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ABSTRAK

Minggarwati, T. S. 2017. Uji Aktivitas Antikanker dan Identifikasi Senyawa Aktif dari
Fraksi Umbi Bawang Sabrang (Eleutherine palmifolia (L.) Merr.)
Terhadap Sel Kanker Serviks Hela.

Pembimbing: (I) Dr. Roihatul Muti’ah, M.Kes., Apt

(I1) Hajar Sugihantoro, M.P.H., Apt

Bawang sabrang (Eleutherine palmifolia) merupakan tanaman khas Kalimantan
Tengah yang secara empiris telah digunakan oleh masyarakat Dayak sebagai obat
berbagai jenis penyakit salah satunya adalah kanker. Tanaman tersebut diketahui
mengandung senyawa dari golongan polifenol yang berpotensi digunakan sebagai
antikanker. Tujuan penelitian ini adalah untuk mengetahui fraksi teraktif sebagai
antikanker pada cell line kanker serviks HelLa serta mengetahui senyawa aktif dalam
fraksi teraktif umbi bawang sabrang yang mampu menghambat pertumbuhan sel HelLa.

Pemisahan senyawa aktif umbi bawang sabrang dilakukan dengan metode
ekstraksi maserasi dengan ultrasonic bath menggunakan pelarut etanol 96% dan
fraksinasi bertingkat menggunakan air, n-heksan, kloroform, dan etil asetat. Masing-
masing fraksi diuji tingkat toksisitasnya terhadap cell line kanker serviks HelLa
menggunakan metode MTT. Identifikasi golongan senyawa aktif menggunakan Ultra
Performance Liquid Chromatography-Mass Spectrometry (UPLC-MS).

Hasil penelitian menunjukkan bahwa nilai ICs, fraksi etil asetat umbi bawang
sabrang memiliki bioaktivitas paling tinggi. Nilai 1Cs, fraksi n-heksan, kloroform, etil
asetat, dan air berturut-turut adalah 250,774 pg/mL; 720,459 pg/mL; 44,335 pg/mL;
>1000 pg/mL. Identifikasi senyawa aktif terhadap fraksi etil aseatat menunjukkan
bahwa senyawa isoliquiritigenin dan senyawa oxyresveratrol adalah senyawa
mayor dan diduga sebagai senyawa lead compound aktivitas antikanker pada
umbi bawang sabrang.

Kata Kunci: umbi bawang sabrang (Eleutherine palmifolia), kanker serviks
HelLa, UPLC-MS



ABSTRACT

Minggarwati, T. S. 2017. Metabolite Profiling and Anticancer Activity of Ethyl Acetate
Fraction From Bawang Sabrang (Eleutherine palmifolia (L.) Merr.) on
Cervical Cancer Cell HeLa Cell Line

Advisor: (1) Dr. Roihatul Muti’ah, M.Kes., Apt

(1) Hajar Sugihantoro, M.P.H., Apt.

Bawang sabrang (Eleutherine palmifolia) is a typical plant of Central Kalimantan
that has been used empirically by the Dayak people as a medicine of various types of
diseases one of which is cancer. The plant is known to contain compounds of flavonoids
that are potentially used as anticancer. Active compound of Bawang sabrang bulbs is
done by maceration extraction method. The purpose of this study was to find out the most
active fraction as an anticancer in the cervical cancer HeLa cell line and to know profiling
of compounds on the most active fraction of Bawang sabrang bulbs.

Extraction with ultrasonic bath and partition fractionation using n-hexane,
chloroform, and ethyl acetate. Each fraction was tested for toxicity level on cervical
cancer HeLa cell line. Identification of active compounds using Ultra Performance Liquid
Chromatography-Mass Spectrometry (UPLC-MS).

The results showed that the value of IC50 ethyl acetate fraction of Bawang
sabrang bulbs has the highest bioactivity. IC50 values of n-hexane, chloroform, and ethyl
acetate fractions were respectively 250.77 pg / mL; 720.46 pg / mL; 44.34 ng / mL;
>1000 pg / mL. The identification of the active compound on the ethyl acetate fraction
showed that the isoliquiritigenin and oxyresveratrol were major compounds and
suspected as lead compound of anticancer activity on Bawang sabrang bulbs.

Keywords: Bawang sabrang bulbs (Eleutherine palmifolia), cervical cancer Hela,
UPLC-MS
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PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Kanker merupakan penyakit tidak menular yang menyebabkan kematian
terbesar nomor dua setelah penyakit kardiovaskular (Kemenkes RI, 2012).
Penyakit kanker menjadi salah satu masalah utama dalam kesehatan masyarakat
dunia, terutama di negara berkembang seperti Indonesia. Berdasarkan data Riset
Kesehatan Dasar (Riskesdas) tahun 2013, prevalensi kanker di Indonesia cukup
tinggi, yaitu 1,4 per 1000 penduduk (Kemenkes RI, 2013).

Kanker serviks merupakan jenis kanker kedua yang paling sering diderita
perempuan setelah kanker payudara dan penyebab kematian terbesar ketiga akibat
kanker pada perempuan. World Health Organization atau WHO (2014)
menyebutkan bahwa setiap tahun lebih dari 270.000 perempuan meninggal akibat
kanker serviks, lebih dari 85% dari kematian ini terjadi di negara berkembang.
Indonesia berada pada urutan keenam dari 50 negara di dunia dengan kematian
akibat kanker serviks terbanyak, yaitu sebanyak 7.493 orang (WHO, 2013). Di
Asia Tenggara, Indonesia berada di urutan keempat dalam hal jumlah penderita
kanker serviks terbanyak setelah Kamboja, Myanmar, dan Thailand, yaitu
sebanyak 17,3 per 100.000 perempuan per tahun (HPV Information Centre, 2014).

Infeksi HPV (Human Papiloma Virus) adalah penyebab kanker serviks
pada leher rahim. Protein HPV E6 akan berikatan dengan protein p53 yang

berperan menjaga sel dari mutasi genetik akibat kerusakan DNA, sedangkan



protein HPV E7 mengikat protein pl05Rb yang berperan dalam supressor
proliferasi sel. Ikatan tersebut berperan dalam peningkatan proliferasi sel HeLa
(DeFilipis et al., 2003). Pada leher rahim penderita kanker serviks terdapat sel-sel
abnormal yang terbentuk oleh sel-sel jaringan dan berkembang terus menerus dan
tidak terkendali (Nimas, 2012). Faktor resiko dari kanker leher rahim adalah
hubungan seksual dengan pasangan yang sering berganti-ganti. Selain itu, status
sosial ekonomi yang rendah, merokok, pemakaian kontrasepsi oral, paritas yang
tinggi serta adanya riwayat penyakit menular juga merupakan faktor resiko kanker
serviks (Prayitno dkk, 2005).

Pada wanita, kanker serviks dapat dicegah dengan mengikuti program
skrining sitologi seperti tes pap smear, tes HPV DNA, dan tes molekular. Saat ini
telah berkembang vaksin HPV, namun tidak semua negara dapat menggunakan
vaksin HPV karena persediaanya terbatas dan mahal (Goldie et al., 2005). Terapi
umum penderita kanker serviks adalah operasi, radioterapi, dan kemoterapi. Salah
satu agen kemoterapi yang paling sering digunakan dalam penanganan kanker
serviks adalah cisplatin (Dipiro et al., 2008). Cisplatin dapat menginduksi
sitotoksisitas dengan mengganggu proses transkripsi dan replikasi DNA, namun
mempunyai efek samping yang tidak diinginkan seperti neurotoksisitas, toksisitas
ginjal atau supresi sumsum tulang belakang, sehingga belum menyelesaikan
masalah yang ada (Florea and Busselberg, 2011).

Selain terapi menggunakan bahan kimia, dikenal pula pengobatan dengan
herbal yang mampu melengkapi pengobatan dengan bahan kimia tersebut. Minat

penderita kanker dengan obat-obat herbal dikarenakan pengobatan dengan agen



kemoterapi bersifat tidak selektif karena selain membunuh sel kanker, obat ini
juga dapat merusak sel normal pada berbagai jaringan tubuh. Alasan lainnya
adalah karena obat-obat herbal memilki efek samping yang lebih rendah serta
sesuai untuk penyakit-penyakit metabolik dan degenaratif (Katno dan Pramono,
2017). Obat-obatan herbal dapat diperoleh salah satunya dengan memanfaatkan
tumbuh-tumbuhan yang melimpah di sekitar Kita.

Allah SWT menumbuhkan berbagai macam tumbuh-tumbuhan yang baik
di atas muka bumi ini sebagaimana yang telah difirmankan di dalam Al-Qur’an

surah Asy-Syu’araa’ (26) ; 7 sebagai berikut:

Ve K g0 U8 O lead \ERISE (il 1) Tyl
Artinya: “Dan Apakah mereka tidak memperhatikan bumi, berapakah banyaknya
Kami tumbuhkan di bumi itu pelbagai macam tumbuh-tumbuhan yang baik?”
(Asy-Syu’araa’ : 07).

Kata karim digunakan untuk menggambarkan segala sesuatu yang baik
bagi setiap objek yang disifatinya. Dalam tafsir ini diartikan bahwa tumbuhan
yang baik itu paling tidak adalah tumbuhan yang subur dan memiliki manfaat.
Allah menumbuhkan berbagai tumbuhan yang baik di atas muka bumi ini (Shihab,
2002). Banyak manfaat yang dapat diambil dari tumbuhan untuk digunakan
sebagai obat-obatan yang bermanfaat untuk kehidupan manusia.

Hutan tropika Indonesia kaya akan spesies tumbuhan, sedikitnya sekitar
40.000 jenis yang telah didata mempunyai khasiat sebagai tumbuhan obat (Rosita

dkk, 2007). Hingga tahun 2001 Laboratorium Konservasi Tumbuhan Fakultas

Kehutanan IPB telah mendata dari berbagai laporan penelitian dan literatur tidak



kurang dari 2039 spesies tumbuhan obat yang berasal dari hutan Indonesia
(Zuhud, 2008).

Sesuai dengan firman Allah dalam surah Lugman [31]:10

U8 O e 2538 Sl of (o) o 3 L8 M 3 ol 5l
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Artinya: “Dia menciptakan langit tanpa tiang yang kamu melihatnya dan Dia
meletakkan gunung-gunung (di permukaan) bumi supaya bumi itu tidak
menggoyangkan kamu; dan memperkembang biakkan padanya segala macam
jenis binatang. Dan Kami turunkan air hujan dari langit, lalu Kami tumbuhkan
padanya segala macam tumbuh-tumbuhan yang mulia”.

Menurut tafsir Jalalain sebagai berikut: “Dan kami telah menurunkan air
hujan dari langit, lalu Kami tumbuhkan disana segala macam tumbuh-tumbuhan
yang mulia”, maksudnya jenis tumbuh-tumbuhan yang baik (Junaidi, 2010).

Tumbuh-tumbuhan yang baik dapat dimaknai sebagai tumbuhan yang
bermanfaat. Dari tumbuh-tumbuhan tersebut memiliki bagian-bagian yang telah
Allah ciptakan dan memiliki manfaat untuk manusia, salah satunya adalah sebagai
obat. Seperti bagian daun dari tumbuhan sambiloto (Andrographis paniculata)
digunakan sebagai antidiare (Nuruzzakiyah, 2011), pelepah dan batang tanaman
pisang ambon (Musa paradisiacal var.sapientum) memilki aktivitas antibakteri
(Hastari, 2012), buah dari tumbuhan pala (Myristica fragan houtt) telah diteliti
mempunyai aktivitas antioksidan (Mitayani, 2010), bahkan bagian dari tumbuhan
yang tidak terlihat dari luar seperti umbi yang tertutup tanah, juga memiliki
potensi digunakan sebagai obat. Salah satunya adalah umbi dari bawang sabrang
(Eleutherine palmifolia (L.) Merr.). Umbi bawang sabrang yang merupakan

tanaman khas Kalimantan Tengah ini secara empiris telah digunakan oleh

masyarakat Dayak sebagai obat berbagai jenis penyakit seperti kanker, hipertensi,



kencing manis, menurunkan kolesterol, obat bisul, mencegah stroke, dan
mengurangi sakit perut setelah melahirkan (Galingging, 2009).

Hasil penelitian sebelumnya menunjukkan bahwa ekstrak etanol bawang
sabrang memiliki efek sitotoksik terhadap karsinoma kolon HT29 dengan LCsp
sebesar 3,125 mg/ml dan mutan p53 dapat ditekan oleh senyawa triterpenoid,
flavonoid, antraquinon, dan kumarin (Yusni, 2008). Berdasarkan penelitian Li et
al. (2008) menunjukkan bahwa bawang sabrang mempunyai efek sitotoksik pada
sel kanker kolon. Senyawa eleutherine dan elecanacin mampu menghambat
transkripsi TCF/B-catenin dalam SW480 sel kanker kolon. Ekstrak ethyl asetat
umbi bawang sabrang juga dapat menghambat siklus sel kanker payudara T47D
dan apoptosis sel dengan 1Cso sebesar 147.124 pg/ml (Fitri et al., 2014). Penelitian
Listiyana dkk (2016) menunjukkan bahwa ekstrak etanolik bawang sabrang
mampu menghambat pertumbuhan sel kanker serviks HelLa dengan ICs, : 40,36
pg/ml.

Umbi Bawang sabrang (Eleutherine palmifolia) diketahui mengandung
senyawa dari golongan polifenol (Febrinda dkk, 2013). Polifenol dapat dibagi
menjadi dua golongan utama yaitu flavonoid dan non flavonoid (Moga et al.,
2016). Flavonoid merupakan senyawa terbukti dapat menghambat proliferasi
beberapa sel kanker (Mardiyaningsih dan Ismiyati, 2014). Kemampuan flavonoid
dalam menghambat proliferasi sel dipengaruhi oleh kemampuan flavonoid dalam
memodulasi estrogen reseptor alpha (Era) (Virgili et al., 2014). Sementara itu,
penelitian yang dilakukan oleh Vanamala et al. (2010) membuktikan bahwa salah

satu senyawa golongan non flavonoid yaitu resveratrol mampu menekan ekspresi



Insulin Growth Factor-1 (IGF-1) dan melemahkan jalur Akt/Wnt yang berperan
dalam proliferasi sel. Berdasarkan uraian di atas, peneliti ingin mengetahui
aktivitas antikanker dan identifikasi senyawa aktif dari fraksi umbi bawang
sabrang terhadap sel kanker serviks HelL a.

Pengujian aktivitas sitotoksik hasil fraksi ekstrak etanol umbi bawang
sabrang menggunakan metode Microtetrazolium (MTT) terhadap cell line kanker
serviks HelLa yang didasari pada perubahan larutan reagen MTT (3-(4,5-
dimethylthiazolyl-2)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) yang berwarna kuning
menjadi kristal formazan yang berwarna ungu (Mosmann, 1983). Keuntungan dari
pengujian MTT ini adalah senyawa yang digunakan untuk pengujian ini relatif
sedikit, selain itu waktu yang diperlukan lebih singkat dan dapat memberikan
informasi mengenai efeknya secara langsung terhadap sel manusia yang telah di
kultur (llhamy, 2013). Hasil yang diamati pada uji ini adalah perubahan warna
yang dihasilkan akibat terbentuknya kristal formazan. Fraksi yang memiliki
bioaktivitas paling tinggi (optimum) diidentifikasi senyawa aktifnya
menggunakan instrumen Ultra Performance Liquid Chromatography-Mass
Spectrometry (UPLC-MS). Penelitian ini diharapkan dapat membuktikan bahwa
fraksi n-heksan, kloroform, etil asetat, dan air dari umbi bawang sabrang memiliki

potensi sebagai agen antikanker.



1.2 Rumusan Masalah
Berdasarkan latar belakang di atas maka masalah dalam penelitian ini dapat

dirumuskan sebagai berikut:

1. Apakah fraksi n-heksana, kloroform, etil asetat, dan air umbi bawang sabrang
(Eleutherine palmifolia) memiliki potensi antikanker terhadap cell line kanker
serviks HeLa?

2. Apakah terdapat senyawa aktif dalam fraksi teraktif umbi bawang sabrang

(Eleutherine palmifolia) yang dapat menghambat pertumbuhan sel HeLa?

1.3 Tujuan
Berdasarkan rumusan masalah di atas, maka tujuan dari penelitian ini

diantaranya adalah:

1. Untuk mengetahui apakah fraksi n-heksana, kloroform, etil asetat, dan air
bawang sabrang (Eleutherine palmifolia) memiliki potensi antikanker terhadap
cell line kanker serviks (HelLa).

2. Untuk mengetahui apakah terdapat senyawa aktif dalam fraksi teraktif umbi
bawang sabrang (Eleutherine palmifolia) yang dapat menghambat

pertumbuhan sel HelLa.



1.4 Manfaat Penelitian
141 Manfaat Akademik
1. Bagi llmu Pengetahuan

Memberikan kontribusi mengenai metodologi pengujian aktivitas in vitro
umbi bawang sabrang (Eleutherine palmifolia) sebagai antikanker serta dapat
dijadikan dasar teori untuk meningkatkan khasanah ilmu pengetahuan
masyarakat dalam memanfaatkan umbi bawang sabrang sebagai agen terapi
kanker serviks berbasis bahan alam.
2. Bagi Penyusun

Menambah wawasan dan motivasi untuk berpikir kritis dalam memberikan
penjelasan secara ilmiah mengenai efek umbi bawang sabrang sebagai agen

terapi kanker serviks.

1.4.2 Manfaat Praktis

1. Bagi Masyarakat
Memberikan kontribusi informasi kepada masyarakat tentang pemanfaatan
umbi bawang sabrang sebagai antikanker berbasis bahan alam.

2. Bagi Peneliti Lain
Memberikan kontribusi dasar pemikiran untuk dilakukan penelitian

selanjutnya.
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1.5 Batasan Masalah
Batasan masalah dalam penelitian ini adalah:

1. Sampel yang digunakan adalah umbi bawang sabrang (Eleutherine
palmifolia) diperoleh dari Materia Medica Batu.

2. Ektraksi dengan metode maserasi menggunakan pelarut etanol 96 %.

3. Fraksinasi bertingkat menggunakan pelarut n-heksana, kloroform, etil asetat,
dan air.

4. Uji antikanker secara in vitro terhadap cell line kanker serviks HelLa dengan
metode MTT (microtetrazolium).

5. Tingkat sitotoksik ditunjukkan dengan nilai 1Csy yang diukur menggunakan
analisis probit SPSS.

6. Pengujian Ultra Performance Liquid Chromatography-Mass Spectrometry
(UPLC-MS) dari fraksi umbi bawang sabrang (Eleutherine palmifolia) yang

memiliki potensi sitotoksik terhadap cell line kanker serviks Hela.
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TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Tinjauan tentang Tumbuhan Bawang Sabrang (Eleutherine palmifolia)
2.1.1 Klasifikasi dan Morfologi Tumbuhan Bawang Sabrang (Eleutherine
palmifolia)

Tumbuh-tumbuhan yang berada di muka bumi ini diciptakan oleh Allah
SWT memiliki beberapa manfaat untuk kemaslahatan makhluk-Nya.

Sebagaimana yang telah disebutkan dalam Al-Quran surat Thaha ayat 53:

=ay 13 imlE el (LA (e Ol 10 lead P81 Ay [ g L5 ] 281 Jaa Lﬁ;ﬁ

oF i D o 105!
Artinya: “Yang telah menjadikan bagimu bumi sebagai hamparan dan yang telah
menjadikan bagimu di bumi itu jalan-jalan, dan menurunkan dari langit air
hujan. Maka Kami tumbuhkan dengan air hujan itu berjenis-jenis dari tumbuh-
tumbuhan yang bermacam-macam .

Allah SWT menurunkan air hujan dan menumbuhkan berjenis-jenis dari
tumbuh-tumbuhan yang bermacam-macam. Lafadz 35 <l memiliki makna
yakni tumbuhan yang diciptakan bermacam-macam jenis, bentuk, warna, rasa, dan
manfaat (Shihab, 2002). Salah satu dari bermacam-macam tumbuhan yang
bermanfaat tersebut adalah Bawang Sabrang, tanaman khas daerah Kalimantan
Tengah yang secara empiris telah digunakan masyarakat suku Dayak untuk

pengobatan.

10



(A) (B) (©)

Gambar 2.1 Tanaman Eleutherine palmifolia; batang (A), umbi (B), bunga (C).

Bawang Sabrang memiliki tinggi sekitar 30-40 cm. Batang bawang
sabrang merupakan batang semu, membentuk umbi berlapis bulat telur merah
menyerupai bawang merah. Berdaun tunggal berbentuk pita dengan ujung dan
pangkal runcing tepi rata dan berwarna hijau. Tipe bunga majemuk berwarna
putih yang terdapat di ujung batang, dan memiliki akar serabut berwarna coklat
muda (Backer, 1965; Heyne, 1987). Eleutherine palmifolia mempunyai buah
kotak berbentuk jorong dengan bagian ujungnya berlekuk. Jika masak merekah
menjadi tiga rongga yang berisi banyak biji (LIPI, 1978). Sedangkan bijinya
berbentuk bundar telur atau hampir bujur sangkar dan berwarna coklat hampir
mendekati warna hitam (LiPi, 1978).

Klasifikasi bawang sabrang (Eleutherine palmifolia) dalam ilmu
taksonomi adalah sebagai berikut (Cronquist, 1981; Backer and Brink, 1968):
Divisio : Magnoliophyta

Class : Liliopsida

11
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Subclass : Liliidae

Ordo - Liliales

Genus : Eleutherine

Family : Iridaceae

Species : Eleutherine palmifolia (L.) Merr.

2.1.2 Daerah Persebaran Bawang Sabrang (Eleutherine palmifolia)

Tanaman bawang dayak berasal dari Amerika Selatan yang kemudian
menyebar ke Afrika, Malaysia, Filipina, Kalimantan dan Jawa. Bawang dayak
merupakan tanaman liar, tetapi di pulau Jawa dipelihara sebagai tanaman hias,
dibudidayakan, dan dinaturalisasikan (Kasahara, 1995).

