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RINGKASAN 

Potensi Fraksi Senyawa Sembranoid Daun Tembakau Kasturi (Nicotiana 

tabacum L.) sebagai Agen Antikanker pada Sel Kanker Kolon; Lidia 

Maziyyatun Nikmah, 171820401003; 2019: 65 halaman; Magister Biologi 

Universitas Jember. 

 

Kanker merupakan penyakit yang banyak menyerang masyarakat dan pada 

umumnya sulit untuk diobati. Salah satu pengobatan penyakit kanker adalah 

menggunakan kemoterapi, radioterapi, dan lain-lain. Akan tetapi pengobatan yang 

demikian dapat menimbulkan efek samping pada pasien seperti mual, rambut 

rontok, gangguan fungsi jantung, serta biaya yang harus dikeluarkan untuk 

pengobatan kanker tersebut tidak murah. Sehingga diperlukan adanya obat 

alternatif yang murah dan berpotensi sebagai antikanker serta tidak memiliki efek 

buruk bagi tubuh. Masyarakat pada umumnya mengobati berbagai penyakit 

menggunakan tanaman herbal (obat), salah satu tanaman herbal (obat) yang biasa 

digunakan sebagai antikanker antara lain rimpang kunyit dan daun tembakau. 

Daun tembakau diduga memiliki kandungan senyawa yang berpotensi sebagai 

antikanker yaitu sembranoid. Sembranoid pada daun tembakau memiliki struktur 

kimia yang hampir sama dengan sembranoid pada koral lunak yang berperan 

sebagai antikanker pada beberapa macam kanker seperti kanker payudara, kanker 

hati, dan lain-lain. Oleh karena itu, diduga sembranoid pada daun tembakau 

memiliki aktivitas yang sama dengan sembranoid pada koral lunak, sehingga 

diperlukan adanya penelitian tentang potensi sembranoid daun tembakau sebagai 

agen antikanker. 

Penelitian ini mengunakan sel WiDr (sel kanker kolon) dan sel Vero (sel 

normal) untuk mengetahui pengaruh pemberian fraksi senyawa sembranoid daun 

tembakau kasturi terhadap sel kanker dan sel normal. Pada penelitian ini dibagi 

menjadi dua kelompok, yaitu: kelompok kontrol positif (sel Vero dan sel WiDr 

diberi perlakuan doxorubicin), dan kelompok perlakuan dengan pemberian fraksi 

senyawa sembranoid pada sel Vero dan sel WiDr dengan konsentrasi 1 μg/mL, 2 

μg/mL, 4 μg/mL, 8 μg/mL, 16 μg/mL, 32 μg/mL, 64 μg/mL, dan 128 μg/mL. Uji 

yang dilkukan yaitu uji sitotoksisitas menggunakan MTT yang dilanjutkan dengan 
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uji antiproliferasi menggunakan doubling time. Hasil yang diperoleh dianalisis 

probit pada program SPSS dan dilanjutkan dengan uji GLM. 

Berdasarkan hasil yang diperoleh dari penelitian ini diketahui bahwa  

pemberian fraksi senyawa sembranoid dengan konsentrasi 1 µg/ml, 2 µg/ml, 4 

µg/ml, 8 µg/ml, 16 µg/ml, 32 µg/ml, 64 µg/ml, dan 128 µg/ml tidak bersifat 

toksik terhadap sel vero (sel normal), dan pada konsentrasi 128 µg/ml bersifat 

toksik pada sel WiDr. Konsentrasi optimal untuk menghambat 50% hidup sel 

WiDr yaotu pada konsentrasi IC50 80,382 μg/mL. Uji lanjut antiproliferasi pada 

sel kanker kolon menunjukkan pemberian fraksi senyawa sembranoid dengan 

konsentrasi 4 IC50 (321,528 μg/mL) memiliki aktivitas antiproliferasi paling tinggi 

daripada konsentrasi yang lainnya. Sehingga dapat disimpulkan bahwa pemberian 

fraksi senyawa sembranoid dengan konsentrasi yang tinggi memiliki potensi 

sebagai agen antikanker dan antiproliferasi pada sel kanker kolon (WiDr). Dan 

konsentrasi optimal fraksi senyawa sembranoid yang dapat digunakan sebagai 

antiproliferasi yaitu konsentrasi 4 IC50 (321,528 μg/mL). 
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BAB 1. PENDAHULUAN 

 

1.1 Latar Belakang 

Kanker merupakan penyakit yang ditandai dengan adanya pertumbuhan 

abnormal sel secara terus menerus dan tidak terkendali pada jaringan tubuh. 

Kanker kolorektum termasuk dalam kelompok lima besar penyebab kematian 

terbanyak di dunia selain kanker hati, kanker lambung, kanker paru-paru, dan 

kanker payudara (American Cancer Society, 2015). Pada tahun 2018, terdapat 1,8 

juta kasus kanker kolorektal dengan insiden kanker kolon menyebabkan kematian 

pada laki-laki mencapai 9 – 14,4 % tiap 100.000 penduduk (International Agency 

for Research Cancer, 2018; Ferlay et al., 2013).  

