat neuroprotektif, yaitu caffeic acid phenylethyl ester (CAPE) (3-(3,4-

Dihydroxyphenyl)-2-propenoic acid 2-phenylethyl ester). Menurut Kurauchi 

(2012), senyawa tersebut memiliki kemampuan neuroprotektif karena dapat 

menginduksi brain-derived neurotropic factor (BDNF). Juananda (2015) 

menambahkan, BDNF merupakan salah satu famili neurotropin dengan struktur 

mirip faktor pertumbuhan dan berperan dalam proliferasi sel otak. 

CAPE dapat meningkatkan BDNF dengan mengaktifkan extracellular 

signal regulated kinase (ERK). Selanjutnya, ERK akan memfosforilasi substrat 

faktor transkripsi, yaitu cyclic AMP responsive element-binding protein (CREB). 

Fosforilasi CREB kemudian akan mengaktifkan gen yang menginduksi siklus sel, 

yaitu BDNF (Juananda, 2015; Moosavi, 2015). Dengan meningkatnya ekspresi 

gen BDNF, sel akan memasuki siklus sel dan bermitosis sehingga proliferasi 

meningkat dan potensi kemungkinan terjadinya apoptosis berkurang. Jika potensi 

kemungkinan terjadinya apoptosis berkurang, maka viabilitas sel akan meningkat. 

Berdasarkan hal tersebut, maka dilakukan penelitian ini untuk mengetahui 

pengaruh pemberian propolis terhadap viabilitas dan nilai PDT sel otak. Viabilitas 
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sel merupakan sebuah parameter penting dalam penelitian kultur dengan melihat 

kemampuan bertahan hidup dari sel (Fakhrullin, 2014). Semakin banyak jumlah 

sel yang hidup dibandingkan sel yang mati, maka semakin tinggi nilai viabilitas 

sel. jika viabilitas sel tinggi, maka potensi sel untuk berproliferasi juga tinggi. 

Selanjutnya, nilai PDT dapat digunakan sebagai parameter untuk mengetahui 

tingkat proliferasi sel secara in vitro. 

Konsentrasi yang digunakan dalam penelitian ini mengacu pada penelitian 

Shimazawa (2005) yang menyebutkan bahwa ekstrak propolis dengan konsentrasi 

40 µg/mL dapat melindungi dan meningkatkan proliferasi cell line neuron yang 

diinduksi hidrogen preroksida dibandingkan dengan konsentrasi 0.4 µg/mL dan 4 

µg/mL. Namun pada penelitian Agca (2017) disebutkan bahwa pemberian ekstrak 

propolis dengan konsentrasi 100 µg/mL dapat menyebabkan penurunan viabilitas 

astrosit. 

Hal ini menunjukkan bahwa pengaruh ekstrak propolis bergantung pada 

konsentrasi tertentu. Jadi untuk menemukan konsentrasi yang tepat, konsentrasi 

dalam penelitian tersebut dimodifikasi menjadi 0 µg/mL, 20 µg/mL, 40 µg/mL, 60 

µg/mL, 80 µg/mL, dan 100 µg/mL. Diharapkan ekstrak propolis dapat 

meningkatkan vabilitas dan proliferasi sel otak tikus dengan mempercepat nilai 

PDT. 

1.2 Rumusan Masalah 

Rumusan masalah dari penelitian ini adalah apakah ada pengaruh pemberian 

propolis terhadap viabilitas dan nilai Population Doubling Time (PDT) sel otak 

tikus (Rattus norvegicus) secara in vitro? 
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1.3 Tujuan  

Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengetahui pengaruh pemberian 

propolis terhadap viabilitas dan nilai Population Doubling Time (PDT) sel otak 

tikus (Rattus norvegicus) secara in vitro. 

1.4 Hipotesis 

Hipotesis pada penelitian ini adalah pemberian ekstrak propolis berpengaruh 

terhadap viabilitas dan nilai Population Doubling Time (PDT) sel saraf otak tikus 

(Rattus norvegicus) secara in vitro.  

1.5 Manfaat 

Manfaat yang didapatkan dari penelitian ini adalah sebagai berikut. 

1. Secara teoritis, penelitian ini dapat memberikan informasi mengenai pengaruh 

pemberian propolis terhadap viabilitas dan nilai Population Doubling Time 

(PDT) sel otak tikus secara in vitro. 

2. Secara aplikatif, masyarakat diharapkan dapat memanfaatkan propolis 

sebagai obat tradisional maupun sebagai suplemen sehari-hari. 

1.6 Batasan Masalah 

Batasan masalah dari penelitian ini adalah sebagai berikut. 

1. Sel otak diisolasi dari tikus neonatus umur 3-4 hari yang diinkubasi selama 10 

hari dalam media Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) yang 

ditambah 10% serum Fetal Bovine Serum (FBS). 

2. Propolis mentah didapatkan dari peternak lebah madu Apis mellifera di 

Karangploso, Malang dan diekstrak menggunakan metode maserasi dengan 

pelarut etanol 96% di Materia Medika Batu, Malang. 
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3. Konsentrasi ekstrak propolis yang digunakan yaitu 0 µg/mL, 20 µg/mL, 40 

µg/mL, 60 µg/mL, 80 µg/mL, dan 100 µg/mL. 

4. Parameter yang diamati yaitu viabilitas dan nilai Population Doubling Time 

(PDT) sel otak tikus setelah 10 hari diinkubasi. 
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BAB II 

TINJAUAN PUSTAKA 

 

2.1 Jenis dan Deskripsi Sel Otak 

Salah satu organ yang berfungsi untuk mengatur kerja sama dalam 

organisasi dan koordinasi kegiatan tubuh adalah otak (Syaifuddin, 2009). Otak 

adalah organ vital yang terdiri dari 100-200 miliar sel aktif yang saling 

berhubungan dan bertanggung jawab atas fungsi mental dan intelektual yang 

terdiri dari sel-sel otak (Leonard, 1998). Otak rodent (hewan pengerat) seperti 

tikus telah banyak dijadikan model dalam pembelajaran mengenai perkembangan 

otak (Ramachandra, 2011). Walaupun otak tikus berbeda dengan otak manusia, 

tetapi terdapat hubungan klinis dari informasi yang didapatkan dari otak tikus ini 

(Swanson, 2011). Sama seperti otak manusia, sel-sel otak tikus membentuk suatu 

jaringan yang disebut jaringan saraf. Terdapat dua macam sel dalam jaringan ini, 

yaitu sel saraf (neuron) dan sel glia (neuroglia).  

 

 

 

 

Gambar 2.1 Otak tikus bagian dorsal (kiri) dan ventral (kanan) (Swanson, 2004) 

Neuron dapat dibedakan dari sel lain dengan sifatnya yang paling mendasar, 

yaitu dapat berkomunikasi dengan sel lain melalui sinaps, yaitu titik temu antara 

ujung akson satu neuron dengan neuron lain dan menghantarkan transmisi sinyal 

cepat, baik elektrik maupun kimiawi (Carneiro,2005). Menurut Kahle dan 
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Frotscher (2003), sel ini berfungsi untuk menghantarkan impuls antar sel dan 

merupakan unit fungsional pada sistem saraf. 

Neuron terdiri atas badan sel yang berisi inti dan bahan sitoplasma dan 

prosesus yang keluar dari badan sel. Prosesus secara fungsional dibedakan 

menjadi akson dan dendrit. Akson membawa impuls saraf menjauhi badan sel, 

sementara dendrit menyampaikan impuls ke badan sel (Ariani, 2012). Pada bagian 

luar akson terdapat lapisan lemak disebut mielin yang dibentuk oleh sel Schwann 

yang menempel pada akson. Sel Schwann merupakan sel glia utama pada sistem 

saraf perifer yang berfungsi membentuk selubung myelin (Carneiro, 2005). 

Berdasarkan stukturnya, neuron dibedakan menjadi tiga macam, yaitu 

neuron unipolar, neuron bipolar, danneuron multipolar. Neuron unipolar hanya 

memiliki satu tonjolan (satu akson), neuron bipolar memiliki dua tonjolan (satu 

sebagai dendrit dan satu sebagai akson, danneuron multipolar memiliki banyak 

tonjolan yang keluar dari badan sel (beberapa tonjolan sebagai dendrit dan satu 

tonjolan sebagai akson) (Soewolo, 2005). 

Sedangkan berdasarkan fungsinya, neuron dibagi menjadi tiga macam, 

yaitu neuron sensorik, neuron motorik, dan neuron konektor. Neuron sensorik 

berfungsi untuk menghantarkan impuls dari alat indera menuju otak atau sumsum 

tulang belakang. Neuron motorik berfungsi untuk membawa impuls dari otak atau 

sumsum tulang belakang menuju otot atau kelenjar. Neuron konektor berfungsi 

untuk meneruskan rangsangan dari neuron sensorik ke neuron motorik (Ville, 

1999).  

Sel glia adalah sel non-neuron yang menopang dan menyediakan nutrisi, 

mempertahankan homeostasis, membentuk mielin, dan berpartisipasi dalam 
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transmisi sinyal sistem saraf. Di antara fungsi paling penting dari sel glia adalah 

untuk mendukung dan menahan neuron di tempatnya, menyediakan nutrisi untuk 

neuron, insulasi neuron secara elektrik, menghancurkan patogen, dan 

menghilangkan neuron yang mati (Campbell,1997). Macam-macam neuroglia di 

antaranya adalah makroglia yang mencakup astrosit dan oligodendrosit, mikroglia, 

dan sel ependimal. 

Astrosit adalah sel berbentuk bintang yang memiliki sejumlah prosesus 

panjang dan sebagian besar melekat pada dinding kapilar darah melalui pedikel 

atau “kaki vascular”. Astrosit secara stuktural menyangga dan mengatur transport 

materi di antara darah dan neuron. Pedikel berkontribusi terhadap barier darah 

otak atau pengaturan transport materi makromolekul tertentu pada plasma darah 

untuk masuk ke jaringan otak (Slone, 2003). 

Oligodendrosit memiliki bentuk yang menyerupai astrosit, namun badan 

selnya kecil dan jumlah prosesusnya lebih sedikit dan lebih pendek. Fungsi 

oligodendrosit dalam sistem saraf pusat sama dengan fungsi sel Schwann pada 

sistem saraf tepi, yakni dengan membentuk lapisan myelin untuk melapisi akson 

dalam sistem saraf pusat (Slone, 2003). 

Mikroglia berasal dari sumsum tulang dan fungsi utamanya mirip dengan 

makrofag pada jaringan ikat. Umumnya, sel ini dapat dijumpai pada substansi 

putih (substania alba) dan substansi abu-abu (substantia grisea). Nukleusnya 

kecil dan bentuknya memanjang (kadang seperti kacang), dengan kromatin 

terkondensasi. Taju selnya pendek dan bercabang-cabang (Eroschenko, 2008). 

Sel ependimal adalah sel epitel kolumnar pendek atau selapis kuboid yang 

melapisi ventrikel otak dan kanalis sentralis medula spinalis. Sel ini berasal dari 
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sel neuroepitelial yang melapisi bagian dalam crista neuralis. Pada orang dewasa 

masih berbentuk epitelial alami, dan memiliki beberapa silia. Umumnya 

berbentuk silindris selapis, memiliki basal taju sel yang meluas ke dalam 

substantia grisea. Lapisan sel ependimal berlanjut menjadi epitel kuboid pleksus 

koroideus (Eroschenko, 2008). 

2.2 Kultur Primer Sel Otak In Vitro 

Kultur sel adalah kultur sel-sel yang berasal dari organ atau jaringan yang 

telah diuraikan menjadi suspensi sel. Suspensi sel ini selanjutnya dibiakkan secara 

in vitro di sebuah wadah misalnya botol, tabung atau cawan atau menjadi suspensi 

sel dalam media penumbuh (Malole, 1990). Teknik in vitro merupakan teknik 

yang digunakan untuk memelihara atau memperbanyak bagian dari jaringan 

makhluk hidup yang ditumbuhkan pada suatu media yang disuaikan dengan 

kondisi fisiologis makhluk hidup tersebut (Freshney, 2005). 

Kultur sel primer dapat diperoleh dengan cara menumbuhkan sel dari 

disagregasi fragmen jaringan menggunakan enzim atau diperoleh secara mekanik. 

Pada eksplan primer akan terjadi seleksi berdasarkan kemampuan sel untuk 

migrasi dari eksplan dan tumbuh menjadi kultur sel primer (Trenggono, 2009). 