Eleutherine palmifolia secara umum dikenal dengan nama bawang kapal
(Indonesia). Selain nama umum, tumbuhan bawang sabrang juga memiliki
beberapa nama daerah yaitu bebawangan beureum, bawang sabrang, bawang
siyem (Sunda), brambang sabrang, luluwan sapi, teki sabrang (Jawa), bawang
tiwai (Kalimantan) (Heyne, 1987; Kasahara, 1995). Penyebaran tumbuhan
bawang sabrang banyak ditemukan, mulai dari Semenanjung Malaysia hingga
Filipina, Sumatera (bawang kapal), Kalimantan (bawang hantu, bawang makkah),
Jawa (brambang sabrang, bawang siyem, luluwansapi, teki sabrang, bebawangan
beureum), Sulawesi, Nusa Tenggara. Secara ekologis, tumbuhan bawang sabrang
tumbuh di daerah pegunungan pada ketinggian 600 - 2000 m di atas permukaan

laut (Sudarmawan, 2009).
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2.1.3 Kandungan Senyawa dan Bioaktivitas Bawang Sabrang (Eleutherine

palmifolia)

Sebuah hadits telah menyebutkan bahwa Allah telah menciptakan segala
penyakit itu sudah ada obatnya:

cla Al 0ol e0n d O G

Artinya: “Sesungguhnya Allah tidak menurunkan penyakit, melainkan telah pula
menurunkan obatnya” (H.R Bukhori Muslim) (Al-Jauziyah, 2008).

Hadits senada juga diriwayatkan oleh Imam Muslim dalam kitab
shohihnya dari hadits Abu Zubair yang diriwayatkan dari Jabir bin Abdullah

bahwa Nabi Muhammad SAW bersabda:

Ja5s Do A ol Tm )3 20 gal Cial 1318 (2 g ¢ 13 (&)
Artinya: “Setiap penyakit ada obatnya. Jika obat yang tepat diberikan, dengan
izin Allah penyakit itu akan sembuh” (HR. Ahmad bin Hakim) (Al-Jauziyah,
2008).

Kedua hadits tersebut menerangkan bahwa Allah menurunkan suatu
penyakit pasti ada obatnya, dan jika penyakit tersebut berhasil dissmbuhkan itu
atas izin Allah. Sehingga tugas kita adalah mencari alternatif pengobatan yang
dapat digunakan untuk menyembuhkan penyakit.

Pengobatan dapat dilakukan salah satunya adalah dengan menggunakan
obat. Penggunaan obat dalam pengobatan penyakit dapat menggunakan obat
sintetis dan menggunakan tanaman obat atau obat tradisional (Katno dan
Pramono, 2017). Tumbuhan sebagai obat dapat diperoleh dari kandungan kimia

yang terkandung di dalamnya. Seperti alkaloid, glikosid, flavonoid, fenolik,

steroid, dan tanin yang berpotensi dapat dikembangkan sebagai tanaman obat.
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Alkaloid berfungsi sebagai antimikroba. Selain itu alkaloid, glikosid, dan
flavonoid memiliki fungsi sebagai obat sakit perut (Galingging, 2007). Contoh
lainnya adalah senyawa naphtoquinones yang memiliki bioaktivitas sebagai
antikanker (Hara, 1997). Senyawa naphtoquinones banyak ditemukan dalam umbi
bawang sabrang. Umbi bawang sabrang mengandung senyawa naphtoquinonens
dan turunannya seperti elecanacine, eleutherine, eleutherol, eleuthernone (Hara,
1997). Selain itu, umbi bawang sabrang mengandung senyawa-senyawa turunan
dari anthrakinon yang digunakan sebagai pencahar, yaitu senyawa eleutheurin,
isoeleutherin, dan senyawa-senyawa sejenesnya. Senyawa lakton eleutherol dan
senyawa turunan pyron yang disebut eleutherinol (Hara, 1997). Senyawa bioaktif
yang terkandung dalam umbi bawang sabrang adalah senyawa alkaloid, steroid,
glikosida, flavonoid, fenolik, saponin, triterpenoid, tanin, dan kuinon (Firdaus,
2006).

Penelitian yang dilakukan oleh Aulia (2011) menunjukkan bahwa umbi
bawang sabrang mengandung senyawa naphtoquinonens dan turunannya seperti
elecanacine, eleutherol, eleuthernone. Dalam umbi bawang sabrang juga
terkandung alkaloid, glikosida, flavonoid, fenolik, steroid dan tanin. leyama et al.
(2011) telah melakukan penelitian secara invitro dengan menggunakan enzyme
assay dan berhasil mengisolasi senyawa eleutherinoside A dalam bulbus bawang
sabrang yang dapat menghambat a-glukosidase pada diabetes mellitus. Umbi
bawang sabrang dapat menurunkan kadar glukosa darah postprandial dengan
menghambat a-glukosidase dan memperbaiki sel B-pankreas (Febrinda et al.,

2008).
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Berdasarkan penelitian Li et al. (2008) menunjukkan bahwa bawang
sabrang mempunyai efek sitotoksik pada sel kanker kolon. Senyawa eleutherine
dan elecanacin mampu menghambat transkripsi TCF/B-catenin dalam SW480 sel
kanker kolon. Kedua senyawa tersebut juga menunjukkan aktivitas selektif
sitotoksik pada kanker colorectal. Sedangkan penelitian yang dilakukan oleh
Adnyana et al. (2010) membuktikan bahwa eleutherine dan isoeleutherine
potensial memiliki aktivitas antitumor terhadap cell line HT-1080 dan memiliki
aktivitas yang mirip dengan 5-FU. Hasil penelitian Xu et al. (2005), 6,8 -
dihydroxy - 3,4 - dimethoxy - 1 - methyl anthraquinone - 2 - carboxylic acid
methyl ester menghambat proliferasi cell line kanker erythroleukimia K562.

Struktur dari beberapa senyawa kimia bawang sabrang dapat dilihat pada gambar

2.1.2.

®) (8 (h) (i)

Gambar 2.2 Komponen senyawa dari Eleutherine palmifolia: (a) Elecanacine;
(b) Eleutherine; (c) Isoeleutherine; (d) Eleutherinone; (e) Eleutherol; (f)
EIeulps:rinol; (9) Dihydroeleutherinol; (h) Hongconin; dan (i) 6,8-dihydroxy-3,4-
dime ﬁoxy-l- methyl-anthraquinone-2-carboxylic acid methyl ester (Amelia et
al., 2014; Insanu et al., 2014).
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2.2 Ekstraksi Senyawa Aktif Umbi Bawang Sabrang (Eleutherine palmifolia)
2.2.1 Ekstraksi Maserasi Umbi Bawang Sabrang (Eleutherine palmifolia)

Ekstraksi atau penyarian adalah suatu proses pemisahan zat yang terdapat
dalam sel, ditarik oleh cairan penyari (pelarut) sehingga zat aktif larut dalam
cairan penyari. Pada umumnya penyarian akan bertambah bila permukaan serbuk
sampel yang bersentuhan dengan penyari semakin luas. Metode dasar ekstraksi
adalah infuidasi, maserasi, perkolasi, soxhletasi. Pemilihan metode tersebut
disesuaikan untuk memperoleh sari yang diinginkan (Baraja, 2008).

Maserasi (macerace= mengairi, melunakkan) merupakan cara ekstraksi
yang paling sederhana (Baraja, 2008). Teknik ini dilakukan dengan cara
perendaman sampel dalam pelarut organik dan metode ini banyak digunakan
untuk mencari bahan obat yang berupa serbuk atau simplisia halus. Penekanan
utama dalam maserasi adalah tersedianya waktu kontak yang cukup antara pelarut
dan jaringan yang diekstraksi karena memaksimalkan terjadi pemecahan dinding
dan membran sel akibat perbedaan tekanan antara di dalam dan di luar sel
sehingga metabolit sekunder yang ada dalam sitoplasma akan terlarut dalam
pelarut organik. Larutan yang konsentrasinya tinggi akan terdesak keluar dan
diganti oleh cairan penyari dengan konsentrasi rendah (proses difusi). Peristiwa
tersebut berulang sampai terjadi keseimbangan konsentrasi antara larutan di luar
sel dan di dalam sel (Voight, 1995).

Metode maserasi mempunyai beberapa keuntungan yaitu sederhana, relatif
murah, tidak memerlukan peralatan yang rumit dan dapat menghindari kerusakan

komponen senyawa yang tidak tahan panas (Voight, 1995). Kelemahan metode
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maserasi adalah pengerjaannya lama, dan penyaringannya kurang sempurna,
pelarut yang digunakan lebih banyak (tidak efisien dan tidak efektif) dan tidak
dapat digunakan untuk bahan-bahan yang mempunyai tekstur keras seperti
benzoin, tiraks, dan lilin (Meloan, 1999). Saat ini telah diperkenalkan beberapa
teknik ekstraksi alternatif untuk meminimalkan keterbatasan tersebut, diantaranya
ekstraksi ultrasonik (Péres et al., 2006).

Ekstraksi ultrasonik termasuk salah satu alternatif dari preparasi sampel
padat, karena dapat mepermudah dan mempercepat beberapa langkah preparasi,
seperti pelarutan, fusi dan leaching. Hal ini dikarenakan efek dari gelombang
ultrasonik yang membentuk local high temperature dan gerakan mekanik
antarmuka zat padat dan zat cair, sehingga akan mempercepat laju perpindahan
massa-nya (Pourhossein et al., 2009). Menurut De la Fuente et al. (2004)
beberapa kinetika proses juga dapat dipercepat dengan efek gelombang ultrasonik.

Pemilihan pelarut untuk ekstraksi harus mempertimbangkan banyak
faktor. Pelarut harus memenuhi syarat-syarat sebagai berikut: Sifat kelarutan zat
didasarkan pada teori like dissolve like, zat yang bersifat polar akan larut dalam
pelarut polar dan zat yang bersifat nonpolar akan larut dalam pelarut nonpolar
(Khopkar, 2003). Pelarut yang digunakan untuk proses maserasi akan memberikan
efektifitas yang tinggi dengan memperhatikan kelarutan senyawa bahan alam
dalam pelarut tersebut. Secara umum pelarut-pelarut golongan alkohol merupakan
pelarut yang paling banyak digunakan dalam proses isolasi senyawa organik
bahan alam, karena dapat melarutkan seluruh senyawa metabolit sekunder (Lenny,

2006).
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Pelarut yang digunakan dalam mengekstrak senyawa aktif dalam umbi
bawang sabrang (Eleutherine palmifolia) adalah etanol. Pelarut etanol merupakan
pelarut universal golongan alkohol yang mudah melarutkan senyawaan yang
sesuai dengan cukup cepat karena sifat kepolarannya yang tinggi, memiliki titik
didih yang cukup rendah sehingga dapat mudah diuapkan tanpa menggunakan
suhu yang tinggi, bersifat inert, serta memiliki harga yang terjangkau. Selain itu,
ketoksikannya rendah daripada pelarut alkohol lainnya yakni memiliki nilai LCsg
7060 mg/kg (Guenther, 2006).

2.2.2 Fraksinasi Umbi Bawang Sabrang (Eleutherine palmifolia)

Fraksinasi adalah proses pemisahan suatu kuantitas tertentu dari campuran
(padat, cair, terlarut, suspensi atau isotop) dibagi dalam beberapa jumlah kecil
(fraksi) komposisi perubahan menurut kelandaian. Pembagian atau pemisahan ini
didasarkan pada bobot dari tiap fraksi, fraksi yang lebih berat akan berada paling
dasar sedang fraksi yang lebih ringan akan berada diatas. Fraksinasi bertingkat
biasanya menggunakan pelarut organik seperti eter, aseton, benzena, etanol,
diklorometana, atau campuran pelarut tersebut. Asam lemak, asam resin, lilin,
tanin, dan zat warna adalah bahan yang penting dan dapat diekstraksi dengan
pelarut organik (Adijuwana dan Nur, 1989). Fraksinasi bertingkat umumnya
diawali dengan pelarut yang kurang polar dan dilanjutkan dengan pelarut yang
lebih polar. Tingkat polaritas pelarut dapat ditentukan dari nilai konstanta
dielektrik pelarut (Lestari dan Pari, 1990).

Ekstraksi cair-cair merupakan salah satu metode fraksinasi. Tujuan dari

ekstraksi ini adalah untuk memperoleh ekstrak yang lebih spesifik sifat
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kepolarannya. Prinsip ekstraksi cair-cair adalah adanya distribusi komponen target
pada dua pelarut yang tidak saling larut. Sebagian komponen larut pada fase
pertama dan sebagian larut pada fase kedua (Khopkar, 2008).

2.3 Kanker Serviks

2.3.1 Kanker

Kanker didefinisikan sebagai penyakit yang ditandai dengan pembelahan
sel yang tidak terkendali dan kemampuan sel-sel tersebut untuk menyerang
jaringan biologis lainnya, baik dengan pertumbuhan langsung di jaringan yang
bersebelahan (invasi) atau dengan migrasi sel ke tempat yang jauh (metastasis).
Pertumbuhan yang tidak terkendali tersebut disebabkan kerusakan DNA,
menyebabkan mutasi di gen vital yang mengontrol pembelahan sel yang
disebabkan oleh zat karsinogen (Krishna dan Hyashi, 2000).

Pemicu kanker (karsinogen) eksogen (dari luar) dan proses biologik
endogen dapat menyebabkan mutasi pada untai DNA berupa delesi, insersi atau
substitusi basa baik transisi maupun transversi. Mekanisme endogen kerusakan
DNA tersebut adalah fenomena deaminasi 5-metilsitosin. Metilasi DNA
merupakan mekanisme epigenetik yang melibatkan pengaturan ekspresi suatu gen.
Studi spektrum mutasi menyatakan adanya corak khas dari perubahan DNA yang
diinduksi oleh mutagen endogen dan eksogen tertentu pada gen yang berhubungan
dengan kanker (Vakahangas et al., 1992).

Katzung (1992) menyatakan bahwa kejadian dan jenis penyakit kanker
erat hubungannya dengan berbagai faktor antara lain adalah jenis kelamin, usia,

ras, dan paparan terhadap beberapa zat yang bersifat karsinogen. Zat yang bersifat
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karsinogen ini dapat dibagi dalam beberapa kelompok baik yang sintetik maupun
yang berasal dari alam.

Adanya riwayat keluarga yang mengidap kanker, terutama kanker dari satu
jenis adalah faktor resiko tertinggi kanker. Kecenderungan genetik untuk
karsinogenesis mungkin disebabkan oleh rapuhnya gen-gen regulator, kerentanan
terhadap inisiator dan promoter tertentu, kesalahan enzim pengkoreksi, atau
gagalnya fungsi sistem imun (Corwin, 2000).

Kanker dapat dibagi menjadi tiga bagian, yaitu karsinoma bila tumor
berasal dari jaringan epitel; sarcoma jika berasal dari jaringan fibrous atau
jaringan konektif dan pembuluh darah; leukemia dan limfoma yang timbul dalam
sel darah dan masih ada jenis kanker lainnya (Aryani, 2003).

2.3.2 Deskripsi Kanker Serviks

Kanker serviks adalah tumor ganas yang tumbuh di daerah leher rahim
(serviks). Penyebaran (metastasis) sel kanker dapat melalui pembuluh darah
maupun pembuluh getah bening. Sel penyakit kanker dapat berasal dari semua
unsur yang membentuk suatu organ, dalam perjalanan selanjutnya tumbuh dan
menggandakan diri sehingga membentuk masa tumor (Depkes R1, 2009). Menurut
Departemen Kesehatan (2010) kanker leher rahim adalah keganasan yang terjadi
pada leher rahim (serviks) yang merupakan bagian terendah dari rahim yang
menonjol ke puncak liang senggama (vagina). Kanker biasanya tumbuh secara
lambat dan tidak memiliki gejala, namun dapat dideteksi dengan melakukan

pemeriksaan Pap smear.
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Berdasarkan penelitian, kanker serviks merupakan keganasan yang paling
banyak ditemukan di Indonesia. Setiap satu jam perempuan Indonesia meninggal
dunia karena kanker dalam tiga dasa warsa terakhir. Tingginya angka kematian itu
akibat terlambatnya penanganan, sekitar 70% datang dengan kondisi stadium
lanjut. Kanker leher rahim biasanya menyerang wanita berusia 35-55 tahun
(Prawirohardjo, 2008 dalam Romadhoni, 2012). Sebanyak 90% dari kanker leher
rahim berasal dari sel skuamosa yang melapisi serviks dan 10% sisanya berasal
dari sel kelenjar penghasil lendir pada saluran servikal yang menuju ke rahim
(Hacker, 2000).

Infeksi HPV (Human Papiloma Virus) merupakan penyebab utama kanker
serviks. Virus ini bersifat spesifik dan hanya akan tumbuh di dalam sel manusia
terutama pada epitel mulut rahim atau sel-sel lapisan permukaan. Virus HPV yang
paling sering menyebabkan kanker serviks adalah virus HPV tipe 16 dan 18 yang
mempunyai peranan penting dalam replikasi virus melalui sekuensi gen E6 dan E7
dengan mengkode pembentukan protein-protein yang penting (Sinta et al., 2010).
2.3.3 Patofisiologi Kanker Serviks

Secara seluler, mekanisme terjadinya kanker serviks berhubungan dengan
siklus sel yang diekspresikan oleh HPV. Protein utama yang terkait dengan
karsinogen adalah E6 dan E7. Bentuk genom HPV serkuler jika terintegrasi akan
menjadi linier dan terpotong diantara gen E2 dan E1. Integrasi antara genom HPV
dengan DNA manusia menyebabkan gen E2 tidak berfungsi sehingga akan
merangsang E6 berikatan dengan p53 dan E7 berikatan dengan pRb (Sinta et al.,

2010).
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Ikatan antara protein E6 dan gen p53 akan menyebabkan p53 tidak
berfungsi sebagai gen supresi tumor yang bekerja di fase G1. Gen p53 akan
menghentikan siklus sel di fase G1 dengan tujuan agar sel dapat memperbaiki
kerusakan sebelum berlanjut ke fase S. Mekanisme kerja p53 adalah dengan
menghambat kompleks cdk-cyclin yang akan merangsang sel memasuki fase
selanjutnya. Sehingga jika E6 berikatan dengan p53 maka sel terus bekerja
sehingga sel akan terus membelah dan menjadi abnormal (Sinta et al., 2010).

Protein retinoblastoma (pRb) dan gen lain yang menyerupai pRb (p130
dan p107) berfungsi mengontrol ekspresi sel yang diperantai oleh E2F. Ikatan pRb
dengan E2F akan menghambat gen yang mengatur sel keluar dari fase G1. Jika
protein berikatan dengan protein E7 dari HPV maka E2F tidak terikat sehingga
menstimulasi proliferasi sel yang melebihi batas normal sehingga sel tersebut
menjadi sel karsinoma (Sinta et al., 2010).

Sel kanker serviks atau disebut juga sel HeLa terjadi akibat infeksi Human
Papillomavirus (HPV 18) sehingga mempunyai sifat yang berbeda dengan sel
serviks normal. Sel kanker serviks yang diinfeksi HPV diketahui
mengekspresikan 2 onkogen, yaitu E6 dan E7. Protein E6 dan E7 terbukti dapat
menyebabkan sifat imortal pada kultur primer keratinosit manusia, namun sel
yang imortal ini tidak bersifat tumorigenik hingga suatu proses genetik terjadi.
Jadi, viral onkogen tersebut tidak secara langsung menginduksi pembentukan
tumor, tetapi menginduksi serangkaian proses yang pada akhirnya dapat
menyebabkan sifat kanker (Goodwin and DiMaio, 2000). Sifat immortal tersebut

disebabkan karena kedua viral onkogen tersebut dapat menghambat ekspresi gen
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p53 (Prayitno dkk, 2005). Gen p53 adalah gen yang mengendalikan apoptosis
(Anggarwal et al., 2003).

Sel HelLa adalah sel yang berasal dari sel-sel kanker serviks yang diambil
dari seorang penderita kanker serviks bernama Henrietta Lacks. Sel ini bersifat
imortal dan produktif sehingga banyak digunakan dalam penelitian ilmiah
(Rahbari et al., 2009; Capes et al., 2010; Watts and Denise, 2010). Sel HelLa
melakukan proliferasi dengan sangat cepat dibandingkan dengan sel kanker
lainnya. Rebecca Skloot’s dalam The Immortal Life of Henrietta Lacks
menjelaskan bahwa sel HeLa mempunyai telomerase aktif selama pembelahan sel,
sehingga mencegah pemendekan telomere yang menyangkut penuaan dan
kematian sel (Sharrer, 2006). Transfer gen horizontal dari human papillomavirus
18 (HPV18) ke sel serviks manusia menghasilkan genom HelLa yang berbeda dari
genom induk dengan berbagai cara termasuk jumlah kromosomnya (Macville et
al., 1999).

Sel kanker serviks yang diinfeksi HPV diketahui mengekspresikan 2
onkogen, yaitu E6 dan E7. Protein E6 dan E7 dari HPV memodulasi protein
seluler yang mengatur daur sel. Protein E6 berikatan dengan tumor suppressor
protein p53 dan mempercepat degradasi p53 yang diperantarai ubiquitin. Protein
E6 juga menstimulasi aktivitas enzim telomerase. Sedangkan protein E7 dapat
mengikat bentuk aktif terhipofosforilasi dari p105Rb dan anggota lain dari famili
Rb. lIkatan ini menyebabkan destabilisasi Rb dan pecahnya kompleks Rb/E2F
yang berperan menekan transkripsi gen yang diperlukan untuk cell cycle

progression (DeFilippis et al., 2003). Sebagian besar sel kanker serviks, termasuk
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sel HeLa, mempunyai gen p53 dan pl05Rb dalam bentuk wild type. Jadi, gen
pengatur pertumbuhan yang aktif dalam sel normal ini juga terdapat dalam sel
kanker serviks. Namun, aktivitasnya dihambat oleh ekspresi protein E6 dan E7
dari HPV (Goodwin dan DiMaio, 2000).
2.4 Metode MTT

MTT assay merupakan metode yang penggunaannya sudah banyak
diaplikasikan dalam berbagai bidang. Metode MTT relatif cepat, sensitif, akurat,
digunakan untuk mengukur sampel dalam jumlah besar dan hasilnya bisa untuk
memprediksi sifat sitotoksik suatu bahan (Doyle and Griffiths, 2000). Metode ini
berdasarkan pada perubahan garam tetrazolium (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolium bromida) (MTT) menjadi formazan dalam mitokondria yang
aktif pada sel hidup. Tetrazolium (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5- difeniltetrazolium
bromida) diabsorbsi ke dalam sel hidup dan dipecah melalui reaksi reduksi oleh
enzim reduktase dalam rantai respirasi mitokondria menjadi formazan yang
terlarut dalam SDS 10% berwarna ungu (Doyle and Griffiths, 2000). Konsentrasi
formazan yang berwarna ungu dapat ditentukan secara spektrofotometri visibel
dan berbanding lurus dengan jumlah sel hidup karena reduksi hanya terjadi ketika
enzim reduktase yang terdapat dalam jalur respirasi sel pada mitokondria aktif
(Mosmann, 1983). Semakin besar absorbansi menunjukkan semakin banyak
jumlah sel yang hidup. Reaksi reduksi MTT dapat dilihat pada gambar berikut

(Meiyanto, 1999):
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Gambar 2.3 Reaksi reduksi MTT menjadi formazan (Meiyanto, 1999)

Uji MTT digunakan untuk menentukan nilai 1Csy (Inhibitory
Concentration). Nilai 1Csp menunjukkan nilai konsentrasi yang menghasilkan
hambatan proliferasi sel 50% dan menunjukkan potensi ketoksikan suatu senyawa
terhadap sel. Nilai ini merupakan patokan untuk melakukan uji pengamatan
kinetika sel serta menunjukkan suatu senyawa berpotensi sebagai sitostatik.
Semakin besar harga 1Cso maka senyawa tersebut semakin tidak toksik (Meiyanto
dkk, 2009; Padmi, 2008).