Pengobatan terhadap kanker khususnya kanker kolon biasanya dilakukan 

menggunakan kemoterapi dan radioterapi (American Cancer Society, 2018). 

Namun, pemberian kemoterapi pada pasien dapat memberikan efek samping 

(American Cancer Society, 2018) dan biaya yang harus dikeluarkan untuk 

kemoterapi cukup mahal sehingga dibutuhkan adanya obat alternatif yang lebih 

murah. Terdapat beberapa jenis tanaman yang biasa digunakan sebagai obat dan 

berpotensi sebagai antikanker, antara lain: rimpang kunyit (Li et al., 2012), daun 

tembakau (Wahlberg and Eklund, 1992), dan lain-lain. 

Tembakau kasturi (Nicotiana tabacum L.) adalah salah satu tembakau 

Indonesia yang terpusat di daerah Jember dengan luas area penanaman 3.000 ha 

yang juga terdapat di daerah Bondowoso (Djajadi, 2015). Tanaman tembakau 

biasa digunakan oleh masyarakat untuk membuat rokok dan pestisida (Agriculture 

Forestry & Fisheries, 2015). Kandungan senyawa kimia pada daun tembakau 

antara lain : Alkaloid, flavonoid, minyak atsiri, polifenol, asam organik, pektin, 

selulosa, asetaldehid (Podlejski & Olejniczak, 1983; Palic et al., 2002; Machado 

et al., 2010), dan terpenoid (Leffingwell, 1999). 

Salah satu senyawa dalam daun tembakau yang diduga berperan sebagai 

antikanker adalah senyawa sembranoid yang merupakan golongan diterpenoid 
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(Wahlberg and Eklund, 1992). Beberapa penelitian menyebutkan bahwa 

sembranoid berpengaruh terhadap tumor dan kanker. Sembranoid yang diisolasi 

dari koral laut lunak Sarcophyton elegans dan Sarcophyton glaucum, diketahui 

memiliki aktivitas antitumor pada dosis 10 µM  terhadap sel tumor payudara dan 

bersifat sitotoksik terhadap sel HCT116 pada dosis 8,9 dan 17,5 µmol/L. 

Sembranoid dari koral lunak memiliki aktivitas antitumor dengan menginduksi 

penghentian siklus sel khususnya pada fase G0/G1 dan fase S yang berpengaruh 

terhadap proliferasi sel (Liu et al., 2015; Ayyad et al., 2015).  

Koral merupakan biota laut yang memiliki kemampuan reproduksi yang lama 

dan pengambilan senyawa dari koral laut akan menyebabkan terganggunya 

ekosistem di laut, sehingga diperlukan adanya sumber sembranoid lain yang dapat 

diambil dan tidak menimbulkan kerusakan pada ekosistemnya. Menurut El-Sayed 

dan Sylvester (2007), struktur kimia dari sembranoid daun tembakau memiliki 

kemiripan dengan struktur kimia sembranoid yang ada pada koral lunak. Sehingga 

sembranoid pada daun tembakau diduga memiliki ativitas antikanker yang sama 

dengan sembranoid dari koral lunak. Sembranoid daun tembakau pada penelitian 

ini akan diujikan secara in vitro pada cell line WiDr yang merupakan sel kanker 

kolon. Uji sitotoksik secara in vitro pada cell line oleh suatu sampel tanaman 

dapat dilakukan untuk mengetahui aktivitas antikanker suatu tanaman (Thompson, 

1985). Tembakau merupakan tanaman yang mudah diperoleh dan sembranoid dari 

daun tembakau masih belum banyak dilakukan penelitian di Indonesia, oleh 

karena itu perlu adanyaa uji fraksi senyawa sembranoid daun tembakau pada sel 

kanker untuk mengetahui pengaruh senyawa tersebut dalam menghambat 

proliferasi sel kanker kolon. 

 

1.2 Rumusan Masalah 

1. Apakah fraksi senyawa sembranoid daun tembakau kasturi (Nicotiana 

tabacum) berpotensi sebagai agen antikanker pada sel kanker kolon ? 
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2. Berapakah konsentrasi optimal fraksi senyawa sembranoid daun tembakau 

kasturi (Nicotiana tabacum) yang berpotensi sebagai agen antikanker pada 

sel kanker kolon ? 

 

1.3 Tujuan 

1. Untuk mengetahui pengaruh fraksi senyawa sembranoid daun tembakau 

kasturi (Nicotiana tabacum) yang berpotensi sebagai agen antikanker pada 

sel kanker kolon 

3. Untuk mengetahui konsentrasi optimal fraksi senyawa sembranoid daun 

tembakau kasturi (Nicotiana tabacum) yang berpotensi sebagai agen 

antikanker pada sel kanker kolon  

 

1.4 Batasan Masalah 

1. Daun tembakau yang digunakan adalah daun tembakau varietas kasturi 1 

dari daun yang tidak dipakai oleh petani (daun sisa yang masih ada pada 

tanaman). 

