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ABSTRAK

Azizah, Luthfiyatul. 2019. Aktivitas Doxorubicin yang diembankan pada Zeolit NaX
sebagai Obat Antikanker Payudara (T47D) dengan variasi Doxorubisin
terhadap Zeolit. Skripsi. Jurusan Kimia Fakultas Sains dan Teknologi
Universitas Islam Negeri Maulana Malik Ibrahim Malang. Pembimbing I: Elok
Kamilah Hayati, M. Si; Pembimbing Il: Ahmad Hanapi, M.Sc; Konsultan: Susi
Nurul Khalifah, M.Sc.

Kata kunci: Doxorubicin, Zeolit, Sel T47D, Metode Impregnasi, Metode MTT

Doxorubicin merupakan antibiotik golongan anthracycline yang umum
digunakan sebagai obat antikanker payudara (T47D). Doxorubicin memiliki efek samping
yang dapat dikurangi dengan cara pengembanan pada Zeolit NaX karena dapat
meningkatkan efektivitas obat dalam membunuh atau menghambat pertumbuhan sel
kaker. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui aktivitas antikanker doxorubicin yang
diembankan pada zeolit NaX terhadap sel kanker payudara (T47D).

Pengembanan menggunakan metode impregnasi kering dengan variasi
doxorubicin:zeolit NaX yaitu 1:10; 2:10 dan 5:10. Hasil pengembanan dikarakterisasi
menggunakan FTIR untuk mengetahui perbedaan struktur zeolit NaX sebelum dan
sesudah dilakukan pengembanan. Selanjutnya diuji aktivitas antikanker pada sel kanker
payudara (T47D) menggunakan metode MTT kemudian diuji pelepasan obat
menggunakan spektrofotometer UV-Vis.

Hasil analisis spektrofotometer FTIR sampel menunjukkan bahwa intensitas
serapan khas zeolit mengalami penurunan yang mengindikasikan bahwa pengembanan
doxorubin terhadap zeolit NaX telah berhasil dilakukan. Berdasarkan hasil uji MTT
diperoleh nilai 1Cso sampel variasi doxorubicin:zeolit NaX 1:10, 2:10, 5:10, doxorubicin
dan zeolit NaX berturut-turut yaitu 4,94 pg/mL; 4,80 pg/mL; 3,34 pg/mL; 1,12 pg/mL
dan 17,83 ug/mL. Hasil ICs, semua sampel dalam penelitian ini berpotensi aktif sebagai
antikanker dan sampel variasi 5:10 lebih efektif sebagai antikanker payudara (T47D).
Hasil analisis UV-Vis menunjukkan bahwa doxorubicin dapat terlepas maksimum dari
pori zeolit NaX pada pH 1,2 (lambung) sebanyak 13% sedangkan pada pH 7,2 (darah)
sebanyak 10,7%.
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ABSTRACT

Azizah, Luthfiyatul. 2019. Doxorubicin Activity loading on NaX Zeolite as a Drug
Breast Anti-Cancer (T47D) with the Variation of Doxrubicin to Zeolite.
Thesis. Chemistry Departement, Science and Technology Faculty, Maulana
Malik Ibrahim State Islamic University, Malang. Advisor I: Elok Kamilah
Hayati, M. Si; Advisor II: Ahmad Hanapi, M.Sc; Consultant: Susi Nurul
Khalifah, M.Sc.

Keywords: Doxorubicin, Zeolite, T47D Cells, Impregnation Method, MTT Method

Doxorubicin is an anthracycline antibiotic which is generally used as a drug
breast anti-cancer. Doxorubicin has side effect that can be reduced by combining
doxorubicin in zeolit NaX because can increase the drug effectively in killing or
obstructing the growth of cancer cells. This research aims to combined doxorubicin in
zeolit NaX on breast anti-cancer cells.

The combining used dry impegnation method with variation of doxorubicin:
zeolit NaX 1:10, 2:10 and 5:10. The result was characterized by using FTIR to determine
the difference zeolite. Furthermore, the activity test of the breast anti-cancer was tested by
using the MTT method then the drug release was tested by using UV-Vis
spectrophotometer.

The analysis result of FTIR spectrophotometer shows the combining of
doxorubicin on zeolite was successfully done. Based on the MTT test result the ICs
values of sample variations 1:10; 2:10; 5:10; doxorubicin and zeolite NaX respectively
4.94 pg/mL; 4.80 pg/mL; 3.34 pg/mL; 1.12 pg/mL and 17.83 pg/mL. The result of ICsy
value in this research were potentially active breast anti-cancer and variation sample 5:10
was more effective as breast anti-cancer. The analysis result of UV-Vis
spectrophotometer shows the maximum value of doxorubicin could release from zeolite
NaX at pH 1.2 (stomach) was 13% and pH 7.2 (blood) is 10,7%.
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PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Kanker merupakan penyakit yang timbul akibat pertumbuhan sel-sel yang
tidak terkontrol dan tidak normal, yang berpotensi menyerang atau menyebar ke
bagian tubuh yang lain. Menurut Ghazi, dkk. (2013) International Agency for
Research on Cancer (IARC) tahun 2008 melaporkan bahwa kanker dengan
jumlah penderita perempuan paling banyak di Asia Tenggara adalah kanker
payudara yaitu 22,4%. Berdasarkan data SIRS (Sistem Informasi Rumah Sakit) di
Indonesia melaporkan bahwa kasus kanker payudara menempati posisi tertinggi
yaitu mencapai 8.227 atau 16,85% (Nisa, dkk., 2016). Data lain menunjukkan
angka persentase kanker payudara mencapai 26% dengan 15% dari angka tersebut
berakhir dengan kematian (Setiawati, dkk., 2011). Untuk mengurangi angka
persentase, maka penyembuhan dan pengobatan secara medis dilakukan dengan
radioterapi, operasi dan kemoterapi.

Kemoterapi merupakan salah satu pengobatan yang banyak diterapkan
untuk penyakit kanker payudara, yaitu dengan menggunakan agen kemoterapi
yang mempunyai efek toksisitas tertinggi seperti doxorubicin (DOX). Menurut
Tacar, dkk. (2012) mengatakan bahwa lembaga Food and Drug Administration
untuk pengobatan kemoterapi telah menetapkan DOX sebagai obat kemoterapi
yang paling ampuh karena mampu menghambat pertumbuhan sel. Allah SWT
menjanjikan kepada makhluknya bahwa semua penyakit pasti ada obatnya, hal ini

dijelaskan dalam hadits riwayat imam Bukhari, Rasulullah SAW bersabda
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Artinya: “Tidaklah Allah menurunkan penyakit kecuali Dia juga menurunkan
penawarnya.” (HR Bukhari).

Berdasarkan hadits tersebut dijelaskan bahwa salah satu usaha yang
dilakukan manusia untuk mencari obat dari penyakit kanker adalah meneliti dan
mengeksplorasi senyawa baru yang berpotensi memberi manfaat untuk
kemaslahatan ummat. Karena Allah SWT telah menjanjikan adanya solusi dari
setiap permasalah, begitu juga dengan penyakit yang pasti ada obatnya. Sehingga
kita sebagai muslim dituntut untuk selalu berikhtiar dan melakukan yang terbaik
untuk mengkaji adanya pengobatan-pengobatan terbaru hingga ditemukan obat

yang sesuai. Hadits lain menyebutkan bahwa Rasulullah SAW bersabda

o RV : 06 80 Al adle G0 o i gl G e ) A Ge
Ja5 58 4 o3 150 oI 2150 Cial 1308 ¢31 5

Artinya: “Setiap penyakit ada obatnya, jika obat dari suatu penyakit itu tepat,
ia akan sembuh dengan izin Allah SWT” (HR. Muslim).

DOX merupakan obat antibiotik golongan anthracycline yang dapat
menginduksi imunogen sehingga menyebabkan kematian secara apoptosis pada
sel kanker (Ghebeh, dkk., 2010). Selain itu DOX mempunyai efek samping
kardiotoksisitas (Omidirad, dkk., 2013). Untuk mengurangi efek samping
tersebut, maka teknologi medis yang berkembang yaitu menggunakan Drug
Delivery Sistem (DDS).

DDS yang umum digunakan saat ini adalah liposom, misel, nanopartikel,

carbon nanotubes (CNT), dendrimers, dan supermagnetic iron oxide polyethylene



3
glycol (SPIO-PEG). Penelitian yang dilakukan Liang, dkk. (2016) menggunakan
SPIO-PEG-D sebagai DDS untuk magnetic resonance imaging (MRI) hasilnya
adalah efektif mengurangi efek samping dari obat. Beberapa penelitian telah
mengembangkan material anorganik seperti zeolit sebagai DDS yang dapat
digunakan sebagai aplikasi biomedis terbaru (Amorim, dkk., 2012).

Zeolit merupakan mineral kristal alumina silikat berpori terhidrat yang
mempunyai sruktur kerangka tiga dimensi terbentuk dari tetrahedral SiO4 dan
[AlO4]". Zeolit dapat digunakan sebagai pengemban atau matriks molekul obat
karena berdasarkan Villaca, dkk. (2013) zeolit mempunyai sifat struktural dan
stabililitas dalam lingkungan biologis. Zeolit juga dapat digunakan sebagai obat
pada terapi kanker karena mampu menghambat poliferasi sel kanker (Ghazi, dkk.,
2013). Putra dan Mustika (2016) mengatakan bahwa keuntungan zeolit sebagai
DDS vyaitu dapat meningkatkan keefektifan obat, mengontrol pelepasan obat,
mencegah degradasi obat dan tidak memberikan efek toksik terhadap tubuh
bahkan dapat memberikan aktivitas antikanker.

Zeolit yang digunakan sebagai DDS merupakan zeolit NaX, karena
berdasarkan penelitian Spanakish, dkk. (2013) menggunakan zeolit NaX sebagai
pengemban senyawa antikanker 5-fluorouracil lebih efisien daripada zeolit BEA
yaitu dengan perbandingan 16,8% dan 6,02%. Zeolit NaX bersifat hidrofilik
sehingga dapat melepaskan obat antikanker 5- fluorouracil lebih cepat daripada
zeolit BEA yang bersifat hidrofobik. Penelitian lain dilakukan oleh Ghazi, dkk.
(2013) untuk mengetahui efek penghambatan zeolit NaX dan NaY terhadap

poliferasi sel kanker Hela yang dibudidayakan dalam 50 mg/mL zeolit dengan
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penambahan 5% FBS menunjukkan bahwa zeolit NaX dapat menghambat
pertumbuhan sel kanker lebih tinggi yaitu 54,1% daripada zeolit NaY yaitu 7,2%.

Penelitian lain yang dilakukan oleh Lilbaig (2017) menggunakan sampel
ekstrak etanol daun sirsak yang diembankan pada zeolit NaX menggunakan
metode impregnasi kering dan perbandingan ekstrak:zeolit yaitu 1:10, 5:10 dan
10:10, didapatkan hasil yang lebih efektif dalam menghambat pertumbuhan sel
kanker payudara (T47D) yaitu pada perbandingan 5:10. Hal ini ditunjukkan
dengan nilai ICsy 67,343 ng/mL sedangkan ekstrak tunggal daun sirsak (Annona
muricata Linn) sebesar 83,6 pg/mL. Penelitian lain dilakukan oleh Mukharromah
(2019) dengan ekstrak hasil fraksinasi dan isolat senyawa acetogenin dari daun
sirsak yang diembankan pada zeolit NaX sebagai senyawa antikanker payudara
(T47D) meggunakan metode yang sama dan perbandingan 5:10 menghasilkan
nilai ICs yaitu 125,683 pg/mL dan 103.514,217 pg/mL.

Penelitian yang dilakukan olen Amorim, dkk. (2012) melaporkan bahwa
pengembanan zeolit NaA dengan senyawa CHC pada konsentrasi 0,05 ppm dapat
menghambat sel kanker dengan meningkatkan efisiensi obat sebesar 29 dan 146
kali dengan perbandingan CHC:zeolit NaA yaitu 1:10 dan 5:10. Sedangkan hasil
pengembanan zeolit NaY dengan senyawa CHC pada konsentrasi 0,05 ppm dapat
menghambat sel kanker dengan meningkatkan efisiensi obat sebesar 119 dan 585
kali dengan perbandingan CHC:zeolit NaY yaitu 1:10 dan 5:10. Hal ini karena
struktur zeolit NaY yang lebih terbuka dan ukuran pori yang lebih besar (7,4A)
sehingga CHC dapat dengan bebas berdifusi kearah sel. Struktur zeolit NaY sama

dengan zeoliy NaX yaitu faujasite, sehingga keduanya mempunyai aktivitas sama.
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Metode awal yang digunakan dalam penelitian ini adalah pengembanan
DOX pada zeolit menggunakan metode impregnasi kering sesuai dengan
penelitian Vilaca, dkk. (2013). Kemudian uji toksisitas DOX yang diembankan
pada zeolit NaX pada sel kanker payudara (T47D) menggunakan metode MTT
(Microculture Tetrazolium). Prinsip dari metode ini adalah menggunakan metode
spektroskopi dengan menentukan nilai absorbansi dari formazan.

Metode MTT merupakan metode pengujian secara in vitro karena
mempunyai keuntungan yaitu senyawa yang digunakan untuk pengujian relatif
sedikit, sensitif, akurat, waktu yang dibutuhkan lebih singkat dan dapat
memberikan informasi mengenai efeknya secara langsung terhadap sel manusia
yang telah dikultur. Sel kanker yang digunakan adalah sel kanker payudara
(T47D) karena mempunyai kemampuan replikasi yang tidak terbatas,
penanganannya mudah, homogenitas tinggi dan mudah diganti dengan frozen
stock jika terjadi kontaminasi (Burdal, dkk., 2003).

Berdasarkan uraian di atas, maka perlu dilakukan penelitian lebih lanjut
untuk mengetahui aktivitas DOX vyang diembankan pada zeolit NaX
menggunakan metode impregnasi kering. Hal ini dilakukan agar mengurangi efek
samping dalam penggunaan DOX tanpa adanya pengemban, sehingga diharapkan

dapat menghambat aktivitas kanker payudara (T47D) yang efisien.

1.2 Rumusan Masalah
Berdasarkan latar belakang tersebut, maka diperoleh rumusan masalah

sebagai berikut:
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1. Bagaiman aktivitas doxorubicin yang diembankan pada zeolit NaX sebagai
obat antikanker payudara (T47D) dengan variasi doxorubicin terhadap zeolit.

2. Bagaimana hasil karakterisasi zeolit NaX sebagai pengemban senyawa
antikanker payudara (T47D).

1.3 Tujuan Penelitian
Adapun tujuan dari penelitian ini adalah:

1. Untuk mengetahui aktivitas doxorubicin yang diembankan pada zeolit NaX
sebagai obat antikanker payudara (T47D) dengan variasi doxorubicin terhadap
zeolit.

2. Untuk mengetahui hasil karakterisasi zeolit NaX sebagai pengemban senyawa

antikanker payudara (T47D).

1.4 Batasan Masalah
Batasan masalah dari penelitian ini adalah:

1. Sampel yang digunakan adalah doxorubicin sebagai obat antikanker yang
dibeli dari apotek Annisa Farma Jl. Joyo Agung No. 2 Merjosari Lowokwaru
Malang

2. Menggunakan zeolit NaX sebagai pengemban obat antikanker yang diperoleh
dari tim peneliti bidang anorganik kimia UIN Malang.

3. Variasi doxorubicin dan zeolit yang digunakan yaitu 1:10 ; 2:10 dan 5:10

4. Metode pengembanan yang digunakan adalah impregnasi kering.

5. Metode in vitro yang digunakan metode MTT.

6. Karakterisasi yang digunakan adalah dengan menggunakan fourier transform

infra-red (FTIR).
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7. Sel kanker yang digunakan adalah sel kanker payudara (T47D) dengan media

kultur RPMI.

