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LAMPIRAN 1

TANAMAN UJI DAUN TEH (C.sinensis L. Kunzte)

Gambar V. 3 Tanaman teh ( C.sinensis L Kunzte)
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LAMPIRAN 2

HASIL DETERMINASI TANAMAN

INSTITUT TEKNOLOGI BANDUNG
SEKOLAH ILMU DAN TEKNOLOGI HAYATI

Jalan Ganesa 10 132, Telp.: (022 0 0258, Fax.: (022) 253 4107
@itb.ac. id http: LSith. ith.ac. id
Nomor : 10681T1.C11.2/TA.0072023 21 Februari 2023
Hal © Determinasi tumbuhan
Kepada Yth.
Wakil Dekan [
Fakultas M; ika dan limu Peng Alam

Universitas Garut
Julan Jati No. 42 B, Tarogong Kaler
Garut

Memperhatikan surat permintaan Saudara dalam surat No. 223/F.MIPA-UNIGA/II/2023 tanggal 20
Februari 2023 mengenai determinasi tumbuhan, dengan ini kami sampaikan bahwa setelah dilakukan
determinasi oleh staf kami, sampel tumbuhan yang dikirim oleh Sdr. Ida Rahma Ningrum (NPM:
2404119121), Reska Permata A. (NPM: 2404119198), Sri Mulyanah (NPM: 2404119149), dan Tian Fitria
Samrotul A. (NPM: 2404119204), yaitu:

No Nama sampel Hasil determinasi Famili
1 Teh kejek Camellia sinensis (L.) Kuntze Theuaceae
Referensi:
1. Banerjee, B. (1992). Botanical classification of tea. In: Willson, K.C., Clifford, M.N. (eds) Tea (pp

25-51). Springer, Dordrecht. DOL: 10.1007/978-94-011-2326-6_2.
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Gambar V. 4 Hasil determinasi teh kejek di STIH ITB
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RAN 3

PROSES EKSTRAKSI DAUN TEH KEJEK ( C. sinensis L Kunzte )

500 gram serbuk simplisia

- Ditambah etanol 96%
- dimaserasi dan disaring

l

!

A

Residu

Residu Ekstrak cair
-Ditambah etanol 96 %
-Dimaserasi 1x24 jam
-Disaring
\ 4
Ekstrak cair
~Drtambah etanol 96 %

- Dimaserasi 1x24 jam

- Disaring

Residu

\ 4

Ekstrak cair

A

Y

Ekstrak ca

ir gabungan

-Dipekatkan dengan rotary evaporator
pada suhu 50°C dan dilanjut pada
waterbath dengan suhu yang sama

Ekstrak ke

ntal

Gambar V. 5 Bagan pembuatan ekstrak etanol daun teh kejek



LAMPIRAN 4
PROSES FRAKSINASI

Ekstrak pekat sebanyak 50

- Kedalam mortir ditambah air
panas
- Diaduk sampai larut
- Disaring
A 4
\ 4 A\ 4
Filtrat Endapan
- ECC dengan n-heksan, dikocok berulang kali
- Dibiarkan memisah dalam corong pisah
- Dilakukan 3 kali pemisahan
A 4
\ 4 \4
Fraksi n-heksan Fraksi air
- ECC dengan etil asetat, dikocok berulang
kali
- Dibiarkan memisah dalam corong pisah
- Dilakukan 3 kali pemisahan
v v
Fraksi etil asetat Fraksi air

A

y

- Dipekatkan

Fraksi kental

- Dikeringkan menggunakan
freezedry

v

Serbuk kering

Gambar V. 6 Bagan fraksinasi ekstrak etanol daun teh kejek
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LAMPIRAN 5
PROSES PREPARASI MEDIA, KONTROL POSITIF,

REAGEN DAN SAMPEL

Disiapkan media kultur cair RPMI yang berisi
FBS 10% dan 50 pL/50 ml penisilin
streptomycin

Disiapkan cisplastin yang digunakan sebagai
kontrol positif

Dilarutkan sampel dengan pelarut DMSO 2%
dengan konsentrasi akhhir 2000 ppm.

Disiapkan reagent Prestoblue™ Cell Viability
Reagent

Gambar V. 7 Proses preparasi media,kontrol, sampel dan reagen
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LAMPIRAN 6

PROSES PREPARASI DAN SEEDING SEL

Diambil sel dalam suhu —80°C, dipindahkan
ke microtube sentrifugasi,peletdi seeding
dalam dish yang diisi medium complete

v

Disiapkan sel yang sudah konfluen min.70%,
kemudian dilakukan preparasi sel

- Dibuang media,bilas dengan PBS
2x sebanyak 1 ml

-+ 1mllarutan Trypsin-EDTA lalu
diinkubasi selama 5 menit

- Dipindahkan ke dalam tube berisi
media, disentrifugasi selama 5
menit kecepatan 3000 ppm

