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Pengaruh Sitotoksik Ekstrak Etanol Daun Kemangi (Ocimum sanctum)
Terhadap Sel MCF-7 dan Sel T47D

Abstrak

Kanker payudara merupakan kanker dengan angka kejadian tertinggi di dunia, termasuk di
Indonesia. Penggunaan obat kemoterapi dapat menyebabkan kerusakan sel atau jaringan normal,
sehingga mendorong dilakukannya penelitian untuk mencari obat-obat dari bahan alam. Salah
satu nya adalah kemangi (Ocimum sanctum). Penelitian sebelumnya menyatakan bahwa ekstrak
daun kemangi memiliki 1Csy sebesar 6,95 pg/mL terhadap sel MCF-7.

Penyarian ekstrak menggunakan metode maserasi dengan pelarut etanol 96%. Uji fitokimia
menggunakan Kromatografi Lapis Tipis dengan fase gerak n-heksan : aseton (7,5:2,5).
Visualisasi hasil menggunakan reagen semprot dragendorf, anisaldehid, FeCI3, dan sitroborat.
Dibuat seri konsentrasi ekstrak 500 ; 250 : 125 ; 62,5 ; 31,25 pg/mL untuk uji sitotoksik
menggunakan metode MTT.

Ekstrak daun kemangi menunjukan adanya senyawa golongan alkaloid, terpenoid, dan
flavonoid. Hasil uji sitotoksik menunjukan ekstrak etanol daun kemangi memiliki 1Csy 176,37
pg/mL terhadap sel MCF-7 dan pada konsentrasi 500 ppm dengan % sel hidup terkecil terhadap
sel T47D sebesar 58,582%.

Kata Kunci: Ocimum sanctum, MCF-7, T47D, MTT-assay

Abstract

Breast cancer is a cancer with the highest incidence rate in the world, including Indonesia.
The use of chemotherapy drugs can cause normal cell or tissue damage, thus encouraging the
research to search for medicines from natural materials. One of them is Ocimum sanctum.
Previous study have suggested that the Ocimum leaf has an ICsy of 6,95 pg/mL in MCF-7
cells.

The extraction using maceration method with etanol 96%. Phytochemical screening using
Thin Layered Chromatography with n-heksan : acetone (7,5:2,5) as mobile phase.
Visualization is using annisaldeid-H,SO,4, sitroborat, dragendorf, and FeCl; spray reagent.
Extract were diluted to obtain serial concentration of 500 ; 250 ; 125 ; 62,5 ; 31,25 pg/mL for
cytotoxicity test using MTT-assay.

Extract of Ocimum sanctum contain alkaloid, terpenoid, and flavonoid. The result of
cytotoxic effect against MCF-7 with 1Csp 176,37 pg/mL and against T47D with the lowest % cell
survival is 58,582% on concentration 500 ppm.

Keyword: Ocimum sanctum, MCF-7, T47D, MTT-assay



1. PENDAHULUAN

Berdasarkan data pada Badan Organisasi Kesehatan Dunia (WHO), kanker merupakan
penyebab kematian di dunia dengan angka 8.8 juta kematian pada tahun 2015. Kanker yang banyak
menyebabkan kematian di Indonesia ialah kanker payudara, dengan total kematian 571.000
jiwa. Secara nasional prevalensi penyakit kanker pada penduduk semua umur di Indonesia tahun
2013 sebesar 1,4% atau diperkirakan sekitar 347.792 orang berdasarkan data oleh Kemenkes RI
(Kemenkes, 2015).

Radioterapi, kemoterapi, dan operasi merupakan metode yang biasa dilakukan pada pengobatan
kanker payudara. Kebanyakan pada operasi tidak dapat mengangkat tumor seutuhnya. Radioterapi
dan kemoterapi dapat merusak jaringan, sehingga jaringan yang sehat tidak dapat menoleransi
radiasi dan dosis obat harus dijaga pada level yang rendah (Vali et al., 2015). Dengan beragamnya
efek samping yang timbul akibat pengobatan secara medis tersebut, mendorong dilakukannya
penelitian untuk mencari obat-obat dari bahan alam. Salah satu tanaman yang berpotensi untuk
dikembangkan sebagai obat antikanker adalah kemangi.