1.5 Manfaat Penelitian
Manfaat dari penelitian ini adalah:
1. Memberikan informasi mengenai aktivitas doxorubicin yang diembankan
pada zeolit NaX sebagai obat senyawa antikanker payudara (T47D).
2. Memberikan informasi hasil identifikasi zeolit NaX dengan menggunakan

fourier transform infra-red (FTIR).
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2.1 Doxorubicin sebagai Obat AntiKanker

Doxorubicin (DOX) adalah antibiotik golongan anthracycline yang
digunakan secara luas untuk pengobatan penyakit kanker. Anthracycline di
dapatkan dari hasil isolasi kultur Streptomyces peucetius. DOX memiliki gugus
aglikon dan sebagian gula. Aglikon terdiri dari struktur cincin tetrasiklik dengan
bagian kuinon-hidrokuinon yang berdekatan dan berfungsi sebagai penerima dan
pemberi elektron, bagian yang lain yaitu substituent metoksi dan rantai pendek
dengan gugus karbonil. Gugus gula atau disebut sebagai daunosamin terikat
melalui ikatan glikosida dengan salah satu cincin dan terdiri dari 3-amino-2,3,4-
trideoxy-L-fucosyl (Tacar, dkk., 2012). Gugus aktif DOX berupa amino dapat
berikatan dengan gugus aktif ester pada senyawa nanopartikel SPIO-PEG
(superparamagnetic iron oxide-polyethylene glycol) (Liang, dkk., 2016). Rumus

molekul DOX yaitu C,7H9NO1; (Kamba, dkk., 2013), rumus strukturnya yaitu:

OH

MNHz

Gambar 2.1 Struktur DOX (Doxorubicin) (Matyszewska, 2014)



Anthracycline berikatan secara interkalasi spesifik dengan asam nukleat
DNA doble helix pada bagian planar inti anthracycline. Cincin anthracycline
bersifat lipofil, tetapi ikatan pada cincin terakhir mengandung gugus hidroksil
yang terikat pada senyawa gula, sehingga membentuk hidrofil. Molekul bersifat
amfoter yang memiliki grup cincin fenol yang bersifat sedikit asam. Struktur
fungsi dasarnya adalah pada gula amino yang berikatan dengan membran sel
sebagai plasma protein (Carvalho, dkk., 2009).

Berdasarkan Yabbarov, dkk. (2013) DOX menyebabkan kematian sel
karena dua mekanisme utama yaitu pertama melalui interkalasi DNA yang
megakibatkan terganggunya replikasi dan transkripsi DNA dan kedua melalui
pengikatan dan penghambatan topoisomerase Il yang terjadi karena adanya
golongan quinon pada struktur doxorubisin. DOX mengalami reaksi redoks yang
menghasilkan radikal bebas dan mengakibatkan DNA mengalami kerusakan.

Mekanisme DOX terhadap inti sel kanker terjadi melalui 3 tahap yaitu
pertama DOX memasuki sel-sel kanker melalui difusi dan mengikat sel
proteasome di sitoplasma, kemudian DOX akan berikatan dengan subunit 20S
proteasomal dan membentuk kompleks proteasome-DOX yang bertranslokasi
menuju nukleus melalui pori-porinya. Tahap terakhir yaitu DOX mengalami

disosiasi dari proteasome dan berikatan dengan DNA (Carvalho, dkk., 2009):
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a) | Proteozom
Y
» -‘.';' -

Inti zel

Gambar 2.2 Mekanisme toksisitas doxorubicin terhadap a) inti sel kanker
melalui 3 tahap, dan b) interaksi DOX dengan mitolondria
(Carvalho, dkk., 2009)

DOX juga mempu berinteraksi dengan mitokondria di sitoplasma dan
berikatan dengan kardiolipin yang menghalangi pengikatan mitokondrial kreatine
kinase (MtKC) ke membran mitokondria. Peningkatan siklus redox DOX oleh
kompleks 1 dari rantai respitory mitokondria menyebabkan peningkatan produksi
reactive oxygen species (ROS) yaitu NADH, NAD", ADP, ATP dan Pi. ROS ini
menyebabkan kerusakan oksidatif pada molekul protein, DNA, lemak membran
sel, dan komponen sel atau jaringan lainnya. Hal ini karena ROS hanya memiliki
satu atau lebih atom yang tidak berpasangan atau radikal (Carvalho, dkk., 2009)

Molekul obat sangat sulit mencapai tempat target karena jaringan seluler
yang komplek pada suatu organisme, sehingga sistem penghantaran molekul obat
berfungsi untuk mengarahkan obat mencapai target yang diinginkan (Winarti,

2013). DOX merupakan obat dengan penurunan kadar terjadi secara cepat pada

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG
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level plasma, sehingga pelapisan DOX diperlukan untuk mencegah terjadinyan

degradasi obat (Hanif dan Lestari, 2018).

2.2 Karakteristik Zeolit NaX

Zeolit didefinisikan sebagai suatu material aluminosilikat yang tersusun
atas satuan-satuan tetrahedral SiO4 dan [AlO4]" yang membentuk kerangka tiga
dimensi dengan atom oksigen sebagai penghubung antara atom silikon dan
aluminium. Atom silikon yang memiliki muatan +4 dapat digantikan oleh atom
aluminium dengan muatan +3 sehingga menghasilkan struktur bermuatan negatif
yang berasal dari perbedaan muatan antara tetrahedral SiO4 dan [AlO4]". Muatan
negatif inilah yang menyebabkan zeolit mampu mengikat kation sehingga dapat
menjaga struktur agar tetap netral (Rimoli, dkk., 2007). Struktur zeolit

ditunjukkan dalam Gambar 2.3 sebagai berikut.

IO | o O, G Py IO 0. o_ N2
\f\f % \Si"\\ % \sf\\ A > % \sf\ % NN % N
AN NN NN NN NN AN
00 00O 00 0O 00O 00O OO OO 0000 OO 0O OO

Gambar 2.3 Struktur kimia zeolit (Haag, 1984)

Zeolit mempunyai banyak jenis yang dapat dibedakan berdasarkan
komposisi kimia, struktur, sifat kimia, dan sifat fisika yang terkait dengan
strukturnya seperti zeolit A, sodalit, dan faujasit yang dapat dilihat pada Gambar

2.4
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Sodalite

Gambar 2.4 Pembentukan SBU (secondary building unit) zeolit X dan Y
(Masoudian, dkk., 2008)

Salah satu dari banyak zeolit yang ada, zeolit faujasit merupakan zeolit
yang banyak ditemui. Zeolit faujasit terdiri dari zeolit X (kaya alumina) dan zeolit
Y (kaya silika). Zeoli X mempunyai rasio Si/Al sekitar 1,0-1,5 dengan rumus
kimia Nagg[(AlO,)g6(S10,)106].264H,0 (Thammavong, 2003), sedangkan zeolit
faujasit Y merupakan zeolit yang mempunyai rasio Si/Al 1,5-3,0 dengan rumus
kimia Nasg(AlO2)s6(Si0,)136.2H,0 (Hwang dan Chandra, 2008).

Allah SWT telah menunjukkan berbagai bukti keagungannya di dalam al-
quran yakni dengan menciptakan buah-buahan dan gunung-gunung yamg
memiliki beranekamacam warna sebagai bukti adanya perbedaan kandungan

didalamnya. Hal ini sesuai dengan firman Allah SWT dalam QS. Fathir ayat 27
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Artinya: “Tidakkah kamu melihat bahwasanya Allah menurunkan hujan dari
langit lalu Kami hasilkan dengan hujan itu buah-buahan yang
beraneka macam jenisnya. Dan di antara gunung-gunung itu ada
garis-garis putih dan merah yang beraneka macam warnanya dan

ada (pula) yang hitam pekat ’(QS. Fathir: 27).

Ayat tersebut menjelaskan tentang bukti-bukti kekuasaan Allah yakni
tentang ajakan kepada setiap orang untuk berfikir dan memperhatikan ciptaan
Allah yang beraneka ragam. Keanekaragaman itu tidak hanya terjadi pada buah-
buahan, namun juga terlihat pada gunung-gunung yang memiliki jalur dan garis-
garis yang berwarna putih, merah, dan hitam pekat. Garis-garis tersebut
disebabkan oleh adanya kandungan yang berbeda-beda. Warna putih
menunjukkan adanya alumino-silika, warna hijau menandakan adanya perunggu
sedangkan warna merah menandakan adanya mineral yang didominasi oleh logam
besi (Fe) dan untuk warna hitam mengindikasikan adanya batu bara (Shihab,
2002). Demikianlah petunjuk Allah SWT untuk memudahkan umat manusia yakni
dengan menggali informasi mengenai kandungan penyusun dari suatu mineral.

Zeolit NaX terdiri dari unit sodalit ($-cage) yang tersusun dari cincin enam
dan cincin 4 yang bergabung membentuk oktahedral terpacung, sebanyak 6 buah
sodalit dihubungkan oleh cincin berganda 6 sehingga terbentuk tumpukan
tetrahedral. Tumpukan ini mebentuk lubang besar (supercage) yang mempunyai
diameter 13A. Supercage dapat terbentuk dari 4 kristal tetrahedral yang tersebar,

masing-masing kristal tetrahedral tersebut mempunyai 12 cincin oksigen dan

membentuk lubang-lubang (supercage) dengan diameter 7,4 A (Datt, 2012).
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Gambar 2.5 Kerangka zeolit x (Johnson dan Arshad, 2014)

Zeolit NaX yang digunakan dalam penelitian ini adalah hasil sintesis dari

kaolin blitar dan memiliki rasio molar Si/Al 5 (Arifah, 2018). Zeolit NaX dengan

struktur kristal faujasit memiliki puncak spesifik pada 26 ketika karakterisasi

menggunakan XRD. Puncak spesifik zeolit NaX yang muncul pada 26° yaitu 6,1,

10,7; 16; 27; dan 34,08. Difaktogram standar zeolit NaX ditunjukkan pada

Gambar 2.6 berikut
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Gambar 2.6 Difraktogram XRD pada zeolit X standar (Treacy dan Higgins, 2001)
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2.2.1 Potensi Zeolit Sebagai DDS (Drug Delivery Sistem)

Zeolit dapat dimanfaatkan dalam aplikasi biomedis seperti diabetes
mellitus, antikanker, antioksidan dan drug delivery (Ghazi, dkk., 2013). Hal ini
dipengaruhi oleh zeolit yang mempunyai sifat stabil dalam lingkungan biologis
(Amorim, dkk., 2012). Zeolit juga mempunyai struktur dan komposisi pori yang
teratur dengan rongga dan saluran (Berlocher, 2007), sehingga dapat digunakan
sebagai pengemban/matriks molekul obat. Molekul obat yang berada dalam pori
zeolit berdifusi dari dalam ke luar saluran secara perlahan sehingga dapat
mengontrol laju pelepasan obat (Vilaca, dkk., 2013). Gugus aktif yang digunakan
oleh zeolit yaitu OH yang berikatan hidrogen dengan NH, pada senyawa DOX
(Divband, dkk., 2018). Berikut merupakan gambaran interaksi yang terjadi antara
zeolit dengan molekul obat yang berupa 5-fluorouracil (Spanakish, dkk., 2014)

ditunjukkan pada Gambar 2.7
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Gambar 2.7 Interaksi Zeolit dengan 5-Fluorouracil (Spanakish, dkk., 2014)

Keuntungan zeolit sebagai DDS adalah dapat meningkatkan kemanjuran
obat, menurunkan toksisitas, serta dapat melepas obat dalam jalur terkontrol ke
daerah sel kanker (Putra dan Mustika, 2016). Zeolit mempunyai aktivitas imun

sehingga dapat digunkan sebagai agen antibakteri pada pengobatan kanker
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(Rimoli, dkk., 2007). Zeolit digunakan sebagai DDS (drug delivery system) atau
pengantar obat karena mempunyai tujuan untuk meningkatkan kontrol dosis obat
pada tempat spesifik seperti sel, jaringan, atau organ, sehingga akan mengurangi
efek samping yang tidak diinginkan oleh organ non target (Winarti, 2013).
Penelitian yang telah dilakukan oleh Vilaca, dkk. (2011) menngunakan
zeolit sebagai pengemban senyawa atau obat CHC (a-cyano-4-hydroxycinnamic
acid) menunjukkan bahwa penggunaan zeolit sebagai pengemban CHC
memberikan efek hambat 110 kali lipat dibandingkan tanpa menggunakan zeolit.
penelitian lanjutan oleh Vilaca, dkk. (2013) melaporkan bahwa penggunaan zeolit
sebagai pengemban senyawa atau obat antikanker berupa 5-FU (fluorouracil)
dapat meningkatkan efisiensi obat. Pada sel HCT-15 efisiensi obat meningkat dari
1,9 ke 7,6 kali lipat sedangkan pada sel RKO efisiensi meningkat dari 1,6 ke 4,3

kali lipat (Vilaca, dkk., 2013).

2.3 Metode Impregnasi Doxorubisin terhadap Zeolit

Impregnasi adalah metode preparesi katalis dengan mengadsorpsikan
garam prekursor yang mengandung komponen aktif logam di dalam larutan
kepada padatan pengemban. Impregnasi dibedakan menjadi dua yaitu impregnasi
basah dan impregnasi kering. Perbedaan keduanya terletak pada perbandingan
volume larutan precursor dengan volume pori pengemban. Volume larutan
impregnasi kering berkisar 1-1,2 kali volume pori pengemban, karena diharapkan
jumlah antara larutan precursor dengan pori yang tersedia pada pengemban adalah
sama. Sedangkan volume larutan precursor pada impregnasi basah lebih dari 1,5

kali volume pori pengemban.
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Penelitian yang dilakukan Divband, dkk. (2018) untuk mengetahui
efisiensi pengembanan DOX terhadap zeolit NaA (3A, 4A, dan 5A) menunjukkan
bahwa efisiensi pengembanan DOX @zeolit 4A yaitu 94%, sedangkan zeolit 3A
dan 5A berturut-turut yaitu 86% dan 79%. Efisiensi pengembanan dipengaruhi
oleh ukuran pori, zeolit NaA mempunyai ukuran pori 0,87 nm yang mana lebih
kecil dari ukuran molekul DOX sehingga menyebabkan adsorpsi hanya terjadi di
permukaan eksternal. Rimoli, dkk. (2007) melaporkan bahwa senyawa atau obat
ketoprofen yang diembankan terhadap zeolit X dan zeolit AX menunjukkan hasil
bahwa obat atau senyawa ketoprofen tidak mengubah hasil difaktogram zeolit
namun hanya menurunkan kristalinitasnya.

Penelitian lain yang dilakukan oleh Sudiyono (2016) menggunakan
ekstrak etanol akar rumput bambu yang diembankan terhadap zeolit NaY dengan
metode impregnasi kering menunjukkan hasil difaktogram zeolit NaY hasil
sintesis mengalami penurunan intensitas setelah dilakukan pengembanan, hal ini
karena adanya senyawa yang diembankan terhadap zeolit NaY. Penurunan
intensitas disebabkan karena sinar yang dipantulkan oleh bidang kristal zeolit
terhalang oleh senyawa antikanker yang menempel pada zeolit. Intensitas yang
turun ini akan menyebabkan kristalinitas zeolit juga mengalami penurunan. Hasil

difaktogram ditunjukkan pada Gambar 2.8
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Gambar 2.8 Difaktogram zeolit NaY variasi rasio SiO,/Al,03 sebelum
dan sesudah dilakukan pengembanan (Sudiyono, 2016).

Putra dan Mustika (2016) melaporkan potensi zat aktif antikanker
solasodin yang diembankan terhadap zeolit klinoptilolit berdasarkan variasi PH
pada rentang 3, 5, 7, 9, dan 11 dengan variasi konsentrasi 50, 100, 150, 200, dan
250 ppm menunjukkan bahwa zat anti kanker solasodin mulai terembankan pada
PH 5 dan meningkat maksimum hingga PH 9. Hal ini terjadi karena pada PH 3
(asam) gugus aktif zeolit yaitu silanol dan aluminol terprotonasi sehingga zeolit
tidak dapat menyerap solasodin, sedangkan pada PH 5 gugus aktif tersebut mulai
berkurang dan menyebabkan terikatnya solasodin pada zeolit. Terikatnya
solasodin pada zeolit mencapai maksimum pada PH 9.

