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ABSTRAK

Mukharomah, Siti. 2019. Potensi Senyawa Asetogenin dari Daun Sirsak
(Annona Muricata Linn.) yang Diembankan pada Zeolit NaX
sebagai Senyawa Antikanker Payudara T47D. Skripsi. Jurusan
Kimia Fakultas Sains dan Teknologi Universitas Islam Negeri
Maulana Malik Ibrahim Malang. Pembimbing I: Elok Kamilah
Hayati, M.Si; Pembimbing II: Dr. Akyunul Jannah S.Si, M.P;
Konsultan: Susi Nurul Khalifah, M.Si.

Kata Kunci: Daun Sirsak (Annona muricata Linn.), Zeolit NaX, Impregnasi
Kering, Sel Kanker Payudaya T47D, Metode MTT

Daun sirsak (Annona Muricata Linn.) diketahui memiliki aktivitas
antikanker secara in-vitro. Pada penelitian ini dilakukan fraksinasi dan isolasi
senyawa asetogenin dari daun sirsak yang diembankan pada zeolit NaX. Hasil
pengembanan diuji aktivitas antikanker terhadap sel kanker payudara T47D.

Ekstraksi maserasi daun sirsak menggunakan pelarut etanol 95%.
Fraksinasi (ekstraksi cair-cair) menggunakan campuran diklorometana: air
dilanjutkan dengan n-heksana: metanol. Pemisahan dengan KLTA untuk
mengetahui eluen terbaik dan pemisahan dengan KLTP untuk mendapatkan isolat
menggunakan eluen metanol: diklorometana (1:19). Ekstrak hasil fraksinasi dan
isolat hasil KLT diembankan pada zeolit NaX menggunakan metode impregnasi
kering dengan perbandingan berat 5:10. Keberhasilan pengembanan dianalisis
menggunakan spektrofotometer FTIR. Metode uji aktivitas antikanker yang
digunakan adalah metode MTT (Microculture tetrazolium).

Hasil analisis spektrofotometer FTIR menunjukkan bahwa sampel ekstrak
hasil fraksinasi: zeolit, muncul puncak serapan baru pada bilangan gelombang
2909,881 cm™ untuk gugus Csps-H (stretch) asimetri dan 2851,383 cm™ untuk -
Csps-H (stretch) simetri. Sampel isolat hasil KLT: zeolit, puncak serapan baru
muncul pada bilangan gelombang 2935,178 cm™ untuk gugus Csps-H (stretch)
asimetri dan 2851,383 cm™ untuk Csps-H (stretch) simetri. Munculnya serapan
baru menunjukkan bahwa senyawa telah teremban dalam zeolit. Nilai I1Cspyang
diperoleh dari sampel pengembanan ekstrak hasil fraksinasi dan isolat hasil KLT
pada zeolit NaX yaitu 125,683 png/mL dan 103.514,217 ug/mL.
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ABSTRACT

Mukharomabh, Siti. 2019. The Potential of AcetogeninCompound from Soursop
Leaves which Loading on NaX Zeolite as T47D Breast
Anticancer Compound. Thesis. Department of Chemistry,
Faculty of Science and Technology Universitas Islam Negeri
Maulana Malik Ibrahim Malang. Supervisor I: Elok Kamilah
Hayati, M.Si; Supervisor 1I: Dr. Akyunul Jannah, S.Si, M.P;
Consultant: Susi Nurul Khalifah, M.Si.

Keywords:Soursop leaf (Annona muricata Linn), NaX Zeolite, dry
impregnation,Breast Cancer Cells T47D, MTT Essay.

The soursop leaf (Annona muricata Linn.) is known to have anticancer
activity in vitro. Fractionation and isolation of acetogenin compound from
soursop leaf that impregnated to zeolite NaX were carried out in this study. The
result were tested for anticancer activity on T47D breast cancer cells.

Maceration of soursop leaves using 95% ethanol.Fractionation (liquid-
liquid extraction)usinga mixture of dichloromethane: water followed by n-hexane:
methanol. Separation with analitycal-TLC to find out the best eluent and
separation with preparative-TLC to get isolates using eluent methanol:
dichloromethane (1:19). Extract from fractination and isolate fromTLC were
carried out on NaX zeolite using the dry impregnation method with a ratio of
5:10. The result of impregnation was analyzed using FTIR spectrophotometer.
The anticancer activity test using MTT (Microculture tetrazolium) method.

The FTIR spectrophotometer results showed that extract from fractination:
zeolite, new absorption peaks appeared at wavenumber 2909.881 cm™ for Csp®-H
(stretch) asymmetry and 2851,383 cm™ for Csp®-H (stretch) symmetry. Isolate
fromTLC: zeolite sample, the new absorption peak appeared at wavenumber
2935,178 cm™ for the Csp®-H (stretch) asymmetry group and 2851,383 cm™ for -
Csp®-H (stretch) symmetry. The appearance of new absorption shows that the
compound has been impregnated in zeolite. The I1Csy value ofextract from
fractination and isolates fromTLC sample that has been impregnated in NaX
zeolite was 125,683 ug/mL and 103,514,217 ug/mL.
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BAB |

PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Tumbuhan dipercaya oleh masyarakat sebagai obat yang berkhasiat dalam
penyembuhan maupun mencegah berbagai penyakit. Salah satunya tumbuhan
sirsak (Annona Muricata L.) sebagai obat antikanker. Ekstrak daun sirsak dapat
digunakan sebagai obat tradisional yang lebih aman, karena efek samping yang
dihasilkan relatif lebih kecil dibandingkan dengan obat-obat modern. Beberapa
efek samping akibat konsumsi obat modern setelah melakukan terapi kanker
seperti operasi, kemoterapi, maupun radioterapi yaitu pembengkakan, lelah,
muntah, dan sakit kepala (Gavamukulya, dkk., 2014).

Kemampuan daun sirsak sebagai antikanker disebabkan karena adanya
senyawa aktif asetogenin yang merupakan inhibitor kuat dari kompleks |
mitokondria atau NADH dehidrogenase, sehingga dapatmengakibatkan
penurunan produksi ATP (Alali, dkk., 1999).Proses pengambilan senyawa
asetogenin dalam daun sirsak dapat dilakukan menggunakan metode ekstraksi
maserasi. Kelebihan dari metode maserasi yaitu mudah, sederhana, dan dapat
mengurangi resiko kerusakan senyawa yang tidak tahan panas (Rachmani, dkk.,
2012). Berdasarkan penelitian yang dilakukan oleh Gavamukulya, dkk., (2014),
ekstrak etanol daun sirsak mempunyai efek sitotoksik terhadap sel kanker
payudara MDA dan SKBR3 dengan nilai 1Cs 248,77 ug/ mL dan 202,33 pg/ mL.

Laila (2016) juga melakukan penelitian yang menunjukkan bahwa ekstrak etanol



daun sirsak mempunyai aktivitas sitotoksik terhadap sel kanker payudara T47D
dengan nilai ICsp 240,165 pg/ mL.

Senyawa aktif asetogenin dapat dipisahkan dari ekstrak kasar hasil
maserasi dengan perlakuan fraksinasi. Fraksi(ekstrak hasil fraksinasi) daun sirsak
memiliki aktivitas sitotoksik lebih besar daripada ekstrak hasil maserasi. Hal ini
didukung oleh penelitian Rachmani, dkk., (2012) yang menunjukkan bahwa fraksi
metanol daun sirsak mempunyai aktivitas sitotoksik terhadap sel kanker payudara
T47D dengan nilai ICsp 44,987 ng/ mL. Pemisahan senyawa asetogenin dapat
dilanjutkan dengan metode kromatografi lapis tipis (KLT). Kelebihan dari metode
KLT vyaitu teknik pemisahannya sederhana, waktu dan biaya yang dibutuhkan
lebih sedikit. Berdasarkan penelitian yang dilakukan Katrin, dkk., (2013)
menunjukkan bahwa isolasi senyawa asetogenin dari daun sirsak menggunakan
campuran eluen n-heksana: etil asetat (6:4) memiliki aktivitas sitotoksik terhadap
sel leukemia L1210 dengan nilai 1Csp 0,45 pg/ mL.

Pernyataan tersebut membuktikan bahwa segala sesuatu yang diciptakan
oleh Allah SWT memiliki manfaat dan tidak ada yang sia-sia. Hal ini terkandung
dalam surat As-saad ayat 27 seperti di bawah ini (Shihab, 2002):

oo 1938 Ll S 18 0 2 as Yob s us el susd il ug

(V)L

Artinya: “Dan Kami tidak menciptakan langit dan bumi dan apa yang ada antara

keduanya tanpa hikmah, yang demikian itu adalah anggapan orang-orang kafir

maka celakalah orang-orang kafir itu, karena mereka akan masuk neraka.”
(QS.Saad ayat: 27).

Menurut tafsir Al-Mishbah, di dalam ayat ini terdapat petunjuk dari Allah

SWT yang menerangkan bahwa langit dan bumi dan apa yang ada diantara



keduanya seperti udara, tanah, bebatuan, mineral, dan lain-lain tidak ada yang sia-
sia tanpa hikmah. Jika ada yang menyatakan seperti itu, maka hanyalah anggapan
orang kafir saja (Shihab, 2002). Oleh sebab itu, manusia diharuskan untuk selalu
berfikir dan mengeksplorasi manfaat dari segala ciptaan Allah SWT.

Zeolit yang merupakan mineral anorganik juga dapat berperan di bidang
medis.  Salah ~ satunya  zeolit NaX dengan rumus  senyawa
Na86[(AlO2)86(Si0,)106].264H,0 sebagaiDrug Delivery System (DDS) atau
sistem pembawa obat. Hal ini disebabkan karena zeolit memiliki struktur dan
komposisi yang teratur dengan pori dan luas permukaan yang besar (Kwakye,
2008). Zeolit sebagai DDS akan mengontrol laju pelepasan obat yang ditujukan
pada sel kanker itu sendiri. Berdasarkan penelitian yang dilakukan oleh Spanakis,
dkk., (2013)menunjukkan bahwa pengembanan obat kanker 5-fluorouracil pada
zeolit NaX lebih efisien 16,18% dibandingkan dengan zeolit BEA yaitu 6,02%.

Pengembanan pada penelitian ini dilakukan dengan menggunakan metode
impregnasi. Berdasarkan volume larutan prekursor yang digunakan, impregnasi
dibedakan menjadi dua yaitu impregnasi basah dan impregnasi kering. Laila
(2016) telah melakukan penelitian tentang kombinasi ekstrak etanol hasil maserasi
daun sirsak dengan zeolit NaX (5:10) menggunakan metode impregnasi basah
menghasilkan nilai 1Csy 71.076, 923 ug/ mL. Sementara itu, Lilbaiq(2017)
mengombinasikan ekstrak hasil maserasi daun sirsak dengan zeolit NaX (5:10)
menggunakan metode impregnasi kering menghasilkan nilai I1Csy 67,343ug/ mL.
Hal ini menunjukkan bahwa penggunaan metode impregnasi kering lebih efektif

dalam menghambat sel kanker.



Sel kanker yang digunakan adalah sel kanker payudara T47D. Kelebihan
dari sel kanker tersebut yaitu penangannya mudah, memiliki kemampuan replikasi
yang tidak terbatas, homogenitas yang tinggi, dan mudah diganti dengan frozen
stock jika terjadi kontaminasi (CCRC., 2009). Sedangkan uji aktivitas antikanker
dilakukan dengan menggunakan metode MTT. Uji MTT digunakan untuk
menentukan parameter nilai 1Csp yaitu menunjukkan nilai konsentrasi yang
menghasilkan hambatan proliferasi sel 50% dan menunjukkan potensi ketoksikan
suatu senyawa terhadap sel. Kelebihan dari metode uji MTT yaitu relatif cepat,
sensitif, akurat, dan dapat mengukur sampel dalam jumlah besar.

Berdasarkan latar belakang tersebut, penelitian ini akan dilakukan
fraksinasi dan isolasi terhadap ekstrak daun sirsak yang selanjutnya diembankan
pada zeolit dan dilakukan uji aktivitas kombinasi ekstrak hasil fraksinasi dan
isolat hasil KLT dengan zeolit NaX dalam menghambat pertumbuhan sel kanker

payudara T47D secara in-vitro.

1.2 Rumusan Masalah

Berdasarkan latar belakang di atas, rumusan masalah pada penelitian ini
adalah bagaimana hasil uji aktivitas ekstrak hasil fraksinasi dan isolat hasil KLT
daun sirsakyang diembankan pada zeolit NaX dengan perbandingan 5:10 dalam

menghambat pertumbuhan sel kanker payudara T47D?



1.3 Tujuan Penelitian

Tujuan dari penelitian ini yaitu untuk mengetahui hasil uji aktivitas ekstrak

hasil fraksinasi dan isolat hasil KLTdaun sirsak yang diembankan pada zeolit

NaX dengan perbandingan 5:10 dalam menghambat pertumbuhan sel kanker

payudara T47D.

1.4 Batasan Masalah

Batasan masalah pada penelitian ini antara lain:

1.

Sampel daun sirsak (Annona Mucirata Linn.) diperoleh di daerah Plaosan,
Malang Jawa Timur.

Metode ekstraksi yang digunakan yaitu maserasi dengan pelarut etanol
95%.

Metode fraksinasi dilakukan dengan ekstraksi cair-cair menggunakan
perbandingan pelarut diklorometana: air (1:1) dilanjutkan dengan pelarut
n-heksana: metanol (1:1).

Isolasi dilakukan dengan metode kromatografi lapis tipis (KLT). Variasi
eluen yang digunakan yaitu metanol : diklorometana (1:19), etil asetat: n-
heksana (4:6), dan toluen: etil asetat (9:1).

Sel kanker yang digunakan adalah sel kanker payudara T47D dengan
medium kultur RPMI.

Metode in-vitro yang digunakan adalah metode MTT dengan variasi

konsentrasi 500; 250; 125; 62,5; 31,25; dan 15,625 pug/mL.