2.5 ldentifikasi Golongan Senyawa Metabolit Sekunder dengan UPLC-MS

Teknik analisis yang dapat digunakan dalam identifikasi metabolit antara
lain adalah LC-MS, GC-MS, CE-MS, NMR (Nuclear Magnetic Resonance), dan
spektroskopi FT-IR (Lee et al.,, 2012). Dibandingkan dengan GC-MS, analisis
dengan LC-MS lebih fleksibel. Hal ini berkaitan dengan rentang massa yang lebih
luas dan memungkinkan untuk mentargetkan beberapa golongan senyawa yang
tidak terdeteksi oleh GC-MS. Selain itu, tidak diperlukan derivatisasi yang rumit,
dan memungkinkan elusidasi struktur metabolit yang tidak dikenal dengan adanya

analisis komposisi komponen dan penentuan massa yang akurat. Diantara
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berbagai platform LC yang bervariasi, adanya pengembangan material partikel
kolom menyebabkan munculnya teknologi pemisahan kromatografi baru, yaitu
Ultra Performance Liquid Chromatography (UPLC) yang memungkinkan
pemisahan, resolusi dan sensitivitas yang baik, dan deteksi dengan kecepatan
tinggi dengan sampel biologis yang kompleks, seperti obat tradisional. Dengan
ditambah  Quadrupole Time-of-Flight Mass Spectrometry (QTOFMS),
UPLC/QTOFMS digunakan untuk memperoleh profil metabolit yang
komprehensif dan reliable (Xie et al., 2008).

Mass spectrometry (MS) sering digabungkan dengan kromatografi untuk
memberikan dimensi lain dari pemisahan sampel dan meningkatkan rasio signal-
to-noise. Setelah sampel diinjek ke dalam instrumen, sampel akan mengalami
pemisahan dalam LC. Selama pemisahan tersebut, sampel kemudian dipaksa oleh
tekanan tinggi untuk menuju kolom yang dipacking dengan fase diam. Senyawa
yang berbeda dalam larutan sampel terelusi dalam kolom pada waktu yang
berbeda. Waktu tertentu dimana senyawa terelusi keluar dari kolom disebut waktu
retensi. Waktu retensi senyawa ditentukan oleh kekuatan interaksi dengan fase
diam, dan sering mengalami variasi yang besar tergantung pada kondisi
penelitian. Karena hanya sejumlah kecil metabolit yang memiliki waktu retensi
yang sama atau mirip, maka LC dapat mengurangi kompleksitas sampel dan
background noise dalam deteksi MS (Zhou, 2011).

Setelah proses elusi dari LC, senyawa menuju ke dalam MS. Pada
dasarnya, MS terdiri dari tiga bagian utama, yaitu ion source, mass analyzer, dan

detektor. lon source mengubah senyawa netral dalam sampel menjadi molecular
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ions yang bermuatan. Beberapa contoh ion source adalah electrospray ionization
(ESI), atmospheric pressure chemical ionization (APCI), atmospheric pressure
photoionization (APPI), fast atom bombardment (FAB). ESI merupakan metode
yang paling banyak digunakan karena dapat mengionisasi metabolit-metabolit
dalam cakupan yang luas dengan berbagai berat molekul dan polaritas senyawa.
Secara khusus, ESI merupakan pendekatan soft ionization yang umumnya
membentuk molecular ions utuh, sehingga membantu identifikasi awal metabolit
(Zhou, 2011).

Mass analyzer memisahkan ion-ion berdasarkan harga m/z-nya dengan
menggunakan medan listrik atau magnet. Beberapa mass analyzer yang umum
digunakan adalah quadrupole, ion trap, time-of-flight (TOF), Orbitrap and
Fourier transform ion cyclotron (FT-ICR). Meskipun resolusi dan akurasinya
berbeda secara signifikan, namun prinsip kerjanya sama. Selain itu, lebih dari satu
mass analyzer sering digunakan dalam MS modern untuk melakukan penelitian
tandem mass spectrometry, yang sangat diperlukan dalam identifikasi metabolit
(Zhou, 2011).

Detektor mengubah kelimpahan ion mass analyzer menjadi sinyal listrik
melalui perekaman muatan yang diinduksi atau arus yang dihasilkan ketika
sebuah ion melewati detektor. Mislanya, detektor micro channel plate (MCP)
dikombinasi dengan converter time-to-digital (TDC) umumnya digunakan untuk

TOF analyzer (Zhou, 2011).
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BAB Il

KERANGKA KONSEPTUAL DAN HIPOTESIS

3.1 Kerangka Konseptual

3.1.1 Bagan Kerangka Konseptual

Adapun kerangka konseptual dalam penelitian ini adalah sebagai berikut:

Umbi Bawang
Sabrang
Polifenol
| ' |
Insulin-like r
growth factor- \ Non / Flavonoid Estrogen
1 (IGF-1) avonoi Reseptor-a
\A 4
Proliferasi sel MTT assay
\ 4
Kanker Serviks
Gambar 3.1. Bagan Kerangka Konseptual
Keterangan:
| - tidak diteliti
: diteliti

—> :memicu

—{ : menghambat
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3.1.2 Uraian Kerangka Konseptual

Bawang sabrang (Eleutherine palmifolia) diketahui mengandung senyawa
dari golongan polifenol (Febrinda dkk, 2013). Polifenol dapat dibagi menjadi dua
golongan utama yaitu flavonoid dan non flavonoid (Moga et al., 2016).

Berdasarkan hasil penilitian yang dilakukan oleh Virgili et al. (2004)
menunjukkan bahwa senyawa flavonoid dapat menghambat pertumbuhan sel
kanker serviks dengan aktivitas antiestrogenik. Senyawa flavonoid mempunyai
suatu mekanisme antiproliferatif. Kemampuan flavonoid dalam menghambat
proliferasi sel dipengaruhi oleh kemampuan flavonoid dalam memodulasi
estrogen reseptor alpha (Era). Reseptor estrogen adalah salah satu anggota
reseptor inti yang memperantarai aksi hormon estrogen (17p-estradiol) di dalam
tubuh, seperti pertumbuhan, perkembangan, dan homeostasis dari berbagai organ
dan jaringan (Nilsson et al., 2001).

Sementara itu, penelitian yang dilakukan oleh Vanamala et al. (2010)
membuktikan bahwa salah satu senyawa golongsn non flavonoid yaitu resveratrol
mampu menekan ekspresi Insulin Growth Factor-1 (IGF-1) dan melemahkan jalur
Akt/Wnt yang berperan dalam proliferasi sel. Menurut National Cancer Institute
(2012) mengemukakan bahwa mekanisme yang berbuhungan dengan
peningkatnya risiko kanker adalah jaringan lemak yang memproduksi banyak
hormon estrogen yang berhubungan langsung dengan peningkatan kanker
payudara, kanker endometrial dan beberapa kanker lainnya. Orang yang obesitas
terjadi peningkatan IGF-1 di dalam darahnya (akibatnya terjadi hiperinsulinemia

atau resistensi insulin), dimana berkembang untuk terjadinya tumor. Penentuan
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proliferasi sel kanker serviks dalam penelitian ini dilakukan dengan menggunakan

uji microtetrazolium (MTT).

3.2 Hipotesis Penelitian

Berdasarkan kerangka konsep di atas, dapat dirumuskan hipotesis sebagai berikut:

1. Fraksi n-heksana, kloroform, etil asetat, dan air bawang sabrang memiliki
aktivitas antikanker terhadap sel kanker HeLa.

2. Terdapat senyawa aktif dalam umbi bawang sabrang yang dapat menghambat

pertumbuhan sel Hela.



BAB IV

METODE PENELITIAN

4.1 Jenis dan Rancangan Penelitian

Penelitian ini merupakan penelitian eksperimen laboratorik dengan
membandingkan hasil yang didapatkan setelah perlakuan pada kontrol positif dan
kontrol negatif. Desain penelitian menggunakan post-test only control group
design yaitu perlakuan terhadap semua sampel dilakukan secara bersamaan dan
setelah perlakuan dilakukan pengamatan secara bersama-sama pula (Notoatmodjo,

2002).

4.2 Waktu dan Tempat Pelaksanaan Penelitian
Penelitian dilaksanakan pada bulan Januari sampai April 2017, bertempat

di:

a. Laboratorium Kimia Dasar Jurusan Farmasi Fakultas Kedokteran dan llmu-
IImu Kesehatan Universitas Islam Negeri (UIN) Maulana Malik Ibrahim
Malang.

b. Laboratorium Fitokimia Jurusan Farmasi Fakultas Kedokteran dan limu-limu
Kesehatan Universitas Islam Negeri (UIN) Maulana Malik Ibrahim Malang.

c. Laboratorium Instrumentasi Teknologi Farmasi Jurusan Farmasi Fakultas
Kedokteran dan Illmu-limu Kesehatan Universitas Islam Negeri (UIN)
Maulana Malik Ibrahim Malang.

d. Laboratorium Protho, Parasitologi Jurusan Kedokteran Umum Fakultas

Kedokteran, Universitas Gadjah Mada Yogyakarta.
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4.3 Variabel Penelitian dan Definisi Operasional
4.3.1 Variabel Penelitian
a. Variabel Bebas
Variabel bebas dalam penelitian ini adalah fraksi n-heksana, fraksi kloroform,
fraksi etil asetat, dan fraksi air umbi bawang sabrang.
b. Variabel terikat
Variabel terikat dalam penelitian ini adalah jumlah sel kanker serviks Hela.
c. Variabel kontrol
Variabel kontrol dalam penelitian ini adalah suhu pada saat inkubasi,

lingkungan aseptis saat kultur sel.

4.3.2 Definisi Operasional Variabel

- Bawang Sabrang (Elautherine palmifolia) yang digunakan adalah bagian
umbinya dan diperoleh dari Balai Materia Medika Batu, Jawa Timur.
Bawang sabrang ditanam di daerah Batu, pada ketinggian + 800 di atas
permukaan laut. Diekstraksi dengan pelarut etanol 96%, difraksinasi
dengan pelarut n-heksan, kloroform, etil asetat, dan air.

- Sel Kanker serviks HeLa diambil dari koleksi Universitas Gadjah Mada
(UGM). Sel HelLa adalah sel yang berasal dari sel-sel kanker serviks yang
diambil dari seorang penderita kanker serviks bernama Henrietta Lacks.
Sel ini bersifat imortal dan produktif sehingga banyak digunakan dalam
penelitian ilmiah (Rahbari et al., 2009; Capes et al., 2010; Watts and

Denise, 2010).
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4.4 Alat dan Bahan Penelitian
441 Alat

Alat-alat utama yang digunakan dalam penelitian ini diantaranya moisture
analyzer, rotary evaporator, 96-well plate, ELISA reader, Instrumen Ultra
Performance Liquid Chromatography- Mass Spectrometry (UPLC-MS) yaitu A
Waters ACQUITY UPLC (Waters) yang ditandom dengan MS tandom
quadropole system dengan kondisi sebagai berikut:
Kolom : Acquity UPLC HSS C18 1.8 um, 2.1x50 mm
Fase gerak  : Campuran dari 0.1% asam formiat dalam air dan 0.1% asam

formiat dalam asetonitril

Mode : Positif
Source : ESI
Volume injek : 5 pL
Semua analisis dilakukan dengan menggunakan MassLynx software version 4.1.
4.42 Bahan

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah umbi Bawang Sabrang
yang diambil dari Materia Medica Batu, etanol 96 %, aquades, n-heksana,
kloroform, etil asetat, phospat buffer saline 1x, media kultur DMEM, DMSO,
MTT 5 mg/mL PBS (50 mg MTT dan 10 mL PBS), SDS 10 % dalam 0,1 N HClI,

tissue makan, dan aluminium foil.



4.5 Skema Kerja Penelitian
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Gambar 4.5 Bagan Skema Kerja Penelitian
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4.6 Prosedur Penelitian
4.6.1 Determinasi Tumbuhan
Determinasi tumbuhan dilakukan di Lembaga Iimu Pengetahuan Indonesia

(LIPI) UPT Balai Konservasi Tumbuhan Kebun Raya Purwodadi.

4.6.2 Preparasi Sampel

Sampel yang digunakan adalah bagian umbi dari bawang sabrang
(Eleutherine palmifolia). Umbi bawang sabrang kemudian dicuci, dipotong kecil-
kecil, dan dikeringkan dengan menggunakan oven pada suhu 30 — 37 °C selama +
5 jam. Selanjutnya umbi diblender hingga terbentuk serbuk, diayak dengan
ayakan ukuran 60 mesh agar diperoleh serbuk yang kecil-kecil dan seragam.
Serbuk halus yang diperoleh dianalisis kadar air, diekstraksi maserasi dan

difraksinasi.

4.6.3 Analisis Kadar Air Serbuk Simplisia Umbi Bawang Sabrang
(Eleutherine palmifolia)

Analisis kadar air dalam serbuk simplisia digunakan untuk memberikan
batasan minimal atau rentang tentang besarnya kandungan air di dalam bahan.
Serbuk simplisia diukur kadar airnya menggunakan Moisture Analyzer. Setelah
alat Moisture Analyzer dinyalakan dan layar menunjukkan tampilan 0,000 g,
penutup alat dibuka dan sample pan kosong dimasukkan ke dalam sample pan
handler. Penutup alat diturunkan dan secara otomatis alat akan menara atau

menunjukkan tampilan 0,000 pada layar. Kemudian sejumlah + 0,500 gram
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serbuk simplisia dimasukkan ke dalam sample pan dan penutup alat diturunkan.
Secara otomatis, alat akan memulai pengukuran hingga terbaca hasil pengukuran
%MC pada layar.

Untuk proses ini kadar air yang dimiliki dalam simplisia harus di bawah
10% (Menteri Kesehatan RI, 1994). Proses di atas dilakukan pengulangan

sebanyak tiga kali.

4.6.4 Ekstraksi Maserasi Umbi Bawang Sabrang (Eleutherin palmifolia)
Ekstraksi golongan senyawa aktif dari umbi bawang sabrang (Eleutherine
palmifolia) dilakukan dengan cara ekstraksi ultrasonik yaitu dengan cara serbuk
simplisia umbi bawang sabrang ditambahkan pelarut etanol dengan perbandingan
1:10 (b:v) (Yuswi, 2017). Pemilihan pelarut etanol 96 % karena lebih mudah
dalam melarutkan semua zat yang bersifat polar, semipolar, dan non polar

(Indradmojo, 2016).

Serbuk umbi bawang sabrang ditimbang sebanyak 350 gram yang
kemudian dibagi masing-masing 50 gram. Sebanyak 50 gram sampel dimasukkan
dalam labu erlenmeyer, kemudian ditambah pelarut etanol 96% sesuai dengan
rasio bahan. Diekstraksi dengan ultrasonic bath frekuensi 40 kHz selama 2 menit
dan dilakukan pengulangan sebanyak tiga kali. Kemudian disaring dengan kertas
saring halus sehingga diperoleh filtrat yang bebas ampas. Selanjutnya dilakukan
perlakuan yang sama terhadap jumlah sampel sebanyak 350 gram. Filtrat yang

diperoleh dikumpulkan untuk selanjutnya dipekatkan. Pemekatan ekstrak
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dilakukan pada suhu dan tekanan rendah menggunakan rotary evaporator hingga

diperoleh ekstrak kental.

4.6.5 Fraksinasi Bawang Sabrang (Eleutherine palmifolia)

Fraksinasi dilakukan dengan cara ekstrak pekat etanol umbi bawang
sabrang (Eleutherine palmifolia) dilarutkan dalam air, disaring kemudian
difraksinasi dengan n-heksana dalam corong pisah dengan perbandingan 1:1,
dikocok secukupnya. Dibiarkan sampai terbentuk 2 lapisan yaitu lapisan n-
heksana dan lapisan air. Perlakuan ini dilakukan beberapa kali pengulangan
sampai lapisan n-heksana terlihat jernih sehingga diperoleh fraksi n-heksana.
Perlakuan untuk lapisan air ini dilakukan seperti perlakuan di atas dengan
beberapa kali pengulangan fraksinasi menggunakan pelarut kloroform, etil asetat,
perbandingan 1:1. Hasil fraksi n-heksana, kloroform, etil asetat, dan air diuapkan
dengan rotary evaporator sehingga didapatkan fraksi kental. Selanjutnya masing-
masing fraksi pekat ditimbang sampai diperoleh berat konstan untuk meyakinkan
bahwa pelarut telah menguap dan didiamkan selama + 2 hari dengan ditutup
aluminium foil yang dilubangi.

Masing-masing ekstrak pekat dan fraksi pekat yang diperoleh yaitu ekstrak
pekat etanol, fraksi n-heksana, kloroform, etil asetat, dan air ditimbang dan

dihitung rendemennya :

B t ekstrak
% Rendemen = %x 100 %



38

4.6.6 Uji Aktivitas Antikanker dengan Metode MTT (Microtetrazolium)

(CCRC, 2009; Ilhamy, dkk, 2013)

Metode ini didasarkan pada reaksi reduksi reagen MTT (3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium bromide) yang dikatalis oleh enzim
suksinat dehidrogenase yang dikandung oleh sel hidup membentuk Kristal
formazan berwarna ungu dan tidak larut air. Penambahan reagen stopper (bersifat
detergenik) akan melarutkan kristal berwarna ini yang kemudian diukur
absorbansinya menggunakan ELISA reader. Intensitas warna ungu yang terbentuk
proporsional dengan jumlah sel hidup. Sehingga jika intensitas warna ungu

semakin besar, maka berarti jJumlah sel hidup semakin banyak (CCRC, 2009).

4.6.6.1 Penyiapan Sel

Sel kanker serviks HelLa diambil dari koleksi Universitas Gadjah Mada
(UGM). Sel kanker dikeluarkan dari freezer (-80 °C), dihangatkan dalam
penangas air pada suhu 37 °C selama 2 — 3 menit. Setelah mencair, sel
dipindahkan ke dalam conical tube yang telah berisi 10 ml media DMEM,
diinkubasi selama 3 — 4 jam pada suhu 37 °C/ 5% CO,, kemudian disentrifugasi
untuk memisahkan sel kanker (pelet) dengan media DMEM. Pelet yang terbentuk
diamati dibawah mikroskop untuk melihat apakah sel melekat di dasar culture
dish dan bila jumlah sel di dalam culture dish mencapai 70 — 85 % (konfluen),

dilakukan panen sel.
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Tahapan panen sel yakni, dicuci sel 2 kali dengan PBS, ditambahkan
trispsin-EDTA secara merata dan diinkubasi selama 3 menit, ditambahkan media
DMEM 5 mL untuk menginaktifkan sel serta dilakukan resuspensi, diamati
dibawah mikroskop inverted, kemudian diinkubasi dalam inkubator CO, selama

24 jam.

4.6.6.2 Penghitungan Sel Kanker
Diambil 10 pL panenan sel dan dipipetkan ke hemacytometer. Diamati dan
dihitung dibawah mikroskop inverted dengan counter. Jumlah sel kanker dapat

diketahui dengan perhitungan sebagai berikut :

sel kamar A+ sel kamar B+ sel kamar C+ sel kamar D

x 10*
4

sel yang dihitung =

4.6.6.3 Peletakan Sel pada Plate 96-well
Peletakan sel pada plate harus diketahui berapa jumlah volume panenan
sel yang akan diletakkan pada setiap sumuran, dengan menggunakan persamaan

sebagai berikut :

) total sel yang diperlukan
panenan mL panenan sel yang ditransfer =

sel terhitung /mL

Diletakkan sel dan ditambahkan media DMEM sesuai perhitungan ke dalam plate

96-well dan diinkubasi kembali selama 24 jam dalam inkubator CO,.
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4.6.6.4 Pembuatan Larutan Sampel dan Pemberian Larutan Sampel pada

Plate 96-well

Ditimbang masing-masing sampel fraksi yakni fraksi n-heksana, fraksi
kloroform, fraksi etil asetat, dan fraksi air, serta cisplatin yang digunakan sebagai
kontrol positif sebanyak 10 mg dalam wadah yang berbeda, dilarutkan masing-
masing ekstrak pekat dalam 100 uL. DMSO dan diaduk dengan vortex agar lebih
cepat dalam melarutkan sampel, diambil sel dari inkubator, kemudian dibuang
media sel dengan cara dibalikkan plate 96-well 180° diatas tempat buangan dan
ditekan secara perlahan diatas tissue untuk meniriskan sisa cairan, dimasukkan
100 uL PBS kedalam semua sumuran yang terisi sel dan dibuang kembali, lalu
dimasukkan larutan sampel sebanyak 100 pL dengan konsentrasi 125; 62,5;
31,25; 15,625; 7,8125; 3,906 ppm dan diulang sebanyak tiga kali (triplo),

diinkubasi kembali selam 24 jam.

4.6.6.5 Pemberian Larutan MTT

Dibuang media sel dan dicuci dengan PBS, ditambahkan larutan MTT 100
uL ke setiap sumuran kecuali kontrol sel. Inkubasi kembali selama 3 — 4 jam di
dalam inkubator (sampai terbentuk formazan). Apabila formazan telah terbentuk
diamati kondisi sel dengan mikroskop inverted, lalu ditambahkan stopper SDS
10% dalam 0,1 N HCI, dibungkus plate dengan kertas tertutup dan diinkubasi
kembali di tempat gelap (suhu ruangan) semalam.

