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LAMPIRAN 1  

DETERMINASI TANAMAN UJI 

 

Gambar IV.1 Hasil determinasi tanaman uji 
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LAMPIRAN 2  

PROSES EKSTRAKSI BIJI ALPUKAT 

 

Gambar IV.2 Bagan pembuatan ektraksi biji alpukat (Persea americana Mill.) 

 

 

 

- ditambah etanol sampai terendam 
- dimaserasi 1x24 jam 

- disaring 

- ditambah etanol sampai terendam 
- dimaserasi 1x24 jam 

- disaring 

- ditambah etanol sampai terendam 
- dimaserasi 1x24 jam 

- disaring 

- dipekatkan menggunakan dengan 

rotary evaporator 

Ekstrak Kental 

Filtrat/Ekstrak encer Residu 

Filtrat/Ekstrak encer Residu 

Filtrat/Ekstrak encer Residu 

Sebanyak 350 gram Biji Alpukat  
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- Di dalam mortir ditambah air 
- diaduk sampai larut 

- disaring 

- ECC dengan n-heksan 
- dikocok beberapa kali 

- diamkan memisah dalam corong pisah 

- dilakukan 3 kali pemisahan 

- ECC dengan etil asetat 
- dikocok beberapa kali 

- diamkan memisah pada corong pisah 

- dilakukan 3 kali pemisahan 

- dikeringkan 

freeze dry - dipekatkatkan dengan 

rotary evaporator 

Serbuk kering Fraksi kental 

Fraksi air Fraksi Etil asetat 

Faraksi Air Fraksi n-Heksan 

Endapan Filtrat 

Ekstrak kental biji alpukat pekat 

 

LAMPIRAN 3  

PROSES FRAKSINASI 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar IV.3 Bagan fraksinasi biji alpukat (Persea americana Mill.) 



92 
 

 

LAMPIRAN 4  

DOKUMENTASI PENAPISAN FITOKIMIA 

Larutan A: Jingga 

Laruttan B: 

Larutan Putih Kekuningan 
Endapan Merah 

Bata 

Alkaloid Flavonoid 

Gambar IV.4 Penapisan simplisia biji alpukat (Percea americana Mill.) 

 

 

 

 

 

Terbentuk Busa Stabil 

 

Warna Ungu Kehitaman 

 

 

Warna Kehijauan 

Saponin Fenol Tanin 

 

 

 

 

 

 

Endapan Merah Bata 

 

  

 

 

 

 

 

Warna Hijau pada Residu 

Tanin Katekat Kuinon Steroid/Triterpenoid 

Warna Merah  



93 
 

 

 

LAMPIRAN 5  

PREPARASI MEDIA, KONTROL POSITIF, SAMPEL, DAN REAGENT 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar IV.5 Preparasi media, kontrol positif, sampel, dan reagent 

 

 

 

  

Disiaplan media kultur yang berisi RPMI, FBS 10% dan 50µL/50mL 

Penicilin Steptromicyn 

Dilarutkan sampel 8 konsentrasi dari 7, 81 ppm; 15,63 ppm; 31,25 ppm; 62,5 

ppm; 125,00 ppm; 250,00 ppm; 500,00 ppm; 1000 ppm 

Disiaplan lontrol positif doxcorubicin  

Disiapkan reagent PrestoBlue 
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LAMPIRAN 6  

PREPARASI SEL 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar IV.6 Preparasi sel 

Sel A549 dari 80°C 

- Dimasukkan kedalam vial  

- Dipindahkan kedalam 2 microplate 

- Ditambahkan media ke masing-masing tube 50µl 

- Disentrifugasi dengan kecepatan 2000 rpm selama 5 menit  

Supernatan  Pelet 

Sel A549 Konfluen >70% 

Lapisan sel Terdispersi 

Supernatan  Pelet 

Suspense Sel  

- Di seeding ke dalam dish 10 cm dengan 

total 10 ml yang sudah dilengkapi medium  

- Dilihat kepadatan sel menggunakan 

mikroskop   

- Dipindahkan sel kedalam tube yang berisi 

media  

- Disentrifugasi dengan kecepatan 3000 rpm 

selama 5 menit   
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LAMPIRAN 7  

SEEDING SEL KE DALAM WELL PLATE 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar IV.7 Seeding sel kedalam 96 well plate 

 

 

 

 

 

 

10 µL Suspense Sel A549 

 Suspense Sel + Media  

Jumlah Kepadatan Sel/ Well 

Sel siap diberi perlakuan  

- Ditambahkan 10 µl trypan blue  

- Dihomogenkan 

- Dimasukkan sebanyak 10 µl kedalam salah satu 

bilik/chamber  

- Dihitung dengan hemositometer  

- Di seeding/kultur sel kedalam 96 well plate 

- Diinkubasi selama 24 jam (sampai konfluen) 

pada suhu 37°C dan 5% gas CO2   
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- Dikeluarkan dari inkubator dan diberi label yang sesuai  