2. Sel kanker kolon yang digunakan adalah Sel WiDr. 

 

1.5 Manfaat Penelitian 

Uji fraksi senyawa sembranoid tembakau kasturi secara in vitro pada sel 

kanker kolon dilakukan hingga tahap proliferasi untuk mengetahui potensi 

antitoksik fraksi ini terhadap sel normal, dan mencegah proliferasi sel kanker 

kolon. Sehingga hasil penelitian ini dapat digunakan sebagai dasar penggunaan 

fraksi senyawa sembranoid untuk alternatif pengobatan kanker. 
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA 

 

2.1 Kanker Kolon dan Faktor yang Berpengaruh Terhadap 

Perkembangannya 

Kanker kolon atau lebih sering dikenal dengan kanker kolorektum 

merupakan kanker yang berkembang dari polip pada lapisan dalam dinding kolon 

atau rektum dan berkembang secara perlahan selama 10 sampai 20 tahun. Polip 

adenoma muncul dari sel kelenjar yang memproduksi mukus kolon dan rektum. 

(Levine dan Ahnen, 2006; Risio, 2010; Schatzkin et al., 1994). Kanker 

kolorektum dapat disebabkan oleh beberapa faktor, antara lain: adanya mutasi 

pada DNA; berhentinya proses transkripsi dari gen penekan tumor, gen 

pengontrol siklus sel, dan apoptosis, atau juga dapat disebabkan oleh adanya 

onkogen seperti K-RAS dan CTNNB1. Beberapa dari gen penekan tumor yaitu: 

APC, DCC, BRAF, PIK3CA, dan TP53 (Siegel et al., 2012). Salah satu gen yang 

berpengaruh pada perkembangan kanker kolon adalah APC yang merupakan gen 

penekan tumor dan RAS yang berperan dalam aktivasi gen seperti cascade        

(de Miranda et al., 2009). Pertumbuhan kanker kolon dapat dilihat pada Gambar 

2.1. Kanker kolon ditandai dengan polip pada lapisan mukosa kolon yang 

berkembang menembus dinding kolon dan kelenjar getah bening (Alteri et al., 

2014).  
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Gambar 2.1. Pertumbuhan kanker kolorektum (American Cancer Society, 2017). 

Kanker kolon juga dapat dipengaruhi oleh faktor lingkungan seperti gaya 

hidup dan diet (Steffensen et al., 1997). Faktor adanya penyakit kolitis ulseratif, 

penyakit Chron, penyakit turunan poliposis kolon, rektum, ovarium, 

endometrium, kanker payudara, serta diabetes melitus juga memiliki resiko 

hingga 30-50% untuk berkembang menjadi kanker kolorektum (Granados-

Romero et al., 2017).  

Sel WiDr (Gambar 2.2.) merupakan turunan dari karsinoma kolon manusia 

yang mempunyai ciri-ciri adanya ekpresi enzim Cox-2 yang tinggi (Palozza, 

2005). Peningkatan enzim Cox-2 akan memicu proliferasi sel dan berperan dalam 

modulasi pertumbuhan sel kanker (Propivanova et al., 2008).  Cox-2 merupakan 

enzim yang merubah asam arakidonat bebas dari membran fosfolipid menjadi 

prostaglandin H2 (PGH2) yang merupakan prekursor pembentukan mediator 

inflamasi (Ishikawa et al., 2011). Cox-2 juga berperan dalam mengkatalis asam 

arakidonat menjadi PGE2 yang dapat menghambat apoptosis melalui peningkatan 

ekspresi protein anti apoptosis Bcl-2 yang menyebabkan penurunan terhadap  

aktivitas caspase-3 dan caspase-9. Caspase 3 dan Caspase 9 merupakan salah satu 

jenis caspase yang berperan dalam pemotongan komponen seluler selama 

apoptosis (Fink dan Cookson, 2005). 

 

Gambar 2.2. Sel WiDr (ATCC Collection) (http://www.atcc.org) 
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Cox-2 dan prostaglandin memiliki peran pada regulasi diferensiasi sel, 

proliferasi sel, dan tumorigenesis dengan cara aktivasi PI3K dari jalur 

RAS/MAPK dan NFкB. PI3K dari jalur RAS/MAPK berperan dalam peningkatan 

proliferasi sedangkan NFкB berperan dalam penghambatan proses apotosis 

(Hanahan dan Weinberg, 2011).  