Ocimum sanctum (kemangi) biasanya dikenal sebagai holy basil yang dapat digunakan dalam
berbagai macam pengobatan. Seluruh bagian tanaman Ocimum sanctum seperti daun, bunga,
batang, biji bahkan tanaman utuh nya dapat digunakan untuk pengobatan tradisional. Daun Ocimum
sanctum diketahui memiliki pengaruh terhadap immuno modulator, antiulcer, anti inflamasi serta
anti karsinogenik (Manikandan et al., 2008). Penelitian sebelumnya menunjukan bahwa ekstrak
etanol daun kemangi (Ocimum sanctum) mempunyai efek sitotoksik terhadap sel MCF-7
dengan nilai 1Cs, sebesar 6,95 pg/mL (Amalia, 2016). Penelitian lain menunjukan potensi
sitotoksik ekstrak etanol daun kemangi (Ocimum sanctum) terhadap sel MCF-7 memiliki 1Cs
sebesar +15 pg/mL (Saxena et al., 2013).

Penelitian lain juga menunjukan adanya aktivitas antikanker terhadap sel T47D dengan nilai
ICso sebesar >250 pg/mL (Puspitaningrum, 2016). Aktivitas antikanker pada daun kemangi
disebabkan adanya kandungan senyawa apigenin, luteolin, eugenol dan asam ursulat (Gupta et al.,
2002). Senyawa eugenol mampu menghambat pertumbuhan dan proliferasi pada sel kanker
payudara dan menginduksi apoptosis, eugenol tergantung pada waktu dan dosis yang diberikan.
Eugenol memiliki peran sebagai agen kemopreventif (Vidhya and Niranjali Devaraj,2011). Pada
penelitian ini dilakukan uji sitotoksik ekstrak etanol daun kemangi (Ocimum sanctum) terhadap sel

MCF-7 dan sel T47D. Dengan penyari etanol diharapkan senyawa apigenin dapat tersari.



2. METODE

2.1 Alat

Inkubator CO, (Binder), rotary evaporator (Heidelph), mikropipet (Socorex), sentrifugator,
corong, kulkas, almari pengering, blender, beaker glass, vortex, mikropipet, botol duran 1000 mL,
Water bath (mamaers), Neraca analitik (Ohaus), sonikator (Branson), hemositometer (Neubauer),
pipet pasteur, LAF (ESCO) , ELISA reader (Biotech), Vortex (Maxi Mix II), Mikroskop
(Olympus) .

2.2 Bahan

Daun kemangi (Ocimum sanctum), DMSO, 96-well plate (Iwaki), 6-well plate, conical tube,
yellow tip, blue tip, white tip, bufer fosfat salin (PBS), kertas saring, media kultur DMEM,
media kultur RPMI, epirubisin, doksorubisin, sterptomisin-penisilin, etanol 96%, fetal bovin serum
(FBS) , SDS, larutan MTT, tripsin 0,025%, sel MCF-7 dan sel T47D.

2.3 Ekstraksi Daun Kemangi

Daun kemangi (Ocimum sanctum) 300 gram dicuci lalu dikeringkan di almari pengering.
Daun yang telah kering diserbukan dan diayak menggunakan mesh 40 lalu ditimbang sebanyak 80
gram, dimaserasi dengan etanol 96% sebanyak 0,5 L diaduk lalu didiamkan selama 72 jam pada
suhu ruang. Larutan disaring dan solventnya diuapkan menggunakan rotary evaporator. Ekstrak

yang diperoleh kemudian diletakan di atas waterbath hingga diperoleh ekstrak kental.

2.4 Uji Kualitatif senyawa menggunakan Kromatografi Lapis Tipis (KLT)

Dibuat larutan stok 1% dengan menimbang ekstrak kental 10 mg kemudian dilarutkan dalam
metanol ad 1 mL. Larutan stok di totolkan pada silica GF254 dengan jarak elusi 8 cm. Fase gerak
yang digunakan yaitu Heksan-aseton (7,5:2,5) dalam 10 mL. Plat dilihat dibawah UV 366 dan sinar
tampak, lalu disemprot menggunakan reagen Anisaldehid-H,SO,4, Sitroborat, FeCl; dan
Dragendroff untuk melihat ada tidaknya kandungan alkaloid, fenolik, terpenoid, saponin, dan

flavonoid secara kualitatif yang terdapat pada ekstrak.