Kultur primer mengacu pada tahap kultur setelah sel-sel yang terisolasi dari 

jaringan kemudian dikembangbiakkan di bawah kondisi yang tepat dan terkontrol 

sampai menempati semua substrat yang tersedia (mencapai konfluen). Pada tahap 

ini, sel-sel harus disubkultur dengan memindahkannya ke dalam substrat dan 

medium pertumbuhan yang baru sehingga memberikan lebih banyak ruang untuk 

pertumbuhan selanjutnya (Gibco, 2011). Kultur primer neuron dari tikus secara 

luas telah digunakan untuk mempelajari sifat-sifat neuron, seperti pemanjangan 
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akson, transmisi sinaps, dan eksitotoksisitas (kematian neuron akibat kelebihan 

glutamat) (Meberg, 2003). 

Sel otak berkembang dari sel progenitor yang belum berdiferensiasi. Sel 

progenitor neuron dalam kultur in vitro memiliki morfologi bulat, bulat dengan 

disertai penjuluran pendek, dan berbentuk spindel memanjang (Riyacumala, 

2010).  Sedangkan sel neuroglia akan berbentuk seperti fibroblas multipolar 

sebelum konfluen dan berbentuk sel epitel selapis poligonal dengan ukuran yang 

teratur pada saat konfluen (Trenggono, 2009). Kultur primer sel otak pada 

penelitian ini didapatkan dari otak tikus postnatal. Menurut Puspitasari (2013), 

jaringan tersebut merupakan sumber dari berbagai tipe neuron yang memiliki 

karakter multipoten dan memiliki banyak sel progenitor neuron. Untuk 

menentukan dengan pasti tipe sel yang berkembang pada kultur primer neuron 

dapat dikonfirmasi dengan uji imunohistokimia. 

Waktu yang dibutuhkan untuk kultur primer bergantung pada jenis sel yang 

dikultur. Menurut Berre-Scoul (2017), kultur primer sel otak tikus dapat mencapai 

waktu 12 hari. Sedangkan menurut Djuwita et al. (2012), kultur sel otak serebrum 

tikus dapat dilakukan dalam waktu 10 hari. Ditambahkan oleh Puspitasari (2013), 

kultur primer nuron mencit dapat dilakukan dalam waktu 12 hari.  

Kultur primer memerlukan medium yang cocok, jika tidak maka sel-sel 

akan segera mati oleh autolisis, baik oleh karena suhu maupun tekanan udaranya. 

Apabila kultur primer dikultur untuk jangka waktu beberapa lama, sebaiknya 

diberi bahan nutrisi yang cukup, serta diberi antibiotik. Medium kultur juga perlu 

diganti pada kurun waktu tertentu agar tidak keracunan oleh sisa metabolisme sel 
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itu sendiri (Kalanjati, 2006). Allah SWT berfirman dalam surah Al-Qomar [54] : 

49 berikut. 

ءٍ خَلقَْناَهم بِقَدَرٍ )إ َّ شََْ ( 49نََّّ كم  

“Sesungguhnya Kami menciptakan segala sesuatu menurut ukuran” [QS. Al-

Qomar [54]: 49] 

Ayat tersebut menunjukkan bahwa Allah SWT menciptakan segala sesuatu 

menurut ukurannya. Menurut tafsir as-Sa’di (2008), pada kalimat “ ٍء َّ شََْ  ”كم

menunjukkan bahwa segala sesuatu telah ditakdirkan oleh Allah SWT dan 

semuanya merupakan ciptaan Allah SWT yang telah ditetapkan berdasarkan 

takdir. Ayat ini jugamencakup seluruh makhluk dalam jagat raya, hanya Allah 

SWT yang menciptakannya. Tiada pencipta selain-Nya dan tiada sekutu bagi-Nya 

dalam menciptakannya. Allah SWT menciptakannya dengan ketetapan yang telah 

didahului oleh ilmu-Nya dan telah tertulis di Lauh Mahfudz, berdasarkan waktu 

dan kadarnya, beserta seluruh sifatnya.  

Menurut Katsir (1994), pada kalimat “ ٍبِقَدَر” menunjukkan arti “berdasarkan 

ukuran” dan dalam hal ini berarti Allah SWT telah menciptakan segala sesuatunya 

dengan sempurna. Kesempurnaan Allah SWT dalam penciptaan manusia dapat 

dilihat dari detilnya kehidupan unit terkecil tubuh, yaitu sel. Secara in vivo, sel 

dapat hidup karena takaran sempurna yang diciptakan Allah.  

Takaran dalam kehidupan sel berupa kesesuaian kondisi lingkungan dan 

kebutuhan nutrisi sel untuk hidup. Secara in vitro, kondisi lingkungan dan 

kebutuhan nutrisi sel diupayakan menyerupai keadaan sel secara in vivo. Menurut 

Malole (1990), kondisi lingkungan sel secara in vitro dapat diciptakan dengan 
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pengaturan suhu, pH, O2, CO2, tekanan osmosis, permukaan untuk melekatnya sel, 

nutrien, proteksi terhadap zat toksik, dan faktor pertumbuhan.  

Suhu yang ideal untuk kultur sel hewan mamalia adalah 37oC atau 

disesuaikan dengan suhu tubuh sel hewan dengan pH optimal 7.4. Diusahakan pH 

tidak kurang dari 7.0 karena pH rendah dapat memperlambat pertumbuhan sel. 

Kestabilan pH dapat dijaga dengan menggunakan sistem buffer karbondioksida-

karbonat seperti dalam darah, yaitu dengan penambahan NaHCO3 dalam media 

kultur dan udara yang mengandung 5% karbondioksida. Selain menjaga pH dan 

suhu, media untuk kultur sebaiknya dihindarkan dari pembentukan busa. 

Pembentukan busa pada media dapat menyebabkan denaturasi protein dan 

meningkatkan resiko kontaminasi apabila busa media mencapai bagian atas dari 

petri dish (Paul 1972; Malole 1990; Pollard & Walker 1990; Freshney 2005). 

Kebutuhan nutrisi sel dapat diberikan melalui media kultur yang tepat. 

Media kultur penting untuk diperhatikan agar sel dapat tetap hidup karena sel 

hewan tidak dapat mensintesis nutrisi sendiri. Terdapat bermacam-macam media 

kultur sel yang dapat digunakan, seperti Medium 199, Basal Medium Eagle’s 

(BME), Minimal Essential Medium (MEM), Dulbecco’s Modified Eagle’s 

Medium (DMEM), Ham medium, dan Rosewell Park Memorial Institute (RPMI) 

(Yao, 2017).  Namun, media kultur yang umum digunakan untuk menumbuhkan 

sel otak adalah Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) yang ditambahkan 

serum 10% (Potter & DeMarse 2001). 

DMEM merupakan pengembangan dari media kultur Eagle’s Basal Medium 

(EBM) dengan meningkatkan konsentrasi bahan penyusunnya. DMEM 

mengandung konsentrasi asam amino 2 kali lipat dan vitamin 4 kali lipat lebih 
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banyak dari media kultur Eagle’s Minimal Essential Medium (MEM) (Freshney 

1992). Kandungan unsur pokok yang lebih baik ini menyebabkan DMEM menjadi 

medium yang biasa dipakai untuk kultur sel yang berasal dari manusia, monyet, 

hamster, tikus, mencit, ayam, dan ikan (Murtisari, 2011). 

Selain media kultur, kebutuhan nutrisi sel dapat dilengkapi dengan adanya 

serum. Penambahan serum pada media kultur dapat mendukung kehidupan dan 

pertumbuhan sel secara in vitro. Salah satu serum yang umum digunakan dalam 

kultur sel otak adalah Fetal Bovine Serum (FBS). Menurut Malole (1990), serum 

berfungsi sebagai penyedia faktor pertumbuhan atau growth factor, faktor 

hormonal, serta faktor pelekat dan penyebar sel.  

Penambahan growth factors telah disebutkan dapat meningkatkan proliferasi 

neuron. Di antaranya adalah nerve growth factor (NGF) (Cattaneo dan McKay, 

1990), brain-derivated neurotropic factor (BDNF) (Juananda, 2015), insulin like 

growth factor-1 (IGF-1) (Bateman dan McNeill, 2006) dan fibroblast growth 

factor (FGF) (Matsuda, 1990). Salah satu produk lebah, yaitu propolis telah 

dilaporkan dapat meningkatkan kadar BDNF, baik secara in vivo (Kasai, 2011; 

Annis, 2017) maupun in vitro (Ni, 2017). 

Peningkatan proliferasi sel dapat menunjukkan bahwa sel mengalami 

pertumbuhan yang optimal. Sel yang tumbuh dalam media kultur biasanya 

mengikuti standar yang pasti. Keterlambatan mengikuti urutan periode 

pertumbuhan exponensial disebut fase log. Ketika densitas sel (sel/cm2 substrat) 

sampai pada tingkat dimana semua permukaan substrat terpenuhi, atau ketika 

konsentrasi sel (sel/ml medium) melewati kapasitas dari medium yang 
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menyebabkan pertumbuhan berhenti atau berkurang banyak sehingga medium 

harus diganti lebih sering atau dilakukan subkultur (Freshney, 2000). 

Menurut Budiono (2002), pertumbuhan sel dalam media kultur dibagi 

menjadi tiga fase (Gambar 2.8), yaitu: 

1. Lag Phase 

 Lag Phase merupakan waktu mengikuti proses subkultur dan reseeding, 

yaitu masa dimana belum terdapat peningkatan jumlah sel. Pada masa tersebut 

konsentrasi sel sama atau hampir sama dengan konsentrasi pada waktu subkultur 

(104 sel/ml). Fase ini disebut sebagai periode adaptasi, pelekatan pada substrat dan 

penyebaran sel. Pada fase ini, enzim polymerase meningkat, diikuti dengan 

sintesis DNA dan protein struktural baru. Beberapa produk khusus dari sel akan 

menghilang dan tidak akan muncul kembali sampai proliferasi sel terhenti pada 

konsentrasi sel tinggi. 

2. Log Phase 

Log Phase merupakan fase peningkatan jumlah sel secara eksponensial dan 

saat pertumbuhan mencapai konfluen. Proliferasi akan terhenti setelah 1 atau 2 

siklus berikutnya. Waktu log phase tergantung pada konsentrasi awal sewaktu 

dilakukan seeding, kecepatan pertumbuhan sel, serta kepekatan dimana proliferasi 

sel akan terhambat oleh kepekatan. Pada fase ini, fraksi pertumbuhan akan 

mencapai 90%-100%. Freshney (2000) menambahkan bahwa fase ini adalah 

keadaan yang sangat produktif dalam kultur sel. Selain itu, fase ini merupakan 

waktu yang optimal untuk sampling karena populasi sel sangat seragam dan 

viabilitasnya tinggi. 
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3. Plateu Phase.  

Mendekati akhir dari log phase, kultur menjadi konfluen yaitu permukaan 

substrat untuk pertumbuhan sel sudah terpakai dan sel saling berhubungan dengan 

lingkungan sekitarnya. Setelah mencapai konfluen kecepatan tumbuhnya akan 

berkurang, dan pada beberapa kasus proliferasi sel akan terhenti setelah 1- 2 siklus.  

Kultur mencapai tahap plateu atau stationari pada tahap ini, dan fraksi 

pertumbuhan akan turun mencapai 0%-10%. Beberapa sel kemungkinan dapat 

melakukan diferensiasi dalam fase ini, sebagai cara untuk tetap mempertahankan 

viabilitas. Sel dapat disubkultur dari fase ini, tetapi lebih baik untuk 

mengsubkultur sebelum fase plateu tercapai, karena fraksi pertumbuhan akan 

menjadi lebih tinggi dan waktu penyembuhan (Lag Phase) akan lebih pendek jika 

sel dipanen dari akhir puncak Log Phase (Djuwita, 2002; Freshney, 2000). 

 

Gambar 2.2 Fase pertumbuhan sel dalam media kultur (Freshney, 2000) 

 

2.3 Viabilitas dan Nilai Population Doubling Time (PDT) Otak In Vitro 

Viabilitas sel ditentukan dari kemampuan sel untuk hidup dan menjalankan 

metabolismenya, dimana hal ini merupakan faktor yang mempengaruhi 

keberhasilan kultur sel (Prihastanti, 1999). Oleh karena itu, viabilitas sel sering 

digunakan sebagai salah satu parameter untuk mengevaluasi keberhasilan suatu 

kultur sel dan penanda sitotoksisitas suatu material. Tes sitotoksisitas ini berguna 
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untuk mengetahui sifat biologis suatu bahan apakah bersifat toksik terhadap sel 

tertentu atau tidak. Salah satu yang mengindikasi sitotoksisitas suatu bahan adalah 

adanya penurunan proliferasi sel dan penurunan viabilitas (Trenggono, 2009; 

Freshney, 2000).  

Metode yang paling mudah untuk menentukan jumlah sel hidup adalah 

penghitungan sel dengan menggunakan hemositometer dan menggunakan 

pewarna tripan blue 0.5% karena tripan blue tidak mengubah integritas membran 

plasma dan memperlambat proses kematian sel. Tripan blue juga memfasilitasi 

identifikasi sel yang akan dilihat dengan mikroskop (Bolt, 2001). 