Langkah selanjutnya yakni pembacaan nilai absorbansi dengan ELISA

reader untuk mengetahui nilai I1Csg setiap fraksi. Tahapan awalnya ini dihidupkan
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ELISA reader dan ditunggu hingga progressing selesai, dibuka pembungkus plate
kemudian dimasukkan ke ELISA reader, dibaca absorbansi masing-masing
sumuran dengan panjang gelombang 550 — 600 nm, dimatikan kembali ELISA
reader. Dengan menggunakan data absorbansi yang diperoleh dari pengukuran,
dapat ditentukan persentase sel yang terhambat dengan menggunakan rumus

sebagai berikut:

(absorbansi perlakuan—absorbansi kontrol media)

Persentase sel hidup = x 100 %

absorbansi kontrol negatif—absorbansi kontrol media

Dari hasil persentase sel hidup kemudian dimasukkan ke dalam aplikasi
SPSS di analisis menggunakan probit analysis dicari nilai ICsy dari masing-
masing fraksi. Fraksi yang mempunyai potensi aktifitas antikanker yang paling
optimum selanjutnya diidentifikasi senyawa metabolit sekunder dengan instrumen

UPLC-MS. Kemudian dilakukan analisis data.

4.7 Analisis Statistika

Hasil pengukuran dianalisis secara statistik dengan menggunakan program
SPSS 16,0 for Windows 7. Dilakukan uji probit analysis untuk mendapatkan nilai
ICs0. Menurut National Cancer Institute (NCI) dalam Rahmawati (2013) suatu
ekstrak dinyatakan aktif memiliki aktivitas antikanker apabila memiliki nilai 1Cs
< 30 pg/ml, moderat aktif apabila memiliki nilai 1Cso > 30 pg/ml dan 1Csp < 100

pg/ml, dan dikatakan tidak aktif apabila nilai 1Cs> 100 pg/ml.



BAB V

HASIL DAN PEMBAHASAN

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh fraksi n-heksan,
kloroform, etil asetat, dan air dari umbi bawang sabrang (Eleutherine palmifolia)
terhadap viabilitas sel kanker serviks HeLa. Penelitian ini dilakukan dalam lima
tahap yaitu preparasi sampel, analisis kadar air umbi bawang sabrang, ekstraksi
maserasi dan fraksinasi umbi bawang sabrang, uji antikanker dengan metode
MTT, serta identifikasi senyawa aktif dari fraksi yang paling aktif terhadap cell
line kanker serviks HeLa menggunakan instrumentasi Ultra Performance Liquid

Chromatography-Mass Spectrometry (UPLC-MS).

5.1 Preparasi Sampel

Penelitian ini menggunakan sampel yaitu umbi bawang sabrang
(Eleutherine palmifolia). Determinasi tumbuhan bawang sabrang bertujuan untuk
membuktikan bahwa tanaman yang dilakukan dalam penelitian memang benar
tanaman yang dimaksud yaitu Eleutherine palmifolia. Bagian tanaman yang
digunakan untuk determinasi adalah seluruh bagian tanaman dari bawang sabrang.
Hasil determinasi dibuktikan dengan surat keterangan yang dikeluarkan dari unit
determinasi Lembaga Ilmu Pengetahuan Indonesia (LIPI) Purwodadi dengan
nomor No0.0065/IPH.6/HM/1/2017 yang menyatakan bahwa tumbuhan yang
digunakan dalam penelitian ini adalah tumbuhan Eleutherine palmifolia

(Lampiran5).
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Tahap selanjutnya adalah dilakukan pencucian, pengeringan, dan
penyerbukan. Pencucian ini dilakukan untuk menghilangkan kotoran berupa tanah
yang menempel pada umbi bawang sabrang. Pengeringan dilakukan untuk
mengeringkan dan menghilangkan kadar air dalam sampel. Selanjutnya dilakukan
penyerbukan dengan menggunakan blender. Perlakuan ini bertujuan untuk
meningkatkan luas permukaan sehingga mempermudah pada saat ekstraksi.
Serbuk yang diperoleh kemudian diayak dengan ayakan 60 mesh untuk
menyeragamkan ukuran. Hasil yang diperoleh kemudian disebut sebagai sampel
umbi bawang sabrang (Eleutherine palmifolia). Pada penelitian ini sampel yang
dipreparasi sebanyak 370 gram. Selanjutnya serbuk yang telah diperoleh

dilakukan analisis kadar air.

5.2 Analisa Kadar Air

Simplisia yang telah mengalami proses pengeringan dan penyerbukan
perlu dilakukan penetapan kadar air serbuk untuk mengetahui kandungan air yang
terdapat dalam serbuk simplisia yang telah dikeringkan. Kandungan air yang
tinggi dalam simplisia dapat menjadi media pertumbuhan kapang dan jamur.
Selain itu, kandungan air yang tinggi juga dapat terjadi reaksi enzimatik yang
mampu menguraikan zat aktif pada simplisia (Salamah dan Widyasari, 2015).
Standar kadar air dari simplisia adalah kurang dari 10% (Menteri Kesehatan Rl,
1994).

Analisa kadar air dilakukan pada sampel kering umbi bawang sabrang

(Eleutherine palmifolia) yang telah dipreparasi. Penetapan kadar air dilakukan
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dengan menggunakan alat Moisture Analyzer. Prinsip kerja dari alat Moisture
Analyzer berdasarkan gravimetri. Pada penelitian ini, untuk dapat diperoleh nilai
%MC dari sampel dibutuhkan waktu sekitar tiga menit dan dilakukan replikasi
sebanyak tiga kali. Sampel yang dimasukkan dalam sample pan sebanyak +0,500
gram.

Berdasarkan pengukuran kadar air sampel kering umbi bawang sabrang
(Eleutherine palmifolia) yakni sebesar 7,37% (Lampiran 3) diketahui bahwa kadar
air yang diperolen menghasilkan nilai di bawah rentang maksimal yang
ditetapkan. Semakin kecil kadar air suatu sampel, maka semakin mudah pelarut
untuk mengekstrak komponen senyawa aktif, sehingga akan diperoleh rendemen
semakin besar. Sampel yang telah dihilangkan kadar airnya cenderung mudah
menyerap air sehingga perlu disimpan dalam tempat yang kedap udara (Kumala,

2007).

5.3 Ekstraksi Maserasi dan Fraksinasi Umbi Bawang Sabrang (Eleutherine

palmifolia)

Pada tahap ini dilakukan ekstraksi umbi bawang sabrang (Eleutherine
palmifolia) dengan tujuan untuk mendapatkan ekstrak dari umbi bawang sabrang.
Ekstraksi merupakan metode pemisahan suatu zat berdasarkan perbedaan
kelarutan terhadap dua cairan yang tidak saling larut (Khopkar, 2008).

Pemilihan metode ekstraksi sangat penting dilakukan karena hasil
ekstraksi akan mencerminkan tingkat keberhasilan metode tersebut. Metode

konvensional memiliki kekurangan karena membutuhkan waktu ekstraksi yang
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lama, membutuhkan banyak pelarut serta hasil ekstrak yang didapatkan kurang
maksimal (Handayani dkk, 2016). Metode ekstraksi yang digunakan dalam
penelitian ini adalah maserasi dengan menggunakan ultrasonik. Metode ultrasonik
atau yang biasa dikenal dengan Ultrasound-Assisted Extraction (UAE) merupakan
teknik ekstraksi yang cepat, lebih sedikit mengkonsumsi energi, dan
memungkinkan pengurangan pelarut, sehingga menghasilkan produk yang murni
(Ardianti dkk, 2014). Metode ultrasonik menggunakan gelombang ultrasonik
yaitu gelombang akustik dengan frekuensi lebih besar dari 16-20 kHz (Handayani
dkk, 2016).

Hasil ekstrak pekat ditunjukkan pada tabel 5.1 dengan perhitungan rendemen pada
Lampiran 4.

Tabel 5.1 Hasil maserasi ekstrak etanol 96% umbi bawang sabrang (Eleutherine

palmifolia)
Pelarut Serbuk + Warna ekstrak Berat Rendemen
pelarut yang pekat ekstrak (%) (b/b)
digunakan pekat (g)

Etanol 96% 350 gram + | Coklat pekat 27,7208 7,920

3500 mL

Menurut Warsono dkk (2013) rendemen digunakan sebagai salah satu
parameter untuk mengetahui seberapa besar produk yang dihasilkan dari proses
produksi, yang dinyatakan dengan perbandingan antara jumlah produk yang
dihasilkan dengan jumlah bahan yang digunakan. Nilai rendemen ekstrak etanol

pekat umbi bawang sabrang dalam penelitian ini adalah 7,920%.
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Setelah diperoleh ekstrak pekat kemudian dilakukan proses selanjutnya
yaitu fraksinasi. Fraksinasi merupakan proses pemisahan antara zat cair dengan
zat cair. Fraksinasi dilakukan secara bertingkat berdasarkan tingkat kepolarannya
yaitu dari non polar, semi polar, dan polar. Senyawa non polar akan larut dalam
pelarut non polar dan yang bersifat polar akan larut kedalam pelarut polar
(Harborne, 1987). Proses fraksinasi ini dilakukan dengan menggunakan corong
pisah. Pada fraksinasi ini pelarut yang memiliki massa jenis lebih tinggi akan
berada di lapisan bawah, dan yang memiliki massa jenis lebih kecil akan berada di
lapisan atas. Senyawa yang terkandung dalam ekstrak akan terpisah sesuai dengan
tingkat kepolaran pelarut yang digunakan.

Fraksinasi pertama adalah antara filtrat air ekstrak etanol dengan pelarut n-
heksan perbandingan 1:1 dan terbentuk dua lapisan yaitu lapisan atas fraksi
n-heksan dan lapisan bawah fraksi air. Perbedaan massa jenis pelarut
menyebabkan fraksi n-heksan berada di atas karena massa jenis n-heksan (0,655
g/ml) lebih kecil daripada massa jenis air (1 g/ml). Fraksinasi kedua antara fraksi
air dengan pelarut kloroform terbentuk dua fase yaitu fase atas fraksi air dan fase
bawah fraksi kloroform. Fraksi kloroform berada di bawah karena kloroform
memiliki massa jenis (1,498 g/mL) lebih besar daripada massa jenis air. Pada
fraksinasi terakhir antara fraksi air dengan pelarut etil asetat perbandingan (1:1)
terbentuk dua lapisan yaitu lapisan atas fraksi etil asetat dan lapisan bawah fraksi
air. Fraksi etil asetat berada di atas karena etil asetat mempunyai massa jenis
0,894 g/mL lebih kecil daripada massa jenis air. Hasil fraksinasi ditunjukkan pada

tabel 5.2 dengan perhitungan rendemen pada Lampiran 4.



Tabel 5.2 Hasil fraksinasi dan rendemen masing-masing fraksi
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Pelarut Serbuk + Perubahan Warna Berat Rendemen
pelarut yang Warna ekstrak ekstrak (%) (b/b)
digunakan Filtrat pekat
Air 21,1 gram + | Merah tua | Coklat 15,119 5,832%
50 mL sampai kehitaman
gram
merah
kecoklatan
N-heksan | 200 mL Merah Coklat 3,18 gram | 1,1936%
pekat kekuningan
sampai
kuning
keorangean
Kloroform | 200 mL Kuning Kuning 1,1244 0,496%
keorangean gram
sampai
kuning
bening
Etil asetat | 200 mL Merah tua | Coklat 0,5707 0,226%
sampai kemerahan
gram
merah
bening

5.4 Uji Aktivitas Antikanker dengan Metode MTT (Microtetrazolium)

Masing-masing fraksi dilakukan uji sitotoksik secara in vitro dengan

menggunakan metode MTT. Uji

sitotoksik bertujuan untuk mengetahui

ketoksikan suatu senyawa dengan melihat penurunan viabilitas sel. Metode MTT
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merupakan metode Kkolorimetrik yang didasarkan pada perubahan garam
tetrazolium [3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolium bromide] (MTT)
menjadi formazan dalam mitokondria yang aktif pada sel hidup (Doyle and
Griffiths, 2000). MTT akan dipecah menjadi formazan yang berwarna ungu.
Jumlah kristal formazan yang terbentuk berkorelasi dengan viabilitas sel.

Uji dilakukan terhadap sel kanker serviks HelLa. Kultur sel HelLa atau
HeLa cell line merupakan continuous cell line yang diturunkan dari sel epitel
kanker leher rahim seorang wanita bernama Henrietta Lacks yang meninggal
akibat kanker pada tahun 1951. Kultur sel ini memiliki sifat semi melekat dan
digunakan sebagai model sel kanker dan untuk mempelajari sinyal transduksi
seluler (Anggrianti, 2008). Sel HelLa merupakan sel manusia yang umum
digunakan untuk kepentingan kultur sel.

Sel HelLa dapat tumbuh dengan agresif dalam media kultur. Kultur sel
adalah teknik yang biasa digunakan untuk mengembangkan sel di luar tubuh (in
vitro). Keuntungan penggunaan kultur sel adalah lingkungan tempat hidup sel
dapat dikontrol dan diatur sehingga kondisi fisiologis dari kultur relatif konstan
(Winarno, 2011). Sel HeLa ditumbuhkan dalam media DMEM 1640. Medium
tersebut merupakan modifikasi dari Basal Medium Eagle (BME) vyang
mengandung konsentrasi asam amino dan vitamin empat kali lipat lebih banyak.
Asam amino dan vitamin yang ditambahkan dalam media berfungsi sebagai
suplemen tambahan. Kadar glukosa yang tinggi pada media DMEM sesuai
digunakan untuk sel tumor yang memungkinkan pertumbuhan sel lebih cepat

(Yang and Xiong, 2012). Media DMEM mengandung 10% v/v Fetal Bovine
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Serum (FBS). FBS merupakan suplemen peningkat pertumbuhan yang efektif
untuk sel kanker karena kompleksitas dan banyaknya faktor pertumbuhan,
perlindungan sel dan faktor nutrisi yang dikandungnya (Winarno, 2011). Media
DMEM juga mengandung penisillin-streptomisin 100 pg/mL yang merupakan
antibiotik yang tidak bersifat toksik dan digunakan untuk menghindari adanya
kontaminasi. Selanjutnya sel diinkubasi dalam inkubator CO, pada suhu 37°C
dengan aliran 5% CO, (Maruti dkk, 2011).

Pada penelitian ini jumlah sel kanker dalam suspensi yang digunakan
dalam kultur adalah 150 x 10* sel/mL. Jumlah sel tersebut merupakan hasil
perhitungan menggunakan hemocytometer. Berdasarkan perhitungan tersebut
diambil sel sebanyak 700 puL kemudian ditambah media kultur ad 10 ml. Sel
sebanyak 10* sel/sumuran ditanam ke 96 well plate. Diletakkan sel dan media
DMEM sesuai perhitungan kedalam plate 96-well. Selanjutnya diinkubasi selama
24 jam.

Sebanyak 1 mg fraksi (n-heksan, kloroform, etil asetat, dan air) dilarutkan
dalam 100 pL Dimetil sulfoksida (DMSO). DMSO digunakan sebagai buffer agar
fraksi dapat larut dengan baik. Larutan tersebut digunakan sebagai stok.
Selanjutnya fraksi dibuat dengan seri dosis 125; 62,5; 31,25; 15,625; 7,8125; dan
3,90625 ppm. Serta dibuat seri konsentrasi cisplatin yaitu 100; 50; 25; 12,5; 6,25;
3,125; dan 1,5625 ppm sebagai kontrol posistif, dan diulang sebanyak 3x (triplo).
Hal ini bertujuan untuk mengetahui signifikan peningkatan dosis konsumsi

dengan efek peningkatan proliferasi sel yang dihasilkan.
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Setelah inkubasi 24 jam, sel diamati kemudian siap untuk dilakukan

treatment menggunakan larutan uji yaitu fraksi n-heksan, fraksi kloroform, fraksi

\ 7
< ?9‘ .-:93; “.“ . I
Bl ]

etil asetat, fraksi air, dan cisplatin. Kemudlan diinkubasi kembali selama 24 jam.

Setelah diinkubasi, sel diamati dibawah mikroskop inverted.

Gambar 5.1 Sel Hela ; a) kontrol sel, b) perlakuan fraksi etil asetat konsentrasi
125 pg/mL , c) perlakuan cisplatin konsentrasi 100 pg/mL. = : Sel hidup

= Sel mati

Dari gambar di atas terdapat perbedaan antara kontrol sel dengan
perlakuan sampel fraksi etil asetat konsentrasi 125 pg/mL dan cisplatin
konsentrasi 100 pg/mL. Sel HelLa yang hidup normal berbentuk poligonal
(Hutomo dkk, 2016). Pada kelompok kontrol sel HelLa berbentuk poligonal
dengan inti sel yang tampak jelas. Kelompok perlakuan fraksi etil asetat 125
pg/mL dan kelompok perlakuan cisplatin 100 pg/mL mempengaruhi perubahan
morfologi sel menjadi lebih bulat dan kepadatan sel menjadi lebih rendah
dibandingkan dengan kontrol. Menurut Hutomo dkk (2016) perubahan morfologi
sel HelLa ditandai dengan sel yang mengalami pengkerutan (shrinkage) dan
hilangnya kontak dengan sel-sel disekitarnya. Sel tampak berukuran lebih kecil

dikarenakan sebagian proscessus sitoplasma menghilang. Rasio sitoplasma juga
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berkurang. Kerusakan seluler ditandai dengan perubahan morfologi sel menjadi
bulat.

Pada akhir inkubasi sel HeLa, sumuran ditambahkan dengan 100 uL MTT.
Selanjutnya plate diinkubasi selama 4 jam hingga terbentuk kristal formazan.
Setelah inkubasi selama 4 jam, sel diamati dengan mikroskop, reaksi MTT
dihentikan dengan penambahan reagen stopper Sodium Dodesil Sulfat (SDS).
SDS digunakan sebagai detergen yang dapat melisiskan membran sel dan
mendenaturasi protein (Maulana dkk, 2010). Kemudian diinkubasi selama 24 jam
pada suhu kamar dan ditutup dengan kertas tertutup. Intensitas absorbansi warna
ungu Yyang terbentuk dibaca menggunakan ELISA reader dengan panjang
gelombang 595 nm. Data yang diperoleh berupa absorbansi selanjutnya

dikonversikan ke dalam % viabilitas sel hidup pada Lampiran 4.

Tabel 5.3 % Viabilitas sel hidup pada tiap konsentrasi

Konsentrasi Persen Viabilitas Sel Hidup (%) £ SD
(ug/mL) N-heksan + Kloroform + Etil asetat £ Air £ SD
SD SD SD
30,2891 + 37,5723 £ 32,948 +
125 3,4040 5,5635 2,6939 100+ 0
16,0694 + 18,6128 + 29,8266 +
62,5 0,7219 3,6704 9,6484 100+ 0
5,7804 + 18,266 + 51,7919 +
31,25 1,5893 3,3446 8,3260 100+ 0
2,3122 + 14,4509 + 80,1155 +
15,625 0,6936 0,6007 4,3364 100+ 0
28,9018 £ 15,7226 + 99,9229+ 99,4605 +
7,8125 1,0595 1,6390 0,13356 0,9345
84,0462 £ 18,266 + 97,6108 98,9209 +
3,90625 5,2521 2,1096 4,13829 0,99679
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Tabel 5.4 % Viabilitas sel hidup perlakuan cisplatin pada berbagai konsentrasi

Konsentrasi (ng/mL) Persen Viabilitas Sel Hidup (%) + SD
100 22,3122 + 5,89934
50 15,607 + 0,20024
25 100+ 0
12,5 64,8729 + 3,56166
6,25 57,6233 + 4,36501
3,125 58,7444 + 3,45175
1,5625 60,5381 + 11,7857

Dari tabel 5.3 dapat dibuat grafik % viabilitas sel hidup pada tiap konsentrasi

larutan uji terhadap sel uiji.

% Viabilitas Sel Hidup Tiap Konsentrasi Fraksi

140

120
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o
—
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N-heksan

OIII Iiii “Il “‘

Kloroform Etil Asetat

125 m62,5 m31,25 m15,625 m7,8125 m3,90625

Gambar 5.2 Grafik nilai % viabilitas sel hidup tiap konsentrasi fraksi

Dari tabel 5.4 dapat dibuat grafik % viabilitas sel hidup pada tiap konsentrasi

cisplatin terhadap sel uiji.
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% Viabilitas Sel Hidup Tiap Konsentrasi Cisplatin
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Gambar 5.3 Grafik nilai % viabilitas sel hidup tiap konsentrasi cisplatin

Hasil % viabilitas masing-masing sampel yang telah diperoleh kemudian
dianalisis menggunakan analisis probit SPSS. Analisis probit digunakan untuk
mendapatkan nilai 1Cso dari masing-masing sampel. Nilai ICsy dari masing-
masing sampel terhadap sel kanker serviks HelLa adalah ditunjukan pada tabel 5.5

dan Lampiran 4.

Tabel 5.5 Nilai 1Csq sampel terhadap sel kanker serviks HelLa dengan analisis

probit.
Sampel Uji Nilai 1Csp (Mg/mL) £ SD
Fraksi n-heksan 250,774 + 19,012
Fraksi kloroform 720,459 + 429,383
Fraksi etil asetat 44,335 + 9,451
Fraksi air >1000
Cisplatin 19,769 £ 7,158
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Hasil nilai 1Cso yang diperoleh menunjukkan bahwa sampel dari fraksi etil
asetat dan cisplatin memiliki nilai ICsy terendah. ICsp dari fraksi etil asetat adalah
44,335 pg/mL dan cisplatin sebagai kontrol positif adalah 19,769 pg/mL. Nilai
ICso suatu ekstrak yang diperoleh di bawah 100 mengindikasikan adanya potensi
untuk dijadikan sebagai agen kemopreventif (Suzery dan Cahyono, 2014;
Meiyanto dkk, 2008). Sehingga fraksi etil asetat dapat dikembangkan lebih lanjut
sebagai agen kemopreventif. Sedangkan berdasarkan ketetapan NCI (National
Cancer Institut) (NCI, 2001 dalam Rahmawati, 2013) bahwa suatu ekstrak
dinyatakan aktif memiliki aktivitas antikanker apabila memiliki nilai ICso < 30
pg/mL, moderat aktif apabila memiliki nilai 1Csyp > 30 pg/mL dan ICsp < 100
pg/mL, dan dikatakan tidak aktif apabila nilai 1Csp > 100 pg/mL. Berdasarkan
hasil di atas dapat diketahui bahwa fraksi etil asetat umbi bawang sabrang
termasuk kategori moderat aktif, sedangkan sampel fraksi n-heksan, kloroform
dan air umbi bawang sabrang dikatakan tidak aktif atau tidak memiliki aktivitas
antikanker. Fraksi air umbi bawang sabrang memiliki % viabilitas 100 sehingga
nilai tidak diperoleh nilai 1Csg. Hal tersebut menandakan bahwa fraksi air umbi
bawang sabrang tidak memiliki aktivitas antikanker terhadap cell line kanker
serviks HelLa.