  

2.2 Klasifikasi Tanaman Tembakau dan Kandungan Senyawa Kimia pada 

Daun Tembakau 

Tanaman tembakau diklasifikasikan sebagai berikut :  

Kingdom : Plantae 

Divisi  : Spermatophyta 

Kelas  : Dicotyledonae 

Ordo  : Solanales 

Famili  : Solanaceae  

Genus  : Nicotiana 

Spesies : Nicotiana tabacum L. (Herawati, 2016). 

Tembakau kasturi (Nicotiana tabacum) merupakan tanaman yang 

memiliki mahkota bunga berwarna merah muda sampai merah, mahkota bunga 

berbentuk terompet panjang, daunnya berbentuk lonjong dengan ujung daun 

meruncing, kedudukan daun pada batang tegak, tanaman tembakau jenis ini 

memiliki tinggi sekitar 120 cm (Cahyono, 1998). Tembakau kasturi merupakan 

jenis tembakau kerosok lokal Voor Oogst (VO) yang digunakan sebagai bahan 

campuran untuk rokok kretek serta banyak dibudidayakan di daerah Jember dan 

Bondowoso. Berdasarkan SK menteri tahun 2007 No: 132/Kpts/SR.120/2/2007 

dan 133/Kpts/SR.120/2/2007 terdapat 2 jenis tembakau kasturi yang 

dibudidayakan yakni Kasturi 1 dan Kasturi 2 yang memiliki karakteristik yang 

berbeda satu sama lain (Herminingsih, 2014). Karakteristik dari tembakau kasturi 

1 dan kasturi 2 dapat dilihat pada Tabel 2.2. dan gambar tanaman tembakau dapat 

dilihat pada Gambar 2.3. 
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  Tabel 2.2 Karakteristik Tembakau Kasturi 1 dan Kasturi 2 

Karakteristik Kasturi 1 Kasturi 2 

Asal Seleksi massa Seleksi massa 

Varietas Positif kasturi mawar, 

Jember 

Positif kasturi Ledok 

Ombo 

Bentuk daun Lonjong Lonjong 

Ujung daun Meruncing Meruncing 

Tepi daun Rata Licin 

Permukaan daun Rata Rata 

Phylotaxi 2/5 putar ke kiri 2/5 putar ke kiri 

Indeks daun 0,486 0,529 

Jumlah daun 16-19 lembar 17-19 lembar 

Produksi 1,75 ton krosok/ha 1,75 ton krosok/ha 

Indeks mutu 81,75 ± 0,98 82,40 ± 1,03 

Kadar nikotin 3,21 ± 0,08 3,54 ± 0,04 

  Sumber : http://balittas.litbang.pertanian.go.id 

 

 

Gambar 2.3. Tanaman Tembakau Kasturi 
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Kandungan senyawa kimia dari daun tembakau antara lain: Pati, gula, 

glukosida, selulosa, hemiselulosa, pektin, karbohidrat, ammonia, nikotin, alkaloid, 

diterpenoid, flavonoid, dan steroid (Lefingwell, 1999). Nicotiana tabacum 

merupakan tanaman yang bernilai ekonomi penting karena daunnya dapat 

digunakan sebagai obat, insektisida, sedatif, diaphoretic, dan anestesi (The 

Editorial Committee of the Administration Bureau of Flora of China, 2005). 

Kandungan non folatil utama pada daun tembakau yaitu: diterpenoid. 

sesquiterpenoid, flavonoid, dan alkaloid (Fathiazad et al., 2006; Gu et al., 2006; 

Xu et al., 2006). 

Senyawa alkaloid pada daun tembakau merupakan penentu aroma yang 

memiliki kandungan nikotin hingga 95% (Andersen et al., 1991; Shen dan Shao, 

2006), nornikotin dan anabasin yang bersifat aditif saat dikonsumsi (Nugroho et 

al., 2002). Senyawa alkaloid pada daun tembakau diketahui memiliki aktivitas 

antibakteri dengan mengganggu sintesis DNA dan dinding sel (Cowan, 1999). 

Senyawa flavonoid pada daun tembakau yaitu rutin berfungsi sebagai obat 

diabetes, regenerasi sel, anti tumor, serta dapat digunakan sebagai pewarna 

makanan dan minuman (Fathiazad et al., 2006; Grinberg et al., 1994; 

Sambantham, 1985; Evans, 1996). Senyawa steroid dan terpenoid dari golongan 

minyak atsiri pada daun tembakau memiliki aktivitas antibakteri pada 

Staphylococcus aureus, Eschericia coli, dan P. aeruginosa yang ditunjukkan 

dengan adanya zona hambat (Palic et al. 2002). Selain itu, salah satu senyawa 

pada kelompok terpenoid yaitu sembranoid diketahui berperan sebagai fungisida 

dengan merusak struktur bagian dalam dari jamur (Duan et al., 2016). 