-  Dibuang media dari setiap well plate  

- Ditambahkan 100 µL masing-masing sampel, kontrol 

positif dan kontrol negatif  

- Diinkubasi kembali selama 48 jam  

- Diukur absorbansi pada panjang gelombang 570 nm dan 

600 nm menggunakan multimode reader   

- Dibuang media setiap well plate  

- Ditambahkan media dan prestoblue ke setiap well plate 

- Diinkubasi selama 1-2 jam   

LAMPIRAN 8  

PERLAKUAN SEL DENGAN SAMPEL/KONTROL POSITIF/KONTROL 

NEGATIF DAN PEMBERIAN REAGENT 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar IV.8 Perlakuan sel dengan sampel/kontrol positif/kontrol negatif dan 

pemberian reagent 

 

  

96 Well Plate yang tekah diisi sel  

Sel siap diberi reagent  

Terjadi perubahan warna pada well plate  

Analisis data  
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LAMPIRAN 9  

PERHITUNGAN VARIASI KONSENTRASI SAMPEL DAN FRAKSI  

Tabel V.7  
Perhitungan Variasi Konsentrasi Dan Sampel Fraksi 

FRAKSI N-HEKSAN  FRAKSI ETIKL ASETAT  

Stol awal 7,5 mg = 7500 ppm Stok awal 4,4 mg = 4.400 ppm 

1. 1000 ppm  

V1 x M1 = V2 x M2 

V1 = 
1000 𝑥 1000  

7500
= 133, 33  µl 

 

1. 1000 ppm  

V1 x M1 = V2 x M2 

V1 = 
1000 𝑥 1000 

4400
= 227, 27  µl 

 

2. 500 ppm  

V1 = 
1000 𝑥 500   

7500
66, 67   µl 

 

2. 500 ppm  

V1 = 
1000 𝑥 500   

4400
= 113, 64 µl 

 

3. 250 ppm  

V1 = 
1000 𝑥 250   

7500
= 33,33  µl 

 

3. 250 ppm  

V1 = 
1000 𝑥 250   

4400
= 56, 82  µl 

 

4. 125 ppm  

V1 = 
1000 𝑥 125   

7500
= 16,67  µl 

4. 125 ppm  

V1 = 
1000 𝑥 125   

4400
= 28,40  µl 
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LAMPIRAN 9 

(LANJUTAN) 

 

Tabel V .7  

(Lanjutan) 

 

5. 62,5 ppm  

V1 = 
1000 𝑥 62,5  

7500
= 8,33  µl 

 

5. 62,5 ppm  

V1 = 
1000 𝑥 62,5  

4400
= 14, 20  µl 

 

6 31,25 ppm  

V1 = 
1000 𝑥31,25   

7500
= 4,17  µl 

 

6. 31,25 ppm  

V1 = 
1000 𝑥31,25   

4400
= 7,10  µl 

 

7. 15,63 ppm  

V1 = 
1000 𝑥 15,63  

7500
= 2,08  µl 

 

7. 15,63 ppm  

V1 = 
1000 𝑥 15,63  

4400
= 13,55  µl 

 

8. 7,81 ppm  

V1 = 
1000 𝑥 7,81   

7500
= 1, 04  µl 

 

8.  7,81 ppm  

V1 = 
1000 𝑥 7,81   

4400
= 1,78  µl 
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LAMPIRAN 10  

PERHITUNGAN % SEL HIDUP  

 

Konsentrasi Doxorubisin  = 1 mg/1mL 

      = 
𝑔 

𝑀𝑟
 𝑥 

1000 

1
 = 

0,0010 

543,52
 𝑥 

1000 

1
 

             M    = 0,0018398 

           PM  = 1.8398 µM 

20 µM doxorubicin    

M1xV1 = M2 x V2 

1839 V1= 20 x 1000 

V1 = 11 + 989  

V1 = 20 µM 

Konsentrasi Doxorubisin  = 3, 26  

M1xV1 = M2 x V2 

20 µM x V1 = 3,26 µM x 1000 

V1 = 163 µM 

 

 

%Sel Hidup = 

𝑠𝑒𝑙𝑖𝑠𝑖ℎ 𝐴𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏𝑎𝑛𝑠𝑖 − 𝑅𝑎𝑡𝑎 − 𝑅𝑎𝑡𝑎 𝐴𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏𝑎𝑛𝑠𝑖 𝐾𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙 𝑀𝑒𝑑𝑖𝑎 