Berdasarkan penelitian sebelumnya yang dilakukan oleh Fitri et al. (2014)
menunjukkan bahwa ekstrak etil asetat umbi bawang sabrang dapat menghambat
siklus sel kanker payudara T47D dengan ICsy sebesar 147.124 pg/ml dan
apoptosis sel pada fase G1-G2 sebesar 40,88%. Serupa dengan hal itu, Listiyana

dkk (2016) membuktikan bahwa ekstrak etanolik bawang sabrang mampu
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menghambat pertumbuhan sel kanker serviks HelLa dengan ICso 40,36 pg/mL.
Nilai 1Cso yang diperoleh dengan penelitian Listiyana dkk (2016) menunjukkan
hasil yang tidak berbeda jauh. Sedangkan jika dibandingkan dengan kontrol
positif yaitu obat cisplatin maka nilai ICsy dari fraksi etil asetat masih jauh
dibandingkan dengan kontrol obat cisplatin. Hal ini dikarenakan kemampuan
cisplatin dalam menginduksi sitotoksisitas dengan mengganggu proses transkripsi
dan replikasi DNA (Dipiro et al., 2008), sehingga kemampuan cisplatin lebih
spesifik dalam mengganggu proses terjadi sel kanker. Tetapi dengan mekanisme
mengganggu transkripsi dan replikasi DNA ini cisplatin juga dapat mengganggu
pertumbuhan sel normal. Sementara itu dibandingkan dengan penelitian Fitri et al.
(2014) yang menggunakan pelarut etil asetat pada sel kanker payudara T47D nilai
ICs0 pada penelitian ini jauh lebih rendah.

Dari hasil uji aktivitas antikanker yang mempunyai potensi sitotoksik
terhadap cell line kanker serviks HeLa dilihat dari nilai 1Cso yang paling kecil
sehingga diambil fraksi etil asetat dengan nilai I1Csy 44,335 pg/mL. Selanjutnya
fraksi etil asetat umbi bawang sabrang dilakukan identifikasi senyawa aktif
dengan menggunakan instrumen High Performance Liquid Chromatography-

Mass Spectrometry (UPLC-MS).

5.4 Identifikasi Senyawa Aktif Menggunakan UPLC-MS
Fraksi yang telah diketahui memiliki aktivitas antikanker terhadap cell line
kanker serviks HelLa paling optimal yaitu fraksi etil asetat kemudian dilakukan

analisis kandungan senyawanya menggunakan UPLC-MS. LC-MS adalah teknik
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analisis kimia yang menggabungkan kemampuan pemisahan fisik dari Liquid
Chromatography (LC) dengan kemampuan analisis massa dari Mass Spectrometry
(MS). Pemisahan senyawa terjadi pada sistem Liquid Chromatography (LC)
menggunakan fase gerak berupa cairan yang terikat secara halus (fase diam) dan
berupa cairan (fase gerak) yang dipaksa mengalir dengan laju terkendali
menggunakan tekanan tinggi. Setelah terjadi pemisahan, senyawa dalam larutan
diubah menjadi gas dan dideteksi oleh detektor spektrometri massa (Cahyadi,
2013).

Identifikasi senyawa aktif dilakukan dengan menggunakan instrumen
UPLCMS tipe ACQUITY UPLC (Waters). Fasa diam yang digunakan adalah
C18. Fase diam jenis C18 atau ODS (Octa Desil Silica) digunakan karena mampu
memisahkan senyawa dengan tingkat kepolaran tinggi, sedang dan rendah (Aulia
dkk, 2016). Fasa gerak yang digunakan adalah campuran dari 0.1% asam formiat
dalam air dan 0.1% asam formiat dalam asetonitril. Kombinasi fase gerak air dan
asetonitril biasanya digunakan dalam pemisahan mode gradien. Sedangkan
modifikasi penggunaan seperti asam formiat ditambahkan untuk menghindari
tailing pada puncak (Chen et al., 2012). Hasil kromatogram UPLC-MS fraksi etil

asetat umbi bawang sabrang ditampilkan dalam gambar 5.4.
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Gambar 5.4. Kromatogram UPLC-MS fraksi etil asetat umbi bawang sabrang.

Hasil identifikasi menunjukkan adanya 28 puncak. Dari hasil
kromatogram tersebut masih terdapat banyak pengotor, sehingga puncak yang
muncul bervariasi. Analisis data dilakukan melalui beberapa tahapan dengan
menggunakan program yaitu software Masslynk versi 4.1. Hasil analisis dugaan

senyawa aktif ditunjukkan pada tabel 5.6.
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Tabel 5.6 Hasil Analisis Dugaan Senyawa Aktif

Rt
(min)

M/Z
terukur

Calculate
dM/z

%Area

Formula
Nama Senyawa

Golongan

1.352

103,0997

103,0997

0,054366

C5H13NO
L-(+)-Valinol

Alkaloid

1.535

290,0791

290,0790

0,687898

ClSHMOB
D-(+)-Catechin

Flavonoid

2.301

123,0321

123,0320

0,156738

CgHsNO,
Isonicotinic acid

Alkaloid
(piridin)

2.552

267,2495

267,2495

0,047131

C11HgNy
N-(1H-Benzotriazol-1-
ylmethyl)tetrazolo[1,5-

b]pyridazin-6-amine

Alkaloid

3.764

290,075

290,0750

0,008249

C10H14N,0g
N,N'-(1S,2S)-1,2-
Cyclohexanediylbis(im
idodicarbonic acid)

Alkaloid

4.382

290,0791

290,0790

0,141652

ClSH1406
D-(+)-Catechin

Flavonoid

4.679

290,0804

290,0804

0,877137

C16H10N4O;
3-(2-Pyridyl)-5,6-bis(2-
furyl)-1,2,4-triazine

Terpen

5.891

419,1355

14,68425

C2H15N4O5
UNKNOWN

UNKNOWN

6.291

244,0736

244,0736

1,161828

C14H1204
Oxyresveratrol

Polifenol

6.760

234,0892

234,0892

2,81839

C13H14O4
4-(1,3-Benzodioxol-5-
yl)-4-
hydroxycyclohexanone

Terpen

7.057

256,11

256,1099

0,246105

Ci16H1603
Pterostilbene /
(3,5-dimethoxy-4'-
hydroxystilbene)

Polifenol

7.492

258,0892

258,0892

0,753431

Ci5H1404
Menbutone /
4-(4-Methoxy-1-
naphthyl)-4-
oxobutanoic acid

Naphtalene

7.674

434,1577

434,1577

1,294673

CooH2604
3,3'-[Oxyhis(2,1-
ethanediyloxy-2,1-
ethanediyloxy)]dibenzo
ic acid

Terpen

8.269

256,0736

256,0736

51,52892

C15H1104
Isoliquiritigenin /

(2E)-1-(2,4-
Dihydroxyphenyl)-3-
(4-hydroxyphenyl)-2-

propen-1-on

Flavonoid
(khalkon)
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8.738

680,2105

680,2105

5,218695

CasH36014
Furo[3',4":6,7]naphtho[
2,3-d]-1,3-dioxol-
6(5aH)-one, 5,8,8a,9-
tetrahydro-5-(4-
hydroxy-3,5-
dimethoxyphenyl)-9-
[[4,6-O-[(4-
methoxyphenyl)methyl
ene]hexopyranosyl]oxy

Naphtoquinon
e

9.001

725,2082

1,771227

CasH36016
UNKNOWN

UNKNOWN

9.435

392,1247

392,1246

0,08817

CaoH12N1o
8,8'-[Benzene-1,4-diyl-
di(ethyne-2,1-
diyl)]diadenine

Alkaloid

9.801

244,0736

244,0736

1,796609

C14H1204
Oxyresveratrol

4-[(E)-2-(3,5-
Dihydroxyphenyl)vinyl
]-1,3-benzenediol

Polifenol

10.053

259,0984

0,457752

CieH10Ng
UNKNOWN

UNKNOWN

10.533

359,0767

2,058625

C18H1408
UNKNOWN

UNKNOWN

11.333

244,0736

244,0736

9,924906

Cl4H1204
Oxyresveratrol

4-[(E)-2-(3,5-
Dihydroxyphenyl)vinyl
]-1,3-benzenediol

Polifenol
(stilbene)

12.248

514,4584

0,199644

Ca9Hs9N30,4
UNKNOWN

UNKNOWN

14.855

300,1335

300,1335

0,483956

C14H16N6O>
1-(4,6-
dimethylpyrimidin-2-
yl)-3-(4-methyl-3-
nitrophenyl)guanidine

Guanidine

15.769

514,4584

0,25148

CagHsoN30,4
UNKNOWN

UNKNOWN

16.169

120,1025

0,046703

CsH13NO,
UNKNOWN

UNKNOWN

16.352

120,1025

0,146883

CsH13NO,
UNKNOWN

UNKNOWN

17.233

415,1447

0,203259

CasH18N,0,
UNKNOWN

UNKNOWN

18.879

101,0299

101,0299

0,354673

C4H:NS
2-Pyrrolidinethione

Alkaloid

59
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Berdasarkan profil kromatogram tersebut, dari 28 puncak yang muncul
terdapat 3 puncak yang memiliki kelimpahan tertinggi yaitu puncak dengan waktu
retensi berturut-turut 8,269; 5,89; dan 11,333 menit. Pada puncak dengan waktu
retensi 8,269 menit dengan luas area 51,52892 menunjukkan ion molekul m/z
256,0736 (measured mass) dan massa terhitung (calculated mass) berdasarkan
perhitungan chemdraw adalah 256,0736. Nilai antara measured mass dengan
calculated mass menunjukkan kesesuaian. Dikatakan memiliki kesesuaian apabila
nilai antara measured mass dan calculated mass dari chemdraw menunjukkan
nilai yang sama atau memiliki selisih kurang dari 0,0005. Sehingga dapat
diketahui bahwa rumus molekul dari senyawa adalah CisH;:04 dengan nama

senyawa isoliquiritigenin yang merupakan golongan dari flavonoid.
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Gambar 5.5 Spektra massa dan rumus struktur senyawa Isoliquiritigenin

miz

Wang et al. (2010) menjelaskan bahwa Eleutherine palmifolia yang

merupakan spesies dari famili Iridaceae memiliki banyak kandungan metabolit
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sekunder terutama flavonoid. Berdasarkan penelitian sebelumnya membuktikan
bahwa senyawa isoliquiritigenin dari golongan flavonoid mempunyai aktivitas
antikanker terhadap beberapa tipe sel kanker. Menurut Iwashita et al. (2000)
isoliquiritigenin mampu menghambat proliferasi sel dan menginduksi apoptosis
sel melanoma B16. Isoliquritigenin (ILTG) juga dapat menekan pertumbuhan sel
kanker kolon pada mencit yang diinduksi azoxymethane (AOM) (Takahashi et al.,
2004). Selain itu penelitian in vivo yang dilakukan oleh Wang et al. (2013)
membuktikan bahwa isoliquiritigenin mampu menghambat pertumbahan sel
kanker payudara dan neoangiogenesis dengan cara menekan jalur VEGF/VEGFR-
2, menginduksi apoptosis, dan memiliki efek toksisitas yang rendah. Synthetic
isoliquiritigenin (S-ISL) mempunyai aktivitas antikanker pada karsinoma sel
skuamosa lidah (Hou et al., 2017).

Pada puncak yang memiliki waktu retensi 5,891 dan luas area 14,68425,
diketahui merupakan senyawa unknown dengan rumus molekul C;;H1gN4Os.
Selanjutnya pada puncak dengan waktu retensi 11,333, luas area 9,924906
menunjukkan ion molekul m/z 244,0736 (measured mass) dan massa terhitung
(calculated mass) berdasarkan perhitungan chemdraw adalah 244,0736. Dari nilai
measured mass dan calculated mass memiliki jumlah yang sama. Sehingga dapat
disimpulkan bahwa measured mass dan calculated mass memiliki kesesuaian.
Dikatakan memiliki kesesuaian apabila nilai antara measured mass dan calculated
mass dari chemdraw menunjukkan nilai yang sama atau memiliki selisih kurang
dari 0,0005. Jadi dapat diketahui rumus molekul dari senyawa adalah C14H;,04

yang merupakan senyawa oxyresveratrol dari golongan polifenol stilbene.
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Stilbene merupakan golongan senyawa yang banyak terdapat pada sejumlah famili
termasuk famili Iridacea yang dikenal memiliki banyak kandungan stilben yang
tinggi (Shen et al., 2007).

Gambar 5.6 Spektra massa dan rumus struktur senyawa oxyresveratrol
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Penelitian tentang senyawa oxyresveratrol pada antikanker belum

ditemukan tetapi peneltian yang dilakukan oleh Chatsumpun et al. (2016)
menunjukkan bahwa derivat dari oxyresveratrol yaitu 3’,5’-Diacetoxy-2,4-

diisopropoxystilbene selektif sitotoksik t erhadap sel kanker serviks Hela.

5.5 Pemanfaatan Umbi Bawang Sabrang Berdasarkan Perspektif Islam

Penelitian ini membahas tentang pemanfaatan umbi bawang sabrang
sebagai agen kemopreventif serta mengkaji senyawa aktif yang terkandung di
dalamnya yang dapat digunakan sebagai antikanker. Mempelajari lebih lanjut
mengenai ciptaan Allah SWT merupakan salah satu bentuk ibadah kepada Allah

SWT. Allah memberikan gelar ulul albab atau orang yang berakal yaitu kepada
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orang yang melakukan dua hal, yakni tazakur atau mengingat Allah dengan
ucapan dan atau hati dalam situasi dan kondisi apapun, serta tafakkur memikirkan
ciptaan Allah, yakni kejadian di alam semesta. Dengan melakukan dua hal
tersebut, seseorang diharapkan mampu mengetahui, memahami, menghayati
bahwa dibalik fenomena alam dan segala sesuatu yang ada didalamnya

menunjukkan adanya sang pencipta, Allah SWT (Ulum, 2011).
Sebagaimana firman Allah dalam surat al Imran ayat 190:

NI TR PP P O N P = R O ( - N |
Artinya: “Sesungguhnya dalam penciptaan langit dan bumi, dan silih bergantinya
malam dan siang terdapat tanda-tanda bagi orang-orang yang berakal .

Ulul albab adalah orang-orang yang menggunakan pikirannya dalam
mengambil faedah serta hidayah-Nya, memikirkan tentang kejadian langit dan
bumi beserta manfaat dan rahasia yang terkandung di dalamnya yang
menunjukkan betapa sempurnanya ilmu Allah, serta mampu mengambil hikmah
dari segala ciptaan Allah (al Maraghi, 1992). Sesungguhnya penciptaan langit dan
bumi, serta pergantian siang dan malam semuanya tidaklah terjadi dengan
sendirinya, melainkan ada yang menciptakan yakni Allah SWT. Sebagai seorang
mukmin sudah seharusnya menggunakan akal pikirannya untuk berfikir dan
mempelajari ciptaan-ciptaan Allah SWT yang mengandung hikmah-hikmah dan
maslahat-maslahat yang besar bagi kehidupan.

Maha sempurna Allah atas segala yang diciptakannya di bumi hanya untuk

kemaslahatan hidup manusia. Segala sesuatu di bumi diciptakan oleh Allah untuk



64

dimanfaatkan sebaik-baiknya termasuk tumbuh-tumbuhan. Tumbuh-tumbuhan
dapat dimanfaatkan untuk kemaslahatan manusia yaitu dengan memanfaatkannya
sebagai obat. Tumbuhan yang tersedia melimpah di alam dan dapat digunakan
sebagai obat salah satunya adalah bawang sabrang (Eleutherine palmifolia).
Tumbuhan tersebut dapat digunakan sebagai obat jika manusia itu berfikir.
Sebagai ulul albab sudah seharusnya kita mengkaji apa yang terdapat di dalam
tumbuhan yang dapat menjadikannya sebagai obat. Maka dalam penelitian ini
tidak hanya mengkaji mengenai aktivitas antikanker tetapi juga mengKaji
kandungan senyawa aktif yang terkandung dalam umbi bawang sabrang yang

mampunyai aktivitas antikanker.

Firman Allah dalam surat al Furgon (25) ayat 2:

M 3 Dl 5 AT (Rl 1ol el e iy o lll ol 41 i
YV S 388 o8 (K 3R

Artinya: “Yang kepunyaan-Nya-lah kerajaan langit dan bumi, dan Dia tidak

mempunyai anak, dan tidak ada sekutu bagi-Nya dalam kekuasaan(Nya), dan dia

telah menciptakan segala sesuatu, dan Dia menetapkan ukuran-ukurannya
dengan serapi-rapinya”.

Berdasarkan ayat tersebut dapat diketahui bahwa segala sesuatu yang
diciptakan oleh Allah mempunyai kapasitas atau ukurannya masing-masing.
Seperti halnya dalam aktifitas antikanker yang dihasilkan dari umbi bawang
sabrang. Umbi bawang sabrang mempunyai kapasitas dalam menghambat cell line
kanker serviks HelLa ditunjukkan dengan ICsg yaitu 44,335 ppm. Menurut Suzery

dan Cahyono (2014) serta Meiyanto dkk (2008) suatu ekstrak dikatakan
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berpotensi sebagai agen kemopreventif apabila nilai 1Csq kurang dari 100 ppm.
Berdasarkan penjelasan tersebut dapat diketahui bahwa bawang sabrang
(Eleutherine palmifolia) mengindikasikan adanya potensi untuk dijadikan sebagai

agen kemopreventif.



BAB VI
PENUTUP

6.1 Kesimpulan

1. Fraksi etil asetat dari umbi bawang sabrang mempunyai potensi antikanker
ternadap cell line kanker serviks HeLa dengan 1Csy 44,335 pg/mL.
Sedangkan fraksi n-heksan, kloroform, dan air tidak memiliki potensi
antikanker terhadap cell line kanker serviks HeLa dengan ICsg berturut-turut
250,774 pg/mL; 720,459 pg/mL; >1000 pg/mL.

2. Terdapat senyawa aktif yang terkandung dalam fraksi etil asetat umbi bawang
sabrang (Eleutherine palmifolia) yang memiliki potensi antikanker terhadap
cell line kanker serviks HelLa yaitu isoliquiritigenin dari golongan flavonoid

dan oxyresveratrol dari golongan polifenol.

6.2 Saran

Berdasarkan kesimpulan, peneliti menyarankan untuk dilakukan induksi
apoptosis serta ditingkatkan pengujian pada tahap in vivo. Selain itu juga perlu
dilakukan pengujian terhadap sel kanker lainnya karena berdasarkan identifikasi
menggunakan UPLC-MS didapatkan senyawa isoliquiritigenin yang merupakan
senyawa golongan flavonoid yang dilaporkan memiliki aktivitas antikanker pada

beberapa jenis sel kanker.
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LAMPIRAN

Lampiran 1. Skema Kerja
L.1.1 PreparasiSampel

Tanaman Bawang Sabrang

- diambil umbi bawang sabrang

- dicuci, dikering anginkan, dipotong kecil-kecil

- dihaluskan dengan blender sampai serbuk dan diayak dengan ayakan 60
mesh

Hasil

L.1.2 Analisa Kadar Air

Serbuk Bawang Sabrang

- Dinyalakan alat Moisture Analyzer

- Dibuka penutup alat dan sample pan kosong dimasukkan ke dalam
sample pan handler.

- Diturunkan penutup alat dan secara otomatis alat akan menara atau
menunjukkan tampilan 0,000 pada layar

- Dimasukkan sejumlah £ 0,500 gram serbuk simplisia ke dalam sample
pan dan penutup alat diturunkan

- Secara otomatis, alat akan memulai pengukuran hingga terbaca hasil
pengukuran %MC pada layar.