Identifikasi sel dilakukan dengan melihat warna sel. Sel yang rusak atau 

mati akan menunjukkan warna biru karena mengikat zat warna, sedangkan sel 

yang normal atau hidup menunjukkan warna bening karena membran sel tidak 

mengikat zat warna (Trenggono, 2009). Kedua macam sel tersebut kemudian 

dihitung untuk mengetahui persentase viabilitas sel dengan menggunakan rumus 

berikut (Kalanjati, 2006). 

% Viabilitas sel = 
Total sel hidup

Total keseluruhan sel (hidup+mati)
 𝑥 100% 

Viabilitas sel menunjukkan kemampuan sel untuk tumbuh dan berkembang. 

Semakin banyak jumlah sel yang hidup dibandingkan sel yang mati, maka potensi 

sel untuk tumbuh dan berkembang juga tinggi. Salah satu faktor penting yang 

mengatur perkembangan sel adalah proliferasi. Untuk mengembangkan tubuh dan 

organ, proliferasi sel sangat dibutuhkan dalam seluruh organisme multiseluler 

(Takeuchi, 2014). 

Proliferasi sel adalah sebuah peningkatan dari jumlah sel sebagai hasil dari 

pertumbuhan sel dan pembelahan sel (Briggs, 2006). Istindiah (2001) 
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menambahkan, pembelahan merupakan cara sel untuk memperbanyak diri. Dari 

satu sel induk akan membelah menjadi dua dan masing-masing akan membelah 

menjadi dua pula, demikian seterusnya. Sel dapat membelah dengan cara 

memasuki siklus sel.  

Siklus sel merupakan bagian dari proliferasi sel yang berfungsi 

mempertahankan populasi sel pada organisme dewasa. Terdapat empat fase yang 

berurutan dalam siklus sel, yaitu G1, S, G2, dan M (Gambar 2.6). Fase G1 (gap 1), 

yaitu fase yang terletak di antara mitosis dan fase S dimana protein yang 

bertanggung jawab untuk replikasi DNA telah disintesis. Fase S (sintesis), yaitu 

fase replikasi DNA inti. Fase G2 (gap 2) merupakan fase penyusunan komponen 

sel yang terletak di antara fase S dan mitosis. Fase M (mitosis), yaitu pembelahan 

sel yang disertai pembagian kromosom ke sel anak (Sumitro, 2017; Frade, 2015). 

 

 

 

 

 

Gambar 2.3 Siklus sel (Sumitro, 2017) 

Siklus sel bertujuan untuk menjamin bahwa replikasi DNA hanya terjadi 

sekali selama fase S dan kromosom yang dihasilkan masing-masing dapat 

diturunkan ke sel anak pada fase M. Pada tahap S, sel mereplikasi DNA sehingga 

memiliki dua set lengkap DNA agar sel yang nantinya akan membelah menjadi 

dua sel anak memiliki satu salinan lengkap DNA. Selama fase ini, pada kondisi 

normal sel tidak akan merespon sinyal ekstraseluler. Setelah replikasi DNA dan 
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duplikasi kromosom selesai, sel memasuki fase G2 (Istindiah, 2001; Sumitro, 

2017). 

Fase G2 merupakan tahap akhir dari sintesis DNA dan mempersiapkan sel 

untuk memasuki fase M. Pada tahap ini sel melakukan sintesis protein karena 

membutuhkan protein yang cukup untuk kedua sel, kemudian menyiapkan diri 

untuk membelah (Istindiah, 2001). Pada fase ini sel juga memiliki kesempatan 

melakukan mekanisme perbaikan apabila terjadi kesalahan sintesis DNA 

(Baumforth, 2003). 

Selanjutnya, sel akan memasuki fase M, dimana pada kondisi normal fase M 

tidak akan menerima sinyal ekstraseluler seperti pada fase S. Menurut Istindiah 

(2001), selama fase ini, sel membelah menjadi dua sel anak. Ditambahkan oleh 

Morgan (2007), pada fase ini, kromosom yang telah diduplikasi pada fase S 

dipisahkan dan dikemas dalam nukleus yang kemudian dibagikan ke sel anakan.   

Fase berikutnya adalah fase G1. Pada fase ini sinyal ekstraseluler akan 

menentukan perjalanan siklus sel apakah akan memasuki fase S untuk 

melanjutkan siklusnya ataukah memasuki fase G0 yaitu fase dimana sel tidak lagi 

mempunyai kemampuan membelah (Morgan, 2007). Sel dapat keluar dari fase G1 

dan masuk ke fase G0 apabila berada dalam kondisi tanpa faktor pertumbuhan 

(Murti, 2007). Faktor pertumbuhan atau growth factor dan mitogen berperan 

dalam meregulasi tingkat ekspresi dari siklin D1, protein yang mengendalikan 

transisi dari fase G1 ke  fase S. Fase G1 bergantung pada growth factor untuk 

dapat melanjutkan ke fase berikutnya. (Dharmayanti, 2003). 

Secara in vitro, sel yang dikultur pada medium dengan konsentrasi serum 

yang sedikit akan tetap melakukan siklus G1-S-G2-M. Namun, sel hanya akan 
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menyelesaikan fase M dan kemudian akan masuk ke fase G0. Penambahan serum 

atau growth factor dapat meningkatkan ekspresi siklin D1, sehingga sel terinduksi 

untuk masuk kembali ke siklus sel sampai ke titik restriksi atau titik pengontrolan 

untuk proses berikutnya (Jones, 2001; Dharmayanti, 2003). Jika sel berhasil 

diinduksi dan memasuki siklus sel kembali, maka sel akan tetap melakukan 

mitosis. Hal ini menyebabkan jumlah sel yang bertambah banyak dan 

meningkatnya proliferasi sel. Secara in vitro, proliferasi sel dapat diketahui 

dengan menghitung nilai Population Doubling Time (PDT). 

Nilai Population Doubling Time (PDT) digunakan untuk menentukan 

tingkat proliferasi sel. PDT merupakan waktu yang diperlukan oleh populasi sel 

untuk menjadikan jumlahnya dua kali dari jumlah semula. Tingkat proliferasi sel 

dihitung berdasarkan nilai PDT dengan menghitung jumlah sel pada saat awal 

kultur dan saat panen atau akhir kultur yang kemudian dimasukkan dalam rumus 

berikut (Davis, 2011).  

PDT (hari) =  
1

(log jumlah sel akhir−log jumlah sel awal) ×3.32
𝑤𝑎𝑘𝑡𝑢 (ℎ𝑎𝑟𝑖)

 

Semakin tinggi tingkat proliferasi sel, maka nilai PDT akan menunjukkan 

nilai yang rendah, yang berarti proliferasi semakin cepat (Kaiin dan Djuwita, 

2016). Tingginya tingkat proliferasi sel menunjukkan bahwa sel mengalami 

pertumbuhan yang optimal. 

 

 

 

 



23 

 

 

 

2.4 Propolis 

2.4.1 Tinjauan Umum Propolis 

Propolis adalah suatu zat yang dihasilkan oleh lebah yang bertekstur lengket 

seperti lem, sehingga juga disebut bee glue (Herawati, 2015). Kata propolis 

berasal dari bahasa Yunani, yaitu “pro” yang berarti sebelum atau di depan, dan 

“polis” yang berarti kota atau komunitas. Kedua kata tersebut membentuk artian 

bahwa propolis merupakan sesuatu yang digunakan lebah untuk melindungi 

sarangnya (Farooqui, 2017). 

 

 

 

 

Gambar 2.4 Propolis mentah (Taddeo, 2016) 

Propolis dihasilkan oleh lebah dengan cara mengumpulkan resin atau getah 

dari berbagai macam tumbuhan, kemudian resin ini bercampur dengan saliva dan 

berbagai enzim yang ada pada lebah. Bagi lebah sendiri propolis bersifat 

desinfektan yang dapat membunuh bakteri ataupun virus yang masuk ke 

sarangnya (Herawati, 2015), sebagai perekat lubang pada sarang, melembutkan 

dinding dalam sarang, melindungi sarang dari ancaman cuaca, menjaga suhu 

dalam sarang tetap stabil dalam kisaran 35oC (Farooqui, 2017), memperkuat 

stabilitas struktural, mencegah pembusukan, dan mengurangi getaran dari luar 

sarang (Siregar, 2011). 

Manfaat propolis tidak hanya sebatas pada kehidupan lebah itu sendiri, tapi 

juga bermanfaat bagi kesehatan manusia. Banyak penelitian secara in vivo 
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maupun in vitro yang melaporkan bahwa propolis memiliki aktivitas biologis 

yang sangat banyak, termasuk antibakteri, antiinflamasi, antioksidan (Tiveron, 

2016), antifungi, antivirus (Zabaiou, 2017), imunomodulator (Tyastuti, 2006), 

antiplatelet, hepatoprotektif, antidiabetik, antialergi, antiasmatik, antitumor, 

neuroprotektif (Sforcin, 2016), dan stimulator sel (Najafi, 2007). Hal ini 

menunjukkan bahwa propolis dapat dijadikan obat bagi manusia. Dalam sebuah 

hadits shahih bukhori-muslim disebutkan sebagai berikut. 

م عَنْهم –حَدِيثْم أَبِِ سَعِيدٍ  م علَيَْهِ وَسَلََّّ أَنَّ  ˛-رَضَِِ اللََّّ لًا أَتََ النَّبَِِّ صَلََّّ اللََّّ فقََالَ: أَخِِ  ˛ رَجم

َّانِيَةَ  َّ أَتََ الث تَكِِ بطَْنَهم فقََالَ: اسْقِهِ عَسَلًا ثُم َّالِثةََ  ˛يشَ ْ َّ أَتََهم الث فقََالَ: اسْقِهِ  ˛فقََالَ: اسْقِهِ عَسَلًا ثُم

َّ أَتََهم  م وَكَذَبَ بطَْنم أَخِيكَ فقََالَ: فعََلْ  ˛عَسَلًا ثُم أَ. ˛اسْقِهِ عَسَلًا فسََقَاهم  ˛تم فقََالَ: صَدَقَ اللََّّ فبََََ  

( باب الدواء بالعسل4( كتاب الطب: )76)أخرجه البخاري في: )  

“Diriwayatkan dari Abu Sa’id r.a., bahwa sesungguhnya seorang laki-laki datang 

kepada Nabi SAW., lalu berkata; “Saudaraku sakit perutnya.” Maka Nabi SAW. 

berkata, “Minumkanlah ia madu.” Kemudian laki-laki itu datang untuk kedua 

kalinya, maka Nabi SAW. berkata, “Minumkanlah ia madu.” Lalu ia datang lagi 

yang ketiga kalinya, maka Nabi SAW. berkata, “Minumkanlah madu.” Kemudian 

dia datang lagi, lalu berkata, “Aku telah melakukannya.” Maka Nabi SAW. 

berkata, “Maha benar Allah, dan perut saudaramulah yang dusta, minumkanlah 

ia madu.” Kemudian laki-laki itu meminumkan madu (kepada saudaranya), lalu 

ia pun sembuh.” [Disebutkan oleh Al-Bukhari pada kitab ke-76 Kitab Pengobatan, 

bab ke-4 Bab Berobat dengan Madu] 

Hadist tersebut menunjukkan bahwa Rasullullah meresepkan madu sebagai 

obat. Menurut Baqi (2011), penjelasan dari kata “ م  yaitu ketika Allah ,”صَدَقَ اللََّّ

berfirman dalam al-Quran, “Keluar dari perutnya minuman yang berbeda 

warnanya padanya terdapat obat bagi manusia (madu)”. Hal ini menunjukkan 

bahwa kata tersebut merujuk pada surah An-Nahl [16]: 69 sebagai berikut. 
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َّمَرَاتِ فاَسْلم  لِ الث ي مِنْ كم ِ َّ كُم مهم فِيهِ ثُم خْتَلِفٌ أَلوَْان ابٌ مم ونَِِا شَََ جم مِنْ بمطم رم لملًا ۚ يََْ لِكِ ذم لَ رَب بم كِِ س م

ونَ ) لَِِ لَآيةَا لِقَوْمٍ يتََفَكَّرم نَّ فِِ ذََٰ
ِ
(69شِفَاءٌ لِلنَّاسِ ۗ ا  

"Kemudian makanlah dari tiap-tiap (macam) buah-buahan dan tempuhlah jalan 

Tuhanmu yang telah dimudahkan (bagimu). Dari perut lebah itu keluar minuman 

yang bermacam-macam warnanya, di dalamnya terdapat obat menyembuhkan 

bagi manusia. Sesungguhnya pada yang demikian itu benar-benar terdapat tanda 

kebesaran Tuhan bagi orang yang memikirkan." [QS. An-Nahl [16]: 69]  
Ayat tersebut menunjukkan bahwa Allah SWT telah menyisipkan obat 

dalam tubuh lebah.  Menurut tafsir Ibnu Katsir (1994), pada kalimat “ ٌفِيهِ شِفَاء

 ”هِ “ menunjukkan arti “di dalamnya terdapat obat bagi manusia”. Huruf ”لِلنَّاسِ 

dari kata “ ِفِيه” disini memiliki arti kepemilikan yang ditunjukkan kepada lebah. 