1.5 Manfaat Penelitian
Penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi ilmiah mengenai
kemampuan ekstrak hasil fraksinasi dan isolat hasil KLTyang diembankan pada

zeolit NaX sebagai agen antikanker payudara T47D.
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TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Sel Kanker Payudara T47D

Kanker payudara merupakan kanker yang berasal dari kelenjar, saluran,
dan jaringan penunjang payudara, namun tidak termasuk kulit payudara. Beberapa
contoh sel kanker payudara yang telah diketahui yaitu, MCF-7, T47D, BT-474,
SK-BR-3, MDA-MB-231, dan Hs578T. Sel kanker T47D dan MCF-7 adalah sel
kanker yang sering digunakan dalam sebuah penelitian. Sel kanker payudara
T47D merupakan continous cell line yang diisolasi dari jaringan tumor duktal
payudara seorang wanita berusia 54 tahun. Sel T47D sensitif terhadap
doksorubisin dan memiliki morfologi seperti sel epitel (CCRC, 2009). Hal

tersebut ditunjukkan pada Gambar 2.1

Gaar 2.1oflogi sel T47D (okumen pribdi)

Sel kanker payudara T47D mengekspresikan reseptor estrogen (ER
positif) dan protein p53 yang telah termutasi. Protein p53 mengalami

missensemutation pada residu 194 (dalam zinc-binding domain L2), sehingga p53
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tidak dapat berikatan dengan response element pada DNA. Oleh sebab itu,
kemampuan p53 dalam meregulasi siklus sel dan memacu apoptosis akan
berkurang bahkan dapat hilang. Sel T47D berbeda dengan sel kanker payudara
lain seperti sel MCF-7 yang merupakan sel kanker payudara dari jaringan
payudara seorang wanita Kaukasian berumur 69 tahun dengan golongan darah O
dan Rh positif. Sel MCF-7 tergolong dalam cell line adherent yang
mengekspresikan reseptor estrogen alfa (ER-a), resisten terhadap doksorubisin,

dan tidak mengekspresikan caspase-3 (CCRC, 2009).

2.2 Senyawa Aktif Asetogenindalam Daun Sirsak Sebagai Obat Antikanker
Nama sirsak (Annona muricata L.) berasal dari bahasa belanda “Zuurzak”

yang berarti kantung yang asam. Tanaman ini tumbuh dengan baik pada daerah

yang mempunyai ketinggian kurang dari 1000 meter di atas permukaan laut.

Menurut Kurniasih, dkk., (2015), kedudukan taksonomi dari tanaman sirsak yaitu:

Kingdom : Plantae

Divisi : Spermatophyta

Sub Divisi : Angiospermae

Class : Dicotyledonae

Ordo : Polycarpiceae

Family : Annonaceae

Genus : Annona

Spesies : Annona muricata Linn.

Annona muricata L. merupakan tanaman dari famili annonaceae dengan
tinggi pohon sekitar 3-8 meter. Morfologi dari tanaman sirsak yaitu batang coklat
berkayu, bulat, dan bercabang. Daun memanjang berbentuk lanset atau bulat telur
terbalik dengan ujung runcing dan pendek. Daging buah sirsak berwarna putih dan
berbiji hitam. Akarnya berwarna coklat muda, bulat, dan berakar tunggang

(CCRC, 2009). Gambar tanaman sirsak dapat dilihat pada Gambar 2.2



Gambar 2.2 Daun S|rsak (Gavamukulya dkk., 2014)

Tanaman sirsak merupakan salah satu bentuk sumber daya alam sebagai
nikmat dan karunia Allah SWT yang bisa dieksploitasi dan dioalah manusia untuk
mendukung kelangsungan hidupnya dan keperluan makhluk-makhluk lain. Hal ini
sesuai dengan firman Allah SWT yang terkandung dalam surat Al- Bagarah ayat
22 (Utami, 2008):

S8, ol o g 28 20 sleed 5 I8l 2 szt Wi 0381 250 s 5
(YY) Syalas 250 0t ek &

Artinya: “ Dialah yang menjadikan bumi sebagai hamparan bagimu dan langit
sebagai atap, dan Dia menurunkan air (hujan) dari langit, lalu Dia menghasilkan
dengan hujan itu segala buah-buahan sebagai rezki untukmu; karena itu
janganlah kamu mengadakan sekutu-sekutu bagi Allah padahal kamu
mengetahui”. (QS. Al- Bagarah; 22)

Avyat-ayat diatas menerangkan bahwa Allah menciptakan langit dan bumi
sebagai tempat yang penuh karunia dan penuh keindahan, sehingga manusia harus
mampu mengkaji alam sesuai dengan kemampuan masing-masing. Hal ini
bertujuan untuk menggali ilmu Allah dan meningkatkan keyakinan akan

keberadaan-Nya (Utami, 2008).

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG
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Semua bagian tanaman sirsak (daun, biji, batang, akar, dan daun)
mengandung banyak senyawa kimia yang aktif secara biologi yaitu annonaceous
acetogenin (Pradana, dkk., 2015). Asetogenin merupakan turunan dari asam
lemak dengan struktur 32/ 34 rantai karbon yang ditambahkan dua unit propanol
untuk membentuk y-lakton. Selain itu, asetogenin mengandung satu atau lebih
gugus hidroksil, asetil karbonil, dan cincin tetrahidrofuran (THF). Struktur dari

Annonaceae acetogenins dapat dilihat pada Gambar 2.3

1,2, atau 3
X =H, OH

Gambar 2.3 Struktur umum Annonaceae acetogenins (Gorman, 2006)

Senyawa asetogenin telah lama diteliti dan terbukti bersifat antivirus,
antiparasit, insektisida, anticacing, antibakteri, dan antikanker. Beberapa turunan
senyawa asetogenin yang mempunyai aktivitas sitotoksik terhadap sel kanker
payudara MCF-7 yaitu, annomuricin A, annomuricin B, annomuricin C, dan
muricatocin C (Moghadamtousi, dkk., 2015). Menurut Alali, dkk., (1999)
asetogeninmampu mendeteksi dan membedakan antara sel normal dan sel kanker,
sehingga dapatmenghambat dan membunuh sel kanker secara selektif. Perbedaan
sel kanker dan sel normal didasarkan pada kebutuhan sel akan ATP (Adenosine
Trifosfate). Sel kanker bergerak, tumbuh, membelah lebih cepat dan aktif
dibandingkan sel normal, sehingga sel kanker membutuhkan energi ATP yang

lebih tinggi. Asetogenin menyerang sel kanker dengan cara masuk ke dalam sel
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dan menempel pada dinding sebelah dalam mitokondria (organ di dalam sel yang
berfungsi sebagai tempat memproduksi energi ATP bagi sel). Kemudian
asetogenin memblok produksi energi ATP di dalam mitokondria sel kanker,
sehingga asupan energi untuk sel kanker akan terputus, sel kanker menjadi lemah

dan akhirnya mati.

2.3 Metode Ekstraksi Maserasi dan Fraksinasi

Ekstraksi merupakan proses pemisahan suatu zat yang didasarkan pada
perbedaan kelarutan. Salah satu metode ekstraksi yang sering digunakan yaitu
maserasi. Maserasi merupakan perendaman serbuk simplisia dengan waktu kontak
yang cukup antara pelarut dan jaringan yang diekstrak. Hal-hal yang harus
diperhatikan dalam proses maserasi yaitu, jenis pelarut, volume pelarut, berat
sampel, dan lama perendaman. Pemilihan pelarut didasarkan atas kepolaran dari
senyawa bahan alam yang akan diekstrak. Sementara itu, banyaknya volume
pelarut, berat sampel dan lamanya perendaman berbanding lurus dengan hasil
yang diperoleh (Hermawan dan Laksono, 2013). Menurut Kurniasih, dkk., (2015)
ekstraksi beberapa kali dengan pelarut yang lebih sedikit akan lebih efektif
dibandingkan dengan ekstraksi satu kali dengan semua pelarut sekaligus.

Berdasarkan penelitian yang dilakukan Hermawan dan Laksono (2013)
tentang variasi pengeringan bahan dan tanpa pengeringan, waktu maserasi satu
dan dua hari, berat sampel 4 dan 7 gram, serta jenis pelarut etanol dan n-heksana
menunjukkan bahwa hasil keempat variabel bebas tersebut memberikan pengaruh
yang positif dengan menghasilkan kondisi optimum pada proses ekstraksi 7 gram

menggunakan pelarut etanol dengan pengeringan dan waktu ekstraksi 2 hari.
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Perlakuan yang dapat dilakukan setelah maserasi yaitu fraksinasi
(ekstraksi cair-cair). Fraksinasi merupakan pemisahan komponen kimia diantara
dua fase pelarut yang tidak dapat saling bercampur, dimana sebagian komponen
larut pada fase pertama dan sebagian lain larut pada fase kedua.Ekstraksi cair-cair
menggunakan corong pisah dilakukan dengan pengocokan, kemudian didiamkan hingga
terjadi pemisahan sempurna dan terbentuk dua lapisan fase cair. Senyawa kimia
akan terpisah dalam kedua fase tersebut sesuai dengan tingkat kepolarannya (Kurniasih,
dkk., 2015).

Lilbaig (2017) mendeteksi gugus fungsi ekstrak daun sirsak menggunakan
FTIR menghasilkan serapan pada 3100-3600 cm™ yang menunjukkan adanya
gugus O-H alkohol. Rantai C-H yang tidak simetris ditunjukkan pada bilangan
gelombang 2925,277 cm™ dan 2855,833 cm™ menunjukkan C-H simetris. Spektra

FTIR hasil ekstraksi daun sirsak ditunjukkan pada Gambar 2.4

| 2925277
2855,833

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Bilangan gelombang {cm'l}

Gambar 2.4 Spektra FTIR ekstrak hasil maserasi daun sirsak (Lilbaig, 2017)

% Transmittan
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2.4 Kromatografi Lapis Tipis

Prinsip kromatografi lapis tipis adalah pemisahan campuran berdasarkan
perbedaan distribusi diantara dua fase yaitu, fase diam dan fase gerak yang
menyebabkan terjadinya perbedaan migrasi dari masing-masing komponen. Fase
diam dapat berupa silika atau alumina yang dilapiskan pada lempeng kaca atau
aluminium. Sementara itu, fase gerak atau larutan pengembang yang biasa
digunakan adalah pelarut organik. Keuntungan dari metode analisis kromatografi
lapis tipis yaitu, teknik pemisahannya sederhana dengan peralatan yang minimal
dan analisis beberapa sampel dapat dilakukan dengan fase gerak dalam jumlah
kecil. Sehingga, waktu dan biaya yang dibutuhkan lebih sedikit serta lebih ramah
lingkungan (Wulandari, 2011).

2.4.1 Kromatografi Lapis Tipis Analitik (KLTA)

Kromatografi lapis tipis analitik bertujuan untuk mencari eluen terbaik
dari beberapa variasi yang digunakan. Eluen yang baik dapat memisahkan
senyawa yang ditandai dengan munculnya noda tidak berekor dan jarak antara
noda terlihat jelas. Noda akan dideteksi menggunakan pereaksi yang sesuali
dengan golongan senyawa yang dipisahkan. Pereaksi ini memberikan sebuah
kepekaan dan perubahan warna yang ada kaitannya dengan struktur senyawanya
jika diamati di bawah lampu UV (Wulandari, 2011).

Beberapa variasi eluen yang digunakan dalam penelitian ini yaitu metanol:
diklorometana, dapat menunjukkan adanya perubahan warna salah satu noda pada
plat KLT menjadi merah muda pucat setelah disemprot dengan reagen kedde. Hal
ini menandakan bahwa noda tersebut merupakan asetogenin (Pradana, dkk.,

2015). Katrin, dkk., (2013) menggunakan campuran eluen etil asetat: n-heksana
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muncul 5 noda terpisah dan menunjukkan adanya perubahan warna pada salah
satu noda menjadi merah muda keunguan setelah disemprot dengan reagen serium
sulfat 1% dalam H,SO, 10%. Sementara itu, Rajsekhar, dkk., (2016)
menggunakan campuran toluena: etil asetat dapat menghasilkan 6 noda yang
terpisah dengan baik.

2.4.2 Kromatografi Lapis Tipis Preparatif (KLTP)

Pemisahan senyawa asetogenin dilakukan dengan plat silika gel GgoF2s4
menggunakan eluen terbaik dari hasil KLTA. Plat yang sudah dielusi akan diamati
di bawah sinar UV dengan panjang gelombang 254 nm dan 366 nm. Pada panjang
gelombang 254 nm plat akan berfluoresensi, sedangkan sampel akan tampak
berwarna gelap. Hal tersebut disebabkan karena adanya daya interaksi antara sinar
UV dengan indikator fluoresensi yang terdapat pada plat KLT. Pada panjang
gelombang 366 nm, noda akan berfluoresensi dan berwarna terang, sedangkan
plat KLT akan berwarna gelap. Hal tersebut disebabkan karena adanya daya
interaksi antara sinar UV dengan gugus kromofor yang terikat oleh auksokrom
yang ada pada noda tersebut. Fluoresensi cahaya yang tampak merupakan emisi
cahaya yang dipancarkan oleh komponen ketika elektron yang tereksitasi dari
tingkat energi dasar ke tingkat energi yang lebih tinggi kembali ke keadaan
semula dengan melepaskan energi (Wulandari, 2011).

Identifikasi senyawa-senyawa yang terpisah dapat dilakukan dengan
membandingkan nilai Rf dengan nilai standar. Nilai Rf dapat dipengaruhi oleh
struktur kimia dari senyawa yang sedang dipisahkan, sifat plat silika dan derajat
aktivitasnya, tebal dan kerataan plat silika, tingkat kemurnian eluen, derajat

kejenuhan dan uap dalam bejana pengembang, teknik percobaan, jumlah cuplikan
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sampel yang digunakan tidak berlebihan serta suhu. Rupprecht, dkk., (1990)
menyatakan bahwa senyawa asetogenin pada daun sirsak memiliki nilai Rf antara
0.2-0.7, ketika direaksikan dengan reagen vanilin dan dilakukan pengamatan di

bawah lampu UV 254 serta 366 nm akan menghasilkan warna oranye.