- dilakukan 3 kali pengulangan

Hasil

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG



79

L.1.3 Ekstraksi Komponen Aktif
L. 1.3.1 Ekstraksi Bawang Sabrang

Serbuk Bawang Sabrang

-direndam menggunakan pelarut etanol
dengan perbandingan 1:10

-diekstraksi  dengan  menggunakan
metode ultrasonik selama 2 menit

- disaring

-diekstraksi  kembali ampas yang

diperoleh sampai 3 kali pengulangan

Filtrat Ampas

-diuji kualitatif dengan reagen

Ldipekatkan dengan vacuum rotary evaporator pada suhu50°C

Ekstrak Bawang Sabrang
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L.1.3.2 Fraksinasi Bawang Sabrang

80

Ekstrak pekat
- dilarutkan kedalam air panas
-disaring
v v
Filtratekstrak Residu

- dikocok (terbentuk 2 lapisan)

- Difraksinasi dengan n-heksana dalam corong pisah (1:1)

Fraksi air

- dikocok (terbentuk 2 lapisan)

- difraksinasi dengan kloroform dalam corong pisah (1:1)

X

Fraksi n-heksana

Fraksi air

- dikocok (terbentuk 2 lapisan)

¥

Fraksi kloroform

- difraksinasi dengan etil asetat dalam corong pisah (1:1)

y

Fraksi air

2

Fraksi etil asetat

\ 4 v ¥

Hasil

- dirotary evaporator fraksi n-heksana, kloroform, etil asetat, dan air



L.1.6 Uji Aktivitas Antikanker denganMetode MTT

L.1.6.1

L.1.6.2

Penyiapan Sel

Sel Kanker Kanker

- dikeluarkan dari freezer (- 80°C)

- dihangatkan dalam penangas air pada suhu 37°C selama 2 — 3
menit

- dipindahkan kedalam conical tube yang telah berisi 10 mL media
DMEM

- disentrifugasi

A 4

Pelet Supernatan

- dipindahkan kedalam culture dish yang telah berisi 10 mL media
DMEM

- diinkubasi selama 3 — 4 jam pada suhu 37°C/5% CO;

- diamati dibawah mikroskop inverted

- dicuci 2x dengan PBS

- ditambahkan tripsin-EDTA dan diinkubasi selama 3 menit

- ditambahkan media RPMI 5 mL

- diamati dibawah mikroskop inverted kemudian diinkubasi dalam

incubator CO,

Hasil

Penghitungan Sel Kanker

Sel Kanker Serviks HelLa

- diambil 10 pL
- dipipetkan ke hemacytometer

- dihitung dibawah mikroskop inverted dengan counter

Hasil




L.1.6.3

L.1.6.4

Peletakan Sel pada Plate

Sel Kanker Serviks HelLa

- diletakkan sel dan media DMEM sesuai perhitungan kedalam

plate 96-well. Disisakan 12 sumuran bagian bawah untuk control
sel dan media

- diinkubasi selama 24 jam dalam inkubator CO,

Hasil

Pembuatan Larutan Sampel dan Pemberian Larutan Sampel
pada Plate

Masing-Masing Sampel Fraksi

v

- ditimbang 10 mg dan dimasukkan dalam wadah yang berbeda

- dilarutkan masing-masing dalam 100 L DMSO

- diambil sel dari inkubator

- dibuang media sel dengan cara dibalikkan plate 180°

- dimasukkan 100 uL PBS kedalam semua sumuran yang terisi sel
dan dibuang kembali

- dimasukkan sampel sebanyak 100 uL dengan konsentrasi 250;
125; 62,5; 31,25; 15,625, 7,8125; 3,90625 ppm

- dilakukan pengulangan penambahan konsentrasi sampel sebanyak

3X

- diinkubasi kembali selama 24 jam

Hasil




L.1.6.6 Pemberian Larutan MTT

Sel Kanker Serviks HeLa
- dibuang media sel dan dicuci dengan PBS

- ditambahkan larutan MTT 100 pL kesetiap sumuran kecuali

kontrol sel

- diinkubasi selama 3 — 4 jam di dalam inkubator

- apabila formazan telah terbentuk diamati kondisi sel dengan
mikroskop inverted

- ditambahkan stopper SDS 10 % dalam 0,1 N HCI

- dibungkus plate dengan kertas tertutup

- diinkubasi kembali di tempat gelap (suhu ruangan) semalam

- dibaca nilai absorbansi dengan ELISA reader

Hasil




Lampiran 2. Uji Kadar Air Sampel Kering Umbi Bawang Sabrang

a) Ulangan 1
Jumlah sampel : 0,547 gram
%MC 17,31 %

b) Ulangan 2
Jumlah sampel : 0,534 gram
%MC : 7,30 %

¢) Ulangan 3
Jumlah sampel : 0,532 gram

%MC 2 7,52%

o 1 ] ulangan 1 + ulangan 2 + ulangan 3
Kadar air simplisia = 3 x 100%

D 3 I8 7,3 OF- s
Kadar air simplisia = = x 100%

Kadar air simplisia = 7,37%
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Lampiran 3. Perhitungan Rendemen
L.3.1 Perhitungan Rendemen Serbuk Umbi Bawang Sabrang
Berat umbi bawang sabrang sebelum diserbukkan : 1,166 kg

Berat umbi bawang sabrang setelah diserbukkan : 350 gram

berat sampel setelah diserbukkan 350 g

x 100% =———=x 100 % = 30,01%

Rendemen =
berat sampel sebelum diserbukkan 1166 g

L.3.2 Perhitungan Rendemen Hasil Maserasi
Berat serbuk umbi bawang sabrang = 350 gram

Berat ekstrak kental umbi bawang sabrang = 27,7208 gram

berat ekstrak pekat 27,7208
P22 x100% = —=*

Rendemen =
berat serbuk 350 g

x 100 % = 7,92%

L.3.3 Perhitungan Rendemen Hasil Fraksi n-Heksana
Berat fraksi n-heksan = 3,18 gram

Berat sampel = 21,1 gram

berat fraksi 3,18
Rendemen = ———_ x rendemen awal % = =—%
berat sampel 21,1g

X 7,902% = 1,1936%
L.3.4 Perhitungan Rendemen Hasil Fraksi Kloroform
Berat fraksi kloroform = 1,1244 gram
Berat sampel = berat sampel awal — berat sampel fraksi
=21,1 gram — 3,18 gram

=17,92 gram

berat fraksi 1,1244
Rendemen = ———= y rendemen awal % = ——2F
berat sampel 1792 ¢g

X 7,902% = 0,496%



L.3.5 Perhitungan Rendemen Hasil Fraksi Etil Asetat
Berat fraksi etil asetat = 0,5707 gram
Berat sampel sebelumnya = berat sampel awal — berat sampel fraksi

=21,1 gram —1,1244 gram

=19,9756 gram
Rendemen = Soerat fghet x rendemen awal % = 08707 X 7,902% = 0,226%
berat sampel 19,9756 g

L.3.6 Perhitungan Rendemen Hasil Fraksi Air
Berat fraksi air = 15,119 gram
Berat sampel sebelumnya = berat sampel awal — berat sampel fraksi

=21,1 gram —0,5707 gram

= 20,5293 gram
Rendemen = rocrat fraksi x rendemen awal % = oll%e X 7,902% = 5,832%
berat sampel 20,5293 g
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Lampiran 4. Perhitungan Data dan Hasil Uji Aktivitas Antikanker Fraksi Umbi

Bawang Sabrang
L.4.1 Perhitungan Konsentrasi Sel
Kamar A =149
Kamar B =151

» Jumlah sel yang dihitung (mL™)

Zsel yang dihitung _ Y'sel kamar A-zl—Zsel kamar B b 104

_ 149+151

x 10*

=150 x 10*/ mL
» Jumlah mL Panenan Sel yang Ditransfer (Konsentrasi Sel)
Vi X N1=V3x N2
V1x 150.10* = 10 x 10°
1,5V;=0,1mL

V;=0,70 mL =700 pL ad 10 ml

Volume panenan sel yang ditransfer sebanyak 700 pL, ditambahkan
hingga 10 ml media kultur DMEM karena setiap sumuran akan diisi 100 pL. MK
berisi sel, sehingga total volume yang diperlukan untuk memanen sel = 100 pL x

100 sumuran = 10000 pL atau 10 mL.

L.4.2 Perhitungan 1Csy menggunakan probit analysis SPSS

Persentase Sel hldUp — (absorbansi perlakuan—absorbansi kontrol media) X 100 %

absorbansi kontrol negatif —absorbansi kontrol media



Kontrol Sel

Ulangan | Ulangan | Ulangan Jumlah Rata-rata
1 2 3

0,375 0,373 0,394 1,142 0,3807

0,287 0,293 0,338 0,918 0,306

Kontrol Media

Ulangan | Ulangan | Ulangan Jumlah Rata-rata
1 2 3

0,118 0,078 0,081 0,277 0,0923

0,128 0,6 0,61 1,338 0,446

1. Fraksi n-heksan

Konsentrasi Absorbansi % viabilitas

1 3 1 2

125 0,1740 0,1740 0,910 28,32375 28,32375
62,5 0,1370 0,1380 0,1410 15,49141 15,83823
31,25 0,1050 0,080 0,1140 4,393169 5,433629
15,625 0,0990 0,0970 0,010 2,312249 1,618609
7,8125 0,1790 0,750 0,1730 30,05785 28,67057
3,90625 0,3520 0,3280 0,3240 90,05771 81,73403

a. Konsentrasi 125 (ug/mL)

¢ Persentase sel hidup =
e Persentase sel hidup =
e Persentase sel hidup =

b. Konsentrasi 62,5 (ug/mL)

e Persentase sel hidup =
e Persentase sel hidup =
e Persentase sel hidup =

c. Konsentrasi 31,25 (ug/mL)

(0,1740-0,0923) 100 % = 28,32375%

(0,3807-0,0923)

0,1740-0,0923) 1 0 = 28 32375%

(0,3807-0,0923)

(0.1910-00923) . 109 5 = 34 21969%

(0,3807-0,0923)

(0.1370-0.0923) o 19 oy = 15 49141 %

(0,3807-0,0923)

(0,1380-0,0923) y 100 94 = 15,83823 %

(0,3807-0,0923)

(©01410-0,0923) 10 o4, = 16 87869 %

(0,3807-0,0923)

3
34,21969
16,87869
7,514549
3,005889
27,97693

80,34675



Persentase sel hidup =
Persentase sel hidup =
Persentase sel hidup =

d. Konsentrasi 15,625 (ug/mL)

Persentase sel hidup =
Persentase sel hidup =
Persentase sel hidup =

e. Konsentrasi 7,8125 (ug/mL)

Persentase sel hidup =
Persentase sel hidup =
Persentase sel hidup =

f. Konsentrasi 3,90625 (ug/mL)

Persentase sel hidup =
Persentase sel hidup =
Persentase sel hidup =

(0,1050-0,0923) 1y 0, = 4,393169 %

(0,3807-0,0923)

(0.1080-00923) 110 94 = 5 433629 %

(0,3807-0,0923)

(O1140-0,0923) 1) 0 = 7 514549 %

(0,3807-0,0923)

(00990-0,0923) 10 o = 2 3122 %

(0,3807-0,0923)

(0,0970-00923) 1019 05 = 1 §18609%

(0,3807-0,0923)

(1010-00923) . 4 04 = 3 005889 %

(0,3807-0,0923)

(O.1790-0,0923) . 19 0 = 30,05785%

(0,3807-0,0923)

(O.1750-0,0923) 10 0 = 28,67057%

(0,3807-0,0923)

(01730-0,0923) 10 0 = 27.97693%

(0,3807-0,0923)

(0,3520-0,0923) 1) 94 = 90,05771%

(0,3807-0,0923)

03280-00923) 1)1 0 = 81 73403%

(0,3807-0,0923)

03240-00923) 1)1 0 = 80, 34675%

(0,3807-0,0923)



Replikasi 1

Confidence Limits

95% Confidence Limits for konsentrasi

95% Confidence Limits for

log(konsentrasi)®

Probabil Lower Upper Lower Upper
ity Estimate Bound Bound Estimate Bound Bound
PROBIT  0.01 11.889 4.636 19.272 1.075 .666 1.285
0.02 1885 7.999 25.573 1.234 .903 1.408
0.03 21.607 11.273 30.694 1.335 1.052 1.487
0.04 25.724 14.555 35.299 1.410 1.163 1.548
0.05 29.646 17.876 39.642 1.472 1.252 1.598
0.06 33.452 21.246 43.855 1.524 1.327 1.642
0.07 37.188 24.663 48.025 1.570 1.392 1.681
0.08 40.887 28.122 52.214 1.612 1.449 1.718
0.09 44.569 319611 56.475 1.649 1.500 1.752
0.1 48.251 SN2 i 60.852 1.684 1.546 1.784
0.15 67.024 52.518 85.701 1.826 1.720 1.933
0.2 87.028 69.121 117.695 1.940 1.840 2.071
0.25 108.887 85.215 158.636 2.037 1.931 2.200
0.3 133.158 101.476 210.191 2.124 2.006 2.323
0.35 160.453 118.472 274.720 2.205 2.074 2.439
0.4 191.510 136.676 355.603 2.282 2.136 2.551
0.45 227.268 156.554 457.602 2.357 2.195 2.660
0.5 268.972 178.633 587.507 2.430 2.252 2.769
0.55 318.328 203.576 755.217 2.503 2.309 2.878
0.6 377.766 232.272 975.654 2.577 2.366 2.989
0.65 450.885 265.988 1272.282 2.654 2.425 3.105
0.7 543.310 306.632 1684.060 2.735 2.487 3.226
0.75 664.415 357.284 2280.444 2.822 2.553 3.358
0.8 831.293 423.365 3197.906 2.920 2.627 3.505




0.85

0.9

0.91

0.92

0.93

0.94

0.95

0.96

0.97

0.98

0.99

1079.411 515.683( 4745.397

1499.376 660.537( 7802.189

1623.240 701.179( 8798.531

1769.425 748.145( 10025.946

1945.403 803.397( 11574.499

2162.711 869.908| 13588.918

2440.332 952.465| 16318.454

2812.364 1059.461| 20234.841

3348.333 1207.516| 26362.242

4222.159| 1436.676| 37475.599

6084.986 1888.888| 65256.442

3.033

3.176

3.210

3.248

3.289

3.335

3.387

3.449

3.525

3.626

3.784

2.712

2.820

2.846

2.874

2.905

2.939

2.979

3.025

3.082

3.157

3.276

3.676

3.892

3.944

4.001

4.064

4.133

4.213

4.306

4421

4.574

4.815

a. Logarithm base = 10.

Probit

-0.54

-2.04

rl. J

Probit Transformed Responses

Log of konsentrasi

22




Replikasi 2
Confidence Limits
95% Confidence Limits for 95% Confidence Limits for
konsentrasi log(konsentrasi)®

Probabi Lower Upper Lower Upper
lity Estimate Bound Bound Estimate Bound Bound

PROBIT 0.01 12.997 S5 313 20.572 1.114 .730 1.313]
0.02 18.399 8.983 26.953 1.265 .953 1.431]
0.03 22.938 12.412 32.083 1.361 1.094 1.506
0.04 27.076 15:793 36.661 1.433 1.198 1.564
0.05 30.988 19.170 40.949 1.491 1.283 1.612
0.06 34.759 22.562 45.085 1.541 1.353 1.654
0.07 38.441 25078 49.154 1.585 1.415 1.692
0.08 42.068 29.401 53.219 1.624 1.468 1.726
0.09 45.663 32.840 57.330 1.660 1.516 1.758
0.1 49.243 36.282 61.526 1.692 1.560 1.789
0.15 67.308 53.203 84.923 1.828 1.726 1.929
0.2 86.285 69.233 114.296 1.936 1.840 2.058
0.25 106.776 84.657 5181878 2.028 1.928 2.179)
0.3 129.294 100.115 196.852 2.112 2.001 2.294]
0.35 154.378 116.148 253.152 2.189 2.065 2.403
0.4 182.666 133.198 322.675 2.262 2.124 2.509]
0.45 214.959 151.693 409.085 2.332 2.181 2.612
0.5 252.310 172.109 517.564 2.402 2.236 2.714
0.55 296.150 195.032 655.612 2.472 2.290 2.817
0.6 348.506 221.246 834.434 2.542 2.345 2,921




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

412.366

492.369

596.202

737.791

945.800

1292.764

1394.119

1513.252

1656.030

1831.472

2054.361

2351.123

2775.332

3460.023

4897.957

251.859

288.531

333.927

392.720

474.178

600.710

635.974

676.612

724.273

781.451

852.154

943.379

1068.938

1261.946

1638.948

1071.478 2.615
1395.402 2.692
1856.707 2.775
2553.326 2.868
3703.595 2.976
5917.283 3.112
6626.893 3.144
7494.788 3.180
8581.143 329
9981.989 3.263
11861.422 EJrefike!
14527.235 3.371
18640.512 3.443
25968.082 3.539
43799.463 3.690

2.401

2.460

2.524

2.594

2.676

2.779

2.803

2.830

2.860

2.893

2.931

2.975

3.029

3.101

25

3.030

3.145

3.269

3.407

3.569

3.772

3.821

3.875

3.934

3.999

4.074

4.162

4.270

4.414

4.641

a. Logarithm base = 10.

Probit

-0.5

-2.57

Probit Transformed Responses

18 20 22

Log of konsentrasi



Replikasi 3

Confidence Limits

95% Confidence Limits for konsentrasi

95% Confidence Limits for

log(konsentrasi)®

Probabil Lower Upper Lower Upper
ity Estimate Bound Bound Estimate Bound Bound
PROBIT  0.01 9.095 3.494 15.142 .959 .543 1.180
0.02 13.287 6.058 20.351 1.123 782 1.309
0.03 16.899 8.568 24.607 1.228 .933 1.391
0.04 20.251 11.101 28.438 1.306 1.045 1.454
0.05 23.461 13.682 32.044 1.370 1.136 1.506
0.06 26.592 16.320 35.527 1.425 1.213 1.551
0.07 29.679 19.018 38.953 1.472 1.279 1.591
0.08 32.746 2 NS 42.368 L3515 1.338 1.627
0.09 35.810 24.588 45.809 1.554 1.391 1.661
0.1 38.882 27.450 49.306 1.590 1.439 1.693
0.15 54.674 42.236 68.560 1.738 1.626 1.836
0.2 71.685 575156 92.725 1.855 1.757 1.967
0.25 90.440 71.944 123.732 1.956 1.857 2.092
0.3 111.430 86.963 163.077 2.047 1.939 2.212
0.35 135.205 102.703 212.596 2.131 2.012 2.328
0.4 162.439 119.625 274.886 2.211 2.078 2.439
0.45 194.000 138.191 353.634 2.288 2.140 2.549
0.5 231.041 158.926 454.119 2.364 2.201 2.657
0.55 275.154 182.490 584.060 2.440 2.261 2.766
0.6 328.614 209.771 755.110 2.517 2.322 2.878
0.65 394.808 242.038 985.619 2.596 2.384 2.994
0.7 479.046 281.212 1306.084 2.680 2.449 3.116
0.75 590.225 330.408 1770.938 2.771 2.519 3.248
0.8 744.645 395.134 2487.270 2.872 2.597 3.396)
0.85 976.331 486.442 3697.852 2.990 2.687 3.568




0.9 1372.858 631.425 6094.818 3.138 2.800 3.785
0.91 1490.661 672.425 6877.278 3.173 2.828 3.837
0.92 1630.122 719.963 7841.842 3.212 2.857 3.894
0.93 1798.573 776.091 9059.650 3.255 2.890 3.957
0.94 2007.364 843.928( 10645.091 3.303 2.926 4.027
0.95 2275.234 928.515| 12795.309 3.357 2.968 4.107
0.96 2635.960| 1038.720( 15883.731 3.421 3.016 4.201
0.97 3158.723| 1192.186| 20721.892 3.500 3.076 4.316
0.98 4017.541 1431.675| 29511.414 3.604 3.156 4.470
0.99 5869.276] 1910.041| 51537.643 3.769 3.281 4.712

a. Logarithm base = 10.

Probit Transformed Responses

0.0

-0.59

Probit
=
1
[w]

Log of konsentrasi




2. Fraksi Kloroform

Konsentrasi

125
62,5
31,25
15,625
7,8125

3,90625

1
0,1840
0,1380
0,1560
0,1330
0,1340

0,1520

Absorbansi % viabilitas
2 3 1 2
0,2020 0,2160 31,79195 38,03471
0,1580 0,1420 15,83823 22,77463
0,1380 0,1410 22,08099 15,83823
0,1330 0,1360 14,10413 14,10413
0,1430 0,1360 14,45095 17,57233
0,1420 0,1410 20,69371 17,22551

Konsentrasi 125 (pg/mL)

e Persentase sel hidup = (0.1810-0,0923) 100 9% = 31,79195 %

(0,3807-0,0923)

e Persentase sel hidup = £2020-0.0923) 100 9% = 38,03471 %

(0,3807-0,0923)

e Persentase sel hidup = &2200-00923), 10 05 = 42,89019 %

Konsentrasi 62,5 (ug/mL)

(0,3807-0,0923)

e Persentase sel hidup = wx 100 % = 15,83823 %

(0,3807-0,0923

e Persentase sel hidup = 238000923y 100 95 = 22,77464 %

(0,3807-0,0923)

e Persentase sel hidup = £&2220-0.0923) 100 94 = 17,22551 %

. Konsentrasi 31,25 (ug/mL)

(0,3807-0,0923)

e Persentase sel hidup = ©2360=00923) 5 100 95 = 22,08099 %

(0,3807-0,0923)

e Persentase sel hidup = (0.1380-0,0923) 100 9% = 15,83823 %

(0,3807-0,0923)

e Persentase sel hidup = wx 100 % = 16,87869 %

. Konsentrasi 15,625 (ng/mL)

(0,3807-0,0923

e Persentase sel hidup = (0.1330-00923) 100 % = 14,10413 %

(0,3807-0,0923)

e Persentase sel hidup = 133900929y 100 06 = 14,10413 %

(0,3807-0,0923)

e Persentase sel hidup = 136000923, 100 05 = 15,14459 %

. Konsentrasi 7,8125 (ng/mL)

(0,3807-0,0923)

e Persentase sel hidup = 134000923, 100 96 = 14,45095 %

(0,3807-0,0923)

e Persentase sel hidup = 123900923y 100 05 = 17,57233 %

(0,3807-0,0923)

e Persentase sel hidup = 2380200923 100 95 = 15,14459 %
. Konsentrasi 3,90625 (ng/mL)

(0,3807-0,0923)

3
42,89019
17,22551
16,87869
15,14459
15,14459

16,87869



Persentase sel hidup =
Persentase sel hidup =
Persentase sel hidup =

(0,1520-0,0923) _
T o.09em X 100 % = 20,69371%

(0,1420-0,0923) _
e ooaz) X 100 % = 17,22551%

(O1410-0,0923) 1) 0 = 16 87869%

(0,3807-0,0923)



Replikasi 1

Confidence Limits

95% Confidence Limits for

95% Confidence Limits for konsentrasi log(konsentrasi)®
Probabil Lower Lower Upper
ity Estimate Bound Upper Bound Estimate Bound Bound
PROBIT  0.01 .034 .000 440 -1.467 -5.700 -.357
0.02 116 .000 .961 -.936 -4.410 -.017]
0.03 252 .000 1.583 -.598 -3.593 .199]
0.04 453 .001 2.309 -.344 -2.979 .363
0.05 .728 .003 3.146 -.138 -2.481 .498]
0.06 1.092 .009 4.103 .038 -2.058 .613
0.07 =557 .021 5.192 .192 -1.688 715
0.08 2.139 .044 6.425 .330 -1.358 .808]
0.09 2.856 .087 7.821 456 -1.059 .893
0.1 3.727 .164 9.404 571 -.785 .973
0.15 1CIL 2400 2.073 21.707 1.050 317 1.337
0.2 26.904 11.623 56.542 1.430 1.065 1.752
0.25 57.011 30.185 217.212 1.756 1.480 2.337
0.3 111.902 53.982 958.408 2.049 1.732 2.982
0.35 209.045 85.541 4101.514 2.320 1.932 3.613
0.4 378.243| 128.847 16744.903 2.578 2.110 4.224
0.45 671.331] 189.175 66115.875 2.827 2.277 4.820
0.5 1180.733] 274.231 257135.566 3.072 2.438 5.410
0.55 2076.667| 395.907| 1004145.814 3.317 2.598 6.002
0.6 3685.805( 573.369| 4019451.965 3.567 2.758 6.604]
0.65 6669.059| 839.066 1.689E7 3.824 2.924 7.228)
0.7 12458.471| 1251.334 7.680E7 4.095 3.097 7.885
0.75 24453.906( 1923.607 3.942E8 4.388 3.284 8.596
0.8 51818.865| 3101.358 2.440E9 4.714 3.492 9.387
0.85 1.243E5| 5405.645 2.044E10 5.095 3.733 10.310




0.9 3.741E5|10862.037 2.969E11
0.91 4.881E5]12854.068 5.666E11
0.92 6.516E5(15433.341 1.144E12
0.93 8.954E5(18869.375 2.476E12
0.94 1.277E6|23616.922 5.866E12
0.95 1.914E6|30503.269 1.569E13
0.96 3.079E6(41196.140 4.986E13
0.97 5.525E6(59599.592 2.066E14
0.98 1.202E7|97356.118 1.367E15
0.99 210912.89

4.091E7 4 2.688E16

5.573

5.688

5.814

5.952

6.106

6.282

6.488

6.742

7.080

7.612

4.036

4.109

4.188

4.276

4.373

4.484

4.615

4.775

4.988

5.324

11.473

11.753

12.058]

12.394

12.768]

13.196

13.698

14.315

15.136

16.429

a. Logarithm base = 10.