Hal ini menunjukkan bahwa segala sesuatu yang dihasilkan lebah membawa atau 

mengandung obat bagi kesehatan manusia. Produk dari lebah tidak hanya madu, 

namun juga royal jelly, bee pollen, bee venom, dan propolis. 

2.4.2 Komposisi dan Kandungan Senyawa Aktif Ekstrak Propolis 

Lebih dari 250 senyawa telah dibuktikan sebagai unsur penyusun propolis. 

Kemampuan propolis sebagai obat bagi kesehatan manusia tidak lepas dari 

kandungan propolis tersebut. Komposisi propolis mentah terdiri dari sebagian 

besar resin (polifenol) 50-55%, balsam dan aldehid ±5%, lilin dan asam lemak 

30%, minyak atsiri 8-10%, pollen ±5%, senyawa organik dan mineral lainnya ±5% 

(Najafi, 2007; Kall, 1991).  

Senyawa aktif propolis bergantung pada fitogeografi tumbuhan yang 

berbeda dari tempat dimana dan waktu spesifik propolis dikumpulkan serta secara 

sekunder bergantung pada pelarut dan metode ekstraksi (Mishima, 2005). Metode 
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ekstraksi yang sering digunakan untuk mengekstraksi propolis adalah metode 

maserasi. Maserasi merupakan metode penyarian sederhana untuk senyawa-

senyawa yang tidak tahan panas, yaitu dengan merendam bahan dengan pelarut 

tertentu dalam jangka waktu tertentu (Suranto, 2007). 

Walaupun kandungan senyawa aktif propolis dapat berbeda-beda, namun 

terdapat beberapa komponen utama pada propolis yang telah diidentifikasi, yaitu 

flavonoid, terpenoid, asam fenolat, gula, hidrokarbon, dan elemen mineral (Huang, 

2014). Dalam pemanfaatannya, propolis tidak dapat digunakan sebagai bahan 

mentah, oleh karena itu propolis butuh dipurifikasi dengan ekstraksi 

menggunakan pelarut. Proses ini akan menghilangkan bahan lemah dan 

mempertahankan fraksi polifenol. Campuran ekstrak menggunakan pelarut etanol 

sangat cocok untuk mendapatkan hasil ekstrak yang kaya akan senyawa polifenol 

(Pietta, 2002).  

Pelarut yang digunakan dalam ekstrak propolis untuk penelitian ini adalah 

pelarut etanol. Menurut Hastuti (2013), etanol merupakan pelarut yang termasuk 

dalam golongan alkohol yang memiliki sifat mampu melarutkan lebih banyak 

polifenol jika dibandingkan dengan air, karena alkohol lebih efektif dalam 

mendegradasi dinding sel yang bersifat nonpolar, sehingga polifenol dapat lepas. 

Berdasarkan penelitian Fokt (2010), senyawa yang dihasilkan dari ekstrak etanol 

propolis adalah tanin, polifenol, poliasetilen, terpenoid, sterol atau steroid alkohol, 

dan alkaloid. 

Seyawa-senyawa tersebut memiliki efek antiapoptosis (Mu, 2007) dan 

neuroprotektif (Kujawski, 2016; Vauzour, 2012; Kanhere, 2013; Sun, 2014; Bi, 

2015). Menurut Susilo (2009), polifenol terbanyak yang dimiliki propolis berasal 
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dari kelompok flavonoid, kemudian asam fenolat dan ester, fenol aldehid, keton, 

dan lainnya. Salah satu senyawa turunan asam fenolat yang aktif berperan sebagai 

neuroprotektif adalah bentuk ester dari asam kafeat (caffeic acid), yaitu Caffeic 

acid phenylethyl ester (CAPE). 

Menurut Hastuti (2013), CAPE (gambar 2.10) adalah ester asam caffeic, 

turunan asam fenolat yang memiliki struktur mirip flavonoid serta merupakan 

senyawa utama dalam propolis dan memiliki jangkauan luas sebagai 

obat.Beberapa manfaat CAPE yang diungkapkan oleh Orban (2000), Ozturk 

(2012), dan Kurauchi (2012), yaitu memiliki aktivitas antioksidan yang secara 

kuat menghambat produksi ROS dalam neurotrofil manusia, memiliki 

kemampuan proteksi dalam melawan perkembangan berbagai macam sel kanker, 

dan melindungi neuron dopaminergik dari kerusakan nerurodegeratif dengan 

menginduksi brain-derived neurotropic factor (BDNF) (Kurauchi, 2012). 

 

 

 

 

Gambar 2.5 Struktur kimia CAPE (Moosavi, 2015) 

2.5 Peran Ekstrak Propolis Terhadap Kultur Sel Otak 

Otak merupakan organ yang paling rentan terhadap serangan radikal bebas 

karena kandungan lemak yang tinggi (sekitar 80%) sehingga resiko terkena 

kerusakan oksidatif sangat tinggi (Aksenova, 2005). Selain itu, jaringan saraf otak 

yang mengalami kerusakan tidak dapat mengalami regenerasi, sehingga dapat 

menimbulkan penyakit (Horner, 2000). Secara in vitro, masalah sel saraf otak juga 
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tidak jauh dari keaadaan in vivo. Menurut Harvey (2014), kultur sel saraf otak 

primer terkenal sulit. Hal ini dikarenakan kultur sel saraf otak memiliki 

kelangsungan hidup yang singkat. Oleh karena itu, dibutuhkan bahan tambahan 

dalam media kultur yang mampu meningkatkan kelangsungan hidup serta 

meningkatkan proliferasi sel saraf otak. Hal ini juga dapat bermanfaat untuk 

upaya perbaikan sel saraf otak sehingga penyakit yang berasal dari kerusakan 

oksidatif dapat terhindarkan.  

Dalam penelitian ini, bahan tambahan yang digunakan adalah ekstrak 

propolis.  Menurut Ni (2017), ekstrak propolis dapat melindungi neuron dari 

kerusakan dengan meningkatkan ekspresi gen brain-derivated neurotropic factor 

(BDNF) pada kultur cell line neuron. Mekanisme ekstrak propolis dalam 

meningkatkan ekspresi gen BDNF pada sel terjadi karena dalam ekstrak propolis 

mengandung senyawa Caffeic acid phenylethyl ester (CAPE) yang dapat 

meningkatkan aktivasi extracellular signal regulated kinase (ERK). Aktivasi 

ERK kemudian merubah lokalisasi dan memfosforilasi molekul target yang 

berbeda, termasuk regulator transkripsi (Moosavi, 2015). Aktivasi ERK penting 

dalam proliferasi karena translokasi ERK dapat memicu sel untuk memasuki 

siklus sel melalui growth factor, yakni BDNF (Chambard, 2007).  

BDNF pada akhirnya akan menghasilkan fosforilasi protein CREB. 

Fosforilasi ikatan CREB terhadap CREB-binding protein menyebabkan 

peningkatan transkripsi gen target. Gen ini termasuk dalam aktivitas kelangsungan 

hidup sel, diferensiasi, pertumbuhan, plastisitas sinaps, dan memori jangka 

panjang (Moosavi, 2015). Salah satu gen target CREB adalah brain-derived 

neurotropic factor (BDNF). BDNF merupakan salah satu famili neurotropin 
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dengan struktur yang mirip faktor pertumbuhan dan berperan dalam proliferasi, 

diferensiasi dan kelangsungan hidup sel saraf (Juananda, 2015). Dengan 

meningkatnya ekspresi gen BDNF ini, sel akan memasuki siklus sel dan 

melakukan mitosis, sehingga proliferasi meningkat. 

Senyawa lain dalam ekstrak propolis yang memiliki peran terhadap kultur 

sel otak adalah polifenol. Menurut Farooqui (2012), propolis merupakan salah 

satu sumber polifenol paling melimpah (50-55%), dan terutama mengandung 

flavonoid, asam fenolik dan esternya. Moosavi (2015) menambahkan, senyawa 

polifenol memiliki aktivitas antioksidan dan neuroprotektif yang kuat. Polifenol 

dapat melindungi neuron dari kerusakan dengan melibatkan efek neurotropik 

sehingga dapat meningkatkan kelangsungan hidup, pertumbuhan, proliferasi, dan 

diferensiasi neuron.  

Polifenol tidak hanya dikenal sebagai antioksidan, tapi juga sebagai 

regulator metabolisme sel. Hal ini disebabkan karena polifenol dapat berinteraksi 

dengan permukaan sel dan kemudian melakukan penetrasi melalui membran 

plasma ke dalam sitoplasma. Polifenol dapat mempengaruhi beberapa kemampuan 

fisik membran lipid termasuk difusi, kelarutan, stabilitas osmotik, permeabilitas 

terhadap senyawa yang larut air, dan dapat berinteraksi dengan membran dan fusi 

sel (Tarahovsky, 2008).  

Salah satu kelompok polifenol, yakni flavonoid juga memiliki peran dalam 

kultur sel otak. Kemampuan antioksidannya dapat melindungi sel dari kerusakan 

oksidatif yang disebabkan reactive oxygen species (ROS) (Nijveldt et al, 2001). 

Flavonoid dapat melindungi cell line neuron dari kerusakan yang disebabkan 

induksi hydrogen peroxide (H2O2) serta dapat meningkatkan viabilitas sel pada 
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konsentrasi 5 µM, 10 µM, 25 µM, 50 µM, 100 µM, dan 250 µM (Dajas et al, 

2003). Menurut Widayati (2019), flavonoid dapat menstabilkan ROS dengan 

bereaksi dengan molekul bebas yang kemudian membentuk radikal yang relatif 

stabil dan dapat bertahan lama sampai bereaksi dengan produk nonradikal. 

Selain polifenol, dalam ekstrak propolis juga terkandung terpenoid dan 

tannin. Terpenoid merupakan derivate dehidrogenasi dan oksigenasi senyawa 

terpen yang memiliki kemampuan untuk melindungi neuron melawan β-amyloid 

peptida, glutamat, NO, oxygen, kehilangan glukosa, dan stimulus toksik lainnya 

dengan mencegah apoptosis dengan menargetkan beberapa kinase, meningkatkan 

pembersihan ROS dan melindungi integritas mitokondria (Wiart, 2014). 

Sedangkan tannin merupakan sebuah kelompok dari senyawa kompleks fenol, 

polifenol, dan flavonoid yang memiliki kemampuan untuk menjaga integritas 

membrane sel karena memiliki residu asam galat yang cukup untuk berinteraksi 

dengan semua kelompok kepala lipid dan menutupi permukaan bilayer (Nobre-

Junior, 2014 dan Tarahovsky, 2008).  

Menurut Sumardi (2007), jika intergritas membrane sel terjaga maka 

permeabilitas membrane dapat berfungsi dengan baik. Hal ini menyebabkan 

transportasi materi yang keluar masuk sel dapat berjalan lancar sehingga aktivitas 

biologis sel seperti pertumbuhan dan perkembangan sel dapat berjalan secara 

optimal. Senyawa-senyawa yang terkandung dalam ekstrak propolis tersebut pada 

akhirnya dapat melindungi dan mendukung kelangsungan hidup sel otak, sehingga 

dapat meningkatkan viabilitas sel. Jika viabilitas sel meningkat, maka waktu yang 

digunakan untuk berproliferasi semakin cepat. 
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BAB III 

METODE PENELITIAN 

 

3.1 Rancangan Penelitian 

Penelitian mengenai pengaruh pemberian propolis terhadap viabilitas dan 

nilai Population Doubling Time (PDT) sel otak tikus (Rattus norvegicus) secara 

in vitro ini merupakan penelitian eksperimental yang menggunakan rancangan 

acak lengkap (RAL) dengan 6 perlakuan dan 4 ulangan. Perlakuan yang 

digunakan adalah kontrol (tanpa perlakuan) dan otak tikus yang diberi propolis 

dengan 5 konsentrasi yang berbeda. Pembagian perlakuan tersebut sebagai 

berikut. 