Ikatan yang terjadi pada solasodin dan zeolit adalah ikatan hidrogen yang
dimungkinkan karena adanya gugus amina dan hidroksil dari solasodin, interaksi
yang dimungkinkan adalah interaksi elektrostatik dengan gugus silanol dan
aluminol pada zeolit. Sedangkan dengan semakin banyak konsentrasi maka
semakin banyak jumlah solasodin yang berhasil diserap oleh zeolit, dalam

penelitian ini penyerapan solasodin baru terjadi pada konsentrasi 200 ppm.
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2.4 Karakterisasi menggunakan FTIR (Fourier Transform Infrared)
Keberhasilan Impregnasi senyawa terhadap zeolit dapat diketahui dengan
menggunakan analisis FTIR. Hasil penelitian yang dilakukan oleh Vilaca, dkk.
(2011) dengan melakukan analisis FTIR terhadap senyawa atau obat CHC (a-
cyano-4-hydroxycinnamic acid) yang diembankan pada zeolit NaY menunjukkan
bahwa terdapat puncak serapan pada panjang gelombang 3450 cm™ yang
merupakan vibrasi dari O-H stretching dan O-H bending pada 1640 cm™. Pada
panjang gelombang antara 1300 dan 450 cm™ menunjukkan serapan khas struktur
zeolit yang tidak ada perubahan, sedangkan hasil impregnasi CHC terhadap zeolit
ditunjukkan pada serapan 2300-2000 dan 1600-1200 cm™. Data serapan IR
menunjukkan bahwa zeolit tidak mempengaruhi serapan senyawa atau obat

antikanker. Spektra ditunjukkan pada Gambar 2.9
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Gambar 2.9 Spektra FTIR a) NaY b) CHC c) CHC@NaY (Vilaca et al., 2011)

Penelitian lain yang dilakukan oleh Putra dan mustika (2016)
menggunakan sampel solasodin (SSD) sebagai zat aktif anti kanker yang di

embankan pada zeolit klinoptilolit (CLI) menunjukkan hasil spektra FTIR zeolit
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klinoptilolit setelah proses pengembanan dengan variasi konsentrasi solasodin
tidak menunjukkan terjadinya perubahan struktur dengan ditandai tidak adanya

perubahan pada puncak serapan zeolit. Spektra ditunjukkan pada Gambar 2.10

Transmitan (%)
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Gambar 2.10 Spektra FTIR Solasodin dan Zeolit Klinoptilolit dengan a) zeolit
klinoptilolit b)SSD/CLI50 c) SSD/CLI100 d) SSD/CLI150 e)

SSD/CLI200 f) SSD/CLI250 (Putra dan Mustika, 2016)
Lilbaig (2017) melaporkan hasil penelitian dengan menggunakan sampel
ekstrak etanol daun sirsak yang diembankan pada zeolit NaX menggunakan

metode impregnasi kering menampilkan perbandingan spektra zeolit NaX

sebelum dan sesudah pengembanan hasil analisis FTIR pada Gambar 2.11
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Gambar 2.11 Spektra FTIR pada sampel: a) Zeolit NaX, b) Ekstrak
daun sirsak, c¢) Hasil Impregnasi 1:10; d) Hasil
Impregnasi 5:10; e) Hasil Impregnasi 10:10 (Lilbaig,
2017)

Spektra FTIR pada Gambar 2.9 menunjukkan bahwa terdapat puncak
serapan baru pada bilangan gelombang 2925,227 cm™ yang menunjukkan serapan
gugus Csps-H (stretch) asimetri pada spektra ekstrak daun sirsak. Spektra tersebut
tidak muncul pada spektra zeolit NaX (a). Selanjutnya daerah 2855,833 cm™ juga
tidak muncul pada spektra (a) yang menunjukkan serapan -CH,- (stretch) simetri
ekstrak daun sirsak.

Pita vibrasi khas zeolit pada bilangan gelombang 982,577 cm™ setelah
dilakukan pengembanan (spektra c, d, dan e) mengalami penurunan intensitas
puncak, hal ini memperkuat dugaan bahwa spektra khas zeolit semakin menurun,
dikarenakan semakin banyaknya ekstrak yang diembankan. Berdasarkan

perbedaan pita serapan pada sampel tersebut, maka dapat disimpulkan bahwa

ekstrak daun sirsak telah teremban ke dalam zeolit NaX.



22
Penelitian lain dilakukan oleh Liang, dkk. (2016) dengan menampilkan
hasil analisis FTIR doxorubisin yang dembankan terhadap SPIO-PEG

(superparamagnetic iron oxide-polyethylene glycol) pada Gambar 2.12
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Gambar 2.12 Spektra FTIR SPIO-PEG-D, Dox, dan SPIO-PEG (Liang, dkk., 2016)

Berdasarkan Gambar 2.10 menunjukkan bahwa karakteristik serapan O-
H dan C=0 dari COOH SPIO-PEG berturut-turut pada panjang gelombang 3,405
cm™ dan 1,652 cm™. Karakteristik serapan N-H dan C-O dari DOX muncul pada
1,553 dan 1,645 cm™. Serapan lain yaitu NH, stretching dari pada 3,427 dan 3,251
cm™. Untuk Karakteristik SPIO-PEG-D muncul pada puncak serapan C=0 1,692
cm™, C-N stretching dari gugus amida 1,403 cm™ dan 3,430 cm™ untuk N-H
stretching dari gugus amida. Hasil ini menunjukkan bahwa terjadi pembentukan

Ikatan amida antara gugus karboksil dari SPIO-PEG dan gugus amino dari DOX.

2.5 Uji Aktivitas Antikanker secara In-Vitro dengan Metode MTT
Metode MTT dilakukan untuk membuktikan adanya efek sitotoksik

terhadap sel kanker dengan mengetahui aktivitas biologi secara langsung dari
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senyawa kompleks, selain itu metode MTT memiliki beberapa kelebihan seperti
relatif murah, mudah dilakukan, hanya membutuhkan peralatan sederhana dan
interpretasi hasilnya relatif mudah dan akurat (Istigomah dan Hayati, 2015).
Prinsip dari metode ini adalah reduksi garam kuning tetrazolium MTT oleh enzim
reduktase, suksinat tetrazolium yang masuk ke dalam rantai respirasi pada
mitokondria sel-sel yang hidup dan membentuk kristal formazan berwarna ungu

dan tidak larut air (Arifianti, dkk., 2014).

N
/ R Mitochondrial N\N
| Reductase /7 H
YN S N

Kristal Formazan

Garam Tetrazolium warna ungu

warna kuning
Gambar 2.13 Reaksi Pembentukan Kristal Formazan (ungu) dari reagen MTT
(Ambasari, 2018)

Untuk mendeteksi adanya poliferasi sel, digunakan metode perubahan
warna. Sel yang mengalami poliferasi akan menyerap garam tetrazolium MTT
sehingga sel-sel tersebut berwarna ungu dan mengakibatkan terbentuknya kristal
tetrazolium ( formazan) (Rahmawati, 2013). Konsentrasi formazan yang berwarna
biru keunguan dapat ditentukan secara spektrofotometri visible dan berbanding
lurus dengan jumlah sel hidup karena reduksi hanya terjadi ketika enzim reduktase
yang terdapat dalam jalur respirasi sel pada mitokondria aktif (Mosman, 1983).
Absobansi larutan berwarna ini selanjutnya diukur menggunakan Enzyme-linked
Immunosorbent Assay (ELISA) reader pada panjang gelombang 500 dan 600 nm,

semakin tinggi absorbansi menunjukkan semakin banyak sel yang hidup.
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Uji sitotoksik MTT ini digunakan untuk menentukan nilai I1Cs (Inhibitory
Concentration). Nilai 1Cs; menunjukkan potensi ketoksikan suatu senyawa
terhadap sel. Semakin kecil nilai 1Csp maka senyawa tersebut semakinn toksik.
Penelitian yang telah dilakukan oleh A, Setiawati (2011) untuk mengetahui efek
sitotoksik DOX oleh hesperidin terhadap sel T47D menggunakan metode MTT
menunjukkan hasil nilai 1Csp 15 nm yang berarti sel T47D mempunya sifat

sensitif relatif tinggi terhadap DOX.

2.6 Sel T47D sebagai Sel Uji Anti Kanker

Sel T47D adalah sel kanker payudara yang didapatkan dari jaringan
payudara seorang wanita, merupakan continuous cell line yang diisolasi dari
jaringan duktal payudara seorang wanita berusia 54 tahun (CCRC, 2009). Sel
kanker payudara T47D sering digunakan digunakan dalam penelitian kanker
secara in vitro karena mudah penanganannya, mempunyai kemampuan replikasi
yang tidak terbatas, homogenitas tinggi serta mudah diganti dengan frozen stock
jika terjadi kontaminasi (Burdall, dkk., 2003).

Penelitian yang dilakukan oleh Aka dan Lin (2012) dengan
membandingakan profil proteomik sel T47D dan MCF7 menggunakan dua
dimensi gel dan analisis spektrometri massa menunjukkann bahwa protein yang
terlibat dalam stimulasi pertumbuhan sel, mekanisme anti-apoptosis dan
kanserogenesis lebih kuat sel T47D daripada sel MCF7. A, Setiawati (2011)
melaporkan bahwa sensitivitas sel T47D terhadap DOX relatif lebih tinggi
daripada sel MCF7 dengan nilai ICsy 15 nM untuk sel T47D dan 467 nM untuk

sel MCF7.



BAB Il

METODOLOGI PENELITIAN

3.1 Lokasi dan Waktu Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Maret-Agustus 2019 di
Laboratorium Kimia Analitik Jurusan Kimia, Fakultas Sains dan Teknologi,
Universitas Islam Negeri (UIN) 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, magnetic stirrer, tabung reaksi kecil, rak tabung kecil, mikropipet 200 dan
1000 pL, 96-well plate, conical tube, ELISA reader, vortex, yellow tip, blue tip,
culture dish, hemocytometer, mortal agate, alat pengepres, dan Fourier Transform

Infra-Red (FTIR).

3.2.2 Bahan

Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah Doxorubicin
HCL 50 mg/25 mL, zeolit NaX hasil sintesis yang dilakukan oleh Aifah (2018),
Sel kanker payudara T47D, PBS (fosfat buffer salin), tripsin-EDTA, DMSO,
media kultur RPMI, MTT 5 mg/mL PBS (50 mg MTT dan 10 mL PBS), SDS
10% dalam 0,1 N HCI (sebagai larutan stopper), aluminium foil, dan padatan

KBr.
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3.3 Rancangan Penelititan
Penelitian ini merupakan eksperimental di laboratorium berupa obat
doxorubicin yang diembankan pada zeolit NaX sebagai antikanker sel payudara
(T47D). Tahap awal yang dilakukan yaitu zeolit diaktivasi, kemudian doxorubicin
diembankan pada zeolit menggunakan metode impregnasi kering dengan variasi
perbandingan doxorubicin dan zeolit NaX 1:10, 2:10. dan 5:10. Campuran di
stirer selama 48 jam. Setelah homogen, sampel diletakkan dalam oven untuk
menghilangkan pelarutnya. Hasil pengembanan selanjutnya di uji aktivitas anti
kanker terhadap sel payudara (T47D) menggunkan metode MTT secara in vitro.
Tiap sampel yaitu doxorubicin dan zeolit sebelum diimpregnasi dan setelah di
impregnasi dianalis mengggunakan FTIR (Fourier Transform Infra-Red).

Selanjutnya di uji pelepasan obat dengan UV-Vis.

3.4 Tahapan Penelitian
Tahapan pelaksanaan dalam penelitian ini adalah sebagai berikut:
1) Preparasi zeolit
2) Pengembanan doxorubicin terhadap zeolit NaX menggunakan metode
impregnasi kering
3) Karakterisasi hasil impregnasi menggunakan FTIR
4) Uji aktivitas antikanker dengan metode MTT
5) Uji Pelepasan obat menggunakan UV-Vis

6) Analisis data
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3.5 Pelaksanaan Penelitian
3.5.1 Pengukuran Molekul Doxorubicin Menggunakan Aplikasi Hyperchem

Buka aplikasi ChemDraw 3D untuk menggambar struktur molekul
doxorubicin terlebih dahulu kemudian kilk menu toolbar yang tersedia dalam
kotak seperti main tools, general toobar, dan style toolbar dengan menyesuaikan
bentuk struktur molekul yang akan digambar. Gambar struktur molekul kemudian
dipindah ke bentuk 3D dan disimpan dalam format *.pdb.

Pengukuran molekul doxorubicin selanjutnya menggunakan aplikasi
Hyperchem dengan memilih file pada menu bar, pilih open untuk memilih
molekul dalam format *pdb yang telah tersimpan sebelumnya. Klik select pada
menu toolbar, kemudian klik atom pertama dan kedua yang ingin diketahui
jaraknya. Jarak atau ukuran dari atom yang telah dipilih akan muncul pada pojok

kiri bawah dengan satuan Angstrom (A).

3.5.2 Preparasi sampel
Preparasi dilakukan dengan mengaktivasi zeolit dalam oven suhu 120°C

dan dibiarkaan selama 3-4 jam.

3.5.3 Pengembanan Doxorubisin pada Zeolit NaX

Pengemban obat doxorubicin pada zeolit NaX dilakukan menggunakan
metode impregnasi kering sesuai dengan penelitian yang telah dilakukan oleh
Vilaca, dkk. (2013). Doxorubicin yang akan diembankan terhadap zeolit NaxX
dengan variasi perbandingan sebagai berikut:
1. Doxorubicin 4 mg : zeolit 40 mg (1:10)

2. Doxorubicin 8 mg : zeolit 40 mg (2:10)
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3. Doxorubicin 20 mg : zeolit 40 mg (5:10)
4. Kontrol doxorubicin 5 mg
5. Kontrol zeolit NaX 10 mg
Masing-masing campuran diaduk menggunakan magnetic stirer pada suhu
ruang selama 48 jam. Hasil pegembanan selanjutnya dioven dengan suhu 100°C
selama 2 jam untuk menguapkan pelarutnya, selanjutnya dilakukan uji aktivitas
terhadap sel kanker payudara T47D dengan metode MTT (in vitro) dan di analisis
menggunakan FTIR (Fourier Transform Infra-Red). Efisiensi pengembanan

doxorubicin terhadap zeolit NaX dapat dihitung menggunakan persamaan 3.1

Dox in zeolit—free dox

% Efisiensi = X 100%2.... % . (3.1)

Dox in zeolit

3.5.4 Karakterisasi Hasil Impregnasi Menggunakan FTIR

Karakterisasi menggunakan FTIR dilakukan terhadap zeolit NaX,
doxorubicin dan hasil impregnasi. Pertama-tama cuplikan dicampurkan dengan
padatan KBr kemudian dihaluskan dengan mortar batu agate lalu ditempatkan
dalam kaca preparat dan dipress agar membentuk pellet. Selanjutnya sampel
diletakkan pada sample holder dan dianalisis menggunakan FTIR pada bilanga

gelombang 4000-400 cm™,

3.5.5 Uji Aktivitas Antikanker dengan Metode MTT
Uji aktivitas antikanker menggunakan metode MTT dilakukan melalui 4

tahap utama yaitu (CCRC, 2009):
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3.5.5.1 Kultur sel
3.5.5.1.1 Penyiapan Sel
Sel kanker payudara T-47D yang digunakan merupakan koleksi Cancer
Chemoprevention Research Center (CCRC) dari Universitas Gadjah Mada. Sel
kanker dikeluarkan dari freezer (-80°C), dihangatkan dalam incubator
menggunkan suhu 37 °C selama 2 sampai 3 menit. Setelah mencair, sel
dipindahkan ke dalam conical tube yang telah berisi 10 mL medium komplit
(MK) , kemudian disentrifugasi dengan kecepatan 2000 rpm selama 5 menit untuk
memisahkan sel kanker (pellet) dengan medium (supernatan). Pelet yang
terbentuk ditambahkan 4 mL MK, kemudian dimasukkan ke dalam culture dish.
Selanjutnya diinkubasi selama 3-4 jam pada suhu 37 °C/ 5% CO,, lalu sel di amati
dibawah mikroskop untuk melihat apakah sel melekat di dasar culture dish atau
membentuk lapisan monolayer. Bila jumlah sel dalam culture dish mencapai 70-

85% dilakukan sub kultur sel (panen sel).