Probit

Probit Transformed Responses

-0.57

] ] T T []
o8 1.0 12 14 16 18 20

Log of konsentrasi

22



Replikasi 2

Confidence Limits

95% Confidence Limits for

95% Confidence Limits for konsentrasi Iog(konsentrasi)b

Probabil Lower Upper Lower Upper

ity Estimate Bound Bound Estimate Bound Bound
PROBIT? 0.01 .077 -1.116

0.02 .221 -.656

0.03 433 -.364

0.04 .718 -.144

0.05 1.084 .035

0.06 1.538 .187

0.07 2.092 .320

0.08 2.754 440

0.09 3.536 .549

0.1 4.452 649

0.15 11.547 1.062

0.2 24.632 1.391

0.25 47.180 1.674

0.3 84.574 1.927

0.35 145.253 2.162

0.4 242.667 2.385

0.45 398.708 2.601

0.5 649.951 2.813

0.55 1059.511 3.025

0.6 1740.803 3.241

0.65 2908.272 3.464

0.7 4994.850 3.699

0.75 8953.710 3.952

0.8 17150.060 4.234

0.85 36582.820 4.563




0.9 94896.202 . . 4.977
0.91 1.195E5 . . 5.077
0.92 1.534E5 . . 5.186
0.93 2.020E5 . . 5.305
0.94 2.746E5 : . 5.439
0.95 3.898E5 . . 5.501
0.96 5.882E5 . : 5.770
0.97 9.756E5 " . 5.989
0.98 1.912E6 . ] 6.281
0.99 5.518E6 A . 6.742

a. A heterogeneity factor is used.

b. Logarithm base = 10.

Probit

Probit Transformed Responses

-0.249

-0.44

-0.571

-1.07

-1.29

T T T T T
08 1.0 12 14 16 18 20

Log of konsentrasi

22




Replikasi 3

Confidence Limits

95% Confidence Limits for

95% Confidence Limits for konsentrasi Iog(konsentrasi)b

Probabil Lower Upper Lower Upper

ity Estimate Bound Bound Estimate Bound Bound
PROBIT*  0.01 212 -.675

0.02 501 -.300

0.03 .865 -.063

0.04 1.306 116

0.05 1.824 .261

0.06 2.426 .385

0.07 3.114 493

0.08 3.894 .590

0.09 4.771 .679

0.1 5.753 .760

0.15 12.487 1.096

0.2 28117 1.364

0.25 39.209 1.593

0.3 63.017 1.799

0.35 97.815 1.990

0.4 148.455 2.172

0.45 222.280 2.347

0.5 330.694 2.519

0.55 491.986 2.692

0.6 736.644 2.867

0.65 1118.020 3.048

0.7 1735.396 3.239

0.75 2789.090 3.445

0.8 4730.691 3.675

0.85 8757.710 3.942




0.9

0.91

0.92

0.93

0.94

0.95

0.96

0.97

0.98

0.99

19007.448 . . 4.279
22919.588 . . 4.360
28087.283 . . 4.449
35123.964 . . 4.546
45086.039 : . 4.654
59940.013 . . 4.778
83756.543 . : 4.923

1.264E5 " . 5.102

2.183E5 . ] 5:389

5.169E5 A . 5.713

a. A heterogeneity factor is used.

b. Logarithm base = 10.

Probit

-0.249

-0.44

-0.87

-1.27

Probit Transformed Responses

T T T T
1.0 1.2 14 16 18 20

Log of konsentrasi

22




3. Fraksi Etil Asetat

Konsentrasi Absorbansi % viabilitas
1 2 3 1 2

125 0,1960 0,1850  0,1810 35,95379 32,13877

62,5 0,1910 0,1970 0,1470 34,21969 36,30061
31,25 0,2690 0,2320 0,2240 61,27165 48,43931
15,625 0,3360 0,3230 10,3110 84,50859 79,99993
7,8125 0,3870 0,3800 0,3910 100 99,76867
3,90625 0,4150 0,3870  0,3600 100 100

. Konsentrasi 125 (pg/mL)

Persentase sel hidup =
Persentase sel hidup =
Persentase sel hidup =

Konsentrasi 62,5 (ug/mL)

Persentase sel hidup =
Persentase sel hidup =
Persentase sel hidup =

. Konsentrasi 31,25 (ug/mL)

Persentase sel hidup =
Persentase sel hidup =
Persentase sel hidup =

. Konsentrasi 15,625 (ug/mL)

. Konsen

Persentase sel hidup =
Persentase sel hidup =

Persentase sel hidup =

trasi 7,8125 (ug/mL)
Persentase sel hidup =

Persentase sel hidup =
Persentase sel hidup =

(0,1960-0,0923) _
Q1360-0.0529 x 100 % = 35,95379 %

(0,1850-0,0923) ¥

(0,1810-0,0923) _
0.3807-0,0923), X 100 % = 30,75149 %

(0,1910-0,0923) _
QIS10-0.0529 x 100 % = 34,21969 %

(0,1970-0,0923) _
Q37000329 x 100 % = 36,30061 %

(0,1470-0,0923) T
Q470 02929 X 100 % = 18,95961 %

(0,2690-0,0923) _
3807-0.0523, X 100 % = 61,27165 %

(0,2320-0,0923) _
3807-00523, X 100 % = 48,43931 %

(0,2240-0,0923) _
350700533, X 100 % = 45,66475 %

(0,3360-0,0923) _
aseT0 0995 X 100 % = 84,50859 %

(03230-0,0923) y 10 04, = 79 99993 %

(0,3807-0,0923)

(03110-00923) 110 94 = 75 83809 %%

(0,3807-0,0923)

(0.3870-00923) , 10 o4, = 100 9%

(0,3807-0,0923)

(03800-0.9923) x 100 % = 99,76867 %

(0,3807-0,0923)

03910-9,092%) 100 % = 100 %

(0,3807-0,0923)

3
30,75149
18,95961
45,66475
75,83809

100

92,83227



f. Konsentrasi 3,90625 (ug/mL)
Persentase sel hidup =

Persentase sel hidup =

Persentase sel hidup =

(04150-00923) . 15 g4 =

(0,3807-0,0923)

(0,3870-0,0923) x 100 % =

(0,3807-0,0923)

(0,3600-0,0923)
0.3807-0,023) % 100 % =92,83227 %

100 %
100 %

Replikasi 1
Confidence Limits
95% Confidence Limits for
95% Confidence Limits for konsentrasi Iog(konsentrasi)b

Probabil Lower Upper Lower Upper
ity Estimate Bound Bound Estimate Bound Bound

PROBIT®  0.01 813.863 276.479| 17384.475 2.911 2.442 4.240]
0.02 590.987 221.454] 9293.547 2.772 2.345 3.968
0.03 482.396 192.181] 6252.332 2.683 2.284 3.796)
0.04 414.070 172.632| 4643.234 2.617 2.237 3.667
0.05 365.695 158.131| 3646.819 2.563 2.199 3.562
0.06 329.000 146.696 2970.233 2.517 2.166 3.473
0.07 299.868 137.306| 2481.938 2477 2.138 3.395
0.08 275.979 129.371] 2113.880 2.441 2.112 3.325
0.09 255.910 122.521| 1827.255 2.408 2.088 3.262
0.1 238.729 116.506] 1598.298 2.378 2.066 3.204
0.15 179.036 94.292 921.102 2.253 1.974 2.964
0.2 142.437 79.313 597.298 2.154 1.899 2.776
0.25 117.063 68.035 413.967 2.068 1.833 2.617
0.3 98.153 58.955 299.477 1.992 1.771 2.476
0.35 83.368 51.298 223.279 1.921 1.710 2.349]
0.4 71.403 44.610 170.286 1.854 1.649 2.231
0.45 61.464 38.606 132.258 1.789 1.587 2.121
0.5 53.034 33.100 104.339 1.725 1.520 2.018
0.55 45.761 27.979 83.488 1.660 1.447 1.922
0.6 39.391 23.195 67.691 1.595 1.365 1.831
0.65 33.738 18.752 55.533 1.528 1.273 1.745




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

28.656

24.027

19.747

15.710

11.782

10.991

10.192

9.380

8.549

7.691

6.793

5.831

4.759

3.456

14.692

11.070

7.927

5.277

3.106

2.727

2.366

2.022

1.696

1.386

1.093

.814

.550

.295

45.981

38.254

31.759

26.026

20.622

19.535

18.433

17.305

16.140

14.920

13.618

12.188

10.535

8.400

1.457

1.381

1.295

1.196

1.071

1.041

1.008

972

.932

.886

.832

.766

.678

.539

1.167

1.044

.899

722

492

436

374

.306

.229

.142

.038

-.089

-.260

-.530

1.663

1.583

1.502

1.415

1.314

1.291

1.266

1.238

1.208

1.174

1.134

1.086

1.023

.924

a. A heterogeneity factor is used.

b. Logarithm base = 10.
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Probit Transformed Responses
1.4 16 1.8
Log of konsentrasi

1.2

1.0

0.0-
0.2
0.4-



Replikasi 2

Confidence Limits

95% Confidence Limits for konsentrasi

95% Confidence Limits for

Iog(konsentrasi)b

Probabil Lower Upper Lower Upper
ity Estimate Bound Bound Estimate Bound Bound
PROBIT®  0.01 817.207 252.729| 31061.057 2.912 2.403 4.492
0.02 582.867 200.773| 15278.097 2.766 2.303 4.184
0.03 470.385 INEY2905 [NR9I51RE 51 2.672 2.239 3.989
0.04 400.318 155.016] 6961.419 2.602 2.190 3.843
0.05 351.097 141.498| 5295.254 2.545 2.151 3.724
0.06 314.000 130.863| 4197.235 2.497 2.117 3.623
0.07 284.713 122.149| 3424.906 2.454 2.087 3.535
0.08 260.815 114.799| 2855.816 2.416 2.060 3.456
0.09 240.827 108.463| 2421.591 2.382 2.035 3.384
0.1 223.785 102.909| 2081.133 2.350 2.012 3.318
0.15 165.145 82.459| 1115.724 2.218 1.916 3.048
0.2 129.712 68.729 683.927 2.113 1.837 2.835
0.25 105.439 58.419 452.266 2.023 1.767 2.655
0.3 87.538 50.131 314.156 1.942 1.700 2.497
0.35 73.674 43.148 225.990 1.867 1.635 2.354
0.4 62.555 37.050 166.988 1.796 1.569 2.223
0.45 53.397 31.580 126.154 1.728 1.499 2.101
0.5 45.695 26.580 97.194 1.660 1.425 1.988
0.55 39.103 21.966 76.264 1.592 1.342 1.882
0.6 33.379 17.720 60.879 1.523 1.248 1.784
0.65 28.341 13.870 49.348 1.452 1.142 1.693
0.7 23.853 10.470 40.477 1.378 1.020 1.607
0.75 19.803 7.560 33.415 1.297 .879 1.524
0.8 16.097 5.155 27.545 1.207 712 1.440
0.85 12.644 3.237 22.409 1.102 .510 1.350




0.9

0.91

0.92

0.93

0.94

0.95

0.96

0.97

0.98

0.99

9.330

8.670

8.006

7.334

6.650

5.947

5.216

4.439

3.582

2.555

1.770 17.609

1.526 16.649

1.299 15.677

1.086 14.685

.889 13.662
.707 12.594
.540 11.459
.387 10.216
.248 8.786
122 6.950

970

.938

.903

.865

.823

74

717

.647

.554

407

.248

.184

113

.036

051

150

268

413

606

912

1.246

1.221

1.195

1.167

1.136

1.100

1.059

1.009

.944

.842

a. A heterogeneity factor is used.

b. Logarithm base = 10.

Probit

Probit Transformed Responses

2107

1.59

1.0

0.0

4]

T T
14 18

Log of konsentrasi

18 20

22




Replikasi 3

Confidence Limits

95% Confidence Limits for

95% Confidence Limits for konsentrasi Iog(konsentrasi)b
Probabil Lower Upper Lower Upper
ity Estimate Bound Bound Estimate Bound Bound
PROBIT*  0.01 1350882.7
838.294 187.814 e 2.923 2.274 6.131
4 577.260[ 148.294 424620'5(1) 2.761 2171 5.628
0.03 204140.38
455.588 127.410 3 2.659 2.105 5.310
0.04 117813.10
381.276 18 3852 1 3 2.581 2.055 5.071
0.05 329.865 103.250] 75407.052 2.518 2.014 4.877
0.06 291.605 95.168| 51619.518 2.465 1.978 4.713
0.07 261.728 88.544| 37050.165 2.418 1.947 4.569
0.08 237.583 82.954( 27548.690 2.376 1.919 4.440
0.09 217.565 78.133| 21052.790 2.338 1.893 4.323
0.1 200.632 73.904| 16445.034 2.302 1.869 4.216
0.15 143.453 58.296] 5954.670 2.157 1.766 3.775
0.2 109.880 47.753| 2685.186 2.041 1.679 3.429
0.25 87.414 39.770f 1372.016 1.942 1.600 3.137
0.3 71.182 33.284 761.110 1.852 1.522 2.881
0.35 58.844 27.751 448.357 1.770 1.443 2.652
0.4 49.121 22.860 277.211 1.691 1.359 2.443
0.45 41.245 18.439 178.924 1.615 1.266 2.253
0.5 34.728 14.415 120.392 1.541 1.159 2.081
0.55 29.241 10.806 84.483 1.466 1.034 1.927
0.6 24.553 7.692 61.791 1.390 .886 1.791
0.65 20.496 5.159 46.920 1.312 .713 1.671
0.7 16.943 3.239 36.702 1.229 .510 1.565




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

13.797 1.886 29.267
10.976 .999 23.507
8.407 463 18.734
6.011 A71 14.464
5.543 134 13.630
5.076 .103 12.791
4.608 .077 11.941
4.136 .055 11.072
3.656 .038 10.170
3.163 .024 9.218
2.647 .014 8.185
2.089 .007 7.006
1.439 .002 5.507

1.140

1.040

925

779

744

.706

.664

.617

.563

.500

423

.320

.158

.276

.000

-.334

-.766

-.872

-.987

-1.114

-1.257

-1.420

-1.612

-1.849

-2.166

-2.666

1.466

1371

1.273

1.160

1.134

1.107

1.077

1.044

1.007

.965

.913

.845

741

a. A heterogeneity factor is used.

b. Logarithm base = 10.

Probit

-0.57

Probit Transformed Responses

T
03 1.0 135

Log of konsentrasi
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4. Fraksi Air

Konsentrasi Absorbansi % viabilitas
1 2 3 1 2 3

125 0,415 0,406 0,398 100 100 100

62,5 0,437 0,436 0,432 100 100 100
31,25 0,427 0,439 0,432 100 100 100
15,625 0,416 0,42 0,411 100 100 100
7,8125 0,404 0,423 0,376 100 100 98,38139
3,90625 0,389 0,375 0,377 100 98,03457 98,72821

Konsentrasi 125 (ng/mL)
e Persentase sel hidup =

e Persentase sel hidup =

e Persentase sel hidup =

b. Konsentrasi 62,5 (ug/mL)
e Persentase sel hidup =

e Persentase sel hidup =

e Persentase sel hidup =

. Konsentrasi 31,25 (ug/mL)
e Persentase sel hidup =

e Persentase sel hidup =

e Persentase sel hidup =
Konsentrasi 15,625 (pug/mL)
e Persentase sel hidup =
e Persentase sel hidup =
e Persentase sel hidup =

. Konsentrasi 7,8125 (ug/mL)
e Persentase sel hidup =

e Persentase sel hidup =

e Persentase sel hidup =
. Konsentrasi 3,90625 (ng/mL)

(0215-0092%) y 100 9% = 100 %

(0,3807-0,0923)

(0806-00923) 1) o, = 100 9

(0,3807-0,0923)

(0398-00923) 11 o, = 100 9

(0,3807-0,0923)

043700923 10 o, = 100 %

(0,3807-0,0923)

0436-00923) 10 o, = 100 9

(0,3807-0,0923)

0432:00923) 10 o, = 100 9

(0,3807-0,0923)

042700923 10 o, = 100 %

(0,3807-0,0923)

0439-00923) 10 o, = 100 94

(0,3807-0,0923)

0432-00923) 130 o4, = 10 9

(0,3807-0,0923)

(0416-00923) , 100 05 = 100 9

(0,3807-0,0923)

(0420-0092%) y 100 % = 100 %

(0,3807-0,0923)

(0411-00923) % 100 % = 100 %

(0,3807-0,0923)

(0,404-00929) 1) 94, = 100 %

(0,3807-0,0923)

(0423-0092%) y 100 % = 100 %

(0,3807-0,0923)

(0,3807-0,0923)

(0,376-0,0923) 100 9% = 98,38139 %



e Persentase sel hidup = m%x 100 % =100 %

e Persentase sel hidup = m%x 100 % = 98,03457 %

e Persentase sel hidup = Sri08-x 100 % = 98,72821%



5. Cisplatin

Konsentrasi Absorbansi % viabilitas
1 2 3 1 2 3

100 0,1500 0,1760  0,1440 20,00007 29,01739 17,9191

50 0,1370 0,1380 0,1370 15,49141 15,83823 15,49141

25 0,0990 0,1190  0,1550 100 100 100

12,5 0,1480 0,1470 0,1750 66,81614 67,04036 60,76233
6,25 0,1670 0,2040 0,1960 62,55605 54,26009 56,05381
3,125 0,1710 0,1800 0,2010 61,65919 59,64126 54,93274
1,5625 0,1220 0,1790 0,2270 72,64574 59,86547 49,10314

a. Konsentrasi 100 (ng/mL)

e Persentase sel hidup = %x 100 % = 20,00007 %

e Persentase sel hidup = %x 100 % = 29,01739 %

e Persentase sel hidup = ©2220-0.0923), 100 96 = 17,9191 %

(0,3807-0,0923)
b. Konsentrasi 50 (ug/mL)

e Persentase sel hidup = %x 100 % = 15,49141 %

e Persentase sel hidup = S22 x 100 % = 15,83823 %

e Persentase sel hidup = == x 100 % = 15,49141 %

c. Konsentrasi 25 (ug/mL)

- 990-0,
e Persentase sel hidup = £220-0446)

03060415, < 100 % =100 %

e Persentase sel hidup = %x 100 % = 100 %

e Persentase sel hidup = 2122079449 y 100 06 = 100 %
(0,306-0,446)
d. Konsentrasi 12,5 (ug/mL)

e Persentase sel hidup = G229 x 100 % = 66,81614 %



Persentase sel hidup =
Persentase sel hidup =

e. Konsentrasi 6,25 (ug/mL)

Persentase sel hidup =
Persentase sel hidup =
Persentase sel hidup =

f. Konsentrasi 3,125 (ug/mL)

Persentase sel hidup =
Persentase sel hidup =
Persentase sel hidup =

g. Konsentrasi 1,5625 (ug/mL)

Persentase sel hidup =
Persentase sel hidup =

Persentase sel hidup =

(O.1470-0446) 100y 0 = 67.04036 %

(0,306-0,446)

0.750-0416) y 100 9 = 60,76233 %

(0,306-0,446)

(0.1670-0446) . 1)) 0 = 6255605 %%

(0,306-0,446)

(020490449 x 100 % = 54,26009 %

(0,306-0,446)

0,1960-0446) 100 04 = 5605381 %

(0,306-0,446)

(0,1710-0446) » 10 0 = §1.65919 %%

(0,306-0,446)

(0,1800-0446) 1) 05 = 59 64126 %

(0,306-0,446)

(0,2010-0446) 10 05 = 54,93274 %

(0,306-0,446)

(O1220-0446) y 100 % = 72,64574 %

(0,306-0,446)

(0,1790-0446) 105 04, = 59 86547 %

(0,306-0,446)

0.2270-0449 x 100 % = 49,10314 %

(0,306-0,446)



Replikasi 1

Confidence Limits

95% Confidence Limits for
95% Confidence Limits for konsentrasi Iog(konsentrasi)b

Probabil Lower Upper Lower Upper

ity Estimate Bound Bound Estimate Bound Bound
PROBIT*  0.01 1.722E5 . - 5.236

0.02 60380.868 . . 4.781

0.03 31055.140 h . 4.492

0.04 18832.422 . : 4.275

0.05 12537.430 . : 4.098

0.06 8867.701 . . 3.948

0.07 6545.486 , . 3.816

0.08 4987.338 L . 3.698

0.09 3894.808 J . 3.590

0.1 3101.988 . : 3.492

0.15 1208.902 . . 3.082

0.2 571.654 ; : 2.757

0.25 300.670 . § 2.478

0.3 168.850 ! . 2.228

0.35 98.922 . . 1.995

0.4 59.560 . : 1.775

0.45 36.456 : . 1.562

0.5 22.489 . : 1.352

0.55 13.873 . . 1.142

0.6 8.491 . . .929

0.65 5.113 . . .709

0.7 2.995 . . A76

0.75 1.682 . . .226

0.8 .885 . . -.053

0.85 418 . . -.378




0.9

0.91

0.92

0.93

0.94

0.95

0.96

0.97

0.98

0.99

.163

.130

101

.077

.057

.040

.027

.016

.008

.003

-.788

-.887

-.994

-1.112

-1.244

-1.394

-1.571

-1.788

V{0744

-2.532

a. A heterogeneity factor is used.

b. Logarithm base = 10.