1. P1 (perlakuan 1): kultur sel otak tanpa pemberian ekstrak propolis (kontrol) 

2. P2 (perlakuan 2): kultur sel otak dengan pemberian ekstrak propolis 20 µg/mL 

3. P3 (perlakuan 3): kultur sel otak dengan pemberian ekstrak propolis 40 µg/mL 

4. P4 (perlakuan 4): kultur sel otak dengan pemberian ekstrak propolis 60 µg/mL 

5. P5 (perlakuan 5): kultur sel otak dengan pemberian ekstrak propolis 80 µg/mL 

6. P6 (perlakuan 6): kultur sel otak dengan pemberian ekstrak propolis 100 

µg/mL 

3.2 Variabel Penelitian 

Variabel yang digunakan dalam penelitian ini terdiri dari 3 variabel, yaitu 

variabel bebas, variabel terikat, dan variabel terkendali. Variabel bebas dalam 

penelitian ini adalah propolis yang dibuat dalam 5 konsentrasi, yaitu 20 µg/mL, 

40 µg/mL, 60 µg/mL, 80 µg/mL, dan 100 µg/mL. Variabel terikat dalam 
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penelitian ini adalah viabilitas dan nilai Population Doubling Time (PDT). 

Sedangkan variabel terkendali dalam penelitian ini adalah tikus usia 3-4 hari. 

3.3 Waktu dan Tempat Penelitian 

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Desember 2018 - April 2019 di 

Laboratorium Kultur Jaringan Hewan Jurusan Biologi Fakultas Sains dan 

Teknologi Universitas Islam Negeri (UIN) Maulana Malik Ibrahim Malang. 

3.4 Alat dan Bahan 

Alat-alat yang akan digunakan dalam penelitian ini adalah laminar air flow 

(LAF) (Vertical Air Flow, AlabTech, Korea), inkubator CO2 5 % (HERA Cell 

150, Thermoscientific, Jepang), mikroskop inverted (Nikon Eclipse, Jepang), oven 

(Heraeus, ThermoScientific, Jerman), hemositometer Improved Neubauer, 

autoklaf (Daihan Labtech, BioMedic, Korea), timbangan analitik (Sartorius, 

Finlandia), vortex (Tipe 37600, Thermolyne, Malaysia), kulkas (Clasio XD7, 

Toshiba), sentrifus (Labatuge 200, ThermoScientific, Jepang) tabung sentrifugasi 

10 ml, erlenmeyer, botol ulir (schott), gelas beaker 25 ml, cawan petri, tissue 

culture disk (TC dish), rak tabung, corong kaca, tabung reaksi 10 ml, filter 

milipore 0,22 μl, bunsen, pinset, gunting, blue tip, yellow tip, mikropipet 100-

1000 μl (BIORED), 20-200 μl (BIORED), aluminium foil, kain sablon, korek api, 

alat perlindungan diri (APD), karet, kertas label, dan tisu. 

Bahan-bahan yang digunakan adalah otak tikus neonatus usia 3-4 hari, 

media Dulbeccos Modified Eagles Medium with high glucose (DMEM) (12100-

038, Gibco, USA), Phosphat Buffer Saline (PBS, Gibco), Fetal Bovine Serum 

(FBS, Sigma), penicillin (Meiji, Indonesia), streptomycin (Meiji, Indonesia), 
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HEPES (Promega, USA), NaHCO3
 (Himedia), serum 10% (Biowest, USA), 

propolis, DMSO (Bioworld, Indonesia), DI steril (Otsuka, Jepang), NaCl 0.9%, 

tripsin (Sigma, Jerman) tripan blue (Sigma, Jerman), akuades, alkohol 70%, tipol, 

sunlight dan, handwash. 

3.5 Prosedur Penelitian  

Prosedur penelitian dalam penelitian ini, yaitu: 

3.5.1 Pembuatan Ekstrak Propolis 

Propolis mentah didapatkan dari peternakan lebah di Karangploso, Malang 

sebanyak 300 gram yang kemudian diekstrak menggunakan metode maserasi 

dengan 1200 ml pelarut etanol 96%. Hasil maserasi kemudian dievaporasi 

menggunakan rotary evaporator selama 1 jam. 

3.5.2 Preparasi Alat 

Preparasi alat dilakukan dengan cara melakukan sterilisasi sebelum 

penelitian agar terhindar dari kontaminasi. Alat-alat yang akan digunakan 

direndam dengan teepol selama 1 x 24 jam, kemudian dibilas sebanyak 21 kali 

dengan menggunakan air yang mengalir, dan pada bilasan terakhir dibilas 

menggunakan akuades. Selanjutnya, dikeringkan menggunakan oven dengan suhu 

60oC selama 1 jam. Setelah itu dibungkus alumunium foil untuk dilanjutkan pada 

langkah sterilisasi berikutnya. 

Langkah sterilisasi berikutnya terbagi menjadi dua macam, yaitu basah dan 

kering. Sterilisasi kering digunakan untuk alat-alat yang berbahan kaca dengan 

oven bersuhu 121oC selama 3 jam. Sedangkan sterilisasi basah digunakan untuk 

alat-alat yang berbahan plastik dengan autoklaf bersuhu 121oC dan tekanan 1 atm 

selama 15 menit yang kemudian dikeringkan kembali menggunakan oven dengan 
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suhu 60oC. Selanjutnya, alat-alat yang sudah steril dimasukkan ke dalam LAF dan 

di UV selama 30 menit sebelum digunakan. 

3.5.3 Pembuatan Media  

Media yang dibuat untuk penelitian ini ada 3 macam, yaitu: 

3.5.3.1 Media Stok DMEM 

Media stok DMEM dibuat sebanyak 100 ml dengan komposisi 1.35 gr 

DMEM, 0.37 gr NaHCO3, 0.238 gr HEPES, 0.006 gr penicillin, 0.01 gr 

streptomycin, dan 100 ml DI steril. Bahan-bahan tersebut dilarutkan hingga 

homogen, kemudian disaring menggunakan membran milipore 0.22 µm. Stok 

media tersebut ditambah FBS 10% sebagai media kultur. 

3.5.3.2 Media Pencuci 

Media pencuci dibuat dari NaCl 0.9% dan antibiotik (penicillin dan 

streptomycin), media DMEM 0% sebanyak 4 ml, dan media DMEM 10% 

sebanyak 1 ml. Media pencuci dibuat langsung saat melakukan penanaman sel.  

3.5.3.3 Media Kultur dan Perlakuan 

Media kultur dibuat dari DMEM dan FBS 10% yang ditambah dengan 

propolis dengan konsentrasi berbeda (20 µg/mL, 40 µg/mL, 60 µg/mL, 80 µg/mL, 

dan 100 µg/mL). Media tersebut kemudian dimasukkan ke dalam TC dish 

sebanyak 3 ml dan diinkubasi dalam inkubator selama 60 menit dengan suhu 37oC 

dan CO2 5%.  

Perlakuan menggunakan propolis yang diencerkan menggunakan DMSO 

terlebih dahulu. Dibuat larutan stok DMSO 10% dengan melarutkan 1 ml DMSO 

ke dalam 10 ml DI steril. Kemudian dibuat larutan stok ekstrak dengan 

melarutkan 10 mg ekstrak propolis ke dalam 10 ml DMSO 10% sehingga 
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didapatkan larutan stok ekstrak propolis dengan konsentrasi 1 mg/mL atau 1000 

µg/mL. 

Selanjutnya dibuat ekstrak propolis dengan konsentrasi spesifik dari larutan 

tersebut, yaitu 20 µg/mL, 40 µg/mL, 60 µg/mL, 80 µg/mL, dan 100 µg/mL. 

Pembuatan konsentrasi spesifik dapat dilakukan menggunakan perhitungan seperti 

pada lampiran 1. 

3.5.4 Isolasi dan Kultur Sel Otak 

Tikus neonatus yang berumur 3-4 hari didislokasi, dibedah bagian kepala, 

dan diambil organ otak secara keseluruhan. Kemudian dicuci dengan NaCl 0.9% 

+ antibiotik sebanyak 3 kali. Setelah itu, dicacah hingga hancur dan dihomogenasi 

menggunakan spuit 3 ml. Selanjutnya dimasukkan ke dalam tabung sentrifugasi 

10 ml. 

Sentrifugasi dilakukan dengan kecepatan 3500 rpm selama 10 menit dan 

dilakukan 3 kali. Sentrifugasi pertama adalah hasil homogenasi menggunakan 

spuit dan diambil peletnya. Sentrifugasi kedua adalah pelet dari hasil sentrifugasi 

pertama yang ditambah 2 ml media DMEM 0% dan diambil peletnya. Sentrifugasi 

ketiga adalah pelet dari hasil sentrifugasi kedua yang ditambah 1 ml DMEM 10%. 

Hasil sentrifugasi yang terakhir dibuang supernatannya dan disisakan sedikit 

bersama pelet yang kemudian dihomogenasi. Diambil 50 μl suspensi dan 

dimasukkan kedalam TC dish yang telah berisi masing-masing perlakuan. 

Diinkubasi dan media diganti setiap 3 hari sekali.  

3.5.5 Pengamatan Hasil Kultur 

Pengamatan proliferasi sel otak hasil kultur dilakukan setelah 10 hari 

(Djuwita, 2012) dengan parameter viabilitas sel (%) dan nilai PDT (hari). 
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Langkah pertama yang dilakukan adalah tripsinasi, yaitu memisahkan sel dengan 

substrat. Media sel hasil kultur dibuang dan dicuci dengan NaCl 0.9% dua kali, 

kemudian ditambah 500 μl tripsin EDTA 0.25%. Selanjutnya dikocok secara 

perlahan dan diinkubasi pada suhu 37oC dan CO2 5% selama 3 menit.  

Tahap kedua adalah sentrifugasi, yaitu memisahkan sel dengan komponen 

yang tidak dibutuhkan. Hasil tripsinasi dimasukkan ke dalam tabung sentrifus dan 

ditambah NaCl 0.9% kemudian disentrifugasi dengan kecepatan 3500 rpm selama 

10 menit. Kemudian supernatan dibuang dan pellet diambil sebanyak 20 μl untuk 

diwarnai dengan 20 μl 0.4% tripan blue dan diamati menggunakan mikroskop. Sel 

yang hidup maupun sel yang mati (terwarnai) dihitung menggunakan hand 

counter yang kemudian dihitung viabilitas selnya dengan rumus sebagai berikut. 

Viabilitas sel (%) =  
jumlah sel yang hidup

total sel yang dihitung 
 × 100% 

Data jumlah sel yang didapatkan kemudian dimasukkan ke dalam rumus 

berikut untuk menentukan nilai PDT (hari) dari masing-masing perlakuan (Davis, 

2011). 

PDT (hari) =  
1

(log jumlah sel akhir−log jumlah sel awal) ×3.32
𝑤𝑎𝑘𝑡𝑢 (ℎ𝑎𝑟𝑖)

 

3.6 Analisis Data 

Data hasil pengamatan parameter, yakni viabilitas sel dan nilai PDT diuji 

menggunakan uji One Way ANOVA (Analysis of Varience) karena data yang 

dibandingkan berasal dari enam kelompok perlakuan yang berbeda dengan satu 

variabel bebas. Syarat agar dapat melakukan analisis menggunakan One Way 

ANOVA adalah data harus terdistribusi normal dan homogen. Jika tidak, maka 

dilakukan transformasi data agar terdistribusi normal dan homogen. Namun jika 
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masih tidak bisa, maka data harus dianalisis menggunakan uji Kruskal-Wallis 

(Dahlan, 2016). 

Jika hasil dari uji One Way ANOVA dan uji Kruskal-Wallis menunjukkan 

perbedaan signifikan, maka dilanjutkan dengan uji lanjut dengan α=0.05. Jenis uji 

lanjut yang akan dilakukan ditentukan setelah melihat nilai KK (Koefisien 

Keragaman).  Jika nilai KK besar (10% untuk data homogen dan 20% untuk data 

heterogen), maka uji lanjut yang digunakan adalah uji Duncan. Jika nilai KK 

sedang (5-10% untuk data homogen dan 10-20% untuk data heterogen), maka uji 

lanjut yang dilakukan adalah uji lanjut BNT (Beda Nyata Terkecil). Dan jika nilai 

KK kecil (maksimal 5% untuk data homogen dan maksimal 10% untuk data 

heterogen), maka uji lanjut yang dilakukan adalah uji lanjut Beda Nyata Jujur 

(BNJ) (Hanifah, 2010).   
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BAB IV 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

 

Setiap jenis sel memiliki karakteristik yang berbeda-beda saat dibiakkan 

secara in vitro. Menurut Baum (2006), sel saraf otak merupakan sel yang khusus 

dan selektif mengenai lingkungan tempat tumbuhnya. Sel saraf otak dapat 

bertahan hidup dan berkembang dengan baik jika dikultur bersama sel glia. Dalam 

penelitian ini, sel yang digunakan merupakan sel otak secara keseluruhan. 