 

2.3 Potensi Sembranoid Sebagai Antikanker 

Sembranoid merupakan salah satu senyawa yang termasuk dalam 

golongan diterpenoid dengan 14 cincin karbon yang memiliki derajat oksigenasi 

yang bervariasi (Wahlberg and Eklund, 1992). Sarcophine merupakan salah satu 

derivat sembranoid yang diisolasi dari koral lunak Sarcophytum glaucum pada 

tahun 1970 oleh Kashman dan kawan-kawan (Bernstein et al., 1974). Sarcophine 
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merupakan senyawa yang diketahui melindungi koral dari predator. Selain itu, 

diketahui juga bahwa semisintetik analog sarcophine mampu melawan sel kanker 

payudara MDA-MB-231 dan sel prostat PC-3 pada uji wound-healing assays 

secara in vitro (Hassan et al., 2011). Menurut Sawant et al. (2006), sarcophine 

yang merupakan derivat sembranoid memiliki aktivitas anti-migrasi metastasis 

pada sel melanoma B16B15b tikus.   

Sembranoid dari daun tembakau diketahui memiliki struktur kimia yang 

mirip dengan sembranoid yang berasal dari koral laut (El-Sayed dan Sylvester, 

2007) yang dapat dilihat pada Gambar 2.4. Sembranoid pada daun tembakau 

disintesis dari glandular trikoma yang merupakan faktor kimia yang menghasilkan 

komponen metabolik seperti polisakarida, terpen, fenilpropanoid, dan flavonoid 

(Graham et al., 2010; Ma et al., 2016; Schilmiller et al., 2008). Yang 

membedakan antara strutur kimia sembranoid tembakau dengan sembranoid yang 

berasal dari koral lunak adalah pada rantai C6 sembranoid daun tembakau dapat 

berikatan dengan OH sedangakan pada sembranoid koral lunak rantai C6 tidak 

berikatan dengan OH. 

Sembranoid yang berasal dari tanaman seperti tembakau juga diketahui 

memiliki efek untuk melindungi saraf (Ferchmin et al., 2001) yang dibuktikan 

dengan penelitian tentang Hippocampal slice akut menggunakan NMDA yang 

berperan sebagai stimulus sitotoksik dari luar. Sembranoid tembakau memiliki 2 

komponen utama yaitu  (1S, 2E, 4S, 6R, 7E, 11E)- 2, 7, 11cembratriene-4, 6-diol 

(α-CBT,1) dan (1S, 2E, 4R, 6R, 7E, 11E) 2, 7, 11-cembratriene-4, 6-diol (ß-

CBT,2) yang ditemukan pada tahun 1962 (Wahlber dan Enzel, 1987; Wahlberg 

dan Eklund, 1992) dan diketahui memiliki peran sebagai antikanker (El Sayed dan 

Sylverster, 2007). 
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A   B  

Gambar 2.4 Struktur sembranoid pada  daun tembakau (A) (Leffingwell, 1999; 

Sui et al., 2018),  struktur sembranoid dari karang lunak (B) (El Sayed dan 

Sylvester, 2007). 

Senyawa terpenoid termasuk dalam golongan minyak atsiri yang memiliki 

derivat yaitu: monoterpenoid, sesquiterpenoid, dan diterpenoid (Silva et al., 

2012). Diterpenoid memiliki analog berupa sembranoid yang dapat ditemukan 

pada Nicotiana tabaccum (Yang et al., 2015). Senyawa terpenoid dapat 

menghambat proses mitosis yaitu dengan menghambat siklus sel pada fase G2/M 

dan menstabilkan benang-benang spindle pada fase mitosis (Setiawati et al., 

2014).  

Apoptosis maupun proliferasi pada sel terjadi selama siklus sel. Sel 

melakukan suatu aktivitas yang disebut siklus sel (Gambar 2.5.) yang dibagi 

menjadi 4 fase yakni Gap-1 (fase antara mitosis dan sintesis DNA, G1), Sintesis 

(S), Gap-2 (fase antara sintesis dan mitosis, G2) dan Mitosis (M). Fase S dan M 

adalah fase yang paling mudah dipengaruhi oleh berbagai faktor. Adanya faktor 

yang mempengaruhi sel, dapat menyebabkan terhentinya siklus sel pada fase G1 

atau G2. Setelah adanya perbaikan DNA, maka pembelahan sel akan memasuki 

fase berikutnya. Namun, jika sel mengalami kerusakan yang tidak dapat 

diperbaiki, maka sel akan melakukan apoptosis yakni kematian sel terprogram 

melalui digesti enzimatik oleh dirinya sendiri (Wyllie et al., 1980). 
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Gambar 2.5 Siklus sel (modifikasi) (Wong., 2019). 
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BAB 3. METODE PENELITIAN 

 

3.1 Tempat dan Waktu Penelitian 

Pembuatan Ekstrak Daun Tembakau dilakukan di Laboratorium Kimia 

Fakultas Farmasi Universitas Jember dan di Laboratorium Botani Jurusan Biologi 

Fakultas MIPA Universitas Jember, pada bulan Oktober 2018 sampai Februari 

2019. Pembuatan dan Pengujian ekstrak sampel terhadap sel kanker kolon 

dilakukan di Laboratorium Parasitologi Universitas Gadjah Mada Yogyakarta, 

pada bulan Maret 2019. Uji GC-MS dilakukan di Laboratorium Biosain 

Politeknik Jember pada tanggal 14 November 2018 sampai selesai. Uji ELISA 

dilakukan di Laboratorium Parasitologi Fakultas Kedokteran Universitas Gadjah 

Mada Yogyakarta, pada bulan Maret 2019. 

