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LAMPIRAN 1

TUMBUHAN UJI

Gambar V. 12 Biji alpukat dan simplisia kering biji alpukat (P. americana Mill.)
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LAMPIRAN 2

HASIL DETERMINASI TANAMAN

INSTITUT TEKNOLOGI BANDUNG
SEKOLAH ILMU DAN TEKNOLOGI HAYATI

Jalan Ganesa 10 Bandung Kode Pos 40132, Telp.: +6222 2511575, 2500258, Fax.: +6222 2534107,

e-mail: sth@itb ac.id mg: www.sith. ith.ac_id

Nomor : IS86/1T1.C11.2TA.00:2024 03 April 2024
Hal ¢ Determinasi tumbuhan

Kepada Yth

Wakil Dekan 1

Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam

Universitas Garut

Jalan Jati No. 42B, Tarogong Kaler

Garut

M hatikan surat permi Saudara dalam surat No. 234/F. MIPA-UNIGA/III'2024 tanggal 22

\‘lam 2024 mengenai dctcmums: tumbuhan, dengan ini kami sampaikan bahwa sctelah dilakukan
determinasi olch staf kami. sampel tumbuhan yang dikirim oleh Sdr. Dilfa Alifah Dallis (NPM:
24041120080), Andini Rosdiani (NPM: 24041120074), Dewa Al Hasyemi (NPM: 24041120007), dan
Salsabila Fathur Rahman (NPM: 24041 120099), yaitu:

No Nama sampel Hasil determinasi Famili
1 Alpukat Persea americana Mill. Lauraccae
Referensi:
1. Backer C. A., & Bakhwizen van den Brink, R. C. (1963). Flora of Java. Vol I. N.V_P. Noordhoff.
The Netherlands.

2. Blancke, R. (2016). Tropical fruits and other edible plants of the world: An illustrated guide.
Comell University Press.

Demikian yang kami sampaikan. Atas perhatian dan-kerjasama yang diberikan, kami ucapkan terima
kasih. WNOL Uc,

~Angga Dwiartama, S.Si., M.Si.. Ph.D.
Tembusan: NIP. 198302052012121002%
Dckan SITH ITB, scbagal laporan.
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Gambar V. 13 Hasil determinasi biji alpukat di SITH ITB



LAMPIRAN 3

PROSES EKSTRAKSI

500 gram bubuk simplisia

- Disaring

72

- Ditambahkan etanol 96%
- Dimaserasi selama 1x24 jam

Residu

- Ditambahkan etanol 96%
- Dimaserasi selama 1x24 jam
- Disaring

Ekstrak cair

Residu

Ekstra

k cair

Ditambahkan etanol 96%
Dimaserasi selama 1x24 jam
Disaring

Residu

Ekstrak cair

Ekstrak cai

r gabungan

Dipekatkan menggunakan
rotary evaporator pada
suhu 50°C kemudian
dilanjut pada waterbath
dengan suhu yang sama

Ekstrak kental

Gambar V. 14 Proses ekstraksi biji alpukat
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LAMPIRAN 4

PROSES FRAKSINASI

gram.

Ekstrak kental sebanyak 80

- Dimasukkan kedalam mortir
dan ditambahkan sedikit etanol

- Diaduk hingga larut

- Ditambahkan aquadest

A\ 4

Filtrat

\ 4

N

Endapan

-ECC menggunakan n-heksan, dikocok berulang kali
-Dibiarkan memisah dalam corong pisah
- Dilakukan 3 kali pemisahan

Fraksi N-Heksan

N

y

Fraksi Air

-ECC menggunakan etil asetat, dikocok
berulang kali
-Dibiarkan memisah dalam corong pisah

A

| - Dilakukan 3 kali pemisahan

v

Fraksi etil asetat

¥

Fraksi Air

- Dikeringkan dengan
freezedry

v

Serbuk kering

1 - Dipekatkan dengan rotary evaporator

Fraksi kental

Gambar V. 15 Proses fraksinasi biji alpukat
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LAMPIRAN 5
HASIL PENAPISAN FITOKIMIA EKSTRAK BlJI ALPUKAT

(P. americana Mill.)

=
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Saponin
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Gambar V. 16 Penapisan fitokimia ekstrak etanol biji alpukat



LAMPIRAN 6
PROSES PREPARASI MEDIA, KONTROL POSITIF,
REAGEN DAN SAMPEL

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

v

Disiapkan cisplatin sebagai kontrol positif.

v

Dilarutkan sampel dengan pelarut DMSO 2%
dengan konsentrasi aakhir 1000 ppm.

v

Disiapkan reagent Prestoblue™ Cell Viability
Reagent.

Gambar V. 17 Proses preparasi media, kontrol positif, reagen dan sampel
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LAMPIRAN 7

PROSES PREPARASI SEL

Sel yang digunakan telah konfluen minimal 70 % yang
diambil pada freezer -80°C.

|

Dibuang media pada cawan, kemudian bilas dengan
1 mL PBS sebanyak 2 kali pengulangan.

|

Ditambahkan 1 mL Trypsin-EDTA, kemudian diinkubasi
selama 5 menit supaya lapisan sel terdispersi.

|

Dikeluarkan cawan yang telah diinkubasi, selanjutnya sel
dipindahkan kedalam tube yang sudah berisi media.

|

Disentrifugasi dengan kecepatan 3000 rpm selama 5
menit.

|

Dibuang supernatan, kemudian pellet dilarutkan dengan
media.

Gambar V. 18 Proses preparasi sel
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LAMPIRAN 8

PROSES SEEDING CELL KEDALAM WELL PLATE

Disiapkan 10 pL trypan blue dalam microtube steril.

v

Ditambahkan 10 pL suspensi sel dah homogenkan.

v

Dibersihkan hemocytometer dan tutup slip menggunakan etanol
70% dan dikeringkan.

Dengan menggunakan pipet dimasukkan 10uL larutan sel-
typanblue ke salah satu bilik/chamber.

Dihitung jumlah sel sehat dan ditentukan jumlah sel per mL.

Seeding sel kedalam 96 well plate dan inkubasi 24 jam pada suhu
37°C dan 5% gas CO..

Gambar V. 19 Proses seeding cell

7



LAMPIRAN 9

PROSES PENGUJIAN SITOTOKSIK PADA SEL DU-145

Disiapkan 8 buah microtube 1,5 mL, setiap microtube diberi
label konsentrasi pengenceran yang sesuai (konsentrasi : 1000;
500; 250; 125; 62,50; 31,25; 15,62 dan 7,81 pg/mL.

l

Dikeluarkan 96 well plate yang berisi sel dari inkubator dan beri
label pada plate sepanjang margin Kiri untuk baris mana yang
akan diberi perlakuan oleh standar dan baris mana yang akan

diberi sampel. Kemudian dibuang media dari setiap well.

v

Dipindahkan 100 pL ke setiap sampel menggunakan pipet dan
pindahkan kontrol positif dari microtube ke dalam setiap well
yang sesuai pada 96 well plate yang berisi sel.

A 4

Diinkubasi kembali selama 48 jam, kemudian setelah 48 jam
setiap media pada well dibuang.

\ 4

Disiapkan 9 mL media + 1 mL resazurin (10 pL reagen untuk 90
puL media), lalu dimasukkan 100 pL campuran tersebut kedalam
setiap well microplate dan diinkubasi selama 1-2 jam sampai
terlihat perubahan warna.

\ 4

Diukur absorbansinya pada panjang gelombang 570 nm
menggunakan multimode reader.

Gambar V. 20 Proses pengujian sitotoksik pada sel DU-145
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LAMPIRAN 10
DENAH MICROPLATE 96 WELLS

A
B
c
D
E
F
G
H

Gambar V. 21 Denah microplate 96 wells

Media Sampel -1
Media + sel Sampel -2
Kontrol Positif Sampel -3
Kontrol Negatif: Pelarut Sampel -4

Gambar V. 22 Keterangan denah microplate 96 wells



LAMPIRAN 11
HASIL PENGUJIAN EKSTRAK ETANOL DAN FRAKSI AIR

80

Media Konsentrasi Sampel (pg/mL)
Media vsel | Cisplatin Pelarut
7,81 15,63 31,25 62,50 125,00 250,00 500,00 1000,00
0,4538 0,6730 0,4933 0,6720 0,6941 0,6901 0,6989 0,6300 0,6947 0,6832 0,6162 10,4954
570nm 0,4657 0,6812 0,5048 0,6821 0,7133 0,7019 0,7206 0,7153 0,7170 0,6988 0,6339 0,4957
i 0,5734 0,2156 0,5205 0,2097 0,2278 0,2227 0,2185 0,2142 0,2074 0,2306 0,3334 0,5123
600nm 0,5874 0,2204 0,5309 0,2158 0,2242 0,2182 0,2206 0,2155 0,2112 0,2318 0,3421 0,5132
Selisih -0,1196 0,4574 -0,0272 0,4623 0,4663 0,4674 0,4804 0,4758 0,4873 0,4526 0,2828 -0,0169
-0,1217 0,4608 -0,0261 0,4663 0,4891 10,4837 0,5000 0,4998 0,5058 0,4670 0,2918 -0,0175
5 Sel hidup 98,82 15,98 99,66 100,34 100,53 102,75 101,97 103,93 98,00 68,97 17,74
99,40 16,16 100,34 104,24 103,32 106,10 106,07 107,09 100,46 70,51 17,63
“:::i:':p* 99,11 16,07 100,00 102,29 101,92 104,43 104,02 105,51 99,23 69,74 17,69
SEM 0,29 0,09 0,34 1,95 1,39 1,68 2,05 1,58 1,23 0,77 0,05
Normalisasi
data 99,11 16,07 100,00 102,29 101,92 104,43 104,02 105,51 99,23 69,74 17,69
% Sel hidup
Gambar V. 23 Absorbansi hasil ekstrak etanol terhadap sel DU-145
Media Konsentrasi Sampel (ug/mL)
Media tsel | Ciplatin | pelarut
7,81 15,63 31,25 62,50 125,00 250,00 500,00 1000,00
i 0,4535 0,6689 0,4918 0,6765 0,6860 0,6910 0,6502 0,6794 0,6821 0,6780 0,6350 0,6110
570nm 0,4613 0,6689 0,4951 0,6726 0,6911 0,6749 0,6912 0,7041 0,7098 0,6855 0,6316 0,6002
i 05714 0,2161 0,5187 0,2007 0,2213 0,2272 0,2297 0,2002 0,2058 0,2187 0,3024 0,3346
600nm 0,5830 0,2105 0,5225 0,2093 0,2254 0,2214 0,2294 0,2256 0,2251 0,2281 0,3154 0,3413
Selisih -0,1179 0,4528 -0,0269 0,4668 0,4647 0,4638 0,4605 0,4702 0,4763 0,4593 0,3326 0,2764
i -0,1217 0,4584 -0,0274 0,4633 0,657 0,4535 0,4618 0,4785 0,4847 0,4574 0,3162 0,2589
%S¢l hidup 97,91 15,88 100,30 99,94 99,79 99,22 100,88 101,92 99,02 77,35 67,74
98,86 15,80 99,70 100,11 98,03 99,44 102,30 103,36 98,69 74,55 64,75
R::Ia::;:p% 98,38 15,84 100,00 100,03 98,91 99,33 101,59 102,64 98,85 75,95 66,25
SEM 0,48 0,04 0,30 0,09 0,88 0,11 0,71 0,72 0,16 1,40 1,50
Normalisasi
data 98,38 15,84 100,00 100,03 98,91 99,33 101,59 102,64 98,85 75,95 66,25
% Sel hidup

Gambar V. 24 Absorbansi hasil fraksi air terhadap sel DU-145
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PERHITUNGAN KONSENTRASI DAN % SEL HIDUP DARI
EKSTRAK DAN FRAKSI AIR BIJI ALPUKAT
(P. americana Mill.)

e Perhitungan konsentrasi

Ekstrak Etanol Biji Alpukat Fraksi Air Biji Alpukat
Berat : 7,7 mg Berat : 3,7 mg
DMSO : 154 DMSO : 74
Media : 846 Media : 846
M1xV1 =M2xV2 M1xV1 =M2xV2
7700 x V1 =1000 x 1000 3700 x V1 =1000 x 1000
V1 =130 + 870 V1=270+ 370
V1 =1000 V1 =1000
Cisplatin

Konsentrasi Cisplatin 1 mg/imL  Cisplatin = 21,27 um
M= g 1000 3,333 um = 21,27 x 1000

“Mr 1 Lm = 6 + 994
f = 0,0010 1000

- 3011 1
M = 0,0033333
pm = 3,333 pm

e Perhitungan % sel hidup ekstrak etanol
Absorbansi Kontrol Absorbansi Kontrol Sel ~ Absorbansi Pelarut
Media

—0,1196 + (—0,1217) 0,4574 + 0,4608 0,4623 + 0,4663

2 2 2

= —0,12065 = 0,4591 = 0,4643
Rata-rata absorban pelarut — media Rata-rata absorban kontrol sel — media
0,58495 — (-0,12065) = 0,58495 0,4591 — (-0,12065) = 0,57975

% Sel Hidup

Konsentrasi 7,81
(Selisih absorbansi konsentrasi — absorbansi kontrol media)

100
(Absorbansi pelarut — absorbansi kontrol media) x

(0,4663 — (—0,12065))
= x 100
(0,4643 — (—0,12065))
~ 0,58695

~ 058495
=100,34
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(LANJUTAN)

(Selisih absorbansi konsentrasi — absorbansi kontrol media)

100
(Absorbansi pelarut — absorbansi kontrol media) x
(0,4891 — (—0,12065))
= x 100
(0,4643 — (—0,12065))
_0,60975
= 0,58495 ©
=104,24
Rata-rata % sel hidup
Rata-rata = 23211942 _ 157 29
e Perhitungan % sel hidup fraksi air
Absorbansi Kontrol Absorbansi Kontrol Sel Absorbansi Pelarut
Media
-0,1179 + (—0,1217) 0,4528 + 0,4584 0,4668 + 0,4633
2 2 2
= —0,1198 = 0,4556 = 0,46505
Rata-rata absorban pelarut — media Rata-rata absorban kontrol sel — media
0,46505 — (-0,1198) = 0,58485 0,4556 — (-0,1198) = 0,5754
% Sel Hidup

Konsentrasi 7,81
(Selisih absorbansi konsentrasi — absorbansi kontrol media)

100
(Absorbansi pelarut — absorbansi kontrol media