Pertumbuhan dan perkembangan sel dalam kultur in vitro dapat diamati 

berdasarkan viabilitas dan nilai Population Double Time (PDT). Menurut Bank 

dan Schmehl (1989), viabilitas didefinisikan sebagai kemampuan sistem makhluk 

hidup untuk mempertahankan diri agar tetap dalam kondisi stabil. Jika sel dalam 

kondisi yang stabil, maka sel dapat melakukan proliferasi dengan optimal 

sehingga jumlah sel akan bertambah. Wulandari (2003) menambahkan, viabilitas 

sel dapat ditentukan dengan membandingkan jumlah sel yang hidup dan jumlah 

sel yang mati. Semakin tinggi jumlah sel yang hidup, maka menunjukkan bahwa 

sel dapat beradaptasi dengan media kultur dengan baik dan dapat menerima 

perlakuan pemberian ekstrak propolis sebagai agen mitogen atau growth factor. 

Tingkat proliferasi sel dapat diketahui berdasarkan nilai PDT. Menurut 

Trenggono (2009), nilai PDT merupakan waktu yang diperlukan oleh populasi sel 

untuk menjadikan jumlahnya dua kali lipat dari jumlah semula. Jika nilai PDT 

tinggi, maka tingkat proliferasinya rendah, namun jika nilai PDT rendah, maka 

tingkat proliferasinya tinggi. Berikut merupakan hasil penelitian tentang pengaruh 
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pemberian ekstrak propolis terhadap viabilitas dan PDT sel otak tikus (Rattus 

norvegicus) secara in vitro. 

4.1 Pengaruh Pemberian Ekstrak Propolis Terhadap Viabilitas Sel Otak 

Tikus (Rattus norvegicus) Secara In Vitro 

Viabilitas merupakan salah satu parameter penting yang menunjukkan 

kemampuan sel untuk bertahan hidup dan menjalankan proses metabolisme dalam 

media selama proses kultur berlangsung (Bolt, 2001). Menurut Browne dan Al-

Rubeai (2011), dalam kultur sel, viabilitas yang optimal sangat penting dalam 

menjaga kualitas sel dan dapat mempengaruhi keberhasilan kultur. Sedangkan sel 

yang non-viable (mati) dalam kultur dapat menghambat produktifitas sel dalam 

perkembangannya. Jadi, semakin tinggi viabilitas sel, maka semakin tinggi 

kemampuan sel untuk bertahan hidup dan melakukan proliferasi. 

Viabilitas sel dapat ditentukan dengan pewarnaan menggunakan trypan blue 

0.4%. Menurut Browne dan Al-Rubeai (2011), protokol umum yang dilakukan 

untuk mengamati viabilitas sel adalah dengan memperjelas membran plasma 

melalui pewarnaan. Ditambahkan oleh Trenggono (2009), membran sel yang 

rusak atau mati akan mengikat zat warna sehingga sel terwarnai, sedangkan 

membran sel yang normal atau hidup tidak akan terwarnai karena membran sel 

impermeabel terhadap zat warna seperti yang terlihat pada gambar 4.1. 
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Gambar 4.1 Viabilitas sel dengan pewarnaan trypan blue 0.4% di bawah 

mikroskop inverted perbesaran 200x; panah hitam: sel yang 

terwarnai (mati); panah putih: sel yang tidak terwarnai atau bening 

(hidup). 
 

Setelah melalui perhitungan perbandingan jumlah sel hidup dan jumlah sel 

mati, didapatkan data berupa persentase sel hidup dari masing-masing perlakuan. 

Berikut merupakan tabel 4.1 yang menunjukkan rata-rata viabilitas sel otak tikus 

(Rattus norvegicus) secara in vitro dengan dan tanpa pemberian ekstrak propolis. 

Tabel 4.1 Rata-rata viabilitas (%) sel otak tikus (Rattus norvegicus) secara in vitro 

pada hari ke-10 dengan dan tanpa pemberian ekstrak propolis 

Perlakuan  Rata-rata Viabilitas (%) ± SD 

P1 (0 µg/mL) 86.3 ± 4.11 

P2 (20 µg/mL) 88.0 ± 1.63 

P3 (40 µg/mL) 89.5 ± 1.00 

P4 (60 µg/mL) 89.8 ± 1.71 

P5 (80 µg/mL) 90.3 ± 3.09 

P6 (100 µg/mL) 87.5 ± 2.38 

 Berdasarkan tabel 4.1, dapat diketahui bahwa kultur sel otak tikus (Rattus 

norvegicus) dalam media DMEM 10% yang ditambahkan ekstrak propolis dengan 

konsentrasi 20 µg/mL, 40 µg/mL, 60 µg/mL, dan 80 µg/mL menunjukkan hasil 

rata-rata viabilitas yang meningkat berturut-turut, yaitu 86.3 ± 4.11 %, 88.0 ± 1.63 

%, 89.5 ± 1.00 %, 89.8 ± 1.71 %, dan 90.3 ± 3.09 %. Sedangkan pada konsentrasi 
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100 µg/mL, rata-rata viabilitas menurun menjadi 87.5 ± 2.38 %. Seluruh 

perlakuan pemberian ekstrak propolis menunjukkan rata-rata viabilitas yang lebih 

tinggi dibandingkan kontrol yang memiliki rata-rata viabilitas sebesar 86.3 ± 4.11 

%. Perbedaan hasil viabilitas sel otak yang dikultur dengan perlakuan ekstrak 

propolis menunjukkan bahwa dalam ekstrak propolis terdapat senyawa-senyawa 

yang dapat membantu sel untuk meningkatkan kemampuan bertahan hidup, 

sehingga viabilitas sel otak yang dikultur dengan pemberian ekstrak propolis lebih 

tinggi daripada sel otak yang dikultur tanpa pemberian ekstrak propolis.  

Kemampuan ekstrak propolis dalam meningkatkan viabilitas sel dapat 

dikarenakan adanya kandungan polifenol, tanin, dan terpenoid. Ekstrak propolis 

merupakan salah satu sumber polifenol yang melimpah dengan jumlah 50% dari 

keseluruhan komponen yang dimiliki (Pietta, 2002; Farooqui, 2012). Senyawa 

tersebut memiliki aktivitas antioksidan dan neuroprotektif yang kuat. Polifenol 

dapat melindungi neuron dari kerusakan sehingga dapat meningkatkan 

kelangsungan hidup, pertumbuhan, dan proliferasi (Moosavi, 2015).  

Kandungan terpenoid dan tanin dalam ekstrak propolis juga memiliki peran 

penting dalam meningkatkan viablitas sel otak karena memiliki kemampuan untuk 

menjaga integritas membran sel. Terpenoid merupakan derivat dehidrogenasi dan 

oksigenasi senyawa terpen yang memiliki kemampuan untuk melindungi neuron 

dengan mencegah apoptosis, meningkatkan pembersihan ROS dan melindungi 

integritas mitokondria (Wiart, 2014). Sedangkan tanin memiliki kemampuan 

untuk berikatan dengan permukaan membran sel, membangun “jembatan”, dan 

memulai interaksi serta adhesi dengan sel. Proses ini disertai dengan reduksi 

potensi membran dipol, interdigitasi lipid, dan pengurangan jarak antarbilayer dari 
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15 Å menjadi 5 Å. Kemampuan tanin tersebut dikarenakan tanin memiliki residu 

asam galat yang cukup untuk berinteraksi dengan semua kelompok kepala lipid 

dan menutupi permukaan bilayer (Tarahovsky, 2008). Terjaganya integritas 

membran sel dapat menyebabkan transport materi yang keluar masuk sel tetap 

berjalan dengan baik, sehingga aktivitas biologis sel seperti pertumbuhan dan 

perkembangan sel dapat berjalan secara optimal.  

Berdasarkan tabel 4.1 dapat diketahui bahwa pada perlakuan P6 dengan 

pemberian konsentrasi ekstrak propolis sebesar 100 µg/mL menyebabkan rata-rata 

viabilitas sel otak menurun, tetapi tidak lebih rendah dari viabilitas kontrol. Dalam 

penelitian Agca (2017), dilaporkan bahwa konsentrasi ekstrak propolis sebesar 

100 µg/mL dapat menurunkan viabilitas sel astrosit karena konsentrasi senyawa 

polifenol yang terlalu tinggi dapat menghambat sinyal molekul, memodulasi 

aktivitas onkogen yang mendorong proses apoptosis atau nekrosis, dan perubahan 

keadaan redoks sel. Hal ini menunjukkan bahwa tingginya konsentrasi tidak selalu 

membawa hasil yang baik dan dalam menggunakan segala sesuatu harus dalam 

kadar yang sesuai serta tidak berlebihan. Allah SWT telah berfirman dalam surah 

al-Ma’idah [5]: 77 sebagai berikut.  

بْلُ قُلْ ياا أاهْلا الْكِتاابِ لَا ت اغْلُوا في دِينِكُمْ غايْرا الحاْقِ  والَا ت اتَّبِعُوا أاهْوااءا ق اوْمٍ قادْ ضالُّوا مِنْ ق ا 
بِيْلِ )  (77واأاضالُّوا  كاثِيْراً وَّضالُّوا عانْ ساواآءِ السَّ

 “Hai Ahli Kitab, janganlah kamu berlebih-lebihan (melampaui batas) dengan 

cara tidak benar dalam agamamu. Dan janganlah kamu mengikuti hawa nafsu 

orang-orang yang telah sesat dahulu (sebelum kedatangan Muhammad) dan 

mereka telah menyesatkan kebanyakan (manusia), dan mereka tersesat dari jalan 

yang lurus”. [Q.S. Al-Ma’idah [5]: 77] 

Allah melarang umat-Nya bersikap berlebih-lebihan walaupun dengan niat 

atau tujuan yang baik. Menurut tafsir Al-Qurthubi (2008), pada kalimat “لَا ت اغْلُوا” 
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menunjukkan bahwa Allah melarang sifat berlebihan. Ditambahkan oleh Ath-

Thabari (2008), pada kalimat “لَا ت اغْلُوا”, memiliki asal kata “ ُّالْغلُُو” yang artinya 

melampaui segala hal, atau melampaui batas. Jika ayat tersebut ditarik pada 

penelitian ini, pada konsentrasi ekstrak propolis sebesar 100 µg/mL merupakan 

konsentrasi yang melampaui batas kemampuan sel otak untuk merespon senyawa-

senyawa aktif yang terkandung dalam ekstrak tersebut, sehingga pada konsentrasi 

tersebut menyebabkan penurunan viabilitas sel. 

Data mengenai rata-rata viabilitas sel otak yang diperoleh tersebut kemudian 

diuji secara statistika menggunakan aplikasi SPSS v16.0. Uji awal yang dilakukan 

adalah uji normalitas (Kolmogorov-Smirnov) dan uji homogenitas (Levene test) 

untuk menentukan jenis analisis selanjutnya yang akan digunakan untuk 

mengetahui pengaruh pemberian ekstrak propolis terhadap viabilitas sel otak tikus 

(Rattus norvegicus) secara in vitro. Hasil uji normalitas menunjukkan bahwa data 

terdistribusi secara normal karena memiliki nilai signifikasi yang lebih besar dari 

0.05, yaitu 0.495 dan hasil uji homogenitas menunjukkan bahwa data termasuk 

data yang homogen karena memiliki nilai signifikansi yang juga lebih besar dari 

0.05, yaitu 0.070 (Lampiran 2). Kedua hasil uji tersebut menunjukkan bahwa data 

memenuhi kriteria untuk dianalisis menggunakan ANOVA one way sehingga 

diperoleh hasil seperti pada tabel 4.2. 
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Tabel 4.2 Ringkasan analisis ANOVA one way pengaruh pemberian ekstrak 

propolis terhadap viabilitas sel otak tikus (Rattus norvegicus) secara in 

vitro. 

SK db JK KT F Hitung F Tabel (5%) 

Perlakuan 5 47.75 9.55 1.47871* 2.63999 

Galat 18 116.25 6.46   

Total 23 164    

Keterangan: *F hitung < F tabel 5% sehingga H0 diterima yang berarti 

perlakuan tidak berbeda nyata 

Berdasarkan tabel 4.2 dapat diketahui bahwa nilai F hitung < F tabel 5%, 

yaitu 1.47871 < 2.63999, sehingga H0 diterima dan H1 ditolak yang artinya 

pemberian ekstrak propolis tidak berpengaruh nyata terhadap viabilitas sel otak 

tikus (Rattus norvegicus) secara in vitro. Hal ini dimungkinkan karena rata-rata 

viabilitas yang didapat (tabel 4.1) memiliki rentang yang rendah satu sama lain, 

sehingga secara statistika dianggap tidak ada pengaruh secara nyata.  

Selain itu, bisa juga dikarenakan viabilitas yang dihasilkan terlalu rendah. 

Pada perlakuan P5 yang menghasilkan nilai viabilitas tertinggi hanya 

meningkatkan viabilitas sel sebesar 4% dibandingkan perlakuan kontrol. Pada 

penelitian Shimazawa (2005), ekstrak propolis pada konsentrasi tertinggi yang 

digunakan, yaitu 40 µg/mL hanya mampu meningkatkan viabilitas cell line 

neuron sebesar 6% dibandingkan control. Hal ini menunjukkan bahwa pemberian 

ekstrak propolis pada konsentrasi 80 µg/mL juga kurang mampu meningkatkan 

viabilitas sel otak.  Dengan demikian, dimungkinkan rendahnya viabilitas yang 

dihasilkan dalam penelitian ini menjadi penyebab tidak adanya pengaruh secara 

statistika. 