2.5 Pembuatan Larutan Uji

Ekstrak etanol daun kemangi ditimbang sebanyak 10 mg dan dilarutkan dalam 100 uL DMSO,
disonifikiasi selama 15 menit hingga homogen kemudian ditambah media hingga 1 mL. Lalu di



vortex kembali selama 10 menit. Seri konsentrasi larutan uji dibuat dari larutan stok yaitu 500, 250,
125, 62,5, dan 31,25 pg/mL dengan media kultur DMEM dan RPMI.

2.6 MTT-assay

Sel dikultur pada 96-well plate (100 pL untuk tiap sumuran) dengan jumlah sel terhitung 15 x
10* per mL dan disisakan 3 sumuran sebagai kontrol media. Kondisi sel diamati di bawah
mikroskop. Plate berisi sel diinkubasi selama satu malam. Setelah itu, sel diberi perlakuan ekstrak
etanol daun kemangi dengan berbagai konsentrasi (31,25, 62,5, 125, 250, dan 500 pg/mL)
kemudian diinkubasi selama 24 jam. Media dibuang, lalu ditambah dengan 100 pL larutan MTT
dan diinkubasi selama 2-4 jam. Amati kondisi sel menggunakan mikroskop. Jika Kristal formazan
telah terbentuk, tambahkan SDS 10% dalam 0,1 N HCI sebagai reagen stopper. Plate lalu
diinkubasi ditempat gelap disuhu kamar semalaman. Absorbansi diukur menggunakan ELISA
reader pada panjang gelombang 550 nm. Selanjutnya dihitung persentase sel hidup dan

dilakukan perhitungan 1Cs, (Cancer Chemoprevention Research Center, 2009).

2.7 Teknik Analisis Data

Persentase sel hidup dapat dihitung dengan rumus tertentu dari absorbansi yang diperoleh
kemudian dicari hubungan regresi linier antara log konsentrasi dengan % sel hidup
menghasilkan persamaan y=bx+a. Perhitungan 1Csy dihitung dengan cara mensubtitusi nilai 50
pada Y sehingga diperoleh nilai x dan nilai ICsy merupakan antilog x. Rumus perhitungan %
sel hidup sebagai berikut :

Jika absorbansi kontrol pelarut sama dengan absorbansi kontrol sel maka perhitungan
persentase sel hidup dengan rumus berikut:

p . 1 hidup = (Absorbansi perlakuan - Absorbansi kontrol media) 100%
ersentase se. uaup = (Absorbansi kontrol sel - Absorbansi kontrol media) x 0

3. HASIL DAN PEMBAHASAN

3.1 Ekstraksi

Daun kemangi (Ocimum sanctum) diperoleh dari Pasar Kleco Surakarta. Daun kemangi
dikeringkan dilemari pengering pada suhu 40°C, setelah kering dimaserasi menggunakan pelarut
etanol 96%. Sebelum di maserasi, sampel di serbukan terlebih dahulu dengan ukuran 40 mesh.



Penyerbukan pada sampel bertujuan agar pelarut dapat menjangkau keseluruhan dari sel. Hasil

rendemen yang diperoleh sebesar 8,07% dengan warna ekstrak hijau pekat.

3.2 Analisis Kandungan Senyawa pada Sampel

Ekstrak kental yang diperoleh kemudian diuji kandungan senyawanya dengan metode
kromatografi lapis tipis. Digunakan metode Kromatografi Lapis Tipis (KLT), karena dapat
mengidentifikasi suatu senyawa sekaligus memisahkannya dan dapat digunakan untuk
mengidentifikasi senyawa murni (Baharum et al., 2016). Elusi menggunakan fase diam silika gel
GF2s4 yang memiliki sifat sangat polar dengan fase gerak hasil optimasi yaitu n-hesksan:aseton
perbandingan 7,5:2.5.