3.5.5.1.2 Sub Kultur Sel

Medium yang terdapat dalam culture dish dibuang terlebih dahulu,
kemudian ditambahkan +5 mL PBS (Phospate Buffared Saline) dan
dihomogenkan untuk mencuci sel-sel mati kemudian dibuang. Selanjutnya
ditambahkan + 300-500 pL trypsin-EDTA secara merata agar sel dan ikatan antar
sel lepas, diinkubasi selama 5 menit pada suhu 37 °C/ 5% CO, Langkah
selanjutnya diamati sel di bawah mikroskop, jika terdapat sel yang menempel
pada culture dish, maka waktu inkubasi ditambah (maksimal jumlah total 10

menit). Jika sel lepas dari culture dish, maka ditambahkan 5 mL MK untuk
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menginaktifkan sel  (menghentikan Kkerja tripsin) dihomogenisasi dengan
menggunakan mikropipet dan 10 pL dimasukkan Hemacytometer untuk dihitung
jumlah selnya, sedangkan untuk sisa selnya dimasukkan dalam conical tube
dengan kondisi terbaru dan diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37 °C/ 5% CO,,
3.5.5.1.3 Perhitungan Sel Kanker

Diambil 10 pL panenan sel, dimasukkan ke hemacytometer, kemudian
dihitung sel dibawah mikroskop inverted. Jumlah sel kanker yang ada dihitung

menggunakan persamaan sebagai berikut:

o A A R [ gl e, S, (3.3)

> sel panen = "

3.5.5.1.4 Peletakan Sel pada Plate
Peletakan sel pada plate harus diketahui berapa jumlah panenan sel yang

dibutuhkan, caranya adalah menggunakan persamaan sebagia berikut:

¥ sel yang dibutuhkan (mL) = Zellxzsetyang digunakan (3.4)

Ysel panen

Diambil jumlah sel kanker yang dibutuhkan, dimasukkan dalam conical tube
baru dan ditambahkan medium MK hingga total volume 10 mL. Dihomogenkan
menggunakan mikropipet, kemudian dimasukkan ke dalam plat uji, untuk masing-
masing sumuran 100 pL, kecuali sumuran yang berada di baris terakhir yaitu di 12
kolom yang digunakan sebagai control sel (medium+sel), control medium (200
pL), dan control obat. Selanjutnya sel diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37 °C/

5% CO;.
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3.5.5.2 Pembuatan Larutan Uji
Sampel ditimbang sebanyak 10 mg dan dilarutkan dalam 300 uL DMSO
(dimethyl sulfoxide), kemudian campuran dihomogenkan menggunakan vortex
sampai larut sehingga didapatkan larutan stok dengan konsentrasi 800 pg/pL
(ppm). Dibuat larutan sampel dari larutan stok dengan konsentrasi bertingkat,

yaitu 100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,125 dan 1,5625ug/mL

3.5.5.3 Peletakan Larutan Uji

Diambil plat uji berisi sel yang telah diinkubasi selama 24 jam, kemudian
dibuang media sel dengan cara membalikkan plat uji 180° diatas buangan dan
ditekan secara perlahan diatas tissue untuk meniriskan sisa cairan. Setelah itu sel
uji dibagi menjadi 4 bagian menggunakan spidol di atas penutup plate. Kemudian
dimasukkan sampel sebanyak 100 pL ke dalam semua sumuran pada masing-
masing konsentrasi. Selanjutnya dilakukan triplo (pengulangan sebanyak 3x) dan
plat diinkubasi kembali selama 24 jam dalam inkubator 37 °C/ 5% CO,. Amati

dan catat perubahan yang terjadi pada sel selama inkubasi.

3.5.5.4 Peletakan  Larutan MTT (Reagen3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-
difeniltetrazolium bromide)

Media sel dibuang dengan cara plate dibalik dan dicuci menggunakan PBS
100 pL pada tiap sumuran. Kemudian dibuang PBS dengan cara dibalik dan
tiriskan sisa cairan dengan tissue. Setelah itu diambil larutan MTT sebanyak 100
pL, lalu diencerkan dengan medium komplit hingga 10 mL. Kemudian
dimasukkan larutan ke dalam tiap sumuran sebanyak 100 pL, diinkubasi pada

suhu 37 °C/ 5% CO, selama 3-4 jam sampai terbentuk endapan ungu kristal
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formazan. Selanjutnya ditambahkan pL SDS 10 % 0,01 N HCL pada tiap sumuran
untuk melarutkan kristal formazan dan dibungkus plate dengan kertas atau
alumunium foil lalu diinkubasi pada suhu 37 °C/ 5% CO, selama 24 jam,

kemudian diukur serapannya menggunakan ELISA reader pada A 595 nm.

3.5.5.5 Analisis Data
Data absorbansi yang didapatkan dari pengukuran ELISA reader
digunakan untuk mengetahui nilai 1Cs, atau menentukan prosentase sel hidup

(viabilitas) pada masing-masing sumuran. Persamaan yang digunakan yaitu :

oy, Absorbansi sel uji—absorbansi kontrol media
% Viabilitas sel = 1

x 100%......(3.5)

Absorbansi kontrol sel—absorbansi kontrol media

Data prosentase sel hidup kemudian dianalisis untuk mengetahui nilai I1Cs
menggunakan SPSS melalui analisa regression probit dengan kepecayaan 95%
untuk masing-masing konsentrasi. Penggunaan data absorbansi yang didapatkan
dari hasil pengukuran, selanjutnya digunakan untuk menentukan prosentase sel
hidup melalui persamaan 3.5. Data yang diperoleh dibuat dalam bentuk tabel yang
merupakan hubungan antara konsentrasi, prosentase sel hidup dan nilai
maksimum sebesar 100. Selanjutnya dianalisis melalui regression probit dan data

ICs terietak linear dengan nilai 0,5.



33

3.5.6 Analisis Laju Pelepasan Obat
3.5.6.1 Analisis Laju Pelepasan Obat Dox;Zeolit

Analisis laju pelepasan obat dilakukan dengan ditimbang 0,01 g sampel
hasil impregnasi doxorubisin terhadap zeolit, kemudian dilarutkan dalam 5 mL
HCI 0,1 N hingga pH 1,2 (lambung) dan 7,2 (darah). Distirer pada kecepatan 100
rpm pada suhu ruang hingga sampel larut, dan dilanjutkan dengan karakterisasi
menggunakan spektro UV pada panjang gelombang 481 nm selama 24 jam
dengan interval 0.08; 0.25; 0.50; 0.75; 1; 2; 3; 6; 9; 12; 15; 18; 21 dan 24 jam
(Cabeza, dkk., 2015). Laju pelepasan obat dapat dihitung menggunakan

persamaan sebagai berikut (Divband, dkk., 2018):

DOX released at spesified time (3 2)

Drug release (%) = D O% loiie) P | e RO

3.5.5.2 Analisis Standar Dox

Selanjutnya diambil 0,05 mL; 0,2 mL; 0,35 mL; 0,5 mL; dan 0,65 mL
campuran doxorubicin;HCI dan di larutkan dengan aquades hingga volume
menjadi 5 mL. Campuran di stirer pada kecepatan 100 rpm pada suhu ruang
hingga sampel larut dan homogen kemudian dianalisis menggunakan spektro UV

pada panjang gelombang 481 nm.

— Linear (Series1)
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Grafik 3.1 Kurva standar analisis pelepasan DOX



BAB IV

PEMBAHASAN

4.1 Analisis Gugus Fungsi Doxorubicin yang diembankan pada Zeolit NaX
Pengembanan doxorubicin (DOX) terhadap zeolit NaX dilakukan
menggunakan metode impregnasi kering dengan variasi DOX: zeolit NaX yaitu
1:10, 2:10, dan 5:10. Secara kualitatif keberhasilan pengembanan ditandai dengan
perubahan warna seperti pada Gambar 4.1, sedangkan untuk mengetahui DOX
yang diembankan pada zeolit NaX berada pada permukaan atau pori-pori zeolit
NaX secara teori dilakukan pengukuran molekul DOX menggunakan aplikasi
HyperChem. Hasil pengukuran molekul DOX diperoleh rata-rata adalah 13 A - 15
A dan ukuran zeolit NaX meliputi pori dan supercage yaitu 7,4 A dan 13 A maka
molekul senyawa DOX dimungkinkan dapat berinteraksi dengan menempel di

permukaan pori zeolit NaX. Hasil pengukuran ditampilkan pada Gambar 4.2

Gambar 4.1 a) Sebelum pengembanan b) Setelah pengembanan

34
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Gambar 4.2 Ukuran molekul doxorubicin (DOX)

Perhitungan persentase efisiensi pengembanan dilakukan untuk
mengetahui berapa banyak sampel yang berhasil teremban pada zeolit NaX.
Perhitungan persentase efisiensi pengembanan menggunakan persamaan 3.1 dan
hasilnya adalah semakin banyak DOX yang diembankan, maka persentase

efisiensi juga semakin besar sebagaimana ditunjukkan pada Tabel 4.1.

Tabel 4.1 Persentase efisiensi pengembanan

Pengembanan Massa Massa hasil Efisiensi
DOX&zeolit NaX pengemban (mg) pengembanan pengembanan (%)
(mg)
1:10 40 60,3 33,66
2:10 40 78,8 49,24
5:10 40 144,2 12,26

Interaksi yang terjadi antara molekul DOX dengan zeolit NaX adalah
interaksi berupa ikatan hidrogen dan interaksi ion-dipol. lkatan hidrogen yaitu
terjadi antara atom H dalam ikatan polar dengan atom elektronegatif O, N, atau F.

Dalam hal ini gugus aktif DOX yang berupa NH; akan berinteraksi dengan gugus
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OH dari zeolit. Interaksi ion-dipol merupakan interaksi yang terjadi antara suatu
ion dengan molekul polar. Pada pengembanan ini ion Na" akan berinteraksi
dengan gugus NH,, lon Na* berfungsi sebagai kation penyeimbang pada kerangka
zeolit. Kekuatan interaksi dipengaruhi oleh ukurann ion, besarnya momen dipol
dan ukuran molekul (Chang, 2005). Berikut merupakan dugaan interaksi yang

terjadi seperti pada Gambar 4.3

O OH

O OH O

LY L O‘O‘ o
J_oH o O‘O‘

0‘0‘ OH _O O OH o,,q H

0.0 . .0 O OHO,.0
p H 0,0 o o
OH N2

: NH,
NHZ E E
hale) : < Bl ay): @ @ :. Na
N7 NS % NS N \s| / N O \é\\
R D S\ WA AR g A /\ /\ /\ /\
OO 00O 00O 00O OO 0O OO OO OOOO OO OO

Gambar 4.3 Dugaan interaksi yang terjadi antara zeolit NaX dengan DOX

Keberhasilan pengembanan DOX terhadap zeolit NaX dianalisis
menggunakan instrument FTIR dengan mengetahui perubahan gugus fungsi
antara zeolit NaX sebelum dan sesudah terjadinya pengembanan. Di bawah ini
spektra pengembanan DOX terhadap zeolit dengan variasi kombinasi DOX:zeolit

NaX 1:10, 2:10, dan 5:10 ditampilkan pada Gambar 4.4
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Gambar 4.4 Spektra FTIR sampel (a) Zeolit NaX, ( b) DOX, (c) Hasil
Impregnasi perbandingan1:10, (d) 2:10, (e) 5:10
Hasil analisis FTIR menunjukkan bahwa pita serapan sampel hasil
impregnasi DOX:zeolit NaX 1:10, 2:10 dan 5:10 mengalami pergeseran pada
bilangan gelombang 1640 cm™ menjadi 1560 cm™ (serapan C=C konjugasi), hal
ini karena adanya tekukan dari gugus O-H zeolit pada bilangan gelombang 1650
cm’. Selain itu, intensitas zeolit pada bilangan gelombang 998 cm™ mengalami

penurunan karena adanya DOX yang terembankan.
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Pita serapan zeolit NaX yaitu pada bilangan gelombang 1650 cm™

(tekukan H-O-H), 998 cm™ (regangan asimetris O-T-O internal), 668 cm™

(regangan simetris O-T-O internal) dan 565 cm™ (cincin ganda (D6R/D4R))

masih terlihat pada pita serapan sampel hasil impregnasi yang menunjukkan

bahwa DOX tidak mempengaruhi pita serapan zeolit NaX.

Tabel 4.2. Interpretasi spektra FTIR sampel zeolit NaX dan hasil pengembanan
(Arifah, 2018; Fitriana, 2018; Socrates, 2004)

Sampel Bilangan gelombang (cm™) Keterangan
Zeolit NaX 3448 Regangan O-H
1650 Tekukan H-O-H
998 Regangan asimetris O-T-O internal
723 Regangan asimetris O-T-O eksternal
672 Regangan simetris O-T-O internal
579 Cincin ganda (D6R/D4R)
446 Tekukan T-O-T
Doxorubicin 3460 Regangan O-H
3440 Regangan simetris NH,
1640 C=C konjugasi
580 Methyl Aromatic Ethers C-O-C
499 Eto-C (ethers)
Dox:Zeolit NaX 3452 Regangan O-H
1:10 1650 Tekukan H-O-H
1560 C=C konjugasi
998 Regangan asimetris O-T-O internal
669 Regangan simetris O-T-O internal
546 Cincin ganda (D6R/D4R)
Dox:Zeolit NaX 3452 Regangan O-H
2:10 1650 Tekukan H-O-H
1560 C=C konjugasi
994 Regangan asimetris O-T-O internal
668 Regangan simetris O-T-O internal
557 Cincin ganda (D6R/D4R)
Dox:Zeolit NaX 3463 Regangan O-H
5:10 1649 Tekukan H-O-H
1560 C=C konjugasi
998 Regangan asimetris O-T-O internal
668 Regangan simetris O-T-O internal
565 Cincin ganda (D6R/D4R)
Keterangan:

T = Si atau Al
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4.2 Uji Aktivitas Antikanker

Uji aktivitas antikanker dilakukan untuk mengetahui potensi DOX yang
diembankan pada zeolit NaX dalam menghambat pertumbuhan atau membunuh
sel kanker payudara T47D. Uji aktivitas antikanker dilakukan secara in vitro
dengan metode MTT (Microculture Tetrazolium). Prinsip metode ini adalah
mengukur aktivitas sel berdasarkan kemampuan enzim reduktase dalam
mereduksi garam kuning tetrazolium MTT sehingga membentuk kristal formazan.
MTT diabsorbsi oleh sel hidup dan mengalami reaksi reduksi oleh enzim
reduktase membentuk kristal formazan berwarna ungu yang terjadi dalam rantai
respirasi mitokondria (Ambasari, 2018). Jika intensitas warna ungu Yyang
dihasilkan semakin tinggi maka jumlah sel hidup juga semakin banyak.

Pengujian aktivitas antikanker dilakukan melalui beberapa tahapan yaitu:
1) penyiapan sel kanker 2) panen sel 3) perhitungan sel 4) uji sitotoksisitas dan 5)
pembacaan absorbansi. Penyiapan sel dilakukan dalam medium RPMI (Roswell
Park Memorial Institute) dengan menghidupkan kembali sel yang telah ditidurkan
(inaktif sel) dan ditumbuhkan kembali hingga sel menempel dan berkembang
memenuhi wadah kultur (culture dish).

Medium RPMI adalah media kultur yang baik untuk menumbuhkan sel
kanker payudara T47D (Winarno, 2011). Rahmatika (2019) mengatakan bahwa
medium RPMI memberikan nutrisi yang dibutuhkan sel untuk bertahan hidup dan
memperbanyak diri. Media kultur (MK) mengandung suplemen peningkat
pertumbuhan berupa FBS (fetal bovine serum) yang berperan sebagai serum,
penyedia nutrisi yang esensial dan berisi berbagai substansi yang dibutuhkan sel

untuk tumbuh dan hidup dengan baik. Media kultur juga mengandung asam
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amino, vitamin, glukosa, garam, dan berbagai suplemen organik. Komposisi dari
media kultur adalah FBS 10 %, penislin streptomisin 2 %, fungizone 0,5 % dan
medium RPMI ditambahkan hingga 100 %. Adanya penambahan penislin
streptomisin berfungsi sebagai antibotik yang tidak besifat toksik, memiliki
spektrum antimikroba luas dan ekonomis (Zairisman, 2006).

Panen sel dilakukan ketika sel telah berkembangbiak dan tumbuh
memenuhi 80 % wadah kultur. Sel tersebut dicuci menggunakan PBS (Phospate
Buffared Saline) untuk menghilangkan serum dalam media kultur. Penambahan
tripsin-EDTA dilakukan untuk melepaskan sel yang menempel di dasar wadah
kultur dan dari ikatan-ikatan antar sel (agar sel tidak menggumpal). Prinsip dari
panen sel adalah melepaskan ikatan sel tanpa merusak sel itu sendiri (CCRC,
2009). Keadaan sel tersebut diamati dibawah mikroskop inverted dan hasilnya
adalah terdapat perubahan fisiologi pada sel.

Penentuan jumlah panenan sel dilakukan dengan menghitung sel
menggunakan alat hemacytometer dan keadaan sel diamati dibawah mikroskop
inverted dengan counter. Syarat perhitungan sel dengan hemacytometer adalah sel
harus berdiri sendiri tidak menggumpal atau menggerombol (CCRC, 2009).
Dihitung sel pada 4 kamar hemacytometer yang terdiri dari kamar A, B, C dan D.
Hasil perhitungan sel adalah 197 x 10* sel/mL. Sehingga dapat dihitung jumlah
sel kanker yang dibutuhkan dengan menggunakan persamaan 3.4 dan hasilnya
adalah 0,5076 mL. Selanjutnya sel kanker ditambahkan media kultur hingga total
volume mencapai 10 mL. Adapun Kamar hemacytometer dan morfologi sel dalam

hemacytometer dapat dilihat pada Gambar 4.5
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Gambar 4.5 a) Kamar dalam Hemacytometer dan b) keadaan sel dalam kamar

Uji sitotoksik meliputi subkultur sel, preparasi sampel dan treatment sel.
Subkultur sel dilakukan dengan memindahankan sel yang sudah konfluen ke
tempat yang masih kosong agar sel yang akan digunakan untuk pengujian dapat
tumbuh lebih maksimal pada medianya. Dikatakan konfluen jika sel sudah
menempel dan berkembang memenuhi wadah kultur.