Penyebab lainnya juga dapat disebabkan karena sifat selektif dari ekstrak 

propolis yang dapat menginduksi apoptosis pada sel abnormal (tumor) tanpa 
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melukai sel normal, sehingga viabilitas sel pada sel normal tetap terjaga. Jadi pada 

perlakuan pemberian ekstrak propolis terhadap sel normal hasilnya tidak berbeda 

jauh dengan perlakuan kontrol. Dalam penelitian Mouse et al.  (2012) yang 

membandingkan pengaruh ektrak etanol propolis dengan konsentrasi 32.5 µg/mL, 

65 µg/mL, 130 µg/mL, dan 260 µg/mL terhadap sel tumor ginjal hamster, sel 

tumor laring manusia, dan sel mastocytoma tikus (BSR, Hep-2, dan P815) dengan 

sel normal (sel mononuklear darah perifer) menunjukkan bahwa ekstrak etanol 

propolis secara signifikan dapat menyebabkan apoptosis atau menurunkan 

viabilitas sel tumor sejalan dengan meningkatnya konsentrasi, namun pada sel 

normal ekstrak tersebut tidak bersifat toksik dan tidak mempengaruhi viabilitas sel 

normal. Jadi walaupun memiliki lebar interval konsentrasi yang cukup besar, 

namun jika ekstrak propolis diberikan pada sel normal, hasilnya tidak berbeda 

jauh dengan perlakuan kontrol.  

Selain itu, penggunaan tripan blue sebagai media uji pewarnaan sel dapat 

mempengaruhi hasil viabilitas. Menurut Aslanturk (2017), penggunaan tripan blue 

memiliki kekurangan, yaitu kesalahan perhitungan bisa mencapai 10% dan 

pewarnaannya tidak dapat membedakan antara sel yang sehat dan sel yang hidup 

tapi telah kehilangan fungsi selnya.  

Dengan demikian, maka pemberian ekstrak propolis dalam penelitian ini 

walaupun ada kecenderungan peningkatan viabilitas sel namun tidak secara nyata. 

Hasil ini dapat mempengaruhi hasil uji statistik pada nilai Popolation Doubling 

Time (PDT). Jika pemberian ekstrak propolis tidak berpengaruh pada viabilitas sel 

otak tikus (Rattus norvegicus) secara in vitro, maka kemungkinan besar pada nilai 

PDT juga tidak berpengaruh. Hal ini dikarenakan viabilitas sel berpengaruh 
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terhadap kemampuan sel untuk berproliferasi. Jika viabilitas sel tinggi, maka sel 

dapat melakukan proliferasi dengan baik, namun sebaliknya, jika viabilitas sel 

rendah maka kemampuan sel untuk berproliferasi juga rendah. 

 

4.2 Pengaruh Pemberian Ekstrak Propolis Terhadap Nilai Population 

Doubling Time (PDT) Sel Otak Tikus (Rattus norvegicus) Secara In Vitro 

 Parameter lain dalam penelitian ini adalah nilai Population Doubling Time 

(PDT) untuk mengetahui tingkat proliferasi sel otak. Semakin cepat proses 

proliferasi sel, maka nilai PDT yang dicapai pun semakin cepat (Kaiin dan 

Djuwita, 2016). Untuk mengetahui nilai PDT, dapat dilakukan dengan cara 

menghitung jumlah sel sebelum dan sesudah dikultur. Berikut merupakan tabel 

4.3 hasil perhitungan nilai PDT sel otak dari masing-masing perlakuan. Semakin 

tinggi nilai PDT, semakin rendah tingkat proliferasi selnya, begitu juga 

sebaliknya.  

Tabel 4.3 Rata-rata nilai PDT (hari) sel otak tikus (Rattus norvegicus) pada hari 

ke-10 secara in vitro dengan dan tanpa pemberian ekstrak propolis 

Perlakuan Rata-rata Nilai PDT (hari) ± SD 

P1 (0 µg/mL) 5.03 ± 0.66 

P2 (20 µg/mL) 4.55 ± 1.86 

P3 (40 µg/mL) 3.69 ± 1.49 

P4 (60 µg/mL) 3.41 ± 1.23 

P5 (80 µg/mL) 2.88 ± 0.66 

P6 (100 µg/mL) 4.65 ± 1.54 

Berdasarkan tabel tersebut dapat diketahui bahwa pemberian ekstrak 

propolis dalam media DMEM 10% terhadap kultur sel otak dapat mempercepat 

nilai PDT atau waktu untuk proliferasi sel seiring meningkatnya konsentrasi 

ekstrak dengan rata-rata nilai PDT secara berturut-urut 5.03 ± 0.66 hari (P2), 3.69 
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± 1.49 hari (P3), 3.41 ± 1.23 hari (P4), dan 2.88 ± 0.66 hari (P5). Nilai PDT 

tercepat dicapai oleh P5, yaitu 2.88 ± 0.66 hari yang berarti pada perlakuan P5, sel 

otak dapat menjadikan jumlahnya dua kali lipat dari jumlah semula dalam waktu 

2.88 hari atau sekitar 3 hari. 

Sedangkan pada P6, nilai PDT lebih tinggi dari pada perlakuan sebelumnya, 

yaitu 4.65 ± 1.54 hari yang berarti tingkat proliferasi menurun dibanding 

perlakuan sebelumnya, tapi masih lebih tinggi dibandingkan P1 atau kontrol. Hal 

ini menunjukkan bahwa pemberian ekstrak propolis berdampak positif dalam 

pertumbuhan sel otak sehingga dapat meningkatkan proliferasi sel. 

Kemampuan ekstrak propolis dalam meningkatkan proliferasi sel otak 

diantaranya dapat dikarenakan adanya kandungan turunan asam fenolat dari 

polifenol, yakni Caffeic acid phenylethyl ester (CAPE) yang memiliki 

kemampuan untuk menginduksi brain-derived neurotropic factor (BDNF). CAPE 

memiliki kelarutan yang tinggi terhadap lipid, sehingga mudah melewati 

membran dan memasuki sel (Kudugunti et al., 2010). Aktivitas CAPE kemudian 

terjadi melalui aktivasi extracellular signal regulated kinase (ERK) yang penting 

dalam proliferasi sel karena dapat memicu sel untuk memasuki siklus sel melalui 

growth factor, yakni BDNF (Chambard, 2007). Hasil penelitian Ni (2017) 

menunjukkan bahwa ekstrak propolis dapat meningkatkan ekspresi gen brain-

derivated neurotropic factor (BDNF) secara signifikan pada kultur cell line 

neuron. Adanya BDNF ini dapat memicu sel untuk memasuki siklus sel, sehingga 

jumlah sel akan bertambah. 

Faktor pertumbuhan atau growth factor dan mitogen berperan dalam 

meregulasi tingkat ekspresi dari siklin D1, protein yang mengendalikan transisi 
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dari fase G1 ke fase S. Fase G1 bergantung pada growth factor untuk dapat 

melanjutkan ke fase berikutnya (Dharmayanti, 2003). BDNF merupakan salah 

satu famili neurotropin dengan struktur yang mirip faktor pertumbuhan dan 

berperan dalam proliferasi, diferensiasi dan kelangsungan hidup sel saraf 

(Juananda, 2015). Dengan meningkatnya ekspresi BDNF ini, sel akan memasuki 

siklus sel dan melakukan mitosis, sehingga proliferasi meningkat. Meningkatnya 

proliferasi dapat dilihat dari nilai PDT yang semakin kecil, seperti pada perlakuan 

P1 hingga P5. 

Selain CAPE, kelompok lain dari polifenol yaitu flavonoid dalam ekstrak 

propolis juga berperan dalam mempercepat nilai PDT atau meningkatkan 

proliferasi sel otak. Hal ini disebabkan kemampuan flavonoid sebagai antioksidan 

yang mampu melindungi sel dari kerusakan oksidatif yang disebabkan reactive 

oxygen species (ROS), produk sampingan proses metabolisme pada sel. Flavonoid 

dapat menangkal ROS secara langsung dengan bereaksi dengan molekul bebas 

(ROS) yang kemudian membentuk radikal yang relatif stabil dan dapat bertahan 

lama sampai bereaksi dengan produk nonradikal (Nijveldt et al, 2001; Widayati, 

2012). Radikal yang stabil tidak akan bereaksi dengan komponen membran sel 

(peroksidasi lipid), sehingga integritas membran sel akan tetap terjaga, begitu pula 

permeabilitas membran sel. Jika permeabilitas membran terjaga, sel dapat 

melakukan aktivitas biologis sel seperti pertumbuhan sel dapat berjalan secara 

optimal, sehingga waktu untuk proliferasi dan nilai PDT yang dicapai semakin 

cepat. 

Berdasarkan tabel 4.3 dapat diketahui bahwa pada perlakuan P6 (100 µg/mL) 

dapat menurunkan proliferasi sel otak. Hal ini dapat disebabkan karena aktivitas 
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antioksidan dari golongan fenol pada konsentrasi yang tinggi akan menghilang 

dan bahkan bisa berubah menjadi prooksidan. Munculnya prooksidan dapat 

menimbulkan kerusakan sel akibat ROS yang dapat mengganggu proses 

proliferasi (Gordon, 1990; Widayati, 2019), sehingga proliferasi menurun dengan 

ditandai nilai PDT yang meningkat. 

Selanjutnya, data mengenai rata-rata nilai PDT sel otak yang diperoleh 

tersebut diuji secara statistika. Hasil uji normalitas menunjukkan bahwa data 

terdistribusi secara normal karena memiliki nilai signifikasi yang lebih besar dari 

0.05, yaitu 0.664 dan hasil uji homogenitas menunjukkan bahwa data termasuk 

data yang homogen karena memiliki nilai signifikansi yang juga lebih besar dari 

0.05, yaitu 0.499 (Lampiran 3). Kedua hasil uji tersebut menunjukkan bahwa data 

memenuhi kriteria untuk melakukan analisis menggunakan ANOVA one way 

sehingga diperoleh hasil seperti pada tabel 4.4. 

Tabel 4.4 Ringkasan analisis ANOVA one way mengenai pengaruh pemberian 

ekstrak propolis terhadap nilai PDT sel otak tikus (Rattus norvegicus) 

secara in vitro. 

SK db JK KT Fhitung Ftabel (5%) 

Perlakuan 5 13.87089 2.77418 1.59399* 2.63999 

Galat 18 31.32701 1.74039 
 

  

Total 23 45.1979       

Keterangan: *F hitung < F tabel 5% sehingga H0 diterima yang berarti 

perlakuan tidak berbeda nyata 

Berdasarkan tabel 4.4 dapat diketahui bahwa nilai F hitung < F tabel 5%, 

yaitu 1.593999 < 2.639999425, sehingga H0 diterima dan H1 ditolak yang artinya 

pemberian ekstrak propolis tidak berpengaruh nyata terhadap nilai PDT sel otak 

tikus (Rattus norvegicus) secara in vitro. Hasil ini dapat disebabkan karena rata-

rata nilai PDT (tabel 4.3) memiliki rentang yang rendah satu sama lain.  
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Tidak adanya pengaruh pada nilai PDT menunjukkan bahwa dalam 

penelitian ini ekstrak propolis tidak dapat meningkatkan proliferasi sel otak. 

Proliferasi sel otak dapat dipicu oleh BDNF melalui senyawa CAPE dalam 

ekstrak propolis. Akan tetapi, dalam penelitian Annis et al. (2017) disebutkan 

bahwa CAPE dapat menginduksi BDNF ketika sel otak mengalami cedera. Hal ini 

dimungkinkan menjadi penyebab hasil nilai PDT tidak terlalu tinggi dan tidak 

berpengaruh nyata.  

Untuk mengetahui nilai PDT, dibutuhkan data mengenai jumlah sel sebelum 

dan sesudah ditanam untuk mengetahui waktu yang dibutuhkan sel untuk 

menjadikan jumlahnya dua kali lipat dalam kurun waktu 10 hari. Kemampuan 

ekstrak propolis dalam meningkatkan jumlah sel dimungkinkan berbeda 

tergantung pada tipe sel yang digunakan. Najafi (2007) melaporkan bahwa 

pemberian ekstrak propolis dengan konsentrasi 2 mg/mL dapat meningkatkan 

jumlah sel limpa tikus, limfosit manusia, sel ginjal tikus, dan sel hepar tikus 

secara berturut-turut yaitu, 65%, 55%, 35%, dan 25%. Peningkatan jumlah sel 

tersebut dapat mempengaruhi nilai PDT. Jika jumlah sel pada saat panen banyak, 

maka nilai PDT akan semakin rendah yang menunjukkan proliferasi dilakukan 

dalam waktu yang lebih singkat. Hal ini berarti, ekstrak propolis dalam penelitian 

ini kurang mampu meningkatkan jumlah sel otak tikus yang menjadikan nilai 

PDT sel otak dengan pemberian ekstrak propolis tidak berbeda jauh dengan 

kontrol. 