2.5 Potensi Zeolit NaX Sebagai Pengemban Obat Antikanker

Zeolit merupakan mineral kristal aluminosilikat yang mempunyai
struktur kerangka tiga dimensi terbentuk dari tetrahedral [AlO,]> dan [SiO]*
yang dihubungkan oleh atom-atom oksigen. Zeolit dibedakan menjadi dua yaitu,
zeolit alam dan zeolit sintetis. Zeolit sintetis adalah zeolit yang dibuat secara
rekayasa dengan sedemikian rupa sehingga didapatkan karakter yang lebih baik
dari zeolit alam. Salah satunya yaitu zeolit NaX yang termasuk dalam jenis
faujasit (FAU) dengan kation penyeimbang berupa ion Natrium (Na*). Zeolit NaX
dibuat dari Secondary Building Units (SBU) yaitu unit 4 dan 6 (Kwakye, 2008).

Zeolit X memiliki diameter a-cage (supercage)13 A dan diameter B-cage
(kerangka sodalit) 6,6 A dengan diameter pori 7,4 A membentuk struktur tiga
dimensi dengan rasio Si/Al 1,0 — 1,5. Zeolit NaX mempunyai diameter pori yang
berstruktur bangun oktahedral pada titik I, 11 dan I1l. Hal ini menunjukkan posisi
dari kation natrium yang dapat bertukar ion dan dapat berpindah dengan adanya

ion lain seperti Gambar 2.5
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Gambar 2.5 Kerangka zeolit NaX (Kwakye, 2008)

Perkembangan studi telah menunjukkan bahwa zeolit memiliki
kemampuan sebagai sistem pembawa obat atau Drug Delivery System (DDS). Hal
ini disebabkan karena zeolit memiliki bentuk dan komposisi pori yang teratur
dengan rongga dan saluran. Molekul obat yang terdapat didalam pori maupun
menempel pada permukaan dapat berdifusi keluar dari sistem saluran secara
perlahan, sehingga dapat mengontrol laju pelepasan obat. Pelepasan obat yang
terkontrol dapat meningkatkan efisiensi obat dan mengurangi efek samping.
Selain itu, zeolit mampu menjaga stabilitas obat antikanker tanpa terjadi
modifikasi molekular hingga bertemu dengan sel tumor (Spanakis, dkk., 2013).

Kontribusi zeolit di berbagai bidang merupakan salah satu hasil usaha
manusia yang mampu berpikir dan memanfaatkan ciptaan Allah secara terperinci
dan sedalam mungkin. Sebagai manusia yang bertakwa kepada Allah, manusia
hendaknya selalu memperhatikan, merenungkan, dan memikirkan segala bentuk
ciptaan-Nya baik di langit maupun di bumi, seperti firman Allah SWT dalam

surah ke-10 Yunus, ayat 101 (HK, Tjasyono dan Syukur., 2014):

[P

2 7 “ oo~ 4d A /~° - € o/‘g @ D P }.°. 4
(V1) S5l Vo3 25 5300 V1 35 Gy oVl wlsletdl (3 150 gkl 5
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Artinya: “Katakanlah: Perhatikanlah apa yang ada di langit dan bumi. Tidakkah
bermanfaat tanda kekuasaan Allah dan rasul-rasul yang member peringatan bagi
orang-orang yang tidak beriman.”
Al-Quran dapat digunakan sebagai sumber ilmu pengetahuan (sains) dan sebagai
sumber informasi. Seperti halnya ayat ini yang mendorong manusia untuk
memikirkan kajian-kajian tentang langit dan bumi melalui disiplin ilmu
astronomi, geologi, meteorologi, sains atmosfer, sains kebumian dan sebagainya
(HK, Tjasyono dan Syukur., 2014).

Rimoli, dkk. (2007) telah melakukan penelitian tentang sintesis zeolit
NaX sebagai pengemban senyawa antikanker ketoprofen menggunakan proses
perendaman. Hasil yang diperoleh cukup efektif tanpa memberikan efek samping.
Obat yang diembankan tidak merubah struktur zeolit dan obat tersebut juga dapat
dipertahankan integritas molekulnya. Penentuan gugus fungsi suatu senyawa
dapat dilakukan dengan spektroskopi inframerah (FTIR) yang didasarkan pada
spektra absorbsi sinar inframerah. Pada umumnya, zeolit mempunyai daerah
serapan di sekitar bilangan gelombang 1200-300 cm™. Vibrasi Si-O dan Al-O
berada pada bilangan gelombang sekitar 1100 cm™ dan 700 cm™ yang merupakan
finger print dari zeolit. Vibrasi ulur asimetri dari Si-O dan Al-O pada kerangka
alumina silika berada pada rentang bilangan gelombang 1250-950 cm™.
Sedangkan vibrasi ulur simetri muncul pada daerah serapan sekitar 820-750 cm™
(Kwakye, 2008). Pada penelitian ini digunakan sampel hasil sintesis dari
laboratorium anorganik UIN Maulana Malik Ibrahim Malang. Adapun hasil

analisis FTIR sampel dapat dilihat pada Gambar 2.6
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Gambar 2.6 Hasil analisa FTIR (a) Kaolin Bitar (b) Metakaolin (c) Zeolit NaX
dengan suhu hidrotermal 100°C selama 2 jam (Fitriana, 2018)

Spektra diatas menunjukkan adanya serapan kuat pada bilangan gelombang 982
cm™ yang merupakan ciri khas dari zeolit. Karakterisasi zeolit dapat dilanjutkan
dengan metode difraksi sinar-X (XRD). Informasi yang didapat berupa kemurnian
atau perubahan parameter kisi dari suatu kristal. Berikut difraktogram zeolit NaX

sintesis dari Lab. anorganik UIN Malang ditunjukkan pada Gambar 2.7

©)

(b)

Intensitas (a.u)
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Gambar 2.7 Pola difraksi sinar-X (a) standar zeolit sodalit, (b) standar zeolit NaX,

(c) zeolit NaX dengan suhu hidrotermal (x: zeolit NaX) (Fitriana,
2018)
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Kemurnian zeolit NaX hasil sintesis dapat diketahui dengan membandingkan nilai
sudut 20 dan intensitasnya dengan zeolit X standar. Perbandingan sudut 20 standar

dengan zeolit hasil sintesis diatas dapat dilihat pada Tabel 2.1

Tabel 2.1 Data hasil perbandingan 2 theta (Treacy dan Higgins, 2001)
Zeolit X Standar (°20)  Zeolit X Sampel (°20)

6.31 5.7450
10,31 6.4133
15.92 g9l 1
19.01 11.7035
20.71 15.4496
21.98 20.0849
28¢19 20.8062
24.06 23.2561
24.06 26.5535
26,24 29.1618
27.52 30.9676
30.16 37.4024
31.29 40.9428
31.95 50.1520

2.6 Uji Aktivitas Antikanker secara In-Vitro dengan Metode MTT

Prinsip dari metode MTT adalah terjadinya reduksi garam tetrazolium
MTT berwarna kuning membentuk kristal formazan berwarna ungu oleh sistem
reduktase. Reagen MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium bromid)
merupakan garam tetrazolium yang larut dalam air. MTT akan diserap ke dalam
sel dan masuk dalam sistem respirasi sel di mitokondria. Enzim mitokondria akan
memetabolisme garam tetrazolium, sehingga terjadi pemutusan cincin tetrazolium
olen enzim dehidrogenase yang menyebabkan tetrazolium berubah menjadi

formazan yang tidak larut air, tetapi larut dalam SDS 10% dan berwarna ungu.
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Formazan yang terbentuk berwarna ungu sebanding dengan jumlah sel hidup.
Sementara itu, sel yang mati dilarutkan dalam air dan tetap berwarna kuning
karena mitokondria sel yang mati bukanlah respirasi cincin tetrazolium yang
terputus, sehingoa tidak bisa mengurangi reagen MTT menjadi formazan. Hal ini
disebabkan karena sel yang mati tidak akan terpengaruh oleh reagen MTT. Sel
yang masih hidup memiliki bentuk bulat dengan dinding sel yang terlindungi dan
bersinar serta menempel di pelat bawah, sedangkan sel yang mati berwarna gelap
dan tidak menempel pada pelat dasar (Rachmani, dkk., 2012).

Setelah diinkubasi selama 4 jam dengan penambahan MTT, reaksi
dihentikan dengan menambahkan larutan SDS (Sodium Dodecyl Sulphate) dalam
10% HCI. SDS 10% bersifat detergenik sehingga dapat melarutkan kristal
formazan dan hasil reaksi MTT tidak menimbulkan pengendapan. Kristal
formazan kemudian diukur absorbansinya menggunakan ELISAreader pada
panjang gelombang 595 nm yang merupakan panjang gelombang maksimum
untuk mendapatkan pengukuran sensitif dan spesifik (Rachmani, dkk., 2012).

Uji MTT digunakan untuk menentukan nilai 1Cso yang menunjukkan
potensi ketoksikan suatu senyawa dalam menghambat proliferasi sel kanker
sebesar 50%. Semakin besar harga 1Csy maka senyawa tersebut semakin tidak
toksik. Menurut National Cancer Institute (NCI) (2001), suatu ekstrak dianggap
toksik terhadap sel kanker jika memiliki nilai 1Cs50< 30 pg/ml, moderate aktif
apabila memiliki nilai 30 pg/ml < IC50 < 100 pg/ml, dan tidak aktif apabila
memiliki nilai IC50 > 100 pug/ml. Berdasarkan penelitian yang dilakukan Katrin,
dkk., (2013) menunjukkan bahwa ekstrak etanol daun sirsak dengan metodi uji

MTT menghasilkan nilai ICso 7,36 nug/ mL pada sel kanker leukemia L1210.
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2.7 Analisis dengan Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA) Reader

ELISA merupakan tes cepat yang dapat mendeteksi dan mengukur
antibodi atau antigen. ELISA reader digunakan untuk menentukan komponen zat
warna atau komponen yang belum berwarna dengan menggunakan pewarna
reagen yang sesuai. Reagen yang digunakan dalam metode ini adalah reagen MTT
(Crowther, 2001).

Output data dari ELISA reader berupanilai absorbansi yang menunjukkan
jumlah sel aktif yang melakukan metabolisme, sehingga berhubungan dengan
kehidupan sel. Semakin besar nilai absorbansi maka semakin banyak jumlah sel
yang hidup. Oleh sebab itu, dapat diketahui potensi sampel dalam menghambat
kanker. Hasil kuantitatif dari proses ELISA reader berupa besaran konsentrasi
dan nilai adsorbsi (y) pada sampel. Pengukuran y pada hasil ELISA reader
prinsipnya sama dengan spektrofotometer. Intensitas cahaya yang diserap oleh
sampel pada panjang gelombang tertentu berbanding lurus dengan besar nilai y.
Jika semakin banyak intensitas cahaya yang diserap, maka semakin besar nilai y.
Semakin kecil nilai intensitas cahaya yang diserap, semakin kecil pula nilai y

(Crowther, 2001).
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METODE PENELITIAN

3.1 Waktu dan Tempat Pelaksanaan Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Februari - Desember 2018 di
Laboratorium Kimia Organik dan Kimia Analitik Jurusan Kimia, Fakultas Sains
dan Teknologi, Universitas Islam Negeri (UIN) Maulana Malik Ibrahim Malang
dan Laboratorium Protho, Parasitologi Jurusan Kedokteran Umum, Fakultas

Kedokteran, Universitas Gadjah Mada.

3.2 Alat dan Bahan
3.2.1 Alat
Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah seperangkat alat

gelas, pensil, penggaris, neraca analitik, klem dan statif, oven, erlenmeyer vakum,
gilingan, ayakan 80 mesh, penjepit kayu, loyang, corong pisah, kertas saring,
alumunium foil, tissue, stirrer,penyaring buchner,shaker incubator, rotary
evaporator vaccum, pipa kapiler, bejana pengembang, plat KLT silika GgoF2sa,
sentrifuge, botol vial,mikropipet 10, 100, dan 1000 uL, tabung reaksi kecil, rak
tabung kecil, vortex,conical tube, yellow tip, blue tip, culture dish, 96-well plate,
hemocytometer, ELISA reader, dan Fourier Transform Infra-Red (FTIR).
3.2.2 Bahan

Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah daun sirsak,
zeolit NaX sintesis, etanol 95%, aquades, metanol, diklorometana, n-heksana, etil

asetat, toluena, reagen vanillin, PBS, tripsin-EDTA 1x (tripsin 0,25 %), media
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kultur RPMI, DMSO, MTT 5 mg/ mL (50 mg MTT dan 10 mL PBS), dan SDS 10

%, dan padatan KBr.

3.3 Rancangan Penelitian

Penelitian ini diawali dengan preparasi sampel daun sirsak (Annona
Muricata Linn.), kemudian diekstraksi maserasi menggunakan pelarut etanol 95%
selama 24 jam dan dilakukan pengulangan sebanyak tiga kali. Pelarut diuapkan
menggunakan rotary evaporator vacuum sehingga didapatkan sampel ekstrak
pekat hasil maserasi. Selanjutnya dilakukan fraksinasi sebanyak dua kali
pengulangan dengan variasi pelarut yang berbeda. Pelarutdiuapkan menggunakan
rotary evaporator vaccum dan diperoleh ekstrak pekat hasil fraksinasi.

Ekstrak hasil fraksinasi dilakukan pemisahan dan pemurnian
menggunakan KLTP dengan pelarut terbaik hasil KLTA, sehingga diperoleh
isolat hasil KLT. Isolat dan sisa ekstrak hasil fraksinasidikombinasikan dengan
zeolit NaX menggunakan metode impregnasi kering. Campuran distirer selama 48
jam sampai homogen. Sampel hasil impregnasi diuji aktivitas antikanker terhadap
sel kanker payudara T47D dengan metode MTT (secara in-vitro) dan di analisis

menggunakan spektrofotometer Fourier Transform Infra Red (FTIR).