Visualisasi senyawa dapat dilakukan menggunakan reagen semprot seperti dragendroff,
Anisaldehid-H,SO,4, FeCl; dan Sitroborat (Gambar 1). Setelah disemprot dengan reagen
dragendroff, terlihat bercak bewarna kuning kehijauan. Hal itu mengindikasikan bahwa bercak
tersebut mengandung alkaloid. pembentukan warna terjadi karena terbentuknya kompleks kalium-
alkaloid. Hasil KLT juga menunjukan ekstrak mengandung flavonoid, karena setelah disemprot
dengan sitroborat ada bercak berfluorosensi hijau di bawah UV 366 nm (Saifudin, 2014).

Selain itu juga dilakukan deteksi kandungan senyawa fenolik yang ditandai dengan
terbentuknya warna keabu-abuan pada sinar tampak. Pada sampel menunjukan tidak adanya warna
keabu-abuan sehingga Rf pada bercak tidak dapat di hitung. Hal ini dapat disebabkan oleh ketidak
rataan penyemprotan reagent pada plat. Deteksi senyawa saponin menggunakan reagen anisaldehid
H,SO, yang menunjukan adanya warna violet pada sinar tampak (Saifudin, 2014). Pada sampel
menunjukan hasil bercak berwarna violet (Gambar 1, Tabel 1).

Penelitian sebelumnya menyatakan ekstrak etanol daun kemangi (Ocimum sanctum)
mengandung alkaloid, polifenol, flavonoid dan terpenoid (Amalia, 2016). Namun pada penelitian
ini, tidak ditemukan adanya kandungan polifenol, hal ini mungkin disebabkan oleh adanya
perbedaan tempat pengambilan sumber daun kemangi. Sehingga karakteristik kandungannya
berbeda.
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Gambar 1. Hasil KLT ekstrak daun kemangi dengan fase gerak n-heksan : aseton (7,5 : 2,5) dengan deteksi
setelah disemprot dengan annisaldehid-H2SO4 pada sinar tampak (a), sitoborat pada UV366 (b),
dragendorf pada sinar tampak (c), FeClI3 pada sinar tampak (d)

Hasil deteksi kandungan senyawa pada ekstrak daun kemangi (Tabel 1).

Tabel 1. Hasil Deteksi Senyawa

No Deteksi Bercak Rf Warna Senyawa
a Anisaldehid 1 0,35 Violet Terpenoid
b Sitroborat 2 0,1 Hijau Flavonoid
c Dragendroff 3 0,56 Kuning Alkaloid

kecoklatan
d FeCl, - (-) Abu-abu Fenolik

3.3 Uji Sitotoksik

Uji sitotoksik ekstrak daun kemangi dilakukan menggunakan metode MTT-assay. Metode ini
merupakan gold-standart dalam pengujian sitotoksik (Tonder et al., 2015). Prinsip metode ini
adalah terjadinya pemecahan garam tetrazolium MTT yang berwarna kuning menjadi bentuk kristal
formazan yang berwarna ungu (Brescia et al., 2009). Enzim suksinat tetrazolium termasuk dalam
rantai respirasi pada mitokondria sel-sel yang hidup sehingga membentuk kristal formazan
berwarna ungu dan tidak larut air. Penambahan reagen stopper akan melarutkan kristal berwarna
yang nantinya akan diukur absorbansi menggunakan Enzim-linked Immunosorbent Assay (ELISA)
reader. Intensitas warna ungu yang terbentuk linier dengan jumlah sel hidup. Sehingga jika
intensitas warna ungu semakin besar, maka berarti jumlah sel hidup semakin banyak (Cancer

Chemoprevention Research, 2013).



Pada uji sitotoksik pelarut yang digunakan adalah DMSO, karena DMSO mampu
berpenetrasi langsung ke dalam sel, bersifat inert dan sering digunakan dalam pengujian biologi
molekuler. DMSO dilaporkan dapat menyebabkan kerusakan pada sel melalui interaksi dengan
membran sel, namun hanya dengan kadar yang tinggi saja. Penggunaan DMSO hingga konsentrasi
0,5% v/v tidak mempengaruhi viabilitas sel MCF-7. (Jamalzadeh et al., 2016). Sebelum
dilakukan uji sitotoksik, dilakukan kultur sel MCF-7 yang diinkubasi selama 24-48 jam untuk
mencapai fase log. Setelah 48 jam, sel membutuhkan waktu untuk mengalami penyesuaian dan
perlekatan pada dinding pelat kultur. Sel yang digunakan ialah sel MCF-7 yang merupakan non
mutant p-53(wild type) dan sel T47D yang merupakan mutant p-53 (Monteiro et al., 2014).