Preparasi sampel dimulai dengan penimbangan sampel, pelarutan sampel
dengan DMSO (dimethyl sulfoxide) dan penentuan konsentrasi. DMSO berfungsi
sebagai buffer dan dapat melarutkan sampel dengan baik. DMSO juga dapat
melarutkan senyawa polar, non polar maupun semi polar dan tidak memiliki efek
samping terhadap pertumbuhan sel (Lestari, 2017). Penentuan konsentrasi
berdasarkan kelipatan dari konsentrasi sampel agar menghasilkan regresi yang
standar. Konsentrasi yang digunakan dalam penelitian ini adalah 100; 50; 25;
12,5; 6,25; 3,125; dan 1,5625 pg/mL.

Treatment sel dilakukan dengan menambahkan sampel pada tiap
konsentrasi dan didiamkan selama 24 jam. Morfologi sel kanker payudara setelah
di traetment diamati di bawah mikroskop inverted dan hasilnya adalah jumlah sel

yang mati pada konsentrasi tinggi (100 pug/mL) lebih banyak dari pada konsentrasi

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG
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dibawahnya. Perbedaan morfologi sel hidup jika diamati dibawah mikroskop
inverted berbentuk lonjong seperti jarum yang saling berdempet dengan sel lain
dan dinding sel terlindungi sehingga terlihat menempel pada dasar wadah kultur
dan terlihat bersinar. Sedangkan untuk sel yang mati berbentuk bulat, berwarna

hitam dan terlihat mengapung. Hal ini dapat dilihat pada Gambar 4.6

Sel hidup

Sel mati

Gambar 4.6 Morfologi sel T47D konsentrasi 100 pg/mL hasil treatment (a)
Doxorubicin (b) Zeolit (c) Kombinasi DOX:zeolit 1:10 (d) 2:10 (e)
5:10

Kemampuan sampel dalam menghambat pertumbuhan sel kanker (T47D)
dapat diketahui secara kualitatif dengan mengamati perubahan warna dan
morfologi sel kanker setelah pemberian reagen MTT. Warna kuning pada reagen
MTT hanya akan diserap oleh sel hidup dan akan mengalami perubahan warna
menjadi ungu (formazan). Morfologi sel yang hidup berbentuk serabut

sebagaimana Gambar 4.7
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Gambar 4.7 Morfologi sel T47D setelah pemberian MTT kombinasi DOX:zeolit
(@) 1:10 (b) 2:10 (c) 5:10 (d) DOX (e) zeolit

Semakin tinggi intensitas warna ungu yang dihasilkan, maka semakin
banyak persentase sel yang masih hidup dan mengindikasikan bahwa tidak
terdapat aktivitas antikanker. Hal ini ditandai dengan banyaknya morfologi sel
yang berbentuk serabut. Sedangkan jika warnanya tetap (kuning) menunjukkan
adanya aktivitas antikanker dan menunjukkan banyaknya persentase sel yang
mati. Perubahan warna yang terjadi karena adanya reaksi reduksi oleh enzim
NADH dehydrogenase yang terjadi dalam mitokondria sel. Reaksi reduksi MTT

dapat dilihat pada Gambar 4.8
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N NADHt H*
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Garam Tetrazolium NAD  t+ HBr Kristal Formazan \gi

warna kuning warna ungu

Gambar 4.8 Reaksi reduksi MTT

Reaksi reduksi MTT menyebabkan adanya perubahan warna yang
disebabkan oleh enzim NADH dehydrogenase. Enzim ini mereduksi NADH
dengan melepas H® dan berikatan dengan tetrazolium yang menyebabkan
pemutusan ikatan sehingga dapat membuka cincin tetrazolim (warna kuning) dan
mengubah bentuk menjadi kristal formazan (warna ungu). Kristal formazan
bersifat basa dan tidak larut sehingga untuk melarutkan dan menghambat reaksi
enzimatis ditambahkan reagen stopper natrium dodesil sulfat (SDS) 10% dalam

HCL 0,01 N. Struktur natrium dodesil sulfat dapat dilihat pada Gambar 4.9

N0 2 i i W e e NNl I 2%
Sisi Hidrofobik Sisi Hidrofilik
Gambar 4.9 Struktur natrium dodesil sulfat (SDS) (Caligur, 2008)
Penambahan larutan SDS akan mendenaturasi rantai polipeptida pada

membran sel melalui interaksi yang terjadi antara gugus sulfat (SO,) dari struktur

SDS yang bersifat hidrofilik dengan rantai samping asam amino, sedangkan gugus
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hidrofobik akan berinteraksi dengan gugus hidrofobik protein yang menyebabkan
membran sel mengalami lisis (Fitriana, 2019) sehingga menyebabkan kristal
formazan larut dan dapat keluar dari dalam sel.

Pengukuran absorbansi dilakukan dengan ELISA reader pada panjang
gelombang 595 nm. Warna yang teramati pada larutan adalah ungu kebiruan
sehingga yang akan diserap oleh spektra sinar tampak adalah kuning. Data yang
dihasilkan berupa nilai absorbansi dan dapat digunakan untuk mengetahui potensi
sel dalam membunuh atau menghambat pertumbuhan kanker. Semakin tinggi nilai
absorbansi maka persentase sel hidup juga semakin banyak.

Ketoksikan suatu sampel juga dapat diamati melalui perubahan warna
yang terjadi pada plate 96-well setelah pemberian garam SDS. Sampel dengan
konsentrasi tinggi yaitu 100 pg/mL dan 50 pg/mL pada variasi perbandingan 1:10,
2:10 dan 5:10 berwarna orange. Sedangkan pada konsentrasi dibawahnya yaitu
25;12,5; 6,25; 3,125; dan 1,5625 pg/mL memiliki warna ungu yang menunjukkan
bahwa persentase sel hidup dalam jumlah tinggi.

Nilai absorbansi yang diperoleh dari hasil analisis menggunakan ELISA
reader selanjutnya dihitung menggunakan Microsoft Excel sehingga didapatkan
nilai persentase sel hidup (persen viabilitas sel) dengan konsentrasi yang
kemudian diolah menggunakan SPSS melalui analisis probit, selanjutnya
diperoleh nilai ICsy dari masing-masing sampel. Nilai ICsy yang diperoleh

ditunjukkan pada Tabel 4.3



46

Tabel 4.3 Data nilai 1Csq uji aktivitas antikanker

Sampel ICso (Mg/mL)
Doxorubicin (DOX) 1,12
Zeolit Nax 17,83
Kombinasi Dox : zeolit 1:10 4,94
Kombinasi Dox : zeolit 2:10 4,80
Kombinasi Dox : zeolit 5:10 3,34

Berdasarkan Tabel 4.3 menunjukkan bahwa hasil uji aktivitas antikanker
DOX tunggal memiliki nilai 1Csy 1,12 pg/mL, setelah diembankan pada zeolit
NaX memiliki nilai 1Cso yang lebih besar. Hal ini karena adanya zeolit sebagai
pengemban dapat mengontrol laju pelepasan DOX, sehingga menyebabkan
molekul DOX terlepas dari zeolit secara perlahan. Pada penelitian ini
pengembanan DOX terhadap zeolit terjadi di permukaan dan tidak masuk ke
dalam pori zeolit.

Pengembanan paling efektif pada penelitian ini adalah pada sampel
kombinasi 5:10 karena jumlah DOX yang diembankan adalah setengah dari
jumlah pengemban zeolit NaX. Semakin banyak jumlah DOX yang diembankan
maka semakin banyak banyak sisi aktif dari DOX yang berikatan dengan sisi aktif
dari zeolit NaX (Putra dan Mustika, 2016) sehingga pengembanan dan kontrol
pelepasan obat terjadi secara maksimal dan menghasilkan nilai 1Cs, terendah. Hal
ini didukung dengan persentase efisiensi pegembanan pada Tabel 4.1 bernilai
lebih tinggi daripada sampel kombinasi yang lain yaitu 72,26 %. Selain itu, juga
didukung oleh hasil analisis FTIR pada Gambar 4.4 yang menunjukkan
berkurangnya intensitas pada gugus regangan asimetris O-T-O internal (khas
zeolit) pada pengembanan DOX:zeolit NaX.

Hasil uji aktivitas antikanker semua sampel kombinasi lebih rendah

daripada zeolit NaX. Hal ini menunjukkan bahwa zeolit NaX dalam penelitian ini
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berpotensi sebagai pengemban dan dapat mengontrol laju pelepasan obat secara
maksimal. Zeolit berpotensi sebagai pengantar obat karena telah memenuhi syarat
yaitu memiliki strukur yang berpori, non toksik dan bersifat biocampability yang
baik (Wen, dkk., 2017).

Hasil uji aktivitas antikanker sampel zeolit NaX pada penelitian ini yaitu
17,83 pg/mL. Nilai tersebut mengindikasikan bahwa zeolit aktif sebagai
antikanker yaitu dapat menghambat dan membunuh sel kanker payudara (T47D.
Partikel zeolit masuk ke dalam sel dan berperan sebagai pembawa eksogen dan
menyebabkan kerusakan oksidatif. Kerusakan oksidatif disebabkan karena
meningkatnya jumlah reactive oksigen spesies (ROS) yaitu NADH, NAD", ATP
dan Pi. Mekanisme lain didasarkan oleh lepasnya partikel ion logam zeolit melalui
aktivasi kalsium yang dapat mempengaruhi jalur perbaikan DNA dan
menyebabkan perubahan epigenik yang dapat meningkatkan jumlah ROS
(Jesudos, dkk., 2018). Peningkatan ROS menyebabkan DNA mengalami
kerusakan, apoptosis, kerusakan membrane sel dan kerusakan komponen organ
vital sel yang lain, hal ini karena ROS bersifat radikal (Carvalho, dkk., 200).

Berdasarkan National Cancer Institute melaporkan bahwa senyawa
dikatakan aktif sebagai antikanker apabila memiliki nilai 1Csp < 30 pg/mL,
moderat aktif apabila nilai 1Csy 30-100 pug/mL dan tidak aktif apabila 1Csp > 100
pug/mL (Rahmawati, 2013). Penelitian ini menunjukkan bahwa DOX, zeolit NaX
dan sampel DOX:zeolit NaX 1:10, 2:10 dan 5:10 dapat dikatakan aktif sebagai

antikanker karena memiliki nilai ICsp < 30 pg/mL.
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4.3 Analisis Laju Pelepasan Doxorubicin yang diembankan pada Zeolit NaX
Laju pelepasan DOX yang diembankan pada zeolit NaX menggunakan
sampel kombinasi DOX:zeolit 5:10 yang memiliki nilai 1Cs terbaik yaitu 3,34
png/mL dilakukan dengan membandingakan kondisi keasaman lambung pH 1,2
dan darah pH 7,2. Tujuannya untuk mengetahui efisiensi dan efektivitas zeolit
NaX sebagai pengemban dan pengontrol obat. Analisis laju pelepasan DOX
dianalisis menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang 481
nm. Hasil yang didapatkan yaitu nilai absorbansi. Untuk mengetahui konsentrasi
sampel maka dilakukan perbandingan absorbansi sampel dengan absorbansi

larutan standar DOX. Hasil absorbansi larutan standar DOX diperoleh grafik pada

Gambar 4.10
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Gambar 4.10 Kurva standar Doxorubicin (DOX

Hasil analisis sampel DOX:zeolit dalam larutan HCL 0,1 N (pH 1,2) dan
larutan HCL:buffer (pH 7,2) menggunakan spektrofotometer UV-Vis
menunjukkan hasil berupa nilai absorbansi sampel. Semakin besar nilai
absorbansi maka konsentrasi DOX yang lepas dari zeolit NaX juga semakin
tinggi. Persentase pelepasan DOX dari zeolit NaX selama 24 ditampilkan pada

gambar 4.11
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Gambar 4.11 Pelepasan DOX dari zeolit NaX selama 24 jam pada kondisi pH
1,2&7,2 perbandingan 5:10
Berdasarkan Gambar 4.11 menunjukkan bahwa terdapat perbedaan
jumlah persentase molekul obat yang terlepas dari zeolit dalam waktu yang sama
(24 jam). DOX dapat terlepas maksimum pada pH 1,2 sebanyak 13% sedangkan
pada pH 7,2 sebanyak 10,7%. Hal ini menunjukkan bahwa pelepasan DOX
dipengaruhi oleh keasaman lingkungan karena DOX bertindak sebagai
hidroklorida yang larut dalam air (DOX:HCI) sedangkan dalam lingkungan netral
molekul DOX cenderung bersifat hidrofobik yang tidak larut dalam air (Li dkk.,
2018). Dadsetan, dkk. (2013) melaporkan bahwa DOX terlepas maksimum dari
microgels pada larutan PBS sebanyak 70% (pH 5) dan 50% pH (7,4), sedangkan
pada larutan dH2O (deionized water) sebanyak 98% (pH3 3) dan 27% (pH 5)
selama 15 hari.
Zeolit sebagai pengantar DOX dapat stabil dalam lingkungan asam atau
basa karena mempunyai PZC (point of zero charge) yaitu 4-8,5 (Schubert, 2012).
Nilai PZC tersebut tidak mempengaruhi struktur, namun berpengaruh terhadap
muatan inti zeolit. Jika pH<PZC (kondisi asam) maka muatan inti zeolit positif

(OH,"), sedangkan jika pH>PZC (kondisi basa) muatan inti menjadi negatif (O).
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Adapun DOX bermuatan positif dalam keadaan asam dan nagatif dalam keadaan
basa (Gu, dkk., 2012). Khodaverdi, dkk. (2016) melaporkan bahwa dalam kondisi
basa total muatan negatif pada pengemban dan yang diembankan (zeolit dan
DOX) menyebabkan adanya tolakan yang mengakibatkan lepasnya DOX dari
zeolit menjadi lambat, sedangkan dalam kondisi asam terjadi interaksi antara

DOX dengan zeolit yang dapat meningkatkan adsorpsi lebih cepat.

4.4 Kajian Hasil Penelitian dalam Perspektif Islam

Penelitian ini bertujuan untuk mengurangi efek samping dari obat
doxorubicin (DOX). Salah satu upaya yang dilakukan dalam bidang biomedis
yaitu mengaplikasikan DDS (drug delivery sistem) atau sistem pengantar obat.
Salah satu material yang dikembangkan sebagai DDS adalah zeolit. Penelitian
sebelumnya menunjukkkan bahwa zeolit berpotensi sebagai DDS karena
mempunyai pori yang seragam dan luas permukaan yang besar, sehingga mampu
mengontrol laju pelepasan obat agar berada dalam jalur yang sesuai untuk
membunuh sel kanker.

Hasil penelitian ini menunjukkan nilai 1Csy pada sampel DOX:zeolit NaX
1:10; 2:10 dan 5:10 berturut-turut yaitu 4,94 pl/mL, 4,80 ul/mL dan 3,34 pl/mL.
Sedangkan nilai 1Csy DOX tunggal adalah 1,12 pl/mL dan zeolit NaX yaitu 17,83
pul/mL, nilai tersebut menunjukkan bahwa dalam penelitian ini DOX lebih baik
digunakan tanpa adanya pengembanan sedangkan zeolit NaX dapat digunakan
sebagai pengemban karena hasil 1Cso sampel lebih kecil dibandingkan zeolit NaX.
Semakin kecil nilai ICsq suatu senyawa maka semakin toksik terhadap sel kanker.

Penelitian ini menggunakan zeolit NaX sebagai pengemban karena memiliki pori
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dan luas permukaan besar dengan sisi aktif yang dapat berinteraksi dengan sisi
aktif dari DOX sehingga dapat mengontrol pelepasan obat dan menyebabkan obat
dapat mengenai sel kanker target. Meskipun demikian zeolit juga di aplikasikan di
berbagai bidang biomedis yang lain seperti antibakteri, penyembuh luka, diabetes
mellitus, biosensor untuk deteksi senyawa beracun dan antioksidan (Putra, 2016).

Pemanfaatan material zeolit membuktikan bahwa tidak ada sesuatu yang
sia-sia di muka bumi ini. Zeolit sebagai material anorganik yang tak hidup
memiliki potensi yang pemanfaatannya dapat digunakan di berbagai bidang. Oleh
karena itu Allah SWT menganjurkan kepada hambanya untuk selalu memikirkan
dan memahami kebesaran dan kekuasaannya dengan melihat seluruh ciptaannya
sebagaimana firman Allah dalam QS. Ali Imran ayat 190-191 terkait ciri-ciri

manusia yang ulul albab

) «_11_13\2“ ‘;5\2{ u\a‘}[ J\.@.\SU d.\m u)\.\;\j UAJY\) L_i\jw\ dﬁ; ‘_; u\
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Artinya : "Sesungguhnya dalam penciptaan langit dan bumi, dan silih
bergantinya malam dan siang terdapat tanda-tanda bagi orang-orang
yang berakal. (yaitu) orang-orang yang mengingat Allah sambil berdiri
atau duduk atau dalam keadan berbaring dan mereka memikirkan
tentang penciptaan langit dan bumi (seraya berkata): “Ya Tuhan Kami,
Tiadalah Engkau menciptakan ini dengan sia-sia, Maha suci Engkau,
Maka peliharalah Kami dari siksa neraka.” (QS. Ali Imran: 190-191).