𝑅𝑎𝑡𝑎 − 𝑅𝑎𝑡𝑎 𝐾𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙 𝑃𝑒𝑙𝑎𝑟𝑢𝑡 − 𝑅𝑎𝑡𝑎 − 𝑅𝑎𝑡𝑎 𝐴𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏𝑎𝑛𝑠𝑖 𝐾𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙 𝑀𝑒𝑑𝑖𝑎 
 𝑥 100% 

 

Tabel V.8  
Perhitungan % Sel Hidup Fraksi n-Heksan  

 

FRAKSI N-HEKSAN  

Rata – Rata Abs Kontrol Media = 

 
−0,1163+(−0,1185)

2 
= −0,1174  

 

Rata – Rata Abs Kontrol Pelarut  = 

 
 0,4452+0,4421

2 
= 0,44365 

 

Rata-Rata % Sel Hidup Fraksi N-Heksan 

 

Konsentrasi = 7,81 ppm  

1). 
0,4457−(−0,1174)

0,44365+ 0,1174
 𝑥 100 % = 100,37 %  

2). 
0,4544−(−0,1174)

0,44365+ 0,1174
 𝑥 100 % = 101,92 %  

Rata –rata = 
100,37+101,92

2 
= 101,14% 

Konsentrasi = 125,00 ppm 

1). 
−0,1031−(−0,1174)

0,44365+ 0,1174
 𝑥 100 % = 2,55 %  

2). 
0,0996−(−0,1174)

0,44365+ 0,1174
 𝑥 100 % = 3,17 %  

Rata –rata = 
101,43+101,22

2 
= 101,33% 

Konsentrasi = 15,63 ppm 

1.). 
0,4410−(−0,1174)

0,44365+ 0,1174
 𝑥 100 % = 99,53 %  

2). 
0,4456−(−0,1174)

0,44365+ 0,1174
 𝑥 100 = 100,35 %  

Rata –rata = 
99,53+100,35

2 
= 99,94% 

Konsentrasi = 250,00 ppm 

1). 
−0,1128−(−0,1174)

0,44365+ 0,1174
 𝑥 100 % = 0,82%  

2). 
−0,1082−(−0,1174)

0,44365+ 0,1174
 𝑥 100 % = 1,64 %  

Rata –rata = 
0,82+1,64

2 
= 101,33% 
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Tabel V .8  

(Lanjutan) 

 
Konsentrasi = 31,25 ppm 

1). 
0,4517−(−0,1174)

0,44365+ 0,1174
 𝑥 100 = 101,43  %  

2). 
0,4505−(−0,1174)

0,44365+ 0,1174
 𝑥 100 % = 101,22 %  

Rata –rata = 
101,43+101,22

2 
= 101,33% 

Konsentrasi = 500,00 ppm 

1). 
0−0,1093−(−0,1174)

0,44365+ 0,1174
 𝑥 100 % = 1,44 %  

2). 
−0,1109−(−0,1174)

0,44365+ 0,1174
 𝑥 100 % = 1,16 %  

Rata –rata = 
1,44+1,16

2 
1,30% 

Konsentrasi = 62,50ppm 

1). 
0,4350−(−0,1174)

0,44365+ 0,1174
 𝑥 100 % = 98,46 %  

2). 
0,4280−(−0,1174)

0,44365+ 0,1174
 𝑥 100 % = 97,21 %  

Rata –rata = 
98,46+97,21

2 
97,83% 

Konsentrasi = 1000,00 ppm 

1). 
−0,1127−(−0,1174)

0,44365+ 0,1174
 𝑥 100 % = 0,84 %  

2). 
−0,1082−(−0,1174)

0,44365+ 0,1174
 𝑥 100 % = 1,64 %  

Rata –rata = 
0,84+1,64

2 
= 1,24% 

 

Tabel V.9  
Perhitungan % Sel Hidup Fraksi Etil Asetat 

FRAKSI ETIL ASETAT  

Rata – Rata Abs Kontrol Media =  
−0,1216±0,1187)

2 
=

 −0,12015  
 

Rata – Rata Abs Kontrol Pelarut  =  
 0,4553+0,4516

2 
=

0,45345 
 

Rata-Rata % Sel Hidup Fraksi Etil Asetat 

 

Konsentrasi = 7,81 ppm  

1). 
0,4479−(−0,12015)

0,45345+ 0,12015
 𝑥 100 % = 99,03 %  

2).  
0,4548−(−0,12015)

0,45345+ 0,12015
 𝑥 100 % = 100,24 % 

Rata –rata = 
99,03+100,24

2 
= 99,63 % 

Konsentrasi = 125,00 ppm 

1). 
0,4459−(−0,12015)

0,45345+ 0,12015
 𝑥 100 % = 98,68 % 

2). 
0,4330−(−0,12015)

0,45345+ 0,12015
 𝑥 100 % = 96,43 %  

Rata –rata = 
98,68+96,43

2 
= 97,56 % 

Konsentrasi = 15,63 ppm 

1.). 
0,4516−(−0,12015)