3.4 Tahapan Penelitian

Tahapan penelitian yang dilakukan adalah sebagai berikut:

1. Preparasi sampel

2. Proses ekstraksi dan fraksinasi senyawa asetogenin dari daun sirsak

3. Pemisahan senyawa asetogenindengan Kromatografi Lapis Tipis (KLT)
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4. Pengembanan ekstrak hasil fraksinasidan isolat hasil KLTpada zeolit NaX
5. Karakterisasi hasil pengembanan menggunakan FTIR
6. Uji aktivitas antikanker dengan metode MTT

7. Analisis data

3.5 Pelaksanaan Penelitian
3.5.1 Preparasi Sampel

Diambil sampel daun sirsak (warna hijau pekat) dalam kondisi baik dan
bebas hama pada urutan ke-4 hingga ke-6 dari pucuk batang. Dicuci hingga bersih
untuk menghilangkan pengotor yang masih menempel pada daun. Dipotongkecil-
kecil dan dikeringanginkan pada suhu ruang agar senyawa aktif yang terkandung
dalam daun sirsak diharapkan tidak rusak dan terhindar dari perkembangbiakan
mikroba. Dihaluskan hingga berbentuk serbuk, kemudian diayak dengan ayakan
80 meshuntuk meningkatkan luas permukaan, sehingga dapat memudahkan proses
ekstraksi.

3.5.2 Proses Ekstraksi dan Fraksinasi Senyawa Asetogenin Dari Daun
Sirsak(Pradana, dkk., 2015)

Serbuk sirsak ditimbang 60 gr dandimasukkandalam 3 erlenmeyermasing-
masing 20 gr. Direndamdengan 140 mL pelarutetanol 95% pada setiap erlenmeyer
selama 24 jam dan dishaker selama 3 jam untuk memaksimalkan proses ekstraksi
dengan bantuan pengadukan. Disaringmenggunakan corong Buchner
danampasnyadirendamkembalidengan pelarut etanol 95% 140 mL hingga 3 kali
pengulangan. Digabung ketiga filtrat dandipekatkandenganrotary evaporator

vaccum pada suhu 60°C selama 5-6 jam untuk mempercepat laju penguapan
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pelarut. Selanjutnya,ditimbang dan dihitung randemen ekstrak hasil maserasi
dengan persamaan 3.1

% Rendemen = _ Berat ekstrak hasil maserasi  x 100 % .............. (3.1)
Berat sampel (serbuk daun sirsak)

Diambil 3 grekstrak dan difraksinasi dengan campuran diklorometana dan
air (1:1). Dikocok selama 15 menit kemudian didiamkan hingga terbentuk dua
lapisan yang tidak saling bercampur. Diambil filtrat diklorometana dan
difraksinasi kembali menggunakan n-heksana dan metanol (1:1). Dikocok selama
15 menit kemudian didiamkan hingga terbentuk dua lapisankembali. Diambil
filtrat metanol kemudian dipekatkan dengan rotary evaporator vaccum untuk
menghilangkan metanol. Ekstrak hasil fraksinasi yang diperoleh ditimbang dan
dihitung randemennya dengan persamaan 3.2

% Rendemen = _ Berat ekstrak hasil fraksinasi  x100%.......... (3.2)
Berat sampel (ekstrak hasil maserasi)

3.5.3Pemisahan Senyawa Asetogenindengan Kromatografi Lapis Tipis
(KLT) (Wulandari, 2011)

3.5.3.1 Pemisahan Menggunakan KLT Analitik
Tahap-tahap pemisahan senyawa asetogenin dengan metode KLT Analitik
meliputi:
1. Persiapan Plat KLT

Plat KLT yang digunakan adalah plat silika GgoF254 berukuran 1x10 cm
sebagai fasa diam. Kemudian diberi penanda garis pada tepi bawah plat dengan

jarak 1 cm sebagai posisi penotolan sampel dan 1 cm pada tepi atas plat untuk
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menunjukkan batas dari proses elusi. Plat silika diaktivasi dengan cara di oven
pada suhu 100°C selama 30 menit.
2. Persiapan Fase Gerak (Eluen)

Masing-masing eluen dimasukkan dalam bejana (great chamber)
kemudian dijenuhkan terlebih dahulu selama 1 jam dan ditutup rapat untuk
mempermudah proses elusi dengan adanya tekanan uap dari pelarut. Beberapa
variasi eluen yang digunakan dalam proses KLTA meliputi metanol:
diklorometana (1:19), etil asetat: n-heksana (4:6), dan toluena: etil asetat (9:1).

3. Penotolan Sampel

Dibuat larutan ekstrak hasil fraksinasi 10.000 ppm dan ditotolkan pada
plat KLT dengan jarak 1 cm dari tepi bawah plat. Penotolan dilakukan dengan
pipa kapiler sebanyak 10 kali di tempat yang sama dan disertai pengeringan antar
totolan untuk menghindari penurunan resolusi serta timbulnya bercak yang
menyebar.

4. Proses Elusi

Ekstrak hasil fraksinasi yang telah ditotolkan pada plat KLT dielusi
dengan masing-masing fasa gerak hingga larutan pengembang (eluen) mencapai
batas 1 cm dari tepi atas plat. Plat KLT diangkat dan dikeringanginkan.

5. Identifikasi Noda

Noda-noda yang terbentuk pada plat silika diamati dibawah sinar UV pada
panjang gelombang 254 nm dan 366 nm untuk memunculkan komponen senyawa
sebagai bercak yang gelap atau bercak yang berfluoresensi. Noda yang tampak
ditandai dengan pensil. Plat disemprot dengan reagen vanilin dan dioven pada

suhu 70°C selama 5 menit, kemudian diamati kembali dibawah sinar UV. Jika
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terbentuk warna oranye, maka isolat tersebut positif asetogenin. Diamati bentuk
masing-masing noda dan dihitung nilai Rf-nya menggunakan persamaan 3.3.
Eluen yang menghasilkan pemisahan terbaik digunakan untuk keperluan
preparatif.

Rf = Jarak rambat suatu senyawa tertentu =~ ............. (3.3)
Jarak rambat fasa gerak yang diukur dari penotolan

3.5.3.2 Pemisahan Menggunakan KLT Preparatif

Pemisahan pada KLT preparatif menggunakan plat silika GgoFzss
berukuran 10x10 cm. Dibuat ekstrak hasil fraksinasi 10.000 ppm dan ditotolkan
sepanjang plat pada jarak 1 cm dari garis bawah menggunakan pipa kapiler
sebanyak 10 kali penotolan. Kemudian dielusi menggunakan eluen yang
memberikan pemisahan terbaik pada KLT analitik. Spot yang terbentuk pada
permukaan plat disinari dengan sinar UV pada panjang gelombang 254 nm dan
366 nm. Dihitung nilai Rf dan dibandingkan dengan Rf hasil KLTA, kemudian
dikerok dan dilarutkan dalam etanol. Disentrifugasi untuk mengendapkan silika
hingga plat silika berwarna putih. Supernatan yang diperoleh diuapkan pelarutnya

dengan cara didiamkan pada suhu ruang.

3.5.4 Pengembanan Ekstrak Hasil Fraksinasidan Isolat Hasil KLTpada
Zeolit NaxX

Zeolit diaktivasi terlebih dahulu pada suhu 105°C selama 4 jam.
Selanjutnya ekstrak hasil fraksinasi dan isolat hasil KLTdiembankan pada zeolit
NaX dengan perbandingan sebagai berikut:

1. Ekstrak hasil fraksinasi50 mg: zeolit NaX 100 mg (5:10)
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2. Isolat hasil KLT7 mg: zeolit NaX 14 mg (5:10)

Masing-masing campuran ditambahkan dengan etanol 3 mL dandistirrer selama
48 jam pada suhu ruang. Dikeringkan menggunakan oven padasuhu 40°Cselama 4
jam untuk menguapkan pelarut. Diuji aktivitas antikanker menggunakan metode

MTT.

3.5.5 Karakterisasi Hasil Pengembanan menggunakan FTIR

Karakterisasi menggunakan FTIR dilakukan terhadap sampel tanpa
pengembanan dan sampel hasil pengembanan dengan zeolit NaX. Sampel
dihaluskan menggunakan mortar batu agate hingga menjadi serbuk dan dicampur
dengan padatan KBr. Kemudian ditempatkan pada preparat dan dipress dengan
alat pengepres untuk membentuk pellet. Sampel ditempatkan pada sample holder

dan dianalisa menggunakan FTIR pada panjang gelombang 4000-400 cm™.

3.5.6 Uji Aktivitas Antikanker dengan Metode MTT (CCRC, 2009)
3.5.6.1 Penyiapan Sel

Sel kanker payudara T47D diambil dari koleksi Universitas Gajah Mada
(UGM). Sel kanker dikeluarkan dari freezer (-80°C). Dihangatkan dalam
inkubator pada suhu 37°C selama 2-3 menit. Dipindahkankedalam conical tube
yang telahberisi 10 mL medium komplit (MK). Disentrifugasi selama 5 menit
dengan kecepatan 2000 rpm untuk memisahkan sel kanker (pelet) dengan MK
(supernatan). Dibuang supernatan dan diambil pelet. Ditambahkan pelet dengan 4
mL MK dan dimasukkan dalamculture dish. Diinkubasi padasuhu 37°C/5%CO,

selama 3-4 jam. Diamatidibawahmikroskopinverted untuk melihat apakah sel
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melekat di dasar culture dish. Apabila jumlah sel di dalam culture dish mencapai
80% (konfluen) dilakukan panen sel.
3.5.6.2 Panen Sel

Tahapan panen sel yakni dibuang medium menggunakan mikropipet
kemudian dicuci sel-sel mati sebanyak dua kali dengan PBS. Ditambahkan
tripsin-EDTA secara merata untuk melepaskan ikatan antar sel dan
menghilangkan kemampuan sel melekat pada dasar culture dish.
Diinkubasiselama 3 menit dan ditambahkan MK = 5 mL untuk menginaktifkan
tripsin. Diamatidibawahmikroskopinverteddan diresuspensi kembali jika masih
ada sel yang menggerombol.Diambil sebanyak 10 pL untuk dilakukan
perhitungan sel kanker dan sisanya dimasukkan dalam conical tube.
3.5.6.3 Perhitungan Sel Kanker

Diambil 10 pL panenan sel dan dipipetkan ke hemacytometer. Diamati dan
dihitung dibawah mikroskop inverted dengan counter. Jumlah sel kanker dapat
diketahui dengan perhitungan sebagai berikut:
Jumlah sel yang terhitung/ mL

=ysel kamar A + Zsel kamar B + ¥sel kamar C + sel kamar D x10”......(3.4)
4

3.5.6.4 Peletakan Sel pada Plate

Peletakan sel pada plate harus diketahui berapa mL jumlah panenan sel
yang akan diletakkan pada setiap sumuran dengan menggunakan persamaan
sebagai berikut :

Volume panenan sel yang ditransfer = X total sel yang diperlukan .............. (3.5
¥sel terhitung/ mL
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Diambil volume panenan sel transfer dan dimasukkan dalam conical tube
baru.Ditambahkan =~ RPMIlhingga total volume 10 mL  kemudian
dihomogenkan.Dimasukkan dalam sumuran plat uji masing-masing 100 pL.
Disisakan enam sumuran bagian bawah untuk kontrol sel dan kontrol media. Diisi
sumuran kontrol sel dengan 200 uL (MK+sel) dan kontrol medium dengan 200
uL MK. Diinkubasi selama 24 jam padasuhu 37°C/5%CO5.
3.5.6.5 Pembuatan Larutan Sampel

Ditimbang sampel 10 mg dan dilarutkan dalam 100 pL DMSO. Diaduk
dengan vortex agar sampel lebih cepat larut. Didapatkan larutan stok sampel
dengan konsentrasi 100.000 ug/mL. Dibuat seri konsentrasi larutan sampel 500;
250; 125; 62,5; 31,25, dan 15,625 pug/mL dengan pengenceran larutan stok.
3.5.6.6 Pemberian Larutan Sampel pada Plate

Diambil plat uji berisi sel dari inkubator dan dibuang media sel dengan
cara dibalikkan plat uji 180° di atas tempat pembuangan. Ditekan plat uji secara
perlahan di atas tisu untuk meniriskan sisa cairan. Dimasukkan 100 pL. PBS ke
dalam semua sumuran yang terisi sel kemudian dibuang PBS dengan cara yang
sama. Dimasukkan seri konsentrasi larutan sampel 100 uL dengan pengulangan
sebanyak tiga kali. Selanjutnya diinkubasi kembali selama 24 jam.
3.5.6.7 Pemberian Larutan MTT

Dibuang media sel dan dicuci dengan PBS. Ditambahkan larutan MTT
100 pL ke setiap sumuran kecuali kontrol sel. Diinkubasi selama 3—4 jam dalam
inkubator (sampai terbentuk formazan). Apabila formazan telah terbentuk diamati

kondisi sel dengan mikroskop inverted. Kemudian ditambahkan stopper SDS
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10%sebanyak 100 pL. Dibungkus plate dengan aluminium foil dan diinkubasi
kembali di tempat gelap (suhu ruangan) selama semalam.
3.5.6.8Pembacaan Nilai Absorbansi dengan ELISA Reader

Dibaca nilai absorbansi dengan ELISA reader untuk mengetahui nilai I1Cs
setiap sampel. Dihidupkan ELISA reader dan ditunggu hingga progessing selesai.
Dibuka pembungkus plate kemudian dimasukkan dalam ELISA reader. Dibaca
absorbansi masing-masing sumuran dengan panjang gelombang 550-600 nm dan
dimatikan kembali ELISA reader. Selanjutnya dihitung persentase sel hidup
dengan persamaan sebagai berikut:

Persentase sel hidup = (A-B) X 100 % ..o.voviiieiniiiiiieeeeiee e (3.6)
(C-B)

Keterangan :
A = absorbansi perlakuan (sel + media kultur + sampel)
B = absorbansi kontrol media (media kultur)
C = absorbansi kontrol negatif (sel + media kultur)
Data dari persentase sel hidup kemudian dianalisis untuk mengetahui nilai 1Csq

dengan microsoft excel.