 

3.2 Alat dan Bahan 

3.2.1 Alat 

Alat yang digunakan dalam penelitian ini terdiri dari: pipet pasteur steril, 

conicall tube steril 15 ml (Iwaki), sentrifuge, mikropipet, mikrotube, mikroskop 

inverted (Olympus), hemasitometer, handcounter, vortex, timbangan analitik, 96-

well plate (tissue culture plate) (Iwaki), tangki nitrogen cair, tissue culture flask 

70 ml (Iwaki), inkubator CO2 5%, LAF (Laminar Air Flow), ELISA reader, 

sarung tangan, masker, dan tisu. 

 

3.2.2 Bahan 

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini terdiri dari: daun tembakau 

kasturi (Nicotiana tabacum L.) yang diperoleh dari tembakau Ledok Ombo, Sel 

Kanker Kolon (WiDr) (ATCC CCL-218), sel vero (ATCC CCL-81), Tripsin-

EDTA (Gibco), media RPMI, FBS, fungizon, streptomisin–penisilin (Gibco), 

MTT (Sigma), DMSO (E-Merck), SDS dalam 0,01 N HCl (E-Merck), PBS, 
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doxorubicin (Kalbe), metanol teknis, n-heksan, HCl 10%, dichloromethan, ethyl 

asetat, reagen dragendraf. 

 

3.3 Rancangan Penelitian 

Penelitian ini merupakan eksperimental laboratory in vitro menggunakan Post 

test only control group design. Penelitian ini dilakukan pada kultur sel kanker 

kolon WiDr dan sel vero (sel normal) dengan perlakuan pemberian fraksi senyawa 

sembranoid daun tembakau konsentrasi 1 µg/ml, 2 µg/ml, 4 µg/ml, 8 µg/ml, 16 

µg/ml, 32 µg/ml, 64 µg/ml, dan 128 µg/ml dan doxorubicin sebagai kontrol positif 

dengan konsentrsi 0,78 µg/ml. Pemberian fraksi senyawa sembranoid pada sel 

kanker kolon dan sel vero dilakukan tiga kali (triplo) pada masing-masing 

konsentrasi, begitu pula dengan pemberian doxorubicin. Perlakuan yang diberikan 

dibagi menjadi dua kelompok, yaitu: 

1. Kontrol positif  : sel kanker kolon diberi doxorubicin 0,78 µg/ml 

2. Perlakuan   : sel vero dan sel kanker kolon diberi fraksi 

  sembranaoid dengan konsentrasi 1 µg/ml, 2 µg/ml,   

  4 µg/ml, 8 µg/ml, 16 µg/ml, 32 µg/ml, 64 µg/ml, 

  dan 128 µg/ml. 

   

3.4 Prosedur Penelitian 

Prosedur yang dilakukan dalam penelitian ini dimulai dengan ekstraksi daun 

tembakau kasturi mengunakan pelarut yang kemudian dilanjutkan dengan 

fraksinasi menggunakan kolom kromatografi. Setelah itu dilakukan uji GC-MS 

untuk mengetahui fraksi yang mengandung senyawa sembranoid. Kemudian 

fraksi yang mengandung sembranoid diaplikasikan pada sel kanker kolon dan sel 

vero dengan doxorubicin sebagai kontrol positif. Secara keseluruhan, alur 

penelitian dapat dilihat pada Gambar 3.1. 
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Gambar 3.1 Alur penelitian  

 

 

Daun tembakau 

Parameter: Pengamatan sitotoksisitas dengan Uji MTT dan 

pengamatan proliferasi sel kanker kolon (WiDr) 

Analisis data 

Kontrol Positif: sel kanker 

kolon dan sel Vero diberi 

doxorubicin  

Hasil 

Diekstrak menggunakan metanol dan n-heksan 

Uji GC-MS 

Fraksi senyawa sembranoid 

Perlakuan: sel kanker 

kolon dan sel Vero 

diberi fraksi senyawa 

sembranoid  

Fraksinasi dengan Kromatografi Kolom 
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3.4.1 Uji Sitotoksik menggunakan Metode MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-

2,5-diphenyltetrazolium bromide) 

Sel dengan konsentrasi 5 x 10
4 

sel/sumuran didistribusikan ke dalam plate 

96 sumuran dan diiinkubasikan selama 24 jam agar sel dapat beradaptasi dan 

menempel di sumuran. Setelah 24 jam kemudian media diambil, dicuci dengan 

PBS sebanyak 100 µL lalu ditambah 100 µL media kultur RPMI (kontrol) 

maupun sampel, kemudian diinkubasi kembali selama 24 jam. Pada akhir 

inkubasi, media yang mengandung sampel dibuang, dicuci dengan 100 µL PBS. 