Ayat tersebut menjelaskan bahwa Alllah SWT menciptakan langit, bumi
dan seisinya dengan tanpa alasan, semuanya tidak lain hanya untuk kemaslahatan
para hambanya yang wajib disyukuri dan dimanfaatkan sebaik-baiknya. Adanya

manfaat yang cukup luas menjadikan kita sebagai manusia untuk berfikir dan

memahami lebih dalam mengenai sifat dan kandungannya. Sebagai seorang
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muslim yang berakal dan paham dengan apa yang ada di dunia ini akan berpikir
tidak ada satupun ciptaan Allah yang sia-sia (Kementrian Agama RI, 2010)
semuanya mempunyai kelebihan dan kekurangan yang saling berkesinambungan,
baik ciptaan Allah yang hidup maupun yang tak hidup seperti zeolit.

Penelitian ini menunjukkan dengan adanya ilmu pengetahuan kita dituntut
untuk mampu mengelola sumber daya alam dengan optimal. Penelitian-penelitian
terdahulu mengenai penerapan zeolit sebagai adsorben dapat ditingkatkan dalam
hal biomedis seperti DDS (drug delivery sistem), antibakteri, biosensor untuk
deteksi senyawa beracun dan masih banyak lagi. Hal ini menunjukkan ilmu
pengetahuan sangat penting bagi kehidupan manusia di dunia dan bekal menuju
akhirat. Dalam skala kecil terdapat banyak ilmu pengetahuan yang belum

terungkap, Allah SWT berfirman dalam surat Al Kahfi ayat 109

B 315 o35 LAl A 5 08 22l sl 3 eI i 3aal 5K 51 o
334 alia;

Artinya: “Katakanlah: *“ Kalau sekiranya lautan menjadi tinta untuk (menulis)
kalimat-kalimat Tuhanku, sungguh habislah lautan itu sebelum habis
(ditulis) kalimat-kalimat Tuhanku, meskipun Kami datangkan tambahan
sebanyak itu (pula)". (QS. Al-Kahfi:109).

Ayat ini menjelaskan bahwa ilmu pengetahuan Allah SWT tidak akan
pernah habis meskipun digali dan dituangkan dalam bentuk tulisan. Jika air laut
adalah tinta tidaklah cukup untuk menuliskan imu pengetahuan yang Allah SWT
ciptakan, bahkan jika air laut tersebut ditambahkan dengan jumlah yang sama
dengan jumlah awalnnya, tetap tidak mampu menuliskan semua pengetahuan

yang diciptakan oleh Allah SWT (Abdullah, 2007). Tafsir tersebut menjelaskan

bahwa ilmu pengetahuan yang diciptakan Allah SWT tidak terhingga sehinga
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manusia tak akan mampu mengungkan semua ilmu pengetahuan tersebut.
Pengetahuan tentang zeolit mungkin hanya sebagian kecil dari pengetahuan Allah
SWT jika diteliti lebih lanjut mungkin tidak akan ada habisnya. Hal ini
seharusnya menambah keyakinan dan keimanan kita terhadap kebesaran dan

kekuasaan Allah SWT.
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BAB V
PENUTUP

5.1 Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan dapat diperoleh

kesimpulan sebagai berikut:

1.

Doxorubicin yang diembankan pada zeolit NaX dengan variasi
doxorubicin:zeolit NaX 1:10, 2:10 dan 5:10 memiliki nilai I1Csy 4,94 pg/mL;
4,80 pg/mL dan 3,34 pg/mL, sehingga dapat diketahui bahwa dalam
penelitian ini doxorubicin yang diembankan pada zeolit berpotensi sebagai
antikanker.

Hasil karakterisasi zeolit NaX sebagai pengemban doxorubicin menunjukkan
adanya penurunan intensitas pita serapan khas zeolit pada bilangan gelombang
998 cm™ yang mengindikasikan bahwa doxorubicin berhasil terembankan

pada zeolit NaX.

5.2 Saran

1. Untuk penelitian selanjutnya agar menggunakan Drug Delivery Sistem
atau sisten pengantar obat selain zeolit NaX.

2. Perlu dilakukan uji pelepasan obat dengan waktu lebih dari 24 jam untuk
mengetahui jumlah maksimum terlepasnya obat dari pengemban.

3. Untuk penelitian selanjutnya perlu dilakukan uji secara in-vivo karena
berdasarkan nilai 1Csy semua sampel aktif sebagai antikanker
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LAMPIRAN

Lampiran 1. Tahapan Penelitian

Zeolit NaX

!

Diaktivasi

|

Impregnasi Dox terhadap Zeolit

Karakterisasi dengan FTIR

Uji Pelepasan Obat dengan UV
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Lampiran 2. Skema Kerja
L.2.1 Pengukuran Molekul Doxorubicin Menggunakan Aplikasi HyperChem

Molekul Doxorubicin

- Digambar dengan aplikasi ChemDraw 3D menggunakan menu toolbar
yang tersedia pada kotak main tools, general toolbar, dan style toolbar

- Disimpan dalam format *.pdb

- Dibuka melalui aplikasi HyperChem

- Dipilih select pada menu toolbar

- Diklik atom pertama dan kedua yang ingin diketahui jarak/ ukurannya

A 4

Hasil

L.2.2 Preparasi Sampel

Zeolit

- Diaktivasi dengan suhu 120 °C

- Dibiarkan selama 3-4 jam

y

Hasil

L..2.3 Pengembanan doxorubicin pada zeolit NaxX

Doxorubicin dan zeolit

- Ditimbang doxorubicin dan zeolit

e Doxorubicin 4 mg : zeolit 40 mg (1:10)
Doxorubicin 8 mg : zeolit 40 mg (2:10)
Doxorubicin 20 mg : zeolit 40 mg (5:10)
Kontrol doxorubisin
Kontrol zeolit NaX
- Dicampur masing-masing kedalam beaker glass

- Diaduk menggunakan magnetic stirrer pada suhu ruang selama 48 jam

- Dioven dengan suhu 40°C selama 2 jam

\ 4

Hasil
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L.2.4 Karakterisasi Hasil Pengembanan Menggunakan FTIR

Hasil pengembanan doxorubicin pada zeolit NaX

A

Dicampur cuplikan dengan KBr
Dihaluskan dengan mortar batu agate
Ditempatkan dalam kaca preparat
Ditekan dengan alat press
Ditempatkan dalam sample holder

Dikarakterisasi menggunakan FTIR

Hasil

L.2.5 Analisis Laju Pelepasan Obat

Doxorubisin dan zeolit hasil impreanasi

\ 4

- Ditimbang 0,01 gram
- Dilarutkan dalam 5 mL HCL 0,1 N hingga pH 1,2 dan 7,4
- Distirer pada kecepatan 100 rpm hingga larut
- DIUV selama 24 jam dengan interval waktu 0.08; 0.25; 0.50; 0.75; 1; 2;

3; 6; 12; 15; 18; 21 dan 24 jam

Hasil

Doxorubisin dan HCI

A 4

- Diambil 0,05; 0,2; 0,35; 0,5; dan 0,65 mL
- Dilarutkan dengan aquades hingga volume 5 mL
- Distirer pada kecepatan 100 rpm pada suhu ruang

- Dianalisis dengan UV pada panjang gelombang 481 nm

Hasil
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L.2.6. Uji Aktivitas Antiknker dengan Metode MTT
L.2.6.1 Kultur Sel

Sel kanker payudara T47D

Dikeluarkan dari freezer (-80 °C)

Dicairkan dalam incubator suhu 37 °C selama 2-3 menit
Dipindahkan ke dalam conical tube berisi 10 mL media MK
Dipisahkan MK dan sel kanker menggunakan alat sentrifugasi dengan

kecepatan 2000 rpm selama 5 menit

A 4

v

Sel kanker (pelet) Medium (supernatan)

A 4

Ditambah 4 mL MK

Dimasukkan dalam culture dish

Diinkubasi pada suhu 37 °C/ 5% CO, selama 3-4 jam

Diamati di bawah mikroskop, dicek apakah sel melekat di dasar
culture dish atau membentuk lapisan monolayer

Diganti medium dua hari sekali

Jika jumlah sel di dalam culture dish mencapai 70-85 %, dilakukan

panen sel/ sub-kultur sel

Hasil




65

L.2.6.2 Panen Sel

Sel kanker T47D dalam culture dish

Dibuang medium

Ditambah + 5 mL PBS

Dihomogenkan

Dibuang kembali

Ditambahkan = 300-500 pL trypsin-EDTA

Diinkubasi selama 5 menit dalam incubator suhu 37 °C/ 5% CO,
Diamati di bawah mikroskop

Jika sel masih menempel pada culture dish, waktu inkubasi ditambah
(maksimal total 10 menit)

Jika sel telah lepas dari dasar culture dish, ditambahkan minimal 5 mL
MK

Dihomogenisasi dengan mikropipet

Dimasukkan dalam conical tube

Diinkubasi selama 24 jam dalam incubator suhu 37 °C/ 5% CO,

Hasil

L..2.6.3 Penghitungan sel kanker

Suspensi sel kanker payudara T47D

v~

Diambil sebanyak 10 pL
Dimasukkan dalam Hemacytometer
Dilakukan penghitungan sel di bawah mikroskop inverted

Dihitung jumlah sel menggunakan Persamaan 3.3

Hasil
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L.2.6.4 Peletakan Sel pada Plat

Suspensi

sel kanker payudara T47D

A 4

Diambil sebanyak jumlah yang dibutuhkan (dihitung menggunakan
Persamaan 3.4)

dimasukkan dalam conical tube

Ditambahkan medium MK hingga total volume 10 mL

dihomogenkan

Dimasukkan ke dalam plat uji masing-masing sumuran sebanyak 100
ML, kecuali sumuran kontrol sel dan kontrol medium

Diinkubasi pada suhu 37 °C, 5% CO, selama 24 jam

Hasil

L.2.6.5 Pembuatan Larutan Uji

Sampel hasl pengembanan, zeolit NaX dan doxorubicin

Ditimbang sebanyak 10 mg
Dilarutkan dalam 300 pL DMSO

Dihomogenkan menggunakan vortex hingga larut

Hasil

Larutan stok sampel 800 pg/mL

Ditambahkan sampel 2,4 uL.

Diresuspensi

Dilakukan pengenceran secara bertingkat dengan memindahkan 400
pL larutan uji dari tabung pertama ke tabung selanjutnya sehingga
diperoleh larutan dengan konsentrasi 100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,125
dan 1,5625pg/mL

Hasil




L.2.6.6 Peletakan Larutan Uji

Plat uji berisi sel kanker

Diambil dari incubator
Dibuang media sel dengan cara dibalik 180°

67

Dibagi sel uji menjadi 4 bagian menggunakan spidol di atas penutup

plat

Dimasukkan sampel uji sebanyak 100 pL pada tiap sumuran dari

masing-masing konsentrasi
Diulang sebanyak 3x (triplo)

Diinkubasi selama 24 jam dalam incubator suhu 37 °C/ CO, 5%

Hasil

L.2.6.7 Peletakan Larutan MTT

Plat hasil uji

dibuang media sel

Dicuci dengan PBS pada tiap sumuran 100 pL

Dibuang PBS dengan cara dibalik dan ditiriskan

Ditambah MTT sebanyak 100 pL

Diencerkan dalam MK 10 mL

Dimasukkan 100 pL pada tiap sumuran

Diinkubasi selama 3-4 jam dalam incubator suhu 37 °C/ CO, 5%
Ditambahkan 100 pL SDS 10 % 0,01 N HCI pada tiap sumuran
Dibungkus plate dengan alumunium foil

Diinkubasi pada incubator gelap suhu 37 °C/ CO, 5% selama 24 jam
Diukur serapan sampel menggunakan ELISA Reader pada A 595 nm
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L.2.6.8 Analisis Data

Data hasil pengukuran ELISA reader

- Dihitung nilai 1Csy sampel menggunakan persamaan 3.5 dan
persamaan regresi linear yang didapat dari perhitungan menggunakan

Microsoft Excel

A 4

Hasil




Lampiran 3: Perhitungan dan Cara Pembuatan Larutan
L.3.1 Pembuatan Larutan SDS 10%

__10g
100 mL

SDS 10%

Cara pembutannya adalah ditimbang 10 gram SDS (Sodium Deodecyl
Sulphate) dan dimasukkan dalam beaker glass 100 mL lalu dilarutkan dalam 100

mL aquades.

L.3.2. Pembuatan Larutan Stok MTT (5 mg/mL) (CCRC, 2009)
Ditimbang 10 mg (5 mL) doxorubicin MTT, kemudian dilarutkan dalam

10 mL PBS dan diaduk dengan vortex.

L.3.3 Preparasi Sampel
e Sampel ditimbang = 10 mg
e DMSO =300 puL=0,3mL

10mg _
0,3mL

= 33.333,3 pug/mL
= 33.333,3 ppm

33,3333 mg/mL

Cara pembuatannya adalah sampel berupa doxorubicin ditimbang 10 mg
vortex (5 mL), kemudian diencerkan dengan 300 pL pelarut DMSO. Selanjutnya

dihomogenkan menggunakan.

L.3.4 Pengenceran Sampel Konsentrasi 100 ppm

MixVi=MyxV,
33.333,3 ppm x V; =100 ppm x 0,8 mL

_ 100 ppm X 0,8 mL
V; =
33.333,3 ppm

= 0,0024 mL
=24 L
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Larutan 100 ppm dibuat dengan mengambil 10 uL doxorubicin yang telah
dilarutkan dengan 300 uL DMSO menggunakan mikropipet, kemudian

dimasukkan ke dalam 800 uL MK dan diresuspensi hingga homogen.

L.3.5 Pengenceran DOX Konsentrasi 100 ppm
e Konsnetrasi DOX =50 mg/25 mL

=50 mg/ 0,025 Liter

= 2000 ppm

MixVi=My,xV,

2000 ppm x V1 =100 ppm % 0,8 mL
N = 100 ppm X 0,8 mL
L= 2000 ppm

= 0,04 mL
40 L

L.3.6 Pembuatan Larutan HCI 1 M (b/b)

Konsentrasi HCI =37%
Berat jenis HCI pekat =1,19 g/ml = 1190 ¢g/L
Berat Molekul = 36,5 g/mol
0 - 37 gr HCI
3% 100 gr larutan
mol  ==—
Mr
. O
36,5 gr/mol
=1,0137 mol
__ Mmasaa larutan
p volume
VvV =2 —g403mL
1,19 gr/mL
-1
M= %
_ 1,0137 mol
T 84,03 mL
_ 1,0137 mol
T 8,403x102 L

= 12,064 mol/L
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M XV, =My x V5
12,064 mol/L x V1= 1 mol/L x 100 mL

100 mL
12,064

1=
Vi = 8,28 mL

Cara membuat 100 mL HCI 1 M adalah dimasukkan aquades 5 mL lalu

diambil larutan HCI 37% sebanyak 8,3 mL dengan pipet ukur 10 mL, kemudian

dimasukkan dalam labu ukur 100 mL. Selanjutnya ditambahkan aquades sampai

tanda batas dan dihomogenkan.

L.3.7 Pembuatan Larutan Buffer pH 7,2 200 mL
e NaH,PO, sebagai asam Mr= 138 M=0,1
e NayHPO, sebagai basa Mr= 142 M= 0,1

e gr 1000
T Mr V
Asam Basa
138 200 142 200

13,8=grx5 142 =grx5
r=138 =142
ar=- gr=-
gr=2,76 gr=2,84

Cara membuat 200 mL NaH,PO, 0,1 M adalah dimasukkan 2,76 gram
dalam beaker glass 200 mL. Selanjutnya ditambahkan aquades sampai tanda batas

dan diaduk hingga homogen.