3.5.7 Analisis Data

Potensi sampel dalam menghambat atau membunuh sel kanker payudara
T47D dapat diketahui dengan melakukan uji ICsy menggunakan analisa
regression linier di Microsoft Excel untuk masing-masing konsentrasi 500; 250;
125; 62,5; 31,25; dan 15,625 pg/mL. Data yang diperolen merupakan data
hubungan antara konsentrasi dengan persentase sel hidup. Kemudian dibuat grafik

dengan chart type scatter. Dicari persamaan regresi linier dari grafik tersebut
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dengan menampilkan add trendline-regresi linier. Dimasukkan y= 50% pada
persamaan regresi linier dan cari nilai x-nya sehingga diperoleh harga 1Csy. Data

yang diperoleh dimasukkan dalam tabel data sesuai Tabel 3.1

Tabel 3.1 Tabel data perhitungan persen sel hidup

Konsentrasi Absorbansi Sampel %
(ug/mL) | Pengulangan | Pengulangan | Pengulangan | Rata-rata | Hidup
i 2 8




BAB IV

PEMBAHASAN

4.1 Hasil Maserasi dan Fraksinasi Daun Sirsak

Senyawa aktif asetogenin dalam daun sirsak akan diisolasi melalui tahapan
preparasi, ekstraksi maserasi, fraksinasi, dan kromatografi lapis tipis. Hasil
preparasi berupa serbuk daun sirsakdenganluas permukaanyang besar, sehingga
memudahkankontak dengan pelarut pada saat ekstraksi berlangsung (Kurniasih,
dkk., 2015).Ekstraksi dilakukan dengan metode maserasi, yaitumetode pemisahan
komponen dengan merendam serbuk sampel dalam pelarut yang sesuai. Pelarut
yang digunakanadalah etanol 95%.MenurutHermawan dan Laksono (2013),
ekstraksi daun sirsak menggunakan pelarut etanol memiliki kadar fenol lebih
tinggi dibandingkan dengan pelarut n-heksana. Hal ini disebabkan karena etanol
mampu memecah dinding sel tanaman dan melarutkan senyawa dengan tingkat
kepolaran yang sama. Secara umum, senyawa metabolit sekunder termasuk
asetogenindi dalam daun sirsak masih terikat pada gugus gulayang bersifat polar,
sehinggadapat larut dalam etanol 95%.Hasil maserasi serbuk daun sirsak

ditunjukkan pada Tabel 4.1

Tabel 4.1 Hasil maserasi daun sirsak (Annona muricata Linn.)

Pelarut Warna Berat sampel Berat ekstrak Rendemen
ekstrak (gram) kental (gram) (%)
Etanol 95 %  Hijau tua 60 9,1346 15,22

33
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Fraksinasi (ekstraksi cair-cair)dilakukan untuk memisahkan asetogenin
dari senyawa lainyang terdapat dalam ekstrak hasil maserasi. Pelarut yang
digunakan merupakan campuran dari diklorometana dan air kemudian dilanjutkan
dengan campuran n-heksana dan metanol.Asetogenin memiliki struktur rantai
yang panjang. Namun, pada rantai tersebut terdapat ikatan rangkap dan lakton
yang membuat sifat asetogenin menjadi sedikit polar, sehingga mudah larut dalam
metanol dibandingkan pada n-heksana(Swari, 2012). Hasil dari proses fraksinasi

dapat dilihat pada Tabel 4.2

Tabel 4.2 Hasil fraksinasi daun sirsak (Annona muricata Linn.)

Warna ekstrak Berat sampel Berat ekstrak pekat ~ Rendemen
pekat (gram) (%)
Hijau kecoklatan 3,0005 1,1895 39,65 %

Ekstrak hasil fraksinasi akan diisolasi menggunakan metode kromatografi lapis

tipis.

4.2 Pemisahan Senyawa Asetogenin dengan Kromatografi Lapis Tipis
Pemisahan senyawa asetogenin dilakukan dengan kromatografi lapis tipis
analitik (KLTA) dan kromatografi lapis tipis preparatif (KLTP). KLTA bertujuan
untuk mencari eluen terbaik dari ketigavariasi yang digunakan. Variasi
eluentersebut meliputi metanol: diklorometana (1:19) menghasilkan 13 spot, etil
asetat: n-heksana (4:6) menghasilkan 10 spot, dan toluena: etil asetat (9:1)
menghasilkan 5 spot. Eluen terbaik yang digunakan pada proses KLTP adalah

metanol: diklorometana (1:19) karena mampu memisahkan senyawa dengan
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jumlah terbanyak.KLTP merupakan pemisahan senyawa dalam jumlah lebih
besar, sehingga diharapkan senyawa hasil pemisahan diperoleh dalam bentuk
murni dan dalam jumlah yang besar. Pemisahan senyawa menggunakan KLTP

menghasilkan 18 spotyang ditunjukkan pada Tabel 4.3

Tabel 4.3 Hasil KLTP ekstrak hasil fraksinasi dengan eluen metanol:
diklorometana (1:19)

Spot Nilai Warna spot Warna spot dibawah  *Rf referensi
Rf  dibawah lampu UV  lampu UV pada A (0,20-0,70)
pada A 254 nm 366 nm
il 0,07 Abu-abu Merah -
2. 0,10 Abu-abu Merah -
3. 0,18 Abu-abu Merah keoranyean -
4, 0,22 Abu-abu Tidak berwarna -
5. 0,33 Tidak berwarna Tidak berwarna -
6. 0,38 Tidak berwarna Tidak berwarna -
7. 0,47 Abu-abu Oranye +
8. 0,51 Tidak berwarna Tidak berwarna -
9. 0,55 Abu-abu Merah muda -
10. 0,62 Abu-abu Merah muda -
11. 0,70 Abu-abu Merah -
124 QONS Tidak berwarna Merah -
13. 0,78 Abu-abu Oranye -
14. 0,81 Tidak berwarna Putih -
15. 0,83 Abu-abu Merah -
16. 0,86 Abu-abu Merah -
17. 0,90 Abu-abu Merah -
18. 0,92 Abu-abu Ungu -

* Rupprecht, dkk., (1990)

Keterangan:(+) mengandung senyawa asetogenin; (-) tidak mengandung senyawa

asetogenin

Berdasarkan Tabel 4.3 diketahui bahwa spot ke-7 dengan nilai Rf 0,47

diduga mengandung senyawa asetogenin, karena menghasilkan warna oranye
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setelah disemprot dengan reagen vanilin asam sulfat dan diamati di bawah sinar
UV pada A 366 nm. Asetogenin mempunyai ikatan konjugasi pada strukturnya,
sehingga pada saat direaksikan dengan reagen vanilin asam sulfat
menyebabkanterjadinya perpanjangan konjugasiyang menimbulkan perubahan
warna pada senyawa hasil reaksi. Isolat asetogenin dari proses KLTPdiperoleh
dengan berat 0,75 mg dan akandianalisis menggunakan FTIR (Fourier Transform

Infra-Red).Spektra hasil FTIR ditunjukkan pada Gambar 4.1

% Transmittan

N e R T e T Ty T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Bilangan Gelombang cm™

Gambar 4.1Spektra FTIR isolat hasil KLT

Spektra di atas menunjukkan adanya gugus O-H alkohol pada bilangan
gelombang 3460,469 cm™dengan serapan yang cukup lebar. Serapan lainnya
terdapat pada bilangan gelombang 2925,581 cm™*menunjukkan rantai Csps-H tidak

simetris dan 2854,172 cm™ rantai Cq,°-H simetris. Asetogenin memiliki ciri khas
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berupa gugus lakton pada salah satu ujungnya. Hal tersebut dapat ditunjukkan
dengan adanya beberapa serapan gugus penyusun lakton yang meliputi gugus
C=0 pada bhilangan gelombang 1737,893 cm™, ikatan C=C pada bilangan
gelombang 1648,981 cm™, vibrasi C-H bengkok pada bilangan gelombang
1384,579 cm™, dan ikatan C-O pada bilangan gelombang 1104,356 cm™. Oleh
sebab itu, dapat dikatakan bahwa isolatyang diperoleh berupa senyawa

asetogenin.

4.3 Pengembanan Ekstrak Hasil Fraksinasi dan IsolatHasil KL T pada Zeolit
NaXmenggunakan Metode Impregnasi Kering

Zeolit dapat digunakan sebagai media pengemban karena memiliki pori
dan luas permukaan yang besar. Perbandingan sampel yang diembankan pada
zeolit NaX adalah 5:10. Hasil dari proses pengembanan dapat diukur secara
kualitatif dengan melihat perubahan warna zeolit dari putih keabuan menjadi hijau
keabuan untuk sampel ekstrak hasil fraksinasi. Sementara itu pada sampel isolat
hasil KLT, warna yang dihasilkan tetap putih keabuan. Hal ini ditunjukkan pada

Gambar 4.2

(a)
Gambar 4.2 a) Zeolit sebelum diimpregnasi; b) Zeolit setelah diimpregnasi
dengan ekstrak hasil fraksinasi; c) Zeolit setelah diimpregnasi

dengan isolat hasil KLT.

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG
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Senyawa aktif yang teremban pada zeolit NaX akan mengalami interaksi
ion-dipol, yaitu interaksi antaraNa™ pada kerangka zeolit yangberfungsi sebagai
kation penyeimbang dengan senyawa aktif asetogenin. Selain itu, terdapat
ikatanhidrogen ditunjukkan oleh interaksi antara atom hidrogen pada senyawa
yang diembankan dengan atom oksigen yang terdapat pada permukaan kerangka
zeolit. Menurut Moghadamtousi, dkk., (2015)beberapa senyawa aktif asetogenin
yang telah diisolasi dan diidentifikasi yaitu, annomuricin A, muricapentocin,
muricatocin C, dan annopentocin B. Dugaan interaksi yang terjadi antara zeolit

NaX dengan salah satu jenis senyawa aktif asetogenin (annomuricin A) dapat

dilihat pada Gambar 4.3
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Gambar 4.3 Dugaan interaksi antara Annomuricin A dengan zeolit NaX

Keberhasilan impregnasi dapat dilihat dengan membandingkan spektra zeolit NaxX

sebelum dan sesudah pengembanan. Spektra sampel sebelum pengembanan
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meliputi ekstrak hasil maserasi, ekstrak hasil fraksinasi, dan isolat hasil

KLTditunjukkan pada Gambar 4.4

% Transmittan
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Gambar 4.4 Spektra FTIR pada sampel: a) Ekstrak hasil'maserasi, b) Ekstrak hasil

fraksinasi, c) Isolat hasil KLT.

Spektra FTIR (a) ekstrak hasil maserasi, (b) ekstrak hasil fraksinasi, dan
(c) isolat hasil KLT memiliki puncak serapan yang khas pada bilangan gelombang
2800-3000 cm™. Bilangan gelombang tersebut menunjukkan gugus —Cg*~H
(stretch) asimetri dan —Csp3—H(stretch) simetri. Berdasarkan spektra di atas
diketahui sampel b) ekstrak hasil fraksinasi memiliki puncak serapan khas paling
kuatdibandingkan dengansampel ekstrak hasil maserasi dan isolat hasil KLT. Hal

tersebut menunjukkan bahwa kandungan senyawa asetogenin di dalam ekstrak
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hasil fraksinasi lebih besar dibandingkan pada sampel ekstrak hasil maserasi dan
isolat hasil KLT.Sementara itu, sampel hasil pengembanan dan zeolit NaX

ditunjukkan pada Gambar 4.5

% Transmittan
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Gambar 4.5 Spektra FTIR pada sampel: a) Ekstrak hasil fraksinasi: zeolit
NaX(5:10), b) Isolat hasil KLT: zeolit NaX (5:10), c) Zeolit NaX.

Sampel hasil pengembanan pada Gambar 4.6 menunjukkan adanya
penurunan intensitas puncak serapan khas senyawa asetogenin pada bilangan
gelombang 2800-3000 cm™. Hal tersebut disebabkan karena adanya proses
pengembanan dengan zeolit NaX sehingga muncul puncak serapan ciri khas dari
zeolit pada bilangan gelombang 1200-300 cm™. Intensitas puncak khas zeolit pada

sampel (a) lebih lemah dibandingkan pada sampel (b) yang menunjukkan
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bahwajumlah zeolit pada sampel (a) lebih sedikit dibandingkan pada sampel (b).
Namun, puncak serapan khas zeolit pada sampel (b) mengalami pelebaran pita
dengan panjang gelombang 1074,832 cm™. Hal tersebut dipengaruhioleh interaksi
antara senyawa asetogenin dengan zeolit NaX. Keberadaan puncak karakteristik
dari zeolit dan senyawa aktif daun sirsak dalam spektra FTIR menunjukkan
bahwa pengembanan telah berhasil dilakukan. Interpretasi spektra FTIR sampel

ditunjukkan dalam Tabel 4.4

Tabel 4.4 Interpretasi spektra FTIR sampel zeolit NaX dan hasil pengembanan

No Bilangan Zeolit Ekstrak hasil  Isolat hasil Keterangan
gelombang NaX fraksinasi: KLT: zeolit
(cm™) zeolit (5: 10)
referensi (5: 10)

1. 3600-3100 3455,044 3483,022 3477,236 Regangan O-H

2. 3000 - 2850 - 2909,881 2935,178 Cspa-H (stretch)
asimetri

3. 3000- 2850 - 2851,383 2851,383 Cspg—H (stretch)
simetri

4. 1650-1600 1648,600 1650,966 1650,235  Tekukan H-O-H

5. 1250 -920 986,049 1015,173 1074,832 Stretch asimetris

O-T-O internal
6. 720-650 668,280 669,110 668,819  Stretch asimetris
O-T-O eksternal

7. 650-500 547,166 518,998 552,569 Cincin ganda
8. 500-420 418,182 418,182 418,182 Tekukan O-T-O

(T=Si atau Al)

Auerbach, dkk., (2003) “Silverstein, dkk., (2005)
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4.4 Uji Aktivitas Antikanker

Pengujian aktivitas antikanker dilakukan secara in-vitro menggunakan
metode MTT (Microculture tetrazolium) dengan mengukur aktivitas selular
terhadap perubahan warna pada bioreduksi garam tetrazolium ke formazan.
Kelebihan uji secara in-vitro adalah bahan yang dibutuhkan lebih sedikit dan
waktu pengujian relatif lebih singkat. Tahap-tahap yang dilakukan dalam uji
aktivitas antikanker yaitu penyiapan sel kanker, panen sel, perhitungan sel, uji
toksisitas, pemberian reagen MTT, dan pembacaan absorbansi.