Kemudian ke dalam masing-masing sumuran ditambahkan 100 µL media yang 

mengandung MTT, inkubasi kembali selama 4 jam pada suhu 37°C. Sel yang 

hidup akan bereaksi dengan MTT membentuk kristal formazan berwarna ungu. 

Setelah 4 jam inkubasi, media yang mengandung MTT dibuang, kemudian 

ditambahkan 100 µL larutan stopper SDS untuk melarutkan kristal formazan. Sel 

diinkubasi 12 jam pada suhu ruangan dan terlindung dari cahaya. Pada akhir 

inkubasi, plate digoyang-goyang sebentar secara horizontal, kemudian dibaca 

dengan ELISA reader pada λ 595 nm (Kusuma et al., 2010). Data persen viabilitas 

sel diperoleh dari konversi masing-masing sumuran dengan rumus rumus : 

 

% Sel hidup :  
(Absorbansi Perlakuan-Absorbansi Kontrol Media)

(Absorbansi Kontrol Negatif-Absorbansi Kontrol Media)
  x 100% 

(Kusuma et al., 2010). 

 

3.4.2 Uji Proliferasi 

Sel kanker kolon WiDr diambil dari inkubator CO2, diamati dan dilakukan 

pemanenan serta perhitungan sel. Dilakukan pengenceran sel dengan media kultur 

kemudian 100 µl sel ditransfer ke dalam masing-masing sumuran, disisakan 3 

sumuran kosong untuk kontrol media. Diamati keadaan sel di mikroskop, 

kemudian diinkubasi dalam inkubator CO2 dengan lama inkubasi mulai dari 24, 

48, dan 72 jam. Setelah itu dibuat seri konsentrasi sampel untuk perlakuan. 

Kemudian x plat berisi sel dari inkubator dimasukkan dan media dalam sel 

dibuang. Sel dalam sumuran dicuci menggunakan PBS 100 µl, kemudian PBS 
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dibuang. Setelah itu 100 µl seri konsentrasi sampel dimasukkan ke dalam sumuran 

dengan replikasi 3 kali (triplo) dan diinkubasi di inkubator CO2. Kemudian dibuat 

stok MTT 5 mg/ml dan reagen MTT untuk perlakuan (0,5 mg/ml). Setelah itu 

media sel dibuang dan dicuci dengan PBS 1x. Kemudian 100 µl MTT 0,5 mg/ml 

ditambahkan ke setiap sumuran dan diinkubasi selama 2 sampai 4 jam. Kemudian 

ditambahkan stopper SDS 10% dalam 0,01 N HCl. Setelah itu, plate dibungkus 

dengan kertas atau alumunium foil dan diinkubasi di ruang gelap 12 jam. 

Kemudian plate dishaker selama 10 menit. Data yang didapat berupa absorbansi 

sel hidup yang diperoleh dari hasil pengukuran dengan ELISA reader dengan 

panjang gelombang 595 nm (CCRC, 2017).  

Penentuan konsentrasi fraksi senyawa sembranoid untuk uji proliferasi 

diperoleh dari IC50 hasil uji sitotoksik, setelah itu dibuat seri konsentrasi ½  IC50, 

IC50, 2 IC50, dan IC50 untuk masing-masing sel Vero dan sel WiDr (Lampiran B). 

  

3.5 Parameter Penelitian 

Pengamatan dilakukan dengan melihat daya sitotoksik fraksi sebranoid daun 

tembakau pada sel normal (sel vero) dan sel kanker kolon, mengamati efek 

sitotoksis dan proliferasi fraksi senyawa sembranoid daun tembakau terhadap sel 

kanker kolon (WiDr).  

 

3.6 Analisi Data 

Data yang diperoleh dari hasil penelitian dianalisis menggunakan analisis 

probit untuk mendapatkan IC50 menggunakan SPSS 15. Analisis probit diperoleh 

dari prosentase viabilitas sel yang dihitung menggunakan rumus: 

% Sel hidup :  
(Absorbansi Perlakuan-Absorbansi Kontrol Media)

(Absorbansi Kontrol Negatif-Absorbansi Kontrol Media)
  x 100% 

Kemudian hasil persen sel hidup dimasukkan dalam program SPSS beserta 

masing-masing konsentrasi yang digunakan. Selanjutnya program SPSS 

akanmenunjukkan hasil IC50 dari konsentrasi yang digunakan. IC50 menunjukkan 

kemampuan suatu senyawa atau ektrak dalam menghambat 50% hidup sel. IC50 < 

100 μg/mL menunjukkan suatu senyawa bersifat agen antikanker, sedangkan IC50 
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> 100 μg/mL menunjukkan suatu senyawa bersifat kemopreventif (Darma et al., 

2009). 