0,45345+ 0,12015
 𝑥 100 % = 99,68%  

2). 
0,4653−(−0,12015)

0,45345+ 0,12015
 𝑥 100 %102,07 %  

Rata –rata = 
99,68+102,07

2 
= 100,87 % 

Konsentrasi = 250,00 ppm 

1). 
0,3276−(−0,12015)

0,45345+ 0,12015
 𝑥 100 % = 78,08 %  

2). 
0,4311−(−0,12015)

0,45345+ 0,12015
 𝑥 100 % = 96,10 % 

Rata –rata = 
78,08+96,10

2 
= 87,08% 

Konsentrasi = 31,25 ppm 

1). 
0,4438−(−0,12015)

0,45345+ 0,12015
 𝑥 100 % = 98,32 %  

2). 
0,4565−(−0,12015)

0,45345+ 0,12015
 𝑥 100 % = 100,53%  

Rata –rata = 
98,32+100,53

2 
= 99,42% 

Konsentrasi = 500,00 ppm 

1). 
−0,0966−(−0,12015)

0,45345+ 0,12015
 𝑥 100 % = 4,11 %  

2). 
−0,1005−(−0,12015)

0,45345+ 0,12015
 𝑥 100 % = 3,43 %  

Rata –rata = 
4,11+3,43

2 
= 3,77 % 

Konsentrasi = 62,50ppm 

1). 
0,4479−(−0,12015)

0,45345+ 0,12015
 𝑥 100 % = 100,37 % 

2). 
0,4479−(−0,12015)

0,45345+ 0,12015
 𝑥 100 % = 100,37 %  

Rata –rata = 
98,46+97,21

2 
97,83% 

Konsentrasi = 1000,00 ppm 

1). 
0−0,0953−(−0,12015)

0,45345+ 0,12015
 𝑥 100 % = 4,33 % 

2). 
−0,0960−(−0,12015)

0,45345+ 0,12015
 𝑥 100 % = 4,21%  

Rata –rata = 
4,33+4,21

2 
= 4,27% 
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DENAH MICROPLATE 96 WELLS 

 

Gambar IV.9 Denah microplate 96 Wells 

 

Tabel V.10  
Keterangan Denah Microplate 96 Wells 

 

 Media  Fraksi N-Heksan 

 Media + sel  Fraksi Etil Asetat 

 Kontrol + (Doxorubicin)  Ekstrak Etanol 

 Kontrol – (Pelarut)  Fraksi Air 
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LAMPIRAN 12  

HASIL PENGUJIAN 

Tabel V.11  
Absorbansi Sampel Fraksi n-Heksan terhadap sel Paru A549 

 

 

 

 

Gambar V.3 Well plate 96 fraksi n-heksan terhadap sel paru A549 
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Gambar V.4 Morfologi sel A549 terhadap fraksi n- heksan 
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Tabel V.12  
Absorbansi Sampel Fraksi Etil Asetat terhadap sel Paru A549 

 

 

  

 

Gambar V.5 Well Plate 96 fraksi etil asetat terhadap Sel A 549 
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Gambar V.6 Morfologi sel A 549 terhadap fraksi etil asetat 
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LAMPIRAN 13  

PROSEDUR PENGGUNAAN APLIKASI GRAPHAD PRISM 

 

Pada saat membuka aplikasi graphpad prism maka tampilan 

awalnya seperti ini, selanjutnya pilih menu “XY” 

 

 

Setelah memilih menu “XY” kemudian pilih “Dose-response  X is log(dose)” pada 

menu “Pharmacology” 
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Setelah itu tampilan akan seperti gambar diatas. Pada bagian X dimasukkan data 

log konsentrasi dan pada bagian Y dimasukkan data rata-rata % sel hidup 

 

 

 

Selanjutnya pada menu analysis pilih grafik kedua yang sudah diberi tanda 
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Setelah memilih menu kurva tadi, klik “Dose-response – Inhibition” lalu klik 

“log(inhibitor) vs. response – Variable slope (four parameters)” setelah itu klik 

“Ok” 
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Kemudian untuk hasilnya akan muncul seperti gambar diatas. Selanjutnya pada 

bagian “Graphs” klik “XY: Log-dose vs. response 

 
 

Maka akan muncul hasil grafik dari data sebelumnya 
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Selanjutnya, pada menu “Draw” pilih ikon yang berbentuk persegi, setelah itu 

akan muncul beberapa pilihan. Pada kelompok lines pilih garis lurus seperti yang 

sudah diberi tanda 
 

Kemudian dapat ditarik garisnya dan diatur ketebalan dan kerapatan garisnya. 

Kemudian diberi keterangan pada grafiknya
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Setelah selesai maka hasil grafiknya dapat disimpan dengan mengklik ikon 

simpan 
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