Penyiapan sel dilakukan dengan menghidupkan kembali sel yang telah
ditidurkan (inaktif sel). Kemudian ditumbuhkan hingga sel tersebut menempel dan
berkembang memenuhi wadah kultur. Panen sel adalah penumbuhan dan
pengembangbiakan sel dengan penambahan media kultur berupa RPMI (Roswell
Park Memorial Institute). RPMI mengandung nutrisi yang dibutuhkan sel seperti
asam amino, vitamin, glukosa, antijamur, dan serum. Serum pada medium RPMI
berupa FBS (Fetal Bovine Serum) yang berfungsi memacu pertumbuhan sel.

Prinsip dari panen sel yaitu melepaskan ikatan antar sel dan ikatan sel
dengan matrik tanpa merusak sel. Perhitungan sel hidup yang tidak berwarna
dilakukan dengan alat hemocytometer dibawah mikroskop inverted (terbalik). Sel
yang dihitung harus berdiri sendiri dan tidak menggerombol. Hasil perhitungan
sel yang diperoleh adalah 280 x 10* sel/mL.

Tahap uji toksisitas meliputi subkultur sel, preparasi sampel, dan treatment
sel. Subkultur dilakukan dengan memindahkan sel dari kondisi konfluen ke
tempat yang lebih kosong agar sel dapat tumbuh maksimal dalam medianya. Sel

yang diambil untuk dikultur kembali berjumlah 0,4 mL sel. Preparasi
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sampelmeliputi penimbangan sampel, pelarutan sampel dengan dimetilsulfoksida
(DMSO0), dan penentuan konsentrasi. Konsentrasi sampel yang digunakan untuk
menghambat pertumbuhan sel kanker payudara yaitu 500, 250, 125, 62,5, 31,25,
dan 15,625 pg/mL.

Treatment sel dilakukan selama 24 jam. Morfologi sel kanker payudara
T47D diamati pada konsentrasi 500 pg/mL dibawah mikroskop inverted setelah
ditreatment menggunakan sampel. Jumlah sel mati pada konsentrasi 500 pg/mL
lebih banyak dibandingkan dengan jumlah sel yang mati pada konsentrasi rendah
yaitu 15,625 pg/mL. Morfologi sel yang hidup jika diamati dengan mikroskop
inverted berbentuk lonjong seperti jarum yang saling berdempet dengan sel
lainnya dan dinding sel terlindungi sehingga terlihat bersinar dan menempel pada
dasar wadah kultur. Sedangkan sel yang mati berbentuk bulat, berwarna gelap,

tersebar, dan mengapung. Hal ini dapat dilihat pada Gambar 4.6 dan Lampiran 5.8

(b)

Gambar 4.6Morfologi sel T-47D setelah di treatment (a) Sel control (b) Sel +
ekstrak hasil maserasi dengan konsentrasi 500 pug/mL (c) Sel +
ekstrak hasil maserasi dengan konsentrasi 15,625 ug/mL

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG
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Aktivitas antikanker dapat ditunjukkan dengan tidak adanya perubahan
warna setelah pemberian larutan MTT. Sementara itu, jika terjadi perubahan
warna menjadi ungu menunjukkan tidak adanya aktivitas antikanker, karena
larutan MTT hanya bisa teradsorbsi oleh sel yang hidup. Perubahan warna
tersebut disebabkan oleh reaksi redoks di dalam mitokondria sel. Reaksi reduksi

dapat dilihat pada Gambar 4.7

NH
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MTT berwarna kuning Formazan berwarna ungu
Gambar 4.7Reaksi reduksi MTT (Sukhramani, dkk., 2011)

Reaksi antara reagen MTT dengan sel dapat dihentikan dengan
menambahkan reagen stopper natrium dodesil sulfat (SDS) 10 % untuk
menghambat pembentukan kristal sebelum dianalisis (Rachmani, dkk., 2012).
Reagen SDS akan melisiskan membran sel sehingga kristal formazan dapat keluar
dari sel dan melarutkan kristal formazan tersebut. Gambar struktur natrium

dodesil sulfat dapatdilihat pada Gambar 4.8
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Gambar 4.8Struktur natrium dodesil sulfat (Caligur, 2008)
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Pengukuran absorbansi dilakukan dengan ELISA reader pada panjang
gelombang 595 nm, karena warna yang tampak pada larutan adalah ungu kebiruan
sehingga akan menyerap warna kuning dari spektra sinar tampak (Rachmani,
dkk., 2012). Nilai absorbansi yang diperolen menunjukkan banyaknya sel yang
masih hidup. Ketoksikan suatu sampel juga dapat dilihat dari perubahan warna
yang terjadi dalam plate 96 well setelah pemberian garam SDS. Hal ini dapat
dilihat pada Lampiran 5.7. Ekstrak hasil maserasi, ekstrak hasil fraksinasi, dan
kombinasi ekstrak hasil fraksinasi dengan zeolit (5:10) pada konsentrasi 500, 250,
dan 125 ng /mL memiliki warna kuning pudar. Hal ini menunjukkan bahwa ketiga
sampel pada konsentrasi tinggi mempunyai persen hidup sel kanker dalam jumlah
kecil. Pada konsentrasi 62,5; 31,25; dan 15,625 ug/mL memiliki warna ungu
muda yang menunjukan bahwa pada konsentrasi rendah memiliki persen hidup sel
kanker dalam jumlah besar. Oleh sebab itu, dapat dikatakan bahwa ketiga sampel
ini berpotensi dengan baik sebagai penghambat pertumbuhan sel kanker pada
konsentrasi tinggi.

Sementara itu, sampel zeolit NaX, isolat hasil KLT, dan kombinasi isolat
dengan zeolit (5:10) menghasilkan perubahan warna menjadi ungu muda pada
konsentrasi tinggi, dan wungu tua pada konsentrasi rendah. Hal ini
menunjukkanbahwa jumlah persen hidup sel kanker masih dalam jumlah besar,
sehingga belum mampu menghambat pertumbuhan sel kanker payudara T47D
secara maksimal. Intensitas warna ungu yang dihasilkan oleh sampel hampir sama
dengan kontrol sel, sehingga menunjukkan bahwa sampel hanya mampu

menghambat pertumbuhan sel kanker dalam jumlah kecil.
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Nilai absorbansi yang diperoleh dari hasil analisis menggunakan ELISA
reader digunakan untuk menghitung persen hidup sel dan nilai 1Cspdari masing-

masing sampel. Nilai ICspyang diperoleh ditunjukkan pada Tabel 4.5

Tabel 4.5 Nilai 1Csq uji aktivitas antikanker

Sampel ICso (ng/mL)
Ekstrak hasil maserasi 92,821
Ekstrak hasil fraksinasi 15,417
Isolat hasil KLT 523.600,437
Ekstrak hasil fraksinasi : zeolit NaX (5:10) 125,683
Isolat hasil KLT : zeolit NaX(5:10) 103.514,217
Zeolit NaX 753,356

Berdasarkan Tabel 4.5 ekstrak hasil maserasi mempunyai nilai 1Cso bukan
dibawah 50 pg/mL. Setelah difraksinasi, nilai 1Csy yang diperoleh lebih kecil
menjadi 15,417 pg/mL. Oleh sebab itu, dapat dikatakan bahwa ekstrak hasil
fraksinasi mempunyai aktivitas antikanker lebih baik dibandingkan dengan
ekstrak hasil maserasi. Sampel isolat mempunyai nilai 1Cso yang sangat tinggi
yaitu, 523.600,437ug/mL. Hal tersebut menunjukkan bahwa isolat tidak lebih baik
jika dibandingkan dengan ekstrak hasil maserasi yang masih mengandungsenyawa
antikanker lain seperti alkaloid, flavonoid, tanin, dan saponin dalam menghambat
pertumbuhan sel kanker. Berdasarkan ketiga sampel sebelum pengembanan
tersebut, dapat dikatakan bahwa ekstrak hasil fraksinasi mempunyai aktivitas
antikanker paling baikdengan menghasilkan nilai ICsopaling kecil.Hal ini
didukung dengan spektra hasil FTIR pada Gambar 4.5 yang menunjukkan
intensitas puncak serapan khas senyawa aktif paling kuat dibandingkan dengan

ekstrak hasil maserasi dan isolat hasil KLT.
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Disamping itu, zeolit yang digunakan sebagai pengemban memiliki 1Cs
tinggi 753,356ug/mL, karena zeolit hanya berfungsi sebagai pengemban senyawa
antikanker yang tidak berbahaya bagi tubuh. Sampel ekstrak hasil fraksinasi yang
diembankan pada zeolit memiliki ICs, cukup tinggi 125,683 ng/mL. Hal tersebut
dikarenakan treatment sampel terhadap sel kanker hanya dilakukan selama +18
jam, sehingga pelepasan ekstrak hasil fraksinasi yang teremban pada zeolit tidak
berlangsung maksimal. Sementara itu, isolat yang telah teremban pada zeolit
menghasilkan nilai 1Csy lebih kecil 103.514,217ug/mL dibandingkan dengan
isolat yang tidak diembankan pada zeolit.Sehingga, laju pelepasan isolat yang

teremban pada zeolit lebih baik.

4.5 Kajian Hasil Penelitian dalam Perspektif Islam

Hasil penelitian yang telah dilakukan menunjukkan bahwa ekstrak hasil
maserasi dan ekstrak hasil fraksinasi daun sirsak berpotensi menghambat
pertumbuhan sel kanker payudara T47D dengan nilai 1Csq sebesar 92,821 pug/mL
dan 15,417 pug/mL. Sementara itu, ekstrak hasil fraksinasi yang diembankan pada
zeolit NaX mempunyai kemampuan lebih baik dalam menghambat pertumbuhan
sel kanker payudara T47D dibandingkan dengan isolat yang teremban pada zeolit
Nax. Oileh sebab itu, penelitian ini telan membuktikan bahwa tumbuhan
merupakan salah satu bentuk ciptaan Allah SWT yang bermanfaat bagi
kelangsungan hidup manusia sebagaimana difirmankan dalam Surah Q.S. al-

Syuara ayat 7 yang berbunyi:
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e ed 8 8 s G 28 5T ) T 44
Artinya: “Dan apakah mereka tidak mempe;hatikan bumi, berapakah banyaknya
Kami tumbuhkan di bumi itu pelbagai macam tumbuh-tumbuhan yang
baik?”’(Q.S. al-Syuara: 7)

Kata ila pada ayat ini bermakna batas akhir yang mendorong manusia
untuk mengarahkan pandangan hingga batas kemampuannya. Sementara itu,
katazauj berarti pasangan yang mengarah pada tumbuh-tumbuhan. Sehingga ayat
ini menunjukkan bahwa tumbuh-tumbuhan memiliki pasangan (benang sari dan
putik) untuk pertumbuhan dan perkembangannya. Kata karim digunakan untuk
menggambarkan segala sesuatu yang baik untuk setiap objek yang disifatinya
(Shihab, 2002).

Tumbuhan yang telah dimanfaatkan dalam penelitian ini yaitu tumbuhan
sirsak sebagai antikanker. Kanker merupakan suatu penyakit yang disebabkan
oleh pertumbuhan sel-sel jaringan tubuh yang tidak normal dan akan menyebar ke
jaringan sekitarnya serta menyerang organ-organ penting. Banyak penderita
kanker yang merasa putus asa karena mengalami kegagalan dalam proses
penyembuhannya. Sebagai manusia yang beriman, sifat putus asa seharusnya
tidak tertanam dalam diri Kita, karena semua penyakit pasti ada obatnya dan Allah
tidak menguji melebihi batas kemampuan hamba-Nya. Hal tersebut diterangkan
dalam hadist yang berbunyi:

s 8 05T s b O
Artinya: “Tidaklah Allah turunkan penyakit kecuali Allah turunkan pula
obatnya.” (HR. Imam Bukhari dan Imam Muslim, 10/134 nomer 5678).
Oleh sebab itu, manusia dengan kemampuan akal dan pikiran yang dimilikinya

dapat mengambil pelajaran dan manfaat terhadap segala ciptaan Allah SWT.



BAB V

PENUTUP

5.1 Kesimpulan

Nilai ICsg ekstrak hasil fraksinasi sebelum dan sesudah diembankan pada
zeolit NaX dengan perbandingan 5:10 adalah 15,417 pg/mL dan 125,683 pg/mL.
Sementara itu nilai ICsg isolat hasil KLT sebelum dan sesudah diembankan pada
zeolit NaX dengan perbandingan 5:10 adalah 523.600,437 pg/mL dan

103.514,217pg/mL.

5.2 Saran

1. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut tentang isolasi senyawa asetogenin
dengan cara mengoptimasi perbandingan eluen pada metode KLT yang
digunakan dan menambah jumlah isolat.

2. Perlu dilakukan modifikasi proses elusi menggunakan metode menurun

(descending) ataumetode dua dimensi.
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LAMPIRAN

Lampiran 1. Tahapan Penelitian

Daun Sirsak

- Preparasi sampel

Serbuk daun sirsak

- Dimaserasi denganetanol 95% sebanyak 3x
- Dipekatkandenganrotary evaporator vaccum

!