Setelah analisis probit, analisis dilanjutkan dengan uji Genereal Linier 

Model (GLM) dengan taraf kepercayaan 95% atau α=0,05 dan Uji Post Hock 

(Duncan Multiple Range Test (DMRT) dan LSD) (Steel dan Torrie, 1993). 
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  BAB 5. PENUTUP 

 

5.1 Kesimpulan 

Pemberian fraksi senyawa sembranoid dengan konsentrasi 1 µg/ml, 2 µg/ml, 4 

µg/ml, 8 µg/ml, 16 µg/ml, 32 µg/ml, 64 µg/ml, dan 128 µg/ml tidak bersifat 

toksik terhadap sel vero (sel normal), dan pada konsentrasi 128 µg/ml bersifat 

toksik pada sel WiDr. Konsentrasi optimal untuk menghambat 50% hidup sel 

WiDr yaotu pada konsentrasi IC50 80,382 μg/mL. Uji lanjut antiproliferasi pada 

sel kanker kolon menunjukkan pemberian fraksi senyawa sembranoid dengan 

konsentrasi 4 IC50 (321,528 μg/mL) memiliki aktivitas antiproliferasi paling tinggi 

daripada konsentrasi yang lainnya. Sehingga dapat disimpulkan bahwa pemberian 

fraksi senyawa sembranoid dengan konsentrasi yang tinggi memiliki potensi 

sebagai agen antikanker dan antiproliferasi pada sel kanker kolon (WiDr). Dan 

konsentrasi optimal fraksi senyawa sembranoid yang dapat digunakan sebagai 

antiproliferasi yaitu konsentrasi 4 IC50 (321,528 μg/mL). 

 

5.2 Saran 

Adapun saran yang dapat diajukan untuk penelitian selanjutnya yaitu: perlu 

dilakukan fraksinasi yang lebih murni untuk memperoleh senyawa sembranoid. 

Perlu dilakukan uji lanjut seperti uji apoptosis dan antimigrasi dari fraksi senyawa 

sembranoid terhadap sel kanker kolon guna mengetahui pengaruh fraksi tersebut 

terhadap apoptosis dan migrasi dari sel kanker kolon. Selain itu, dilakukan juga 

uji imunositokimia untuk mengetahui enzim ataupun protein yang berperan dalam 

metabolisme sel ketika diberi perlakuan dengan fraksi.  
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LAMPIRAN 

A. Hasil Analisis Gas Chromatography Mass Spectrophotometri (GCMS) 

dengan Waktu 40 Menit 
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B. Penentuan Konsentrasi Fraksi Senyawa Sembranoid Daun Tembakau 

Kasturi (Nicotiana tabacum L.) 

 Jumlah Sel yang dihitung untuk ditanam pada tiap well per plate (mL
-1

) 

Jumlah sel yang dihitung = 
                                     

 
 x 10

4
 

    = 79 x 10
4 

    = 790000 cell/mL 

Ekstrak Fraksi Senyawa Sembranoid 

 V1 x N1 = V2 x N2 

1600 x 128 = V2 x 100000 

V2  = 2,048 

 Karena pengambilan menggunakan mikropipet tidak dapat dilakukan jika 

0,048, maka V2 yang diambil dari stok senyawa adalah 2 μl. 

  2 μl + 1600 μl media kultur RPMI (digunakan untuk konsentrasi 128 

μg/mL). 

Untuk pembuatan konsentrasi dibawah 128, maka diambil 800 μl larutan 

dari tabung konsentrasi 128 dan diresuspensi kedalam tabung baru berisi 

media kultur RPMI 800 μl.  

Doxorubicin (sebagai kontrol positif) 

 V1 x N1 = V2 x N2 

1600 x 0,78 = V2 x 2000 

V2  = 1,603 

Pengambilan menggunakan mikropipet tidak dapat dilakukan jika 0,003 

maka V2 yang diambil dari stok Doxorubicin dibulatkan menjadi 2 μl. 

 

2 μl + 1600 μl media kultur RPMI (digunakan untuk konsentrasi 0,78 

μg/mL). 
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Penentuan Konsentrasi untuk uji Proliferasi 

1. Sel WiDr 

Dox  = 0,78 

½ IC50 WiDr = 40,191 

IC50 WiDr = 80,382 

2 IC50 WiDr = 160,764 

4 IC50  = 321,528 

 

2. Sel Vero 

Dox  = 0,78 

½ IC50 Vero = 68,845 

IC50 Vero = 137,690 

2 IC50 Vero = 275,38 

4 IC50 Vero = 550,76 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember

http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/


39 
 

39 
 

C. Grafik Persamaan regresi Linier 

1. Viabilitas Sel WiDr 

 

 

2. Viabilitas Sel Vero 
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