- Supernatan dibuang, pelet
dilarutkan kembali dengan media

Seeding sel ke dalam 96- well plate

- Disiapkan 10 pL trypan blue + 10
uL suspensi sel,lalu homogenkan

- Dibersihkan hemacytometer ,
dimasukkan 10 pL larutan sel-
trypan blue ke salah satu sisi
bilik/chamber

- Dilihat pada mikroskop dan
dihitung jumlah sel, kepadatan
akhir sel 17.000 sel/well

- Seeding sel kedalam well plate

- Diinkubasi selama 24 jam pada
suhu 37°C dan 5% gas CO»

Sel siap diberi perlakuan

Gambar V. 8 Proses seeding sel
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LAMPIRAN 7

PROSES PENGUJIAN SITOTOKSIK DENGAN PRESTOBLUE

Perlakuan sel dengan sampel/kontrol
positif/kontrol neaatif

- Disiapkan microtube, diberi
label,diencerkan stock sampel menjadi
5 varian (62,5 ppm;31,25 ppm;15,63
ppm;7,81 ppm)

,kontrol media,kontrol pelarut (DMSO)
dan kontrol positif (cisplastin)

- Dikeluarkan 96 well plate yang telah
berisi sel dari inkubator. Diberi label
pada plate. Lalu dibuang media dari
setiap well

- Dipindahkan 100 uL masing-masing
dari microtube ke dalam masing-
masing well yang sesuai pada 96 well
plate yang telah berisi sel.

- Diinkubasi kembali selama 48 jam

Pemberian Reagen Prestoblue

- Dikeluarkan 96 wellplate dari
inkubator,dibuang media dari tiap well

- Disiapkan media dan prestoblue dengan
perbandingan 9 :1

- Dimasukkan 100 pL campuran larutan
tersebut kedalam tiap well microplate

- Diinkubasi selama 1-2 jam sampai
terlihat perubahan warna

Pengukuran absorban dilakukan pada panjang
gelonbang 570 nm dan 600 nm

v

Analisis data

Gambar V. 9 Proses pengujian sitotoksik dengan prestoblue



LAMPIRAN 8

DENAH MICROPLATE 96 WELL

(]

-3
$2 cossssss

4 ]

ﬂ

nmoomo>

&@042883388&
Keterangan :
Media Fraksi N-Heksan
Media + sel Frkasi Etil Asetat

Kontrol + (Cisplatin) Fraksi Air

Kontrol — (Pelarut) Ekstrak Etanol

Gambar V. 10 Gambar layout plate
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LAMPIRAN 9

DOKUMENTASI PENAPISAN FITOKIMIA

e EKSTRAK ETANOL

Flavonoid Saponin

i 2%

e
|

Steroid Tanin Kuinon

Gambar V. 11 Hasil penapisan fitokimia ekstrak etanol

e Fraksi Air

O
o B

L)

Flavonoid Saponin

e 2

Tanin Kuinon

Gambar V. 12 Hasil penapisan fitokimia fraksi air
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LAMPIRAN 10

HASIL PENGUJIAN PRESTOBLUE

Media Media | Cisplatin | Pelarut Konsentrasi Sampel (uL/ml)
+ sel 6250 | 125 | 250 | 500 [ 1000

Gambar V. 13 Hasil pengujian well plate prestoblue fraksi air terhadap sel
kanker payudara MCF-7

Media + Sel DMSO 2% C'Splalln
;wl- TN 3 e N o)
ey
=¥
{,

Sampel 1000 pg/mL Sampel 500 pg/mL

Sampel 62,50 uglmL Sampel 125 pg/mL

Gambar V. 15 Hasil pengujian well plate prestoblue ekstrak etanol terhadap sel
kanker payudara MCF-7
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LAMPIRAN 10
(LANJUTAN)

Media + Sel

DMSO 2% Cisplatin

Sampel 1000 pg/mL

o

Gambar V. 16 Hasil morfologi sel MCF-7 terhadap ekstrak etanol



LAMPIRAN 11

HASIL DATA TABEL DAN GRAFIK

Tabel V. 8
Absorbansi Hasil Ekstrak Etanol terhadap Sel MCF-7

75

X X Cisplatin DMSO Konsentrasi Sampel (pg/mL)
Media Media+Sel 53 um 2 00%
H /00% | 6250 | 125,00 | 250,00 | 500,00 | 1000,00
Absorbansi 0,4874 0,8122 0,5969 0,7904 0,8031 0,7712 0,7148 0,6612 0,6425
570nm 0,4863 0,8089 0,5851 0,7907 0,8120 0,7696 07116 0,6728 0,6435
Absorbansi 0,6198 0,2377 05336 0,2690 0,2202 0,3086 0,4885 05161 0,5863
600nm 0,6201 0,2375 0,5321 02918 0,2264 0,3036 04739 0,5139 0,5950
Selisih -0,1324 0,5745 0,0633 0,5214 0,5829 0,4626 0,2263 0,1451 0,0562
Absorbansi | 1338 0,5714 0,0530 0,4989 0,5856 0,4660 0,2377 0,1589 0,0485
110,00 30,53 101,75 111,31 92,61 55,87 4325 29,43
% Sel hidup
109,52 28,93 98,25 111,73 93,14 57,64 45,39 28,23
Rata-rata % 109,76 29,73 100,00 111,52 92,87 56,76 44,32 28,83
sel hidup
150 R2=0.9914
o
© 3 100
=]
cT
ol
¥ 9 IC5p = 193.3 pg/mL
X< 50 wo -3 ug/m
P T
0_ H