Lampiran 4. Data Hasil Penelitian dan Perhitungan
L.4.1 Perhitungan % Efisiensi Pengembanan

Dox in zeolit — free dox
x 100%

% Efisiensi = - -
f Dox in zeolit

Massa Pengemban = 40 mg
Massa Hasil Pengembanan sampel 1:10 = 60,3 mg
2:10=178,8
5:10=1442
e Sampel 1:10
60,3—40
60,3

X 100% = 33,66 %

e Sampel 2:10

78,8—40

X 100% = 49,24 %

e Sampel 5:10

144,2—40
144,2

X 100% =72,26 %

L.4.2 Data dan Perhitungan Hasil Uji Aktivitas Antikanker Payudara (T47D)
a) Perhitungan jumlah sel dengan hemacytometer dibawah mikroskop interved

Kuadran A Kuadran B
205 193
Kuadran C Kuadran D
199 188

_ Ysel kuadran A+}), sel kuadran B+ ), sel kuadran C+Y, sel kuadran DX104
4

_205+193+199+188

x 10*

=196 x 10* sel/mL
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b) Peletakan jumlah sel pada plat

_ jumlah total sel yang digunakan

jumlah sl terhitung

_ 100x10*
196x10% / mL

=0,510mL=05mL
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Setiap sumuran pada plat uji 96-well akan diisi 100 pL larutan MK

yang berisi sel. Volume total diperlukan untuk menanam sel pada plat uji

yaitu sebanyak 100 pL x 100 sumuran = 10000 pL atau 10 mL (berisi MK

9,5 ml dan sel 0,5 mL).

c) Perhitungan persen sel hidup

Prosentase sel hidup

_(4-B)

==

B)

x100 %

Keterangan A= Absorbansi sampel (sel+ media kultur + sampel)
B = Absorbansi kontrol media (media kultur)
C = Absorbansi kontrol sel (sel + media kultur )
| Absorbansi sampel variasi %
Ulangan | Ulangan | Ulangan Sel
2 3 Rata-rata hidup
Kontrol sel 0,753 0,697 0,731 0,727 100
Kontrol medium 0,098 0,097 0,097 |0,0107 0,075675 0
Absorbansi Doxorubicin dan zeolit %
Ulangan | Ulangan | Ulangan Rata-rata Sel
1 2 3 hidup
Kontrol sel | 0,663 0,627 0,636 0,642 100
Kontrol 0,088 0,091 0,094 | 0,092 | 0,097 | 0,099 0,091 0
medium
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1. Variasi doxorubicin:zeolit NaX (1:10)
Konsentrasi Absorbansi Rata2 % sel hidup
(ppm) Pengulangan  Pengulangan  Pengulangan Abs
2
100 0,69 0,674 0,686 0,683333  93,2957177
50 0,618 0,641 0,563 0,607333  81,62719584
25 0,594 0,663 0,711 0,656 89,09914405
12,5 0,453 0,591 0,578 0,540667  71,39165035
6,25 1,218 0,438 0,52 0,725333  99,74411136
3,125 0,19 0,193 0,228 0,203667  19,6509679
1,5625 0,161 0,156 0,154667

0,147

100 ppm  — % Sel hidup =

Perhitungan pasen sel hidup

0,683333-0,075675

0,607333-0,075675

0,727-0,075675

12,12784196

X 100 % = 93,2957177 %

- 50ppm — % Sel hidup = Py o ey Rl 100% =81,62719584 %
- 25ppm % Sel hidup = S22 X 100% = 89,09914405 %
- 125ppm  — % Sel hidup = 2222°07=0975675 o 100% = 71,39165035%

6,25 ppm — % Sel hidup =

3,125 ppm — % Sel hidup

1,6525 ppm — % Sel hidup

__0,725333-0,075675

0,727-0,075675

__0,203667-0,075675

0,727—-0,075675

__0,154667-0,075675

0,727—-0,075675

2. Variasi doxorubicin:zeolit NaX (2:10)

0,727-0,075675

x 100% = 99,74411136 %

X 100% = 19,6509679 %

X 100% = 12,12784196%

Konsentrasi Absorbansi Rata2 %sel hidup
(Ppm) Pengulangan ~ Pengulangan  Pengulangan Abs
1 2 3
100 0,669 0,7 0,68 0,683  93,24453998
50 0,587 0,673 0,601 0,620333  83,62312722
25 0,733 0,598 0,766 0,699  95,70107089
12,5 0,581 0,61 0,626 0,605667  81,37130721
6,25 0,554 0,561 0,656 0,590333  79,01713174
3,125 0,173 0,336 0,259 0,256  27,68587111
1,5625 0.145 0,143 0,19 0,159333  12,84433015

Perhitungan persen sel hidup

0,683—0,075675

X 100 % = 93,24453998 %
0,727-0,075675

100 ppm — % Sel hidup =
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0,620333-0,075675
0,727-0,075675

S0 ppm  — % Sel hidup = X 100% = 83,62312722%

0,699-0,075675

07270075675~ 100% = 95,70107089%

- 25ppm  — % Sel hidup =

- 125ppm — % Sel hidup = 22072 5 100% = 81,37130721%

- 6,25ppm — % Sel hidup = 222033370075675 o 10004 = 79,01713174%

0,727-0,075675

0,256—0,075675

- 3125ppm  — % Sel hidup = 0,727-0,075675

X 100% = 27,68587111 %

0,159333-0,075675
0,727—-0,075675

- 1,6525 ppm— % Sel hidup = X 100% = 12,84433015%

3. Variasi doxorubicin:zeolit NaX (5:10)

Konsentrasi Absorbansi Rata2 osel hidup
(ppm) Pengulangan ~ Pengulangan  Pengulangan Abs
1 2 3
100 0,637 0,642 0,65 0,643 87,10321268
50 0,727 0,713 0,719 0,719667 98,87409
25 0,671 0,723 0,691 0,695 95,08693816
12,5 0,641 0,673 0,741 0,685 93,55160634
6,25 0,293 0,607 0,581 0,493667  64,17559078
3,125 0,173 0,159 0,176 0,169333 1,37966197
1,5625 0,375 0,4 0,393 0,389333 3,15696209

e Perhitungan persen sel hidup

0,643-0,075675
0,727-0,075675

- 100 ppm — % Sel hidup = x 100 % = 87,10321268%

0,719667—-0,075675
0,727-0,075675

- 50ppm  — % Sel hidup = X 100% = 98,87409%
0,695—-0,075675

g PRy 100% = 95,08693816%

- 25ppm  — % Sel hidup =
0,685-0,075675

- 12,5 ppm— % Sel hidup = e

X 100% = 93,55160634%

0,493667—0,075675
0,727-0,075675

- 6,25ppm — % Sel hidup = X 100% = 64,17559078%
0,169333-0,075675

- 3125ppm  — % Sel hidup = 0,727-0,075675

X 100% = 14,37966197 %

- 1,6525 ppm — % Sel hidup = 22200 5 100% = 48,15696209%




76
4. Zeolit NaX
Konsentrasi Absorbansi Rata2 Abs %sel hidup
(ppm) Pengulangan ~ Pengulangan  Pengulangan
1
100 0,375 0,391 0,425 0,397 55,5353902
50 0,395 0,417 0,409 0,407 57,35027223
25 0,412 0,394 0,411 0,405666667 57,10828796
12,5 0,361 0,376 0,385 0,374 51,36116152
6,25 0,329 0,33 0,323 0,327333333  42,89171204
3,125 0,316 0,316 0,308 0,313333333  40,35087719
1,5625 024 0,261 0,26 0,253666667  29,52208106
e Perhitungan persen sel hidup
i o : _ 0397-0,091 o — o
100 ppm — % Sel hidup o E49%0 hoa A 100 % = 55,5353902%
i b f _ 0,407-0,091 0 0
SOppm  — % Sel hidup pyyrg ) X 100% = 57,35027223%
. _0,40567-0,091 _
- 25ppm  — % Sel hidup = 3T oa 100% = 57,10828796%
i 0 . _ 0374-0,091 07 0
12,5ppm — % Sel hidup i3 omoe 100% = 51,36116152%
I . : _ 0,3273-0,091 N _ |
6,25 ppm — % Sel hidup XL X 100% = 42,89171204%
i _0,313-0,091 _
- 3125 ppm — % Sel hidup = 0o x 100% = 40,35087719%
A 5 . _ 0,25367-0,091 o o
1,5625 ppm — % Sel hidup VA 100% = 29,52208106%
5. Standar Doxorubicin Y.
Konsentrasi Absorbansi Rata2 Abs %sel hidup
(ppm) Pengulangan  Pengulangan  Pengulangan
1 2 3
100 0,655 0,664 0,632 0,65033 101,5124017
50 0,688 0,615 0,653 0,652 101,814882
25 0,714 0,711 0,7 0,70833 112,0387175
125 0,671 0,669 0,695 0,67833 106,5940714
6,25 0,64 0,652 0,707 0,66633 104,4162129
3,125 0,663 0,65 0,665 0,65933 103,1457955
1,5625 0,47 0,495 0,46 0,475 69,69147005

e Perhitungan persen sel hidup
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100 ppm — % Sel hidup =

50 ppm
25ppm  — % Sel hidup =

12,5ppm — % Sel hidup

6,25 ppm — % Sel hidup =

3,125 ppm — % Sel hidup

1,5625 ppm — % Sel hidup =

— % Sel hidup =

0,65033-0,091

X 100 % = 101,5124017%
0,642-0,091

0,652-0,091

0
0,642-0,091 X 100%

= 101,814882%

0,70833-0,091
0,642-0,091

X 100% = 112,0387175%

_0,67833-0,091

% = 0
= T0642-0,091 X 100% = 106,5940714%

0,66633—0,091
0,642-0,091

X 100% = 104,4162129%

0,65933-0,091

=———— X 100% = 103,1457955%

0,642-0,091

0,475-0,091

X 100% = 69,69147005%
0,642-0,091
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d) Hasil Perhitungan ICsy dengan SPSS
e Variasi doxorubicin:zeolit NaX (1:10)

Probability | 95% Confidence Limits for konsentrasi 95% Confidence Limits

for log(konsentrasi)b
PROBITa | Estimate = Lower Upper Estimate Lower Upper
Bound Bound Bound Bound

0.01 0.106 0 1.072 -0.976 -32.069 0.03
0.02 0.166 0 1.377 -0.78 -28.736 0.139
0.03 0.221 0 1.618 -0.656 -26.623 0.209
0.04 0.274 0 1.829 -0.563 -25.034 0.262
0.05 0.326 0 2.023 -0.487 -23.742 0.306
0.06 0.378 0 2.206 -0.422 -22.642 0.344
0.07 0.431 0 2.383 -0.366 -21.679 0.377
0.08 0.484 0 2.554 -0.315 -20.816 0.407
0.09 0.539 0 24128 -0.269 -20.032 0.435
0.1 0.594 0 2.89 -0.226 -19.311 0.461
0.15 0.891 0 3.726 -0.05 -16.327 0.571
0.2 1.229 0 4.62 0.089 -13.961 0.665
0.25 1.62 0 5.635 0.209 -11.938 0.751
0.3 2.075 0 6.851 0.317 -10.128 0.836
0.35 2.612 0 8.4 0.417 -8.461 0.924
0.4 3.248 0 10.528 0.512 -6.893 1.022
0.45 4.011 0 13.773 0.603 -5.398 1.139
0.5 4.936 0 19.568 0.693 -3.965 1.292
0.55 6.075 0.002 32.867 0.784 -2.604 1.517

0.6 7.502 0.042 79.41 0.875 -1.375 1.9
0.65 9.33 0.386 401.597 0.97 -0.413 2.604
0.7 11.741 b5 5701.648 1.07 0.19 3.756
0.75 15.045 3.436 | 201770.769 & 1.177 0.536 5.305
0.8 19.83 5.732 1.56E+07 1.297 0.758 7.192

0.85 27.36 8.511 3.02E+09 1.437 0.93 9.48
0.9 41.02 12.312 | 2.59E+12 1.613 1.09 12.413
0.91 45235 | 13.307 | 1.34E+13 1.655 1.124 13.127
0.92 50.307 | 14.432 | 8.01E+13 1.702 1.159 13.904
0.93 56.542 | 15.725 | 5.74E+14 1.752 1.197 14.759
0.94 64.424 | 17.246 | 5.20E+15 1.809 1.237 15.716
0.95 74.763 | 19.092 | 6.44E+16 1.874 1.281 16.809
0.96 89.049 | 21.427 | 1.24E+18 1.95 1.331 18.095
0.97 110.405 | 24.577 | 4.76E+19 2.043 1.391 19.677
0.98 146.924 | 29.31 6.08E+21 2.167 1.467 21.784

0.99 230.516 | 38.295 | 1.29E+25 2.363 1.583 25.109



e Variasi doxorubicin:zeolit NaX (2:10)
959% Confidence Limits for
konsentrasi

PROBITa | Estimate | Lower

0.01
0.02
0.03
0.04
0.05
0.06
0.07
0.08
0.09

0.1
0.15

0.2
0.25

0.3
0.35

0.4
0.45

0.5
0.55

0.6
0.65

0.7
0.75

0.8
0.85

0.9
0.91
0.92
0.93
0.94
0.95
0.96
0.97
0.98
0.99

0.133
0.203
0.265
0.324
0.381
0.438
0.495
0.552
0.609
0.667
0.973
38
1.699
2.141
2.652
875
3.956
4.801
5.826
7.092
8.69
10.765
13.564
17.546
23.685
34.546
37.844
41.784
46.591
52.617
60.447
71.147
86.93
113.46
172.646

Bound

O O o o

0.001
0.001
0.001
0.002
0.002
0.003
0.009
0.021
0.045
0.088
0.163
0.286
0.486
0.8
1.274
1.962
2.908
4.144
5702
7.667
10.265
14.106
15.149
16.342
17.729
19.38
21.406
24
27.543
32.946
43.4

Upper Bound

0.801
1.042
1.234
1.403
1.558
1.705
1.846
1.983
20181
2.25
2.908
3.594
4.345
5.201
Gndlil
7.451
9.044
11.204
14.327
19.177
27.322
42.159
71.695
137.413
309.399
902.519
1175.163
1568.222
2157.697
3087.549
4656.18
7563.07
13770.82
30664.99
109030.2
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959% Confidence Limits for

log(konsentrasi)b

Estimate

-0.875
-0.692
-0.577
-0.49
-0.419
-0.359
-0.306
-0.258
-0.215
-0.176
-0.012
0.118
0.23
0.331
0.424
0.512
0.597
0.681
0.765
0.851
0.939
1.032
1.132
1.244
1.374
1.538
1.578
1.621
1.668
1.721
1.781
1.852
1.939
2.055
2.237

Lower
Bound
-4.674

-4.118
-3.766
-3.501
-3.287
-3.104
-2.944
-2.801
-2.672
-2.552
-2.061
-1.674
-1.345
-1.054
-0.789
-0.543
-0.313
-0.097
0.105
0.293
0.464
0.617
0.756
0.885
1.011
1.149
1.18
1.213
1.249
1.287
1.331
1.38
1.44
1.518
1.637

Upper Bound

-0.096
0.018
0.091
0.147
0.193
0.232
0.266
0.297
0.326
0.352
0.464
0.556
0.638
0.716
0.793
0.872
0.956
1.049
1.156
1.283
1.437
1.625
1.855
2.138
2491
2.955

3.07
3.195
3.334

3.49
3.668
3.879
4.139
4.487
5.038



e Variasi doxorubicin:zeolit NaX (5:10)
95% Confidence Limits for

Probability | Estimate

0.01
0.02
0.03
0.04
0.05
0.06
0.07
0.08
0.09
0.1
0.15
0.2
0.25
0.3
0.35
0.4
0.45
0.5
0.55
0.6
0.65
0.7
0.75
0.8
0.85
0.9
0.91
0.92
0.93
0.94
0.95
0.96
0.97
0.98
0.99

0.055
0.088
0.12
0.151
0.182
0.214
0.246
0.278
0.312
0.346
0.534
0.754
1.014
ik 320
1.691
2. 189
2.677
3.343
4.176
5.234
6.611
8.455
11.027
14.821
20.921
32.281
35.846
40.166
45.52
52.347
61.392
74.035
93.2
126.567
205.019

Lower
Bound
0

OO O0O|O|O|O|O|O|O|O|O|O|O|O0O|O|o|o|Oo)| O

0
0.01
1.106
S oy
5.753
9.039
9.886
10.838
11.93
13.212
14.766
16.733
19.389
23.392
31.038

konsentrasi

Upper
Bound
0.754

0.977
1.154
1.31
1.453
1.589
1.72
1.847
1.972
2.096
2.716
3.375
4.116
4.992
6.083
7.536
9.663
13.268
g
52.334
1485.535
1.57E+28
5.19E+86
HHHHHHIR
HHHHHRH

Estimate

-1.263
-1.054
-0.921
-0.821
-0.74
-0.671
-0.61
-0.556
-0.506
-0.461
-0.272
-0.123
0.006
0.121
0.228
0.329
0.428
0.524
0.621
0.719
0.82
0.927
1.042
1.171
1.321
1.509
1.554
1.604
1.658
1.719
1.788
1.869
1.969
2.102
2.312

80

95% Confidence
Limits for
log(konsentrasi)b
Lower Upper
Bound Bound
-1123.58 -0.122