Konsentrasi sel pada saat penanaman juga dapat mempengaruhi nilai PDT. 

Konsentrasi sel yang terlalu tinggi dapat menyebabkan persaingan antar sel untuk 

mendapatkan nutrisi semakin tinggi dan permukaan substrat untuk sel tumbuh 
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semakin sempit, jadi pertumbuhan dan perkembangan sel akan terbatas (ATCC, 

2014). Jadi walaupun diberi perlakuan yang dapat menginduksi pertumbuhan sel, 

hasilnya hanya akan berbeda tipis dengan kontrol. Sedangkan jika konsentrasi sel 

yang ditanam rendah, maka persaingan antar sel untuk mendapatkan nutrisi 

semakin rendah dan permukaan substrat tersedia untuk tempat pertumbuhan sel, 

sehingga pertumbuhan dan perkembangan sel akan optimal. 

Menurut Freshney (2005), konsentrasi sel yang seharusnya ditanam pada 

multiwell 24 dengan luas permukaan 2 cm2 berkisar 2 x 103 sel/mL sampai 2 x 

105 sel/mL, sehingga jika yang gunakan adalah TC dish 35 mm dengan luas 

permukaan 9 cm2, maka konsentrasi sel yang harus ditanam berkisar 9 x 103 

sel/mL sampai 9 x 105 sel/mL. Pada penelitian ini, culture dish yang digunakan 

untuk mengkultur sel otak adalah TC dish 35 mm dan konsentrasi sel yang 

ditanam sebesar 28.25 x 104 sel/mL. Konsentrasi sel tersebut masih dalam kisaran 

9 x 103 sel/mL sampai 9 x 105 sel/mL, sehingga persaingan sel dalam 

mendapatkan nutrisi dan ruang untuk tumbuh dan berkembang tidak terlalu tinggi. 

Dengan demikian proliferasi sel bisa meningkat dan nilai PDT semakin cepat. 

Lama inkubasi juga dimungkinkan terlalu lama sehingga data yang 

diperoleh tidak berpengaruh nyata secara statistik. Lama inkubasi dalam 

penelitian ini adalah 10 hari. Hal ini bisa disebabkan karena sel telah mencapai 

log phase sebelum hari ke-10, sehingga nilai PDT tidak terlalu berbeda satu sama 

lain. Dalam penelitiannya, Chotimah et al. (2014) yang menggunakan neuron dari 

fetus tikus menyebutkan bahwa kultur sel neuron dalam media MEM mencapai 

log phase pada hari ke-8 dan pada hari ke-9 mulai memasuki plateu phase dengan 

menunjukkan penurunan jumlah sel. 
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Selain lama inkubasi, nilai IC50 dari ekstrak propolis dimungkinkan dapat 

mempengaruhi tingkat proliferasi yang dihasilkan dalam penelitian ini. Menurut 

de Mendonca (2015), nilai IC50 dari ekstrak propolis pada cell line normal adalah 

>150 µg/mL. Dengan demikian, konsentrasi yang digunakan dalam penelitian ini 

tergolong aman untuk sel otak. 
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BAB V 

PENUTUP 

 

5.1 Kesimpulan  

Berdasarkan hasil penelitian dapat disimpulkan bahwa pemberian ekstrak 

propolis tidak berpengaruh terhadap viabilitas dan nilai Population Doubling 

Time (PDT) sel otak tikus (Rattus norvegicus) secara in vitro. Akan tetapi 

viabilitas tertinggi (90.3 ± 3.09 %) dan nilai PDT tercepat (2.88 ± 0.66 hari) 

dicapai oleh sel otak yang dikultur pada perlakuan P5, yaitu 80 µg/mL. 

 

5.2 Saran  

Berdasarkan hasil penelitian, maka pada penelitian lebih lanjut perlu: 1) 

variasi lama waktu inkubasi sehingga diketahui lama inkubasi yang paling optimal 

untuk ekstrak propolis dalam meningkatkan viabilitas dan nilai PDT sel otak tikus 

(Rattus norvegicus) secara in vitro, 2) optimasi jenis sel yang digunakan untuk 

mengetahui pengaruh ekstrak propolis yang paling efektif dalam meningkatkan 

viabilitas dan nilai PDT sel, dan 3) perbandingan pengaruh pemberian ekstrak 

propolis terhadap sel otak normal dan sel otak yang dipapar agen toksisitas 

dengan lebar interval konsentrasi yang lebih besar. 
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Lampiran 1. Perhitungan Volume Ekstrak Propolis yang harus Ditambahkan 

pada Media Kultur 

1. 1000 µg/mL  20 µg/mL 

V1.M1 = V2.M2 

V1. 1000 = 3000.20 

1000V1 = 60000 

V1 = 60 µL 

2. 1000 µg/mL  40 µg/mL 

V1.M1 = V2.M2 

V1. 1000 = 3000.40 

1000V1 = 120000 

V1 = 120 µL 

3. 1000 µg/mL  60 µg/mL 

V1.M1 = V2.M2 

V1. 1000 = 3000.60 

1000V1 = 180000 

V1 = 180 µL 

4. 1000 µg/mL  80 µg/mL 

V1.M1 = V2.M2 

V1. 1000 = 3000.80 

1000V1 = 240000 

V1 = 240 µL 

5. 1000 µg/mL  100 µg/mL 

V1.M1 = V2.M2 

V1. 1000 = 3000.100 

1000V1 = 300000 

V1 = 300 µL 

Keterangan : 

• Volume total media adalah 3000 µL 

• V1 adalah volume ekstrak propolis yang ditambahkan ke dalam media 

kultur 
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Lampiran 2. Analisis Data Viabilitas Sel Otak Tikus (Rattus norvegicus) 

 

2.1.Data Hasil Penelitian 

Perlakuan 
Viabilitas Sel (%) pada ulangan ke- 

Jumlah 
Rata-rata 

(%) 1 2 3 4 

P1 (0 µg/mL) 89 90 81 85 345 86.3 

P2 (20 µg/mL) 88 86 90 88 352 88.0 

P3 (40 µg/mL) 90 90 90 88 358 89.5 

P4 (60 µg/mL) 92 89 90 88 359 89.8 

P5 (80 µg/mL) 86 92 90 93 361 90.3 

P6 (100 µg/mL) 89 86 90 85 350 87.5 

Total 2125 531.25 

 

2.2.Hasil Uji Statistik Manual 

a) Faktor Koreksi (FK) = (Jumlah total data)2 / jumlah ulangan (r) x jumlah perlakuan (t))  

     = (2132)2 / 4 x 6 

     = 188151 

b) Jumlah Kuadrat Total (JKT) = (892 + 902 + … + 852) – FK 

      = 188315 - 188151 

 = 164 

c) Jumlah Kuadrat Perlakuan (JKP) = (3452 + 3522 + … + 3502) / r – FK 

= 752795 / 4 - 188151 

= 47.75 

d) Jumlah Kuadrat Galat (JKG) = JKT – JKP 

= 164 – 47.75 

= 116.25 

e) Kuadat Tengah Perlakuan (KTP) = JKP / t – 1 

= 47.75 / 6 -1 

= 9.55 

f) Kuadrat Tengah Galat (KTG) = JKG / t (r-1) 

= 116.25 / 6 (4-1) 

= 6.45833 

g) Fhitung = KTP / KTG 

= 9.55 / 6.45833 

= 1.4787 

h) Tabel ANSIRA ANOVA one way 
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SK db JK KT Fhitung Ftabel 

Perlakuan 5 47.75 9.55 1.4787098 2.639999425 

Galat 18 116.25 6.45833 
 

  

Total 23 164       

 

2.3.Hasil Uji Statistik dengan SPSS 

a) Uji Normalitas 

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test 

  Viabilitas 

N 24 

Normal Parametersa Mean 88.54 

Std. Deviation 2.670 

Most Extreme Differences Absolute .170 

Positive .167 

Negative -.170 

Kolmogorov-Smirnov Z .831 

Asymp. Sig. (2-tailed) .495 

a. Test distribution is Normal.  

   

 

b) Uji Homogenitas 

Test of Homogeneity of Variances 

Viabilitas    

Levene Statistic df1 df2 Sig. 

2.495 5 18 .070 
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c) Uji ANOVA 

ANOVA 

Viabilitas      

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 47.708 5 9.542 1.477 .246 

Within Groups 116.250 18 6.458   

Total 163.958 23    
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Lampiran 3. Analisis Data Nilai Population Doubling Time (PDT) Sel Otak 

Tikus (Rattus norvegicus) 

 

2.4.Data Hasil Penelitian 

Perlakuan 
Nilai PDT (hari) pada ulangan ke- 

Jumlah 
Rata-rata 

(hari) 1 2 3 4 

P1 (0 µg/mL) 4.851382 4.285802 5.874075 5.127733 20.13899 5.034748 

P2 (20 µg/mL) 4.093585 6.984916 2.484754 4.626287 18.18954 4.547386 

P3 (40 µg/mL) 2.762715 3.030817 3.067411 5.915083 14.77603 3.694007 

P4 (60 µg/mL) 2.448826 2.708271 5.171735 3.331727 13.66056 3.415140 

P5 (80 µg/mL) 2.396262 2.234208 3.394092 3.501543 11.52611 2.881526 

P6 (100 µg/mL) 2.626762 5.874075 4.253718 5.833957 18.58851 4.647128 

Total 96.87974 24.21993 

 

2.5.Hasil Uji Statistik Manual 

i) Faktor Koreksi (FK) = (Jumlah total data)2 / jumlah ulangan (r) x jumlah perlakuan (t))  

     = (96.87974)2 / 4 x 6 

     = 391.0701 

 

j) Jumlah Kuadrat Total (JKT) = (4.8513822 + 4.2858022 + … + 5.8339572) – 

FK 

      = 436.268 - 391.0701 

 = 45.1979 

 

k) Jumlah Kuadrat Perlakuan (JKP) = (20.138992+18.189542+…+18.588512)/r–

FK 

= 1619.764 / 4 – 391.0701 

= 13.87089 

 

l) Jumlah Kuadrat Galat (JKG) = JKT – JKP 

= 45.1979 – 13.87089 

= 31.32701 

 

m) Kuadat Tengah Perlakuan (KTP) = JKP / t – 1 

= 13.87089 / 6 -1 

= 2.774178 

n) Kuadrat Tengah Galat (KTG) = JKG / t (r-1) 

= 31.32701 / 6 (4-1) 

= 1.74039 
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o) Fhitung = KTP / KTG 

= 2.774178 / 1.74039 

= 1.593999 

 

p) Tabel ANSIRA ANOVA one way 

SK db JK KT Fhitung Ftabel 

Perlakuan 5 13.87089 2.774178 1.593999 2.639999425 

Galat 18 31.32701 1.74039 
 

  

Total 23 45.1979       

 

2.6.Hasil Uji Statistik dengan SPSS 

d) Uji Normalitas 

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test 

  PDT 

N 24 

Normal Parametersa Mean 4.0366556

7E0 

Std. Deviation 1.4018297

99E0 

Most Extreme Differences Absolute .149 

Positive .149 

Negative -.108 

Kolmogorov-Smirnov Z .728 

Asymp. Sig. (2-tailed) .664 

a. Test distribution is Normal.  

   

 

e) Uji Homogenitas 

Test of Homogeneity of Variances 

PDT    

Levene Statistic df1 df2 Sig. 

.905 5 18 .499 
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f) Uji ANOVA 

ANOVA 

PDT      

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 13.871 5 2.774 1.594 .212 

Within Groups 31.327 18 1.740   

Total 45.198 23    
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Lampiran 4. Dokumentasi Penelitian 

1. Pembuatan Stok Ekstrak Propolis 

  

DMSO yang diampul @ 1 mL DMSO setelah diencerkan dengan 

DI water 

 
 

Ekstrak propolis mentah Ekstrak Propolis yang sudah 

diencerkan dengan stok DMSO 

 

2. Isolasi organ otak tikus (Rattus norvegicus) 

 
 

Tikus yang sudah didislokasi Kulit kepala tikus dibuka 

  

Kranium tikus dibuka Organ otak yang sudah diisolasi 
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3. Alat dan bahan yang digunakan dalam penelitian 

  
TC dish 35mm Hemositometer 

  
Media DMEM Fetal Bovine Serum (FBS) 

  
Tripan Blue Tripsin EDTA 

  
Deionized water NAHCO3 

 
Penicilin dan Streptomycin 

 

 