1

2

3

log[Etanol], ug/mL

Gambar V. 17 Grafik hubungan log konsentrasi dengan rata-rata % sel hidup

ekstrak etanol terhadap sel MCF-7



LAMPIRAN 11
(LANJUTAN)

Tabel V.9

Absorbansi Hasil Fraksi Air terhadap Sel MCF-7

76

) ) Cisplatin DMSO Konsentrasi Sampel (pg/mL)
Media Media+Sel 53 2 00%
[Fl) U O 62,50 125,00 250,00 500,00 1000,00
Absorbansi 0,4802 0,8147 0,6073 0,8134 1,0014 0,7895 0,7616 0,7090 0,6366
570nm 0,4825 0,8062 0,6294 0,8089 0,8066 0,8112 0,7512 0,6851 0,6360
Absorbansi 0,6067 0,2363 0,5390 0,3061 0,2118 0,2636 0,4504 0,5241 0,5374
600nm 0,6163 0,2312 0,5446 0,2822 0,2356 0,2551 0,4312 0,4880 0,5122
selisih -0,1265 0,5784 0,0683 0,5073 0,7896 0,5259 0,3112 0,1849 0,0992
Absorbansi -0,1338 0,5750 0,0848 0,5267 0,5710 0,5561 0,3200 0,1971 0,1238
109,49 30,67 98,50 142,12 101,38 68,20 48,68 35,44
% Sel hidup
108,96 33,21 101,50 108,34 106,04 69,56 50,57 39,24
Rata-rata % 109,23 31,94 100,00 125,23 103,71 68,88 49,63 37,34
sel hidup
1507 R?=0.9609
.
o o e &
@ 3 100+
© .g
I
£3
S0
2 50 .0 IC50 = 225.9 pg/mL
i e
0-
0 1 2 3 4

log[Fraksi Air], pg/imL

Gambar V. 18 Grafik hubungan log konsentrasi dengan rata-rata % sel hidup

fraksi air terhadap sel MCF-7
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LAMPIRAN 12

PERHITUNGAN VARIASI KONSENTRASI EKSTRAK ETANOL DAN

FRAKSI AIR

|Rumus Pengenceran : M1 x V1 =M2 x V2

» Fraksi Air > Ekstrak Etanol
e Stok Awal =5,1 mg x 20 e Stok Awal = 13,6 mg—>13600
pg/mL DMSO =102 DMSO + ppm
898 medium->5100 ppm
1. 1000 ppm
1. 1000 ppm
13600 x V1 = 1000 x 500
5100 x V1 = 1000 x 500 — 108889500 _
V1= 1000 x 500 _ 98 ul 1 13600 36,7 ul
T~ 5100 °H 2.500 ppm
2. 500 ppm 1.000 x V1 = 1000 x 500
1.000 x V1 =500 x 500 — 1088k 500 _
V1 = 1000 x 500 _ 250 ul Vi 1000 250 pl
=000 H 3. 250 ppm
3. 250 ppm 500 x V1 =500 x 250
500 x V1 =500 x 250 — 1008k9250 _
V1= 1000 x 250 _ 250 ul Vi 500 250 pl
" 500 VK 4.125 ppm
4. 125 ppm 250 x V1 =500 x 125
250 x V1 =500 x 125 iz
V1 = 1000 x 125 _ 250 ul Vi 250 250 pl
=T 20 H 5. 62,5 ppm
5. 62,5 ppm 125 x V1 =500 x 62,5
125 x V1 =500 x 62,5 — 1000x625 _
V1= 1000 x 62,5 _ 250 ul Vi 125 250 pl
=T 1250 2 6. 31,25 ppm
6. 31,25 ppm 62,5 x V1 =500 x 31,25
62,5 x V1 =500 x 31,25 = 1000x31,25 _
V1= 1000 x 31,25 _ 250 ul vi 62,5 250 pl
- 62,5 - K 7.15,63 ppm
7. 15,63 ppm 31,25 x V1 = 500x 15,625
31,25 x V1 =500 x 15,625 — 1000x1563 _
V1 = 1000 x 15,63 _ 250 ul vi 31,25 250 ‘Lll
= a1 20K 8.7,81 ppm
8. 7,81 ppm 15,63 x V1 =500 x 7,81
15,63 x V1 =500 x 7,81 V1 =12092781 _ 550 ul

_ 1000 x 7,81
15,63

V1 = 250 pl

15,63