Pelarut Ekstrak pekat hasil maserasi

- Diekstraksi cair-cair dengan diklorometana:
air (1:1)

Filtrat diklorometana

- Diekstraksi cair-cair dengan n-heksana:
metanol (1:1)
- Dipekatkandenganrotary evaporator vaccum

Ekstrak pekat hasil fraksinasi

- Dipisahkan dengan KLTP menggunakan eluen
terbaik hasil KLTA metanol : diklorometana (1:19)

A\ 4

Isolat hasil KLT Zeolit Sisa ekstrak fraksinasi
Dikombinasi menggunakan Dikombinasi menggunakan
metode impregnasi dengan metode impregnasi dengan
perbandingan 5:10 perbandingan 5:10
Impregnasiisolat Impregnasiekstrak hasil fraksinasi

- Diuji aktivitas antikanker dengan metode MTT
- Dianalisis datanya

Hasil
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Lampiran 2. Skema Kerja

L.2.1 Preparasi Sampel

Daun sirsak

\ 4

Hasil

Diambil dan dicuci hingga bersih
- Dipotongkecil-kecil dan dikeringanginkan
- Dihaluskandengan blender sampai halus berbentuk serbuk
- Diayakdenganayakan 80 mesh

L.2.2 Proses Ekstraksi dan Fraksinasi Asetogenin

Serbuk daun sirsak

- Ditimbang 60 gr dandimasukkandalam 3
erlenmeyermasing-masing 20 gr

- Direndamdengan 140 mL pelarutetanol 95% tiap
erlenmeyer selama 24 jam dan dishaker selama 3
jam

- Disaringdanampasnyadirendamkembalidengan
pelarut140 mL hingga 3 kali pengulangan

\4

- Digabung ketiga filtrat dandipekatkandenganrotary
I evaporator vaccum

Pelarut

Ekstrak pekat hasil maserasi

- Dihitungrendemennya

- Ditimbang 3 gr

- Diekstraksi cair-cair dengan diklorometana: air
(1:1)

- Dikocok 15 menit

Air

Filtrat diklorometana

- Diekstraksi cair-cair dengan n-heksana: metanol
(1:1)

- Dikocok 15 menit

- Dipekatkan dengan rotary evaporator vaccum

A 4

Ekstrak pekat hasil fraksinasi
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L.2.3 Pemisahan Senyawa Asetogenin dengan KLTP

0,01 gr ekstrak hasil fraksinasi

- dilarutkan dalam 1 mL metanol

- ditotolkan pada batas bawah plat silika 60 F,s4 ukuran 10x10cm

- dielusi dengan pelarut metanol: diklorometana (1:19) hingga eluen mencapai
batas atas

Noda

- diukur masing-masing Rf-nya

- diamati di bawah lampu UV pada A 254 nm dan 366 nm

- dikerok noda yang menunjukkan positif senyawa asetogenin
- dilarutkan dalam etanol

- disentrifuge untuk mengendapkan silika

- didekantasi

Supernatan Endapan

- dipekatkan dengan cara diangin-anginkan

Hasil

L.2.4 PengembananEkstrak Hasil Fraksinasi dan Isolat Hasil KLT dengan
Zeolit NaX

Ekstrak hasil fraksinasi dan Isolat ZeolitNaX

- Dikeringkan pada suhu
105°C selama 4 jam

Ditimbangsampelsesuaiperbandinganberikut:

e Ekstrak hasil fraksinasis0 mg: zeolit NaX 100 mg

(5:10)

e Isolat hasil KLT 7 mg: zeolit NaX 14 mg (5:10)
Ditambahkan 3 mL etanol
Dicampurmenggunakanmagnetic
stirrerpadasuhukamarselama 48 jam
Dikeringkan menggunakan oven padasuhu 40°Cselama 4
jam

Hasil




L.2.5 Karakterisasi Hasil Pengembanan Menggunakan FTIR

Sampel Hasil Impregnasi

- Dihaluskan hingga menjadi serbuk

- Dicampurkan dengan padatan KBr

- Ditempatkan pada preparat

- Dipress dengan alat pengepres agar menjadi pellet

s Ditempatkan sample holder dan dianalisa menggunakan FTIR

Hasil

L.2.6 Uji Aktivitas Antikanker dengan Metode MTT

L.2

.6.1 Penyiapan Sel

Sel kanker payudara T47D

- Dikeluarkandarifreezer (-80° C)

- Dihangatkandalaminkubator padasuhu 37° C selama 2-3 menit

- Dipindahkanke dalam conical tube yang telahberisi 10 mL medium
komplit (MK)

- Disentrifugasi selama 5 menit dengan kecepatan 2000 rpm

Pelet Supernatan

A\ 4

- Ditambahkan 4 mL MK dan dimasukkan dalam culture dish
- Diinkubasipadasuhu 37°C/5% CO, selama 3-4 jam
- Diamatidibawahmikroskopinverted

Hasil
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L.2.6.2 Panen Sel

Sel kanker payudara T47D

- Dibuang medium menggunakan mikropipet

- Dicuci dua kali dengan PBS

- Ditambahkan tripsin-EDTA dan diinkubasi pada suhu 37°C/ 5% CO, selama
3 menit

Ditambahkan MK £ 5 mL

Diamatidi bawahmikroskopinverted

Diresuspensi kembali jika masih ada sel yang menggerombol

Diambil10 pLuntuk dihitung jumlah sel kanker dengan hemacytometer

- Dimasukkan sisa sel kanker dalam conical tube

\ 4

Hasil

L.2.6.3 PenghitunganSelKanker

Sel kanker payudara T47D

- Diambil10 pL
- Dipipetkanke hemacytometer
- Dihitungdibawahmikroskopinverteddengancounter

Hasil

L.2.6.4 PeletakanSelpada Plate

Sel kanker payudara T47D

- Diambil volume panenan sel transfer dan dimasukkan dalam conical
tubebaru

Ditambahkan MK hingga volume total 10 mL dan dihomogenkan
Dimasukkan dalam sumuran plat uji masing-masing 100 puL

Disisakan 6 sumuranbagianbawahuntuk kontrol seldan kontrol media

- Diisi sumuran kontrol sel dengan 200 uL. (MK+sel)

- Diisi sumuran kontrol medium dengan 200 pL MK

- Diinkubasiselama 24 jam padasuhu 37°C/ 5%CO,

\ 4

Hasil
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L.2.6.5 PembuatanLarutanUji (Sampel)

Sampel

Ditimbang 10 mg

Dilarutkandalam 100 uL DMSO

Diaduk dengan vortex

Dibuat seri konsentrasi larutan sampel 500; 250; 125; 62,5; 31,25, dan 15,625
ug/mL dengan pengenceran larutan stok 100.000 pug/mL

Hasil

L.2.6.6 PemberianLarutanSampelpadaPlate

Sel Kanker

- Diambilplat uji berisiseldariinkubator
- Dibuang media seldengancaradibalikkan plate 180°di atas tempat

pembuangan
- Ditekan plat uji secara perlahan di atas tisu
- Dimasukkan100 uL PBS kedalamsemuasumuran yang

terisiseldandibuangkembali
- Dimasukkan seri konsentrasi sampelsebanyak 100 uL
- Dilakukan pengulangan sebanyak 3 kali tiap konsentrasi
- Diinkubasikembaliselama 24 jam

v

Hasil

L.2.6.7 Pemberian Larutan MTT

Sel kanker payudara T47D

- Dibuang media seldandicucidengan PBS

- Ditambahkanlarutan MTT 100 uL ke setiapsumurankecuali kontrol sel

- Diinkubasiselama 3-4 jam dalaminkubator

- Diamatikondisiseldenganmikroskopinverted

- Ditambahkan stopper SDS 10% sebanyak 100 pL jika formazan
telahterbentuk

- Dibungkus plate denganalumunium foil

- Diinkubasikembaliditempatgelap (suhuruangan) selamasemalam
\ 4

Hasil
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L.2.6.8 Pembacaan Nilai Absorbansi

Sampel

Dihidupkan ELISA reader dan ditunggu hingga progessing selesai

Dibuka pembungkus plate kemudian dimasukkan dalam ELISA reader
Dibaca absorbansi masing-masing sumuran dengan panjang gelombang 550—
600 nm

Dimatikan kembali ELISA reader

Dihitung persentase sel hidup

Hasil
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Lampiran 3. Pembuatan Larutan dan Reagen
L.3.1 Pembuatan Larutan Etanol 95%

MixVi=Myx Vs

96% x V1 = 95% x 1000 mL

V1 =989, 58 mL = 990 mL

Cara pembuatannya adalah diisi labu takar 1000 mL dengan 10 mL
aquades, kemudian ditambahkan 990 mL etanol p.a (96%) secara perlahan.
Digoyangkan sebentar lalu ditambahkan aquades kembali hingga tanda batas.

Selanjutnya dikocok hingga homogen.

L.3.2 Pembuatan Reagen Vanilin- Asam Sulfat
Cara pembuatannya adalah ditimbang 0,5 gr vanilin dan dilarutkan dalam
campuran 85 mL metanol, 10 mL asam asetat, dan 5 mL asam sulfat dibawah

pendinginan (ice bath).

L.3.3 Pembuatan Larutan SDS 10% (b/v)

SDS10%= 10g
100 mL

Cara pembuatannya adalah ditimbang 10 gram SDS (Sodium Deodecyle
Sulphate) dan dimasukkan dalam beaker glass 100 mL. Kemudian dilarutkan

dalam 100 mL aqudes.

L.3.4 Pembuatan Larutan Stok MTT (5 mg/mL) (CCRC, 2009)
Ditimbang 50 mg serbuk MTT, kemudian dilarutkan dalam 10 mL PBS

dan diaduk dengan vortex.



61

L.3.5 Pembuatan Larutan Stok 1000 ppm Kombinasi Ekstrak Hasil
Fraksinasi dan Isolat Hasil KLT dengan Zeolit NaX

Berat sampel =10 mg
Volume pelarut =100 pL (DMSO)

M= 10 mg = 10.000 pg = 100.000 pg/mL
100 pL100 pL

Mi X V; =Mz xV,

100.00 pg/mL x V7 =500 pg/mL x 1000 pL

Vi =5puL

Larutan stok 1000 ppm dibuat dengan cara mengambil 5 pL sampel yang
telah dilarutkan dengan DMSO. Kemudian ditambahkan 995 pL media kultur

RPMI dan diresuspensi hingga homogen.



Lampiran 4. Data dan Perhitungan Hasil Penelitian
L.4.1 Perhitungan Rendemen
» Ekstrak Hasil Maserasi

60 gr

Berat sampel

Berat ekstrak pekat 9,1346 gr

Berat ekstrak

% Rendemen = Y — x 100 %

19,1346 gr

x 100 9% =1522%
60 gr

% Rendemen

> Ekstrak Hasil Fraksinasi

Berat ekstrak pekat 3gr

Berat fraksi 1,1895 gr

Berat fraksi

% Rendemen x 100 %

y Berat ekstrak

_1,1895 gr

% Rendemen x 100 % =39,65 %

L.4.2 Perhitungan Nilai Rf dari Hasil KLTP

__jarak tempuh senyawa

Nilai R = Jarak tempuh eluen
Nilai Rf 1= 22=0,07 Nilai Rf 10 = 2= 0,62
Nilai Rf 2 =22 = 0,10 Nilai Rf 11 = %= 0,70
Nilai Rf 3 =22 =0,18 Nilai Rf 12 =22 = 0,73
Nilai Rf 4 = =2 = 0,22 Nilai Rf 13 =2 = 0,78
Nilai Rf 5 =27 = 0,33 Nilai Rf 14 = > = 0,81

7

Nilai Rf6=%=0,38 Nilai Rf 15:%:0,83
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Nilai Rf7=%=0,47 Nilai Rf 16:%9:0,86
Nilai Rf8=%=0,51 Nilai Rf 17=%2=o,9o
Nilai Rf9=%4=0,55 Nilai Rf 18=%=o,92

L.4.3 Perhitungan Konsentrasi Sel

» Pengamatan jumlah sel dengan hemacytometer dibawah mikroskop

inverted
Kuadran A Kuadran B
304 254
Kuadran C Kuadran D
229 333
—=— —::}

> Jumlah sel yang dihitung (mL™)

__ Xsel kuadran A+ Y sel kuadran B+, sel kuadran C+sel kuadran DX 104
4

304 + 254 + 229 + 333
= i x 10*

= 280 x 10* sel/mL

» Volume panenan sel yang ditransfer

__ jumlah total sel yang diperlukan

jumlah sel terhitung

= 100x 10*
280 x 107 /mL

=0,357 mL=0,4mL
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Volume panenan sel yang ditransfer sebanyak 0,4 mL, ditambahkan media

kultur RPMI hingga 10 mL, karena setiap sumuran akan diisi 100 uL MK berisi

sel, sehingga total volume yang diperlukan untuk menanam sel = 100 uL x 100

sumuran = 10.000 uL atau 10 mL (berisi MK 9,6 mL dan sel 0,4 mL).

L.4.4 Perhitungan Persentase Sel Hidup

» Data Uji aktivitas Antikanker dengan Metode MTT

No. Absorbansi kontrol sel  Absorbansi kontrol media
g 0,627 0,303
2 0,649 0,327
3. 0,683 0,318
Rata —Rata: 0,653 0,316
1. Ekstrak Hasil Maserasi
Konsentrasi Absorbansi %
(ng/mL) Pengulangan | Pengulangan | Pengulangan | Rata-rata Hid
1 2 3 'aup
500 0,496 0,456 0,465 0,472 46,291
250 0,348 0,344 0,331 0,341 7,418
125 0,335 0,306 0,434 0,358 12,463
62,5 0,507 0,568 0,503 0,526 62,315
31,25 0,590 0,568 0,578 0,579 78,042
15,625 0,613 0,595 0,578 0,595 82,789
2. Ekstrak Hasil Fraksinasi
Konsentrasi Absorbansi %
(ng/mL) | Pengulangan | Pengulangan | Pengulangan | Rata-rata Hid
1 2 3 'aup
500 0,401 0,405 0,411 0,406 26,706
250 0,347 0,330 0,339 0,339 6,825
125 0,321 0,319 0,330 0,323 2,077
62,5 0,296 0,300 0,293 0,296 -5,935
31,25 0,443 0,500 0,486 0,476 47 478
15,625 0,480 0,531 0,499 0,503 55,490