Gambar 2. Morfologi sel MCF-7 pada kontrol sel (a), sel perlakuan epirubicin (b) sel yang mengalami kematian
akibat perlakuan ekstrak (500 ppm) (c) sel dengan perlakuan MTT yang membentuk kristal formazan (d)



Gambar 3. Morfologi sel T47D pada kontrol sel (a), setelah perlakuan doksorubisin (b) sel yang mengalami
kematian akibat perlakuan ekstrak (500 ppm) (c) dan sel dengan perlakuan MTT yang membentuk Kristal
formazan (d)

Tabel 2. Hasil uji sitotoksik

Perlakuan MCF-7 (1Csp) T47D (ICs)
Epirubisin 6.33 pg/mL -

Doksorubisin - » 500 pg/mL

Ekstrak Daun Kemangi 176.37 pg/mL » 500 pg/mL

Pada gambar 2a menunjukan morfologi sel MCF-7 yang berbentuk oval. Pada gambar 2b
terlihat adanya kematian pada sel akibat pemberian epirubisin, hal ini ditandai dengan morfologi sel
yang berbentuk bulat-bulat kecil. Sel MCF-7 memiliki karakteristik yaitu resisten terhadap agen
kemoterapi, mengekspresikan reseptor estrogen alfa (ER+) yang resisten terhadap
doksorubisin, dan over ekspresi terhadap Bcl2 (Butt et al., 2000). Sel MCF-7 mengalami resistensi
terhadap doksorubicin karena adanya peningkatan ekspresi pada P-glikoprotein (Bao et al., 2012).
Karena sel MCF-7 mengalami resistensi terhadap doxorubicin, maka digunakan epirubicin yang
lebih tidak resisten terhadap wild-type MCF-7 (Monteiro et al., 2014).

Mekanisme epirubisin melalui penghambatan sintesis DNA dan RNA melalui hambatan
sterik setelah interkalasi antar pasangan basa DNA, aktif sepanjang siklus sel ( DIH 17" ed, 2009).
Hasil perhitungan ICsg sebesar 6,33 pg/mL menunjukkan bahwa epirubisin sebagai kontrol positif
mempunyai aktivitas sitotoksik terhadap sel MCF-7. Berdasarkan kriteria dari United States



National Cancer Institute, suatu senyawa diklasifikasikan memiliki efek sitotoksik yang

potensial jika memiliki nilai IC50 < 20 pg/mL.

Pada gambar 2c menunjukan adanya kematian sel setelah diberi perlakuan ekstrak etanol
daun kemangi pada konsentrasi 500 pg/mL. Ditandai dengan warna sel menghitam dibandingkan
dengan kontrol sel. Hasil uji menunjukan bahwa ekstrak ekstrak etanol daun kemangi mempunyai
aktivitas sitotoksik pada sel MCF-7 dengan ICs, sebesar 176,37 pg/mL. Hal ini tidak sesuai dengan
penelitian sebelumnya yang menyatakan bahwa ekstrak etanol daun kemangi (Ocimum sanctum)
mempunyai efek sitotoksik terhadap sel MCF-7 dengan nilai 1Csy sebesar 6,95 pg/mL dan £15
pg/mL (Amalia, 2016; Saxena et al., 2013).

Pada gambar 3a menunjukan morfologi sel T47D yang berbentuk lonjong. Pada gambar 3b
menunjukan adanya kematian pada sel akibat perlakuan dengan doksorubisin. Doksorubisin dapat
menghambat siklus sel pada fase G2 atau pada fase M (mitosis) (Nugroho et al., 2011). Pada
gambar 3b menunjukan adanya pengaruh doksorubisin terhadap kematian sel, ditandai dengan
morofologi sel yang berubah menjadi bulat. 1Csy doksorubisin tidak dapat dihitung, dengan % sel
hidup terkecil sebesar 59.056% . Hal ini tidak sesuai dengan penelitian (Nugroho et al., 2012) yang
menyatakan bahwa doksorubisin memiliki efek sitotoksik yang kuat terhadap sel T47D dengan ICsg
sebesar 15 nmol/mL. Pada gambar 3c menunjukan adanya kematian sel setelah diberi perlakuan
ekstrak etanol daun kemangi konsentrasi 500ppm. Ditandai dengan warna sel yang menghitam

dibandingkan dengan kontrol sel.