Probit

Probit Transformed Responses

0.5

0.0

-0.54

-1.04

0o 05

T T
10 15
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Replikasi 2

Confidence Limits

95% Confidence Limits for konsentrasi

95% Confidence Limits for

Iog(konsentrasi)b

Probabil Lower Upper Lower Upper
ity Estimate Bound Bound Estimate Bound Bound
PROBIT*  0.01 9.569E7 7.981
0.02 1.621E7 7.210
0.03 5.256E6 6.721
0.04 2.252E6 62858
0.05 1.131E6 6.053
0.06 6.288E5 5.798
0.07 3.759E5 B
0.08 2:8PES B8
0.09 1.560E5 5.193
0.1 1.061E5 5.026
0.15 21497.057 4.332
0.2 6044.487 3.781
0.25 2035.325 3.309
0.3 765.793 2.884
0.35 309.548 2.491
0.4 131.053 2.117
0.45 57.055 1.756
0.5 25.169 1.401
0.55 11.103 1.045
0.6 4.834 684
0.65 2.046 311
0.7 .827 -.082
0.75 311 -.507
0.8 .105 -.980
0.85 .029 -1.531




0.9

0.91

0.92

0.93

0.94

0.95

0.96

0.97

0.98

0.99

.006

.004

.003

.002

.001

.001

.000

.000

.000

.000

-2.224

-2.391

-2.573

-2.773

-2.997

-3.252

-3.551

-3.919

-4.408

-5.179

a. A heterogeneity factor is used.

b. Logarithm base = 10.

Probit

Probit Transformed Responses

Log of konsentrasi

0.59
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o] o]
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0.0
-0.57 o
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Replikasi 3

Confidence Limits

95% Confidence Limits for
95% Confidence Limits for konsentrasi Iog(konsentrasi)b

Probabil Lower Upper Lower Upper

ity Estimate Bound Bound Estimate Bound Bound
PROBIT*  0.01 8.438E7 . - 7.926

0.02 1.326E7 . . 7.122

0.03 4.096E6 h . 6.612

0.04 1.693E6 . : 6.229

0.05 8.254E5 . : 5.917

0.06 4.477TES . . 5.651

0.07 2.619E5 , . 5.418

0.08 1.620E5 L . 5.210

0.09 1.047E5 J . 5.020

0.1 70039.321 4 : 4.845

0.15 13259.727 . . 4.123

0.2 3532.403 ) : 3.548

0.25 1135.614 . § 3.055

0.3 409.870 ! . 2.613

0.35 159.414 . . 2.203

0.4 65.067 . - 1.813

0.45 27.343 : . 1.437

0.5 11.649 . : 1.066

0.55 4.963 . . .696

0.6 2.086 . . 319

0.65 .851 . . -.070

0.7 331 . . -.480

0.75 119 . . -.923

0.8 .038 . . -1.415

0.85 .010 . . -1.990




0.9 .002
0.91 .001
0.92 .001
0.93 .001
0.94 .000
0.95 .000
0.96 .000
0.97 .000
0.98 .000
0.99 .000

-2.713

-2.887

-3.077

-3.286

-3.518

-3.784

-4.096

-4.480

-4.990

-5.794

a. A heterogeneity factor is used.

b. Logarithm base = 10.

Probit

-0.27

-0.47

-0.84

Probit Transformed Responses

0.0+

00 05

T T
10 15

Log of konsentrasi




Lampiran 5. Determinasi Tanaman Umbi Bawang Sabrang

LEMBAGA ILMU PENGETAHUAN INDONESIA
(INDONESIAN INSTITUTE OF SCIENCES)
UPT BALAI KONSERVASITUMBUHAN

KEBUN RAYA PURWODADI
J1. Raya Surabaya - Malang Km. 65 Purwodadi - Pasuruan 67163
Telp. (+62 343) 615033, Faks. (+62 341) 4266046
website : hitp://www.krpurwodadi.lipi.go.id

SURAT KETERANGAN IDENTIFIKASI
No.ooes /IPH.6/HM/1/2017

Kepala UPT Balai Konservasi Tumbuhan Kebun Raya Purwodadi dengan ini_menerangkan

bahwa material tanaman yang dibawa oleh :

Trian Sidha Minggarwati, NIM : 13670021

Mahasiswa Fakultas Farmasi Universitas lslam Negeri Maulana Malik Ibrahim Malang,
datang di UPT Balai Konservasi Tumbuhan Kebun Raya Purwodadi pada tanggal 10
Januari 2017, berdasarkan buku  Flora of Java, karangan C.A. Backer dan R.C. Bakhuizen
van den Brink jr., volume [11, tahun 1968, halaman 150 nama ilmiahnya adalah

Genus 1 Eleutherina

Species o Elewtherina palmifolia -{L.) ]:\/[til‘l‘.
Adapun menurut buku An [ntegrated System of Classification of Flowering plants, karangan
Arthur Cronquist tahun 1981, halaman XVI1I1, klasifikasinya adalah

sebagai berikut

Divisio 1 Magnoliophyia
Class 1 Lifiopsida
Subclass o Liliidae

Ordo s Liliales

Family 1 Iridaceae

Demikian surat keterangan ini dibuat untuk dapat dipergunakan sebagaimana mestinya.

Purwodadi, 19 Januari 2017
An. Kepala
KM%kSp!orasi dan Koleksi Tumbuhan




Lampiran 6. Identifikasi Senyawa Aktif Menggunakan UPLC-MS

L.6.1 Hasil Kromatogram Umbi Bawang Sabrang

1. TOF MSES+
BPI

UIN Malang
Trian SM Sample Umbi Bawang

1004

7.88e5

1.3
\
i
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[
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\[ 1 R i
468 I 8 1083
| 1 (N S
i g awe
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TS Mo et e s Lo et B ag bt B st o B s Ay R e e R e R A AL Mt st B A st T
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Kromatogram Umbi Bawang Sabrang



L.6.2 Hasil Spektra Senyawa Umbi Bawang Sabrang

UIN Malang

1: TOF MS ES+

Trian SM S; Bawang 37 (1.352) Cm (37:38)
104.107: 1.33e4
100
1201020
=]
125.9862
s
i 167.0125 Y
& N 1829841 5651232 3171127 ! , , ! 4 ! , !
24l J e } ‘ 3981488 4281781 5009513 5508455 041.7502896-7655 788.8852 8570347 B 1615 fizizes 1802007
RpEH " 80 1 D ) Mol L p ol i { mz
AR L PR e
50 100 150 0 1100 1150
Spektra senyawa Rt 1,352 min ; %area 0,054366
UIN Malang
Trian SM Sample Umbi Bawang <+ | 1-vvoy it ez 1 TOF MS ES+
570.1488 6.02e4
100
291.0863
395.1330
268.1024
~
=
261.0761
4101332
580.1528
136.0611 2T
303.0869
236,176
1201018 N 3651053 4720934 5np 1755
N 220.0483 5051307
N 307.0788 sorqoss | 2o 4
1100595 177.0909 Hl 2 AJ 2 ng_15u1 T73.2280  ge5 1021 955|2942 1155.2742
soosen e sl bl i 1 T I ¢ woraom f | se01017 9982842 10379500 e
T " " R L st Lot e
50 100 1 1050 1100 1150

Spektra senyawa Rt 1,535 min ; %area 0,687898

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG



UIN Malang
Trian SM Sample Umbi Bawang 63 (2 301) Cm (63.65) 1 TOF MS ES+
123.0857 2.00e4
100
124.0401
=
120.1019
2010868
ghiana02 570.1504
2470554
113.9639 2241289 b X 03:; T
97.9920 i N : SLEES) 550‘1540 ! !
J 4021643 5001770 ! I 1 \ ,
saodde.. || " ,l“h’“ " i [/ 8401229 7511339 7851609 B0B2205 915 1955 9885845 111972 415845255 11041138
Fresnpibi e A e S A A T
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 80 900 950 1000 1050 1100 1150
Spektra senyawa Rt 2,301 min ; %area 0,156738
UIN Malang
Trian SM Sa 1: TOF MS ES+
T 268.1035 9.63¢3
120.1020
2910862
= e
1430387
e
1740702 579.1498
1139635
102.0908 3231317
< 3951337 a0 1540
19,1346 . ! : | ‘ ‘ . |
, T OO TN o ot 22, S0a0an SRR spsiz | tortesy dora0res | 114z2ss 71O
A miz
50 100 150 200 = 250 300 350 400 = 450 500 S50 600 60 700 750 800 850 900 950 1000 1050 1100 = 1150

ektra senyawa Rt 2,552 min ; %area 0,047131

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG



UIN Malang
Trian SM Sample Umbi Bawang 103 (3.764) Cm
1004 291
120,022
=
143.0301
-
1020138 L
b 2610772
182.9828
o

150 200 250

579.1517
1292.0909

5001757
465.1403

!
! 395.1317
362.0913
S

5801548 ]

6421231
<

! 1
756.5268504.4380

300 350 400 700 750 800 850 900

Spektra senyawa Rt 3,764 min ; %area 0,008249

950

|
go72002 3051893953022

! !
10387411 11022289

1000

1050

1100

1: TOF MS ES+
491e3

!
11876216
miz

1150

Spe

ktra senyawa Rt 4,382min ; %area 0,141652

UIN Malang
Trian SM Sample Umbi Bawang 120 (4.382) Cm 1 TOF MS ES+
2910869 9.66¢3
100+
.
395.1347
2610778
1201019
3030866 [FEEET 579.1495
143.0386 7
4 !
! | 500.1739 580.1564
102.0825 EEOZE 4221285 ‘
167.0132 Y o
‘g“m\ l“ SFEOED lsuswm 5811597 ! 868.2145 I )
o N I‘ L JHL.LHIJH | .Jl‘““l l‘l ‘{ e n . N 5551‘1525 . Tf‘3‘23‘§1 ‘,BHEZUEEL “B[IE“\EEB 95??_559 1085.2823 TTIZ‘UJST‘IQ e
e A P e A A e et by
50 100 180 200 250 300 350 400 450 500 550 60O 650 700 750 800 850 900 950 1000 1050 1100 1150

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG



UIN Malang

Trian SM Sample Umbi Bawang 128 {4 679) Cm
1004 2910362

%

2610757 [292.0897

1: TOF MS ES+
8.12e4

139.0395 FRERET
120.1021 3030870 3991347
S| e 2702 > s004772 5791498
1oalll 323.0024 FEMSSZ 1 773.2300 896.2135 ! !
b 5211131 5941591 867.2153
S T PO | l. i Lol 885.1234 & | 8512200%572199 7 9892435 Josaarer VST
R s B L L b L A B L e L L L e ey e e e M L Lt SR ikt M
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900 950 1000 1050 1100 1150
o Fwa
€pekra senyawa Rt 4,679 min ; Y%area 0,877137
UIN Malang
Trian SM Sample Umbi Bawang 161 (5.891) Cm (148:163) 1: TOF MS ES+
— 4191343 21266
=4
R 1201375
2450813 2580843 [t21.1398
4001497 | 4611448 569.1873 837.2516
1020340201019 2030710 |, | | 2610763 8 et < 5o72104 632115 7652044 | = 037314 0292560 yaaay o
2
5 | 00 | 150 = 200 ' 250 = 300 = 30 = 400 = 450 = 400 ' 50 600 . 6A0 . 700 750 . 800 . 850 . 00 . 90 1000 = 1050 1100 = 1150 '

Spektra senyawa Rt 5,891 min ; %area 14,68425

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG



UIN Malang

Trian SM Sample Umbi Bawang 172 (5 g#f Cm N 172) 1 TOF MS ES+
2450811 1.04e5

1004

]

227.0707
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463 1244
1890550
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~591.1700
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184.0515 301.0706 419.1341 N 597 2170 1137.3658
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50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900 950 1000 1050 1100 1150
A
OSpektra senyawa Rt 6,291 min ; %area 1,161828
UIN Malang

Trian SM Sample Umbi Bawang 136 (g#806) CmNg5:186) 1: TOF MS ES+
235.0074, 16166

100+

=4

5972194
419 1342
1910707 2361007 4301657
b98.2232
359 ot 4631251 503.3387
2731127 7 6372122
“ L — \ /ﬁzﬂml Fﬁzm ! o
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v2s0605.1500603 |\ Al il L Ll o ek e £43.2740 8932811 o loetsaed 11984454
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T
500
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550 600 650 700 750 800 850 900 950 1000 1050 1100 1150

Spektra senyawa Rt 6,760 min ; %area 2,81839

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG



UIN Malang
Trian S Sample Umbi Bawang m (193) 1 TOF MS ES+
2151073 3.69e4
1004
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2
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3430818 EETERE
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UIN Malang

Trian SM Sample Umbi Bawang 210 (7.674) Cm (210:211)
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Spektra s@/a Rt 7,674 min ; %area 1,294673
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Spektra senyawa Rt 8,738 min ; %area 5,218695
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Spektra senyawa Rt 9,435 min ; %area 0,08817
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UIN Malang
Trian SM Sample Umbi Bawang 268 (9.801) Cm (267:270) 1: TOF MS ES+
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Opektra senyawa Rt 9,801 min ; %area 1,796609
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UIN Malang

Trian SM Sample Umbi Bawang 275 (10.0; m (2 76)
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Spektra senyawa Rt 10,533 min ; %area 2,058625
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UIN Malang

Trian SM Sample Umbi Bawang 310 (1 9:310) 1: TOF MS ES+
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Spektra senyawa Rt 12,248 min ; %area 0,199644
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UIN Malang
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UIN Malang
Trian SM Sample Umbi Bawang 442 (16.169) Cm (442) 1: TOF MS ES+
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Spektra senya\@ 16,169 min ; %area 0,046703
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UIN Malang
Trian SM Sample Umbi Bawang 447 {16.352) Cm (447) 1: TOF MS ES+
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Spektra senyawa Rt 18,879 min ; %area 0,354673
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L.6.3 Hasil Analisis Dugaan Senyawa Aktif

Rt
(min)

M/Z
terukur

Calculated
M/Z

%Area

Formula
Nama Senyawa
Struktur

Golongan

1.352

103,0997

103,0997

0,054366

CsHi3NO
L-(+)-Valinol

a

NH,

Alkaloid

1.535

290,0791

290,0790

0,687898

C15H1406
D-(+)-Catechin

OH

Flavonoid

2.301

123,0321

123,0320

0,156738

CsHsNO,
Isonicotinic acid

o}

Z° oH

N

4-Pyridinecarboxylic acid

Alkaloid
(piridin)

2.552

267,2495

267,2495

0,047131

C11HgNg
N-(1H-Benzotriazol-1-
ylmethyl)tetrazolo[1,5-

b]pyridazin-6-amine

I/Y N\N
/
N/\N \N/ N
|
=N

H

Alkaloid

3.764

290,075

290,0750

0,008249

C10H14N,0g
N,N'-(1S,2S)-1,2-
Cyclohexanediylbis(im
idodicarbonic acid)

>:o
>:o

I
o]
nninz
]
o
I
o
I

T

Alkaloid

4.382

290,0791

290,0790

0,141652

C15H1406
D-(+)-Catechin

Flavonoid




OH

HO. o O
O OH
OH

OH

4.679 | 290,0804 | 290,0804 0,877137 Ci16H10N4O2 Terpen
3-(2-Pyridyl)-5,6-bis(2-
furyl)-1,2,4-triazine
N
A
7
5.891 | 419,1355 - 14,68425 CaH1gN4Os UNKNOWN
UNKNOWN

6.291 2440736 244,0736 1,161828 C14H1204 Polifenol
Oxyresveratrol (stilbene)
() .

6.760 | 234,0892 | 234,0892 2,81839 C13H1404 Terpen

4-(1,3-Benzodioxol-5-

yl)-4-

hydroxycyclohexanone

0

(0]

(o]

7.057 256,11 256,1099 0,246105 C16H1603 Polifenol
Pterostilbene / (stilbene)

(3,5-dimethoxy-4'-
hydroxystilbene)

OH
/°\

0

/




7.492

258,0892

258,0892

0,753431

Ci5H140,4
Menbutone /
4-(4-Methoxy-1-
naphthyl)-4-
oxobutanoic acid

o

OH

o,

o.

S

Naphtalene

7.674

434,1577

434,1577

1,294673

CyoH2604
3,3'-[Oxybis(2,1-
ethanediyloxy-2,1-
ethanediyloxy)]dibenzo
ic acid

N\

INNANNAN,

Terpen

8.269

256,0736

256,0736

51,52892

C15Hllo4
Isoliquiritigenin /

(2E)-1-(2,4-
Dihydroxyphenyl)-3-
(4-hydroxyphenyl)-2-

propen-1-on

0

HO' OH OH

Flavonoid
(khalkon)

8.738

680,2105

680,2105

5,218695

CasH36014
Furo[3',4":6,7]naphtho[
2,3-d]-1,3-dioxol-
6(5aH)-one, 5,8,8a,9-
tetrahydro-5-(4-
hydroxy-3,5-
dimethoxyphenyl)-9-
[[4.6-O-[(4-
methoxyphenyl)methy!l
ene]hexopyranosyl]oxy

Naphtoquinone




9.001

725,2082

1,771227

C36H36016
UNKNOWN

UNKNOWN

9.435

392,1247

392,1246

0,08817

CaoH12N10
8,8'-[Benzene-1,4-diyl-
di(ethyne-2,1-
diyl)]diadenine

AN A
==t

Alkaloid

9.801

244,0736

244,0736

1,796609

C14H 1204
Oxyresveratrol

4-[(E)-2-(3,5-
Dihydroxyphenyl)vinyl
]-1,3-benzenediol

OH

O \ OH
HO' OH

Polifenol
(stilbene)

10.053

259,0984

0,457752

Ci6H10N4
UNKNOWN

UNKNOWN

10.533

359,0767

2,058625

ClSH1408
UNKNOWN

UNKNOWN

11.333

244,0736

244,0736

9,924906

C14H1204
Oxyresveratrol

4-[(E)-2-(3,5-
Dihydroxyphenyl)vinyl
1-1,3-benzenediol

Polifenol
(stilbene)
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OH

O \ )
HO' OH

12.248

514,4584

0,199644

Ca9Hs9N30,4
UNKNOWN

UNKNOWN

14.855

300,1335

300,1335

0,483956

C14H16N6O;
1-(4,6-
dimethylpyrimidin-2-
yl)-3-(4-methyl-3-
nitrophenyl)guanidine

L0
Ny NJKN)\N/
H H

N
H
0

Guanidine

15.769

514,4584

0,25148

Ca9Hs9N30,4
UNKNOWN

UNKNOWN

16.169

120,1025

0,046703

C5H13NOZ
UNKNOWN

UNKNOWN

16.352

120,1025

0,146883

C5H13NOZ
UNKNOWN

UNKNOWN

17.233

415,1447

0,203259

CasH18N20,
UNKNOWN

UNKNOWN

18.879

101,0299

101,0299

0,354673

C4H;NS
2-Pyrrolidinethione

H

Alkaloid

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG



Lampiran 7 Dokumentasi Penelitian

L.7.1 Preparasi Sampel

Preparasi Sampel

L.7.2 Analisis Kadar Air

Analisis kadar air dengan mouisture analyzer
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L.7.3 Ekstraksi

L.7.3.1 Ekstraksi Maserasi Umbi Bawang Sabrang dengan Pelarut Etanol
96% menggunakan Ultrasonik

Fraksi N-heksan Fraksi Kloroform Fraksi Etil Asetat

Berturut-turut: Fraksi etil asetat,
fraksi kloroform, fraksi air, fraksi
n-heksan

Fraksi Air
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L.7.3.3 Uji Aktivitas Antikanker dengan Metode MTT
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¥

si Sampel dan Uji Sitotoksik metod

Fraksi etil asetat konsentrasi 125; 31,25; 3,90625 ug/mL
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ONVIVIN 40 ALISHIAINN DINVTISI 31VLS NIHVAHGI MITTVIN VNVINVIA 40 ASVVAEElT TVELNEGD

Fraksi air konsentrasi 125; 31,25; 3,90625 pg/mL

Cisplatin konsentrasi 100; 12,5; 1,5625 pg/mL
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Januari 2017, berdasarkan buku Flora of Java. karangan C.A. Backer dan R.C. Bakhuizen
van den Brink jr., volume II1, tahun 1968, halaman 150 nama ilmiahnya adalah

Genus . Eleutherina

Species o Eleutherina palmifolia (L.) Merr.
Adapun menurut buku An Integrated System of Classification of Flowering plants, karangan
Arthur Cronquist tahun 1981, halaman XVIII, klasifikasinya adalah

sebagai berikut

Divisio 1 Magnoliophyta
Class : Liliopsida
Subclass o Liliidae

Ordo o Liliales

Family 1 Iridaceae

Demikian surat keterangan ini dibuat untuk dapat dipergunakan sebagaimana mestinya.

Purwodadi, 19 Januari 2017
An. Kepala
K/eﬂa.éa_\kéi Eksplorasi dan Koleksi Tumbuhan
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DEPARTEMEN PARASITOLOGI

FAKULTAS KEDOKTERAN UNIVERSITAS GADJAH MADA
Gedung Prof. Drs. R. Radiopoetro Lt IV Sayap Timur, Sekip, Yogyakarta 55281,
Telp. (0274) 546215. Fax. 546215. E-mail : parasitfkugm@yahoo.com

Nomor : UGM/KU/Prst/ 200 /M/05/07 17 April 2017
Hal . Ijin Penelitian.

Kepada Yth. : TRIAN SIDHA MINGGARWATI
Jurusan Farmasi
Fakultas Kedokteran dan Ilmu-Ilmu Kesehatan
Universitas Islam Negeri Maulana Malik Ibrahim Malang

Dengan hormat,
Menanggapi surat saudara tertanggal 4 Maret 2017 tentang ijin untuk melakukan
penelitian di Laboratorium Parasitologi yang berjudul:

“Ull AKTIVITAS ANTI KANKER DAN IDENTIFIKAST SENYAWA AKTIF
DARI FRAKSI UMBI BAWANG SABRANG (Lleutherine americana (L.) Merr.)
TERHADAP SEL KANKER SERVIKS Hela)”

Kami dapat mengijinkan penelitian tersebut dilakukan di Departemen Parasitologi
FK. UGM., dengan catatan :
1. Mentaati peraturan yang berlaku di FK. UGM. dan Departemen Parasitologi
FK. UGM.
2. Sebagai supervisor dalam pelaksanaan penelitian ini adalah Prof dr.
Supargiyono, DTM&H., SU., PhD., SpParK., dengan Teknisi: Suprihatin.
3. Menulis semua kegiatan dan hasil penelitian yang dilakukan di laboratorium
dalam buku Log Penelitian; buku Log ditinggal di Laboratorium.
4. Menerapkan prinsip Good Clinical Laboratory Practice pada saat bekerja
di laboratorium.
5. Setelah selesai melaporkan hasilnya kepada Kepala Departemen.

Atas perhatian dalam hal ini kami ucapkan terima kasih.

—Kepala,
0, 1~

p dr. T‘n'Baskoro T. Satoto, MSc., PhD.
NIP. 19580412 198601 1 001.

Tembusan Yth. : 1. Prof. dr. Supargiyono, DTM&H., SU., PhD., SpParK.
2. Suprihatin
3. Arsip
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