3. Isolat Hasil KLT
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Konsentrasi Absorbansi %
(ug/mL) | Pengulangan | Pengulangan | Pengulangan | Rata-rata Hidu
1 2 3 P
500 0,638 0,674 0,665 0,659 101,780
250 0,691 0,616 0,641 0,649 98,813
125 0,728 0,650 0,653 0,677 107,122
62,5 0,710 0,684 0,658 0,684 109,199
31,25 0,681 0,719 0,767 0,722 120,475
15,625 0,645 0,695 0,720 0,687 110,089
4. Kombinasi ekstrak hasil fraksinasi : zeolit NaX (5:10)
Konsentrasi Absorbansi %
(ng/mL) Pengulangan | Pengulangan | Pengulangan | Rata-rata Hidu
1 2 3 P
500 0,355 0,358 0,343 0,352 10,682
250 0,326 0,310 0,322 0,319 0,890
125 0,492 0,478 0,504 0,491 51,929
62,5 0,549 0,557 0,528 0,545 67,953
31,25 0,602 0,651 0,612 0,622 90,801
15,625 0,579 0,725 0,612 0,639 95,846
5. Kombinasi isolat hasil KLT : zeolit NaX (5:10)
Konsentrasi Absorbansi %
(ng/mL) | Pengulangan | Pengulangan | Pengulangan | Rata-rata .
1 » 3 Hidup
500 0,615 0,584 0,599 0,599 83,976
250 0,618 0,617 0,610 0,615 88,724
125 0,599 0,637 0,602 0,613 88,131
62,5 0,585 0,680 0,676 0,647 98,220
31,25 0,683 0,631 0,654 0,656 100,890
15,625 0,643 0,864 0,734 0,747 127,893
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6. Zeolit NaX

Konsentrasi Absorbansi %
(ug/mL) | Pengulangan | Pengulangan | Pengulangan | Rata-rata Hidup

1 2 3

500 0,655 0,672 0,647 0,658 70,455

250 0,66 0,646 0,658 0,655 69,749

125 0,689 0,685 0,878 0,751 92,320

62,5 0,628 0,648 0,630 0,635 65,047

31,25 0,802 1,351 0,816 0,990 148,511

15,625 0,645 0,634 0,626 0,635 65,047

> Perhitungan Prosentase Sel Hidup

Prosentase sel hidup = E’;:gx 100 %

Keterangan : A = absorbansi perlakuan (sel + media kultur + sampel)
B = absorbansi kontrol media (media kultur)
C = absorbansi kontrol negatif (sel + media kultur)0.156

1. Ekstrak Hasil Maserasi

e Konsentrasi 500 & % Hidup = % x 100 % = 46,291 %
e Konsentrasi 250 =% Hidup = % x 100 % = 7,418 %

e Konsentrasi 125 % Hidup = % x 100 % = 12,463 %
o Konsentrasi 62,5 9% Hidup = % x 100 % = 62,315 %
e Konsentrasi 31,25 9% Hidup = % x 100 % = 78,042 %
o Konsentrasi 15,6259 % Hidup = % x 100 % = 82,789 %

2. Ekstrak Hasil Fraksinasi
e Konsentrasi 500 = % Hidup = % x 100 % = 26,706 %

0,339 - 0,316

e Konsentrasi 250 =% Hidup = 0653 0316

x 100 % = 6,825 %




e Konsentrasi 125 =% Hidup =

e Konsentrasi 62,5 2% Hidup =

e Konsentrasi 31,25 2% Hidup =

e Konsentrasi 15,625 % Hidup =

. Isolat Hasil KLT

e Konsentrasi 500 =» % Hidup =

e Konsentrasi 250 =% Hidup =

e Konsentrasi 125 =% Hidup =

e Konsentrasi 62,5 2% Hidup =

e Konsentrasi 31,25 2% Hidup =

e Konsentrasi 15,625 % Hidup =
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OS2 0310 5100 % = 2,077 %
2020310 5100 % = —5,935 %
DA% 100 % = 47478 %
2500 1100 % = 55,490 %
08P 031 100 % = 101,780 %
=051 1100 % = 98,813 %

T 9310 5100 % = 107,122 %
oSO X100 % = 109,199 %
DTEZOT 100 % = 120475 %
SET00 %100 % = 110,089 %

. Kombinasi ekstrak hasil maserasi: zeolit NaX (5:10)

e Konsentrasi 500 = % Hidup =

e Konsentrasi 250 =% Hidup =

e Konsentrasi 125 2% Hidup =

e Konsentrasi 62,5 2% Hidup =

e Konsentrasi 31,25 2% Hidup =

e Konsentrasi 15,625 % Hidup =

0,639— 0,316

032203 100 % = 10,682 %
—OS1-0310_ 1100 % = 0,890 %

UL 950 4100 9% = 51,929 %
—OS45-9%10 ¥100 % = 67,953 %
OB 0810 %100 % = 90,801 %

0653-0316 100 % = 95,846 %



5. Kombinasi isolat hasil KLT: zeolit NaX (5:10)

Konsentrasi 500 = % Hidup =

Konsentrasi 250 =% Hidup =

Konsentrasi 125 =% Hidup =

Konsentrasi 62,5 2% Hidup =

Konsentrasi 31,25 2% Hidup =

Konsentrasi 15,625 % Hidup =

6. Zeolit NaX

Konsentrasi 500 =% Hidup =

Konsentrasi 250 2% Hidup =

Konsentrasi 125 2% Hidup =

Konsentrasi 62,5 2% Hidup =

Konsentrasi 31,25 2% Hidup =

Konsentrasi 15,625 % Hidup =

0,599—- 0,316

" 0,653-0316

0,615—- 0,316

0,653 -0,316

0,613 — 0,316

0,653 -0,316

0,647—- 0,316

0,653 - 0,316

0,656— 0,316

0,653 - 0,316

0,747- 0,316

0,653-0,316

0,658— 0,358

0,784 - 0,358

0,655— 0,358

0,784-0,358

0,751- 0,358

0,784 - 0,358

0,635— 0,358

0,784 - 0,358

0,990— 0,358

0,784 - 0,358

0,635— 0,358

0,784-0,358
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x 100 % = 83,976 %

x 100 % = 88,724 %

x 100 % = 88,131 %

x 100 % = 98,220 %

x 100 % = 100,890 %

x 100 % = 127,893 %

x 100 % = 70,455 %

x 100 % = 69,749 %

x 100 % = 92,320 %

x 100 % = 65,047 %

x 100 % = 148,511 %

x 100 % = 65,047 %
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L.4.5 Hasil Perhitungan 1Cs, dengan Excel

1. Ekstrak Hasil Maserasi

a 100 y =-0,3442x + 81,949
=] R?2=0,8236
S 80 - ’
I 60
% 40 o= persen sel
c hidup
v 20 .
e Ll \_‘ ——Linear (persen
G') 0 T T 1 I h.d
o sel hidup)

0 100 200 300

Konsentrasi Sampel

y =-0,3442x + 81,949

x = 28199 _ 92 821 ug/mL

—0,3442

2. Ekstrak Hasil Fraksinasi

D
o

y =-47,414x + 106,34
\! R?=0,6416

a

o= persen sel

\y hidup
. . —— Linear (persen
\ p

(r 1 2 3 sel hidup)
20

i
o

o

Persen Sel Hidup
N
o

Log Konsentrasi Sampel

y = -47,414x + 106,34

x = 20"1963% _ 15 417 pg/mL

—-47,414
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3. Isolat Hasil KLT

g_ 138 y =-15,87x + 140,76
2 _
3 100 N R = 0,8165
L 20
% 60 =@ persen sel
S 40 hidup
o 20 —— Linear (persen
S_’ 0 i U J sel hidup)
0 1 2 g
Log Konsentrasi Sampel
y = -15,87x + 140,76
50—140,76
X = —————= = 523.600,437 pg/mL
—15,87

4. Kombinasi Ekstrak Hasil Maserasi: Zeolit NaX(5:10)

100 - y =-0,3987x + 100,11
80 \ R? =0,9882

b’ \\
40 o= persen sel

\ hidup
20 .
\ —— Linear (persen
0 T T sel hidup)
0 100 200 300
Konsentrasi Sampel

Persen Sel Hidup

y =-0,3987x + 100,11

_ 50-100,11
-0,3987

= 125,683 pg/mL
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5. Kombinasi Isolat Hasil KLT: Zeolit NaX (5:10)

6. Zeolit NaX

o 140 =-1 2x+122,1
2 150 y—-42,3_9 X +122,17
2 100 M R*=0,9032
L 30
D g0 == persen sel
w .
= 40 hidup
@ 20 Linear (persen
S_) 0 . . ) sel hidup)
0 1 2 3
Log Konsentrasi Sampel
y =-14,392x + 122,17
50—-122,17
=——— = 103.514,217pg/mL
—14,392
200
% y =-50,298x + 194,69
S 150 R?=0,4736
I
= 100
(%) W =@==persen sel
S 50 hidup
2 — Linear (persen
q" 0 T T 1 .
o sel hidup)
0 1 2 3
Log Konsentrasi Sampel
y =-50,298x + 194,69
50—194,69
X = ————— = 753,356 pg/mL
—-50,298
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Lampiran 5. Dokumentasi

L.5.1 Proses Maserasi

Pengeringan daun Serbuk daun sirsak
sirsak

Proses pemisahan Serbuk hasil penyaringan

PR~ — il

A

Penguapan pelarut Ekstrak pekat daun sirsak
dengan rotary
evaporator vaccum

Maserasi

Filtrat hasil maserasi
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L.5.2 Proses Fraksinasi (Ekstraksi cair-cair)

Proses partisi dengan Proses partisi dengan n- Ekstrak pekat hasil
diklorometana dan air heksana dan metanol fraksinasi

L.5.3 Pemisahan Senyawa Aktif dengan KLTA

>3 ™ -3 13
11 12
10 11
9 10

8 9

! oim

5 16

N . N

> >3

S 2 L,
B¢ i b 3
@ (b) (© (d)

Hasil KLTA senyawa asetogenin dengan eluen metanol :diklorometana (1:19)

(a)Hasil_p_engamatan di bawah sinar UV pada A 254 nm sebelum disemprot reagen

(b)H\allzinl!I;)r:engamatan di bawah sinar UV pada A 366 nm sebelum disemprot

(© I;/erli!:!;engamatan di bawah sinar UV pada A 254 nm setelah disemprot reagen

(d)H\aiz?lf:I;anamatan di bawah sinar UV pada A 366 nm setelah disemprot reagen
vanllin
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L.5.4 Pemisahan Senyawa Aktif dengan KLTP

Gambar Hasil pengamatan di bawah sinar UV pada A 366 nm

L.5.5 Proses Impregnasi Ekstrak Hasil Fraksinasi Dan Isolat Hasil KLTpada
Zeolit NaX

Zeolit NaX Pengadukan Pengeringan
menggunakan stirrer menggunakan oven

Hasil impregnasi ekstrak Pengadukan Hasil impregnasi isolat
hasil fraksinasi: zeolit menggunakan stirrer hasil KLT: zeolit NaX
NaX (5:10) (5:10)

74
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L.5.6 Karakterisasi Hasil FTIR

L.5.6.1 Spektra FTIR Ekstrak Hasil Maserasi

% Transmittance

75

70-

B5-

1284.050 31.198

B0-

1384.961 73.288

lZag

GG 647 173502

1646912 562.822

2939.448 -446.361

40-

ks

30=

s

20

3421889 6384 692

T TR e W W A e
3800 3600 3400 3200 3000 2800 2600 2400 2200 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 E00 4
Wavenumber

L.5.6.2 Spektra FTIR Ekstrak Hasil Fraksinasi

“aTransmittance

B8

B0

758

1080746 104.508

70=

1383251 50.242

1541.006 18.870
1467 526 81248
BB8.828 55274
5183840 17.427

B5-

1737.031 &1.635

1649.899 205236

E0-

45~

2025988 303662

40-

3B

3447 472 3301773

0=

1 1
3800 3600 3400 3200 3000 2800 2600 2400 2200 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600 4
Wavenumber
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L.5.6.3 Spektra FTIR Isolat Hasil KLT

% Transmittance

1384579 47.204

1550713 8.847

1104.356 1580.422
GEE.470 107 661

1648981 351.307

40-

3B

-
-
-
b S
=
| p
d 2
- &
|0 SO0 400 F00 3000 2800 DD 2400 7200 000 1so0 1800 1400 1200 0md 800 B0 1

Wavenumber

L.5.6.4 Spektra FTIR Ekstrak Hasil Fraksinasi : Zeolit NaX (5:10)

T ransmittance

8-
66—
B4

B2-

B0~

58
s

1015173 47.738

1541142 9.016

547‘I

a2=

669110 113.218
518098 -0.067

1650966 77.884

50
45
P
4=
£
40-
E:S
6
U
2
-
26
-
24

3483.022 B76.716

22

3800 3600 3400 3200 3000 2800 2600 2400 2200 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600 4
Wavenumber
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L.5.6.5 Spektra FTIR Isolat Hasil KLT: Zeolit NaX (5:10)

% Transmittance

76~ isolat banding zeolit

T4-

72=

70=

B8-

1384.932 27.873

1541106 9.721

B2-

1650235 128316
1074.832 137.222
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B0-

58

5

54—

o
@
]
o
i
=
=

T T T T T R R e e T T L T T W
3800 3600 3400 3200 3000 2800 2600 2400 2200 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 E00 4
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L.5.6.6 Spektra FTIR Zeolit NaX

T ransmittance

70=

B5-

B0~

1648 600 450365

BBE8.280 48247
547.166 24.420

45~

G286.040 2207160

40-
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o
=
e
=
=
2
I

30-

26

1 1
3800 3600 3400 3200 3000 2800 2600 2400 2200 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600 4
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L.5.7 Uji Aktivitas Antikanker menggunakan Metode MTT

Pengamatan dan Morfolgi perhitungan  Peletakan sel pada plate
perhitungansel dibawah sel
mikroskop inverted

Hasil penimbangan Pemberian DMSO pada
sampel 10 mg sampel

Pengenceran konsentrasi ~ Hasil peletakan sel dan Hasil treatment sel
dan pemberian larutan sampel dengan sampel

sampel pada plate

" Pemberian larutan MTT  Inkubator CO,/37 °C Setelah pemberian

larutan MTT
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Pemberian stopper SDS Setelah pemberian Elisa reader
stopper SDS

L.5.8 Morfologi Sel Kanker T-47D setelah Pemberian Larutan MTT

Ekstrak daun sirsak + Fraksi metanol + sel Fraksi : zeolit (5:10) +
sel konsentrasi 500 konsentrasi 500 ppm sel konsentrasi 500 ppm
ppm

)},‘r'l AN v, Dok ol s
Isolat + sel konsentrasi  Isolat : zeolit (5:10) + sel Kontrol Sel
500 ppm konsentrasi 500 ppm
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