-1013.73 -0.01
-944.039 0.062
-891.611 0.117
-848.967 0.162
-812.669 0.201
-780.844 0.235
-752.349 0.266
-726.434 0.295
-702.579 0.321
-603.817 0.434
-525.329 0.528
-457.999 0.614
-397.541 0.698
-341.525 0.784
-288.384 0.877
-236.987 0.985
-186.436 1.123
-135.951 1.326
-84.838 1.719
-33.057 3.172
-1.98 28.197
0.044 86.715
0.51 153.665
0.76 231.997
0.956 330.676
0.995 354.518
1.035 380.421
1.077 408.906
1.121 440.721
1.169 477.009
1.224 519.645
1.288 572.063
1.369 641.747
1.492 751.583



e Sampel Zeolit NaxX

Probability | Estimate

0.01
0.02

0.03
0.04
0.05
0.06
0.07
0.08
0.09
0.1
0.15
0.2
0.25
0.3
0.35
0.4
0.45
0.5
0.55
0.6
0.65
0.7
0.75
0.8
0.85
0.9
0.91
0.92
0.93
0.94
0.95
0.96
0.97
0.98

0
0
0
0
0.001
0.002
0.002
0.004
0.006
0.008
0.035
0.112
0.306
0.757
1.75
3.875
8.363
17.829
38.012
82.037
181.684
419.967
1037.336
2839.32
9181.948
40204.96
57435.95
84618.67
1.30E+05
2.09E+05
3.59E+05
6.79E+05
1.49E+06
4.21E+06

0.99 | 2.18E+07

konsentrasi
Lower
Bound
0

Oo|lOo|Oo|o|o|o|o| ©

0
0.001
0.004
0.021
0.093
0.366
1.295
3.992

10.048
20.859
39.483
72.957
136.309
264.313
548.162
12751329
3671.543
4737.267
6247.221
8466.912
11887.8
17501.93
27563.28
48158.94
101073.7
324895.5

Upper
Bound
0.001

0.003

0.005
0.01
0.015
0.022
0.031
0.042
0.055
0.072
0.206
0.482
1.004
1.964
3.732
L9
14.762
36.247
107.91
362.814
1329.764
5343.033
24264.46
131895.9
954580.6
1.16E+07
2.12E+07
4.08E+07
8.38E+07
1.88E+08
4.70E+08
1.38E+09
5.22E+09
3.05E+10

4.94E+11

95% Confidence Limits for

Estimate

-4.836
-4.122

-3.67
-3.329
-3.053
-2.817

-2.61
-2.425
-2.257
-2.102
-1.461
-0.951
-0.514
-0.121
0.243
0.588
0.922

1.251

1.58

1.914

2.259

2.623
3.016
3.453
3.963
4.604
4.759
4.927
5.113
5.319
5.555
5.832

6.172

6.625

7.338

Lower
Bound
-8.989

-7.78

-7.014
-6.437
-5.968
-5.569
-5.22
-4.907
-4.622
-4.36
-3.277
-2.419
-1.686
-1.033
-0.436
0.112
0.601
1.002
1.319
1.596
1.863
2.135
2.422
2.739
3.106
3.565
3.676
3.796
3.928
4.075
4.243
4.44
4.683
5.005
5.512
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95% Confidence Limits
for log(konsentrasi)a

Upper
Bound
-3.094

-2.586

-2.264
-2.022
-1.824
-1.656
-1.509
-1.377
-1.256
-1.145
-0.685
-0.317
0.002
0.293
0.572
0.854
1.169
1.559
2.033
2.56
3.124
3.728
4.385
5.12
5.98
7.064
7.326
7.61
7.923
8.273
8.672
9.141
9.718
10.485
11.693



e Sampel Doxorubicin

Probability

0.01
0.02
0.03
0.04
0.05
0.06
0.07
0.08
0.09
0.1
0.15
0.2
0.25
0.3
0.35
0.4
0.45
0.5
0.55
0.6
0.65
0.7
0.75
0.8
0.85
0.9
0.91
0.92
0.93
0.94
0.95
0.96
0.97
0.98

95%
Confidence
Limits for
konsentrasi

0.291
0.34

0.406
0.431
0.454
0.475
0.495
0.514
0.532
0.613
0.686
0.756
0.824
0.894
0.964
1.038
1.117
1.201
1.293
1.396
15513
1.65
1.817
2.034
2.344
2.426
2.518
2.623
2.746
2.893
3.075
3.316
3.665

0.084855
0.110073

0.146961
0.162555
0.177119
0.190951
0.204245
0.217132
0.229707
0.289922
0.348708
0.408397
0.470468
0.536138
0.606591
0.683119
0.767225
0.860733
0.965911
1.085571
1.223103
1.382242
1.566593
1.781141
2.044638
2.10799
2.177115
2.253747
2.340428
2.441111
2.56243
2.716878
2.93272

Upper
Bound
0.498192
0.558374
0.600337
0.634012
0.662825
0.688405
0.711667
0.733183
0.753334
0.77239
0.856793
0.93078
0.999713
1.066387
1.13264
1.199937
1.269661
1.343336
1.422857
1.510854
1.611341
1.731036
1.88223
2.089049
2.400817
2.928109
3.08059
3.258129
3.468243
3.722295
4.038563
4.449003
5.016701
5.893027

95% Confidence
Limits for
log(konsentrasi)a

Estimate

-0.53667
-0.46817
-0.4247
-0.39201
-0.36541
-0.34277
-0.32292
-0.30515
-0.28899
-0.27411
-0.21251
-0.16355
-0.12155
-0.08383
-0.04888
-0.01572
0.016371
0.04795
0.079529
0.111617
0.144783
0.179734
0.217452
0.259453
0.30841
0.37001
0.384888
0.401051
0.418823
0.438672
0.461309
0.487905
0.520602
0.564066
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Lower
Bound
-1.07132
-0.95832
-0.88667
-0.8328
-0.789
-0.75174
-0.71908
-0.68985
-0.66328
-0.63883
-0.53772
-0.45754
-0.38892
-0.32747
-0.27072
-0.2171
-0.1655
-0.11508
-0.06513
-0.01506
0.035658
0.087463
0.140584
0.194956
0.250698
0.310616
0.323869
0.337881
0.352905
0.369295
0.387588
0.408652
0.43407
0.467271
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L.4.3.Analisis Laju Pelepasan Obat
L.4.3.1 Perhitungan Konsentrasi
Waktu (jam) Absorbansi Konsentrasi
pH 1,2 pH 7,2 pH 1,2 pH 7,2
0,08 2,6176 0,6101 188,9285714 20.6031746
0,25 2,7701 0,8176 201,031746 46,07142857
0,50 2,7418 0,7909 198,7857143  43,95238095
0.75 26533 0,7268 1917619048 38,86507937
; 2,6881 0,9605 1945238095  57,41269841
3 2,7967 1,0669 203.1428571 65,85714286
6 2,9119 1,3291 212,2857143  86,66666667
9 3,2515 1,8699 239,2380952  129,5873016
12 3,4578 2,2262 2556111111  157,8650794
15 3,425 2,479 253,0079365  177,9285714
18 3,3291 2,5442 245,3968254  183,1031746
¢’ 3,5078 2,8083 2595793651  204,0634921
& 3,4063 2,9301 2515238005 2137301587
3,4453 2,8966 254,6190476 211,0714286

a. Pebandingan hubungan konsentrasi dan waktu pH 1,2 dan 7,2

Perbandingan PH 1,2&7,2

300

=

£ 200

[ =

3 P

g 100 —PH 1,2

5 o —8—PH7,2
0 5 i S o 30

Waktu

b. Hubungan waktu dan absorbansi pH 1,2

Hubungan waktu dan absorbansi

W

=¢==Seriesl

——Linear (Series1)

Absorbansi
o = N w D

waktu
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c. Hubungan konsentrasi dan waktu pH 1,2
Hubungan konsentrasi dan waktu
300
ﬁ 200 e
é 100 =i—Series2
0
0 5 109" 10 ailiBg. "9 30
waktu
d. Hubungan Waktu dan Absorbansi pH 7,2
Hubungan Waktu dan Absorbansi
4
i W
g 2
21 9—Seriesl
0
0 5 10 15 20 25 30
Waktu
e. Hubungan Waktu dan konsentrasi pH 7,2

Konsentrasi

Hubungan waktu dan konsentrasi

250

200

150

100

50 F’ == Series2
0

0 5 10 15 20 25 30
Waktu
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L.4.3.2 Kurva Standar

Konsentrasi | Absorbansi
20 0,3459
88 1,3379
156 2,3635
224 3,3407
292 3,6307

o Kurva standar analisis laju pelepasan obat

Kurva Standar

y =0.0126x + 0.2371
R?=0.9726

Seriesl

Absorbansi
O R, N W b U

Linear (Series1)

<

100 200 300 400
Konsentrasi (ppm)

o

Untuk menghitung konsentrasi digunakan persamaan y=ax+b dari kurva
standar dengan y= absorbansi dan x = konsentrasi, sehingga diperoleh perhitungan

konsentrasi sebagia berikut

a) pH12 b) pH 7,2

y = ax+b

X o y__b

X

- Waktu 0,08

x = Z6176=02371 _ 400 groe29 x = 210271 _ 59 6031746
0,0126 0,0126

- Waktu 0,25

x = 27701202371 _ 541 931746 x = 2700237 _ 465 07142857
0,0126 0,0126

- Waktu 0,5

x = 27701-02371 _ 1 g8 7059143 x = 27299702371 _ 43 95238095

0,0126 0,0126



Waktu 0,75

2,6533-0,2371

=191,7619048
0,0126

Waktu 1

2,6881-0,2371 _ 194,5238095
0,0126

Waktu 2

2,6881-0,2371
0,0126

= 203,1428571

Waktu 3

2,9119-0,2371
0,0126

= 212,2857143

Waktu 6

3,2512-0,2371
0,0126

= 239,2380952

Waktu 9

23,4578-0,2371
0,0126

= 255,6111111

Waktu 12

3,425-0,2371
0,0126

= 253,0079365

Waktu 15

3,3291-0,2371
0,0126

= 245,3968254

Waktu 18

3,5078-0,2371
0,0126

= 259,5793651

Waktu 21

3,4063-0,2371

= 251,5238095
0,0126

Waktu 24

3,4453-0,2371

= 254,6190476
0,0126

_ 07268202371 _ a9 85507037
0,0126

= 09605202371 _ 57 11960841
0,0126

= 10669-02371 _ oo 95714286
0,0126

= 13291202371 _ g4 6a666667
0,0126

= 1869902371 _ 1295873016
0,0126

= 22262002878 55 gedds
0,0126

= 2479702371 _ 147 9985714
0,0126

_ 2,5442-0,2371
0,0126

= 183,1031746

= 28083702371 _ 204,0634921
0,0126

= 2230292370 _ 213,7301587
0,0126

= 28900702371 _ 211,0714286

0,0126

86
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L.4.3.3 Perhitungan % Drug Release
Waktu (jam) Konsentrasi % Drug Release
pH 1,2 pH 7,2 pH 1,2 pH 7,2
0,08 188,9285714 188,9285714 9,446428571 1,48015873
0,25 20,031746 201,031746 10,0515873  2,303571429
0,50 198,7857143 198,7857143 0939285714  2,197619048
0.75 101,7619048  191,7619048 9588095238  1,043253968
% 194,5238095 194,5238095 9,726190476 2,870634921
3 203,1428571 203,1428571 10,15714286  3,292857143
6 212,2857143 212,2857143 10,61428571  4,333333333
9 239,2380952 239,2380952 11,96190476 6,479365079
12 255,6111111 255,6111111 12,78055556 7,893253968
15 253,0079365 253,0079365 12,65039683 8,896428571
18 245,3968254 245,3968254 12,26984127 9,15515873
21 259,5793651  259,5793651 07896895  10,2031746
g 2515238095  251,5238095 12,57619048  {10,68650104
254,6190476 254,6190476 12,73095238 10,55357143
Keterangan
= Maksimal
Persentase drug release diperoleh dari persamaan 3.2 yaitu

membandingkan konsentrasi doxorubicin yang lepas dari zeolit NaX pada masing-

masing waktu dengan konsentrasi doxorubicin yang terembankan yaitu 2000 ppm.

e Perhitungan Konsentrasi Doxorubicin yang terembankan

50mg _ 50mg = 2000 ppm

25mL  0,025L

e Perhitungan Persentase Drug Release

konsentrasi

T X 100 %
a) pH1.22 b) pH 7,2
- Waktu 0,08

185928 9,446428571% 220931 48015873%

2000 2000

- Waktu 0,25
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201,032_
2000

10,0515873%

Waktu 0,5

198,786
2000

=9,939285714%
Waktu 0,75

1917619 588095238%

2000

Waktu 1

194,524

=9,726190476%
2000

Waktu 2

203,143
2000

=10,15714286%

Waktu 3

212,2286

=10,61428571%
2000

Waktu 6

239,238_
2000

11,96190476%

Woaktu 9

255,61
2000

=12,78055556%

Waktu 12

253,008
2000

=12,65039683%

Waktu 15

245,397_
2000

12,26984127%

Waktu 18

259,58
2000

=12,97896825%

Waktu 21

46,071_
2000

43,952
2000

38,865

57,413
2000

65,857
2000

86,67

2,303571429%

=2,197619048%

=1,943253968%

2000

=2,870634921%

=3,292857143%

——=4,33%

2000

129,587
2000

157,865
2000

177,928
2000

183,103
2000

204,063
2000

=6,479365079%

=7,893253968%

=8,896428571%

=9,15515873%

=10,2031746%

88
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25152521 ) 57619048% “ono ~10,68650794%
Waktu 24
25402-12,73095238% “oa0 ~10,55357143%

2000 2000



Lampiran 5 Dokumentasi
L.5.1 Proses Impregnasi Doxorubicin pada Zeolit NaX

¢

Zeolit NaX Pengadukan dengan Pengeringan dengan

Stirer oven

Hasil impregnasi

90
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L.5.2 Krakterisasi Hasil FTIR
L.5.2.1 Spektra FTIR Doxorubicin:Zeolit (1:10)

%Transmittance

86-  Doxso zeolit 110

84-

1384.934 20.786

738.705 0.000

80=

1660701 84669

o=

Tb=

Q02,650 1060910

72=

T0=

6=

3452395 51.701

T O, i, N, G L T TR, R 1, WL . .
3800 3600 3400 3200 3000 2600 2600 2400 2200 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600 4
Wavenumber

L.5.2.2 Spektra FTIR Doxorubicin:Zeolit (2:10)

Y Transmittance

Doxso Zeolit 2:10
Bl

848 862 3986

78

1560.483 4.622

765

1650033 8.289
668.787 51.814
557.025 0.000

Ta-

728

70=

BB

994,156 1772.678

B2

B0-

58

3452167 1861388

2=

. TRRRee T e SRR R ——
3800 3600 3400 3200 3000 2600 2600 2400 2200 2000 1800 1600 1400 1200 1000 600 600 4
Wavenumber
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L.5.2.3 Spektra FTIR Doxorubicin:Zeolit (5:10)

Doxso Zeolit5:10
80~

75

B68.396 5715

465,821 1.647

1560.518 5.568

B5-

1649.365 12.918
938 664 1037.770

BO-

55—

% Transmittance

&0~

4

358

3463367 3068913

T T T T T e e . W . . . 1 .
3800 3600 3400 3200 3000 2800 2600 2400 2200 2000 1800 1600 1400 1200 1000 GO0 600 4
“Wavenumber

L.5.2.4 Spektra FTIR Zeolit

88 Zeolit
86

-
82—

B0

2375434 1744
2176.420 0.6538

78

1649.585 1.952

76

Td-

861.017 36.571

728

70-

723868 49,148
672.262 -0.043
A7TO175 10149

B8

BB

%Transmittance
446,661 62.853

B
62—
80~
8-

56

3448664 5528616

545
52-
50~
48

46~

n
3
=
]
=
P

44

Cem am 4

=
=1
=18

P TR o SRR R R I
3800 3600 3400 3200 3000 2800 2600 2400 2200 2000 1800 1600 1400 1200
Wavenumber
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L.5.2.5 Spektra FTIR Doxorubicin

85

80

75

70

65

2070227 1534.125

&0=

% Transmittance

45~

40- EE
— 2 o
8 = -

= K ]
& £ &
, 22
k3

30- &

25

208

==

3800 3600 3400 3200 3000 2800 2600 2400 2200 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600 4

‘avenumber
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Sel kanker setelah pemberian MTT

L.5.3 Uji Aktivitas Antikanker menggunakan Metode MTT

94

Setelah MTT didiamkan selama 24 jam
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L.5.4 Uji Pelepasan Obat

TETRTEER

-

A%,

| &

Proses stirer Hasil cuplikan selama 24 jam PH 1,2

95

Hasil cuplikan selama 24 jam PH 1,2

Kurva standar
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