Hasil uji sitotoksik diperoleh dari pembacaan plate pada ELISA reader dengan panjang
gelombang 550nm. Hasil menunjukan bahwa adanya hubungan yang berbanding terbalik terhadap
konsentrasi ekstrak dengan persen sel hidup, menunjukan semakin besar konsentrasi maka semakin

kecil persen sel hidup (Gambar 4, Gambar 5).
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Gambar 4. Pengaruh perlakuan ekstrak daun kemangi (Ocimum sanctum) terhadap sel MCF-7
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Gambar 5. Pengaruh perlakuan ekstrak daun kemangi (Ocimum sanctum) terhadap sel T47D

Hal ini dapat disebabkan adanya perbedaan asal pengambilan sampel daun kemangi
(Ocimum sanctum) yang memungkinkan adanya perbedaan karakteristik dari sampel sehingga
kandungan senyawanya lebih bervariasi. Selain itu faktor kelarutan ekstrak juga dapat
memengaruhi, karena syarat utama sampel dapat di uji ke kultur sel harus larut dalam media, dan
kelarutannya dibantu oleh cosolvent DMSO. Pada sampel ekstrak yang di uji, agak sukar larut
didalam media, sehingga dibutuhkan waktu 15 menit di sonikator dan 30 menit di vortex untuk
membantu pencampurannya.

Aktivitas antikanker pada daun kemangi disebabkan adanya kandungan senyawa apigenin,
luteolin, eugenol dan asam ursulat (Gupta et al., 2002) yang merupakan suatu senyawa golongan

terpenoid (triterpen) (Saifudin, 2014). Berdasarkan hasil uji kandungan senyawa ekstrak daun
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kemangi mengandung terpenoid. Namun adanya senyawa terpenoid dalam ekstrak etanol tidak
cukup poten sebagai agen antikanker karena memiliki 1Cso 176,37 pg/mL terhadap sel MCF-7 dan
memiliki persen sel hidup terkecil pada sel T47D sebesar 58,582%.

Pada famili Ocimum diketahui mekanisme penghambatan sitotoksik terhadap sel kanker
COLO 205 bergantung terhadap waktu dan dosisnya. Pada Ocimum sanctum dapat memengaruhi
enzim SOD, catalase (CAT), yang bertanggung jawab dalam memperkecil ukuran tumor invivo
studi pada tikus. (Gautam et al., 2014). Penelitian menunjukan bahwa ekstrak etanol daun kemangi
memiliki aktivitas antikanker terhadap sel MCF-7, namun tidak memiliki aktivitas terhadap sel
T47D. Hal ini dapat disebabkan oleh karakteristik dari kedua sel. Sel MCF-7 diketahui merupakan
non mutant p53, sedangkan pada sel T47D merupakan mutant p53. Pada p53 termutasi diketahui
dapat menyebabkan pertumbuhan sel menjadi tidak terkontrol (Gondhowiarjo. 2004). Karena
terjadinya hiperproliferasi pada sel T47D memungkinkan hanya terjadi sedikit kematian sel
dibandingkan dengan kematian sel pada MCF-7. Ocimum sanctum merupakan kandidat potensial

sebagai terapi adjuvant agen antikanker (Gautam et al., 2014)

4. PENUTUP

4.1 Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian dan pembahasan, dapat disimpulkan bahwa ekstrak etanol daun
kemangi memiliki efek sitotoksik terhadap sel MCF-7 dengan nilai 1Csq sebesar 176,37 pg/mL dan
tidak punya aktivitas sitotoksik pada sel T47D. Ekstrak etanol daun kemangi mengandung senyawa

terpenoid, alkaloid dan flavonoid.

4.2 SARAN

Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut untuk mengetahui senyawa yang dihasilkan pada hasil
elusi KLT ekstrak etanol daun kemangi. Dan juga dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai
pengaruh ekstrak etanol daun kemangi (Ocimum sanctum) terhadap proliferasi dan mekanisme

apoptosis pada sel MCF-7 dan sel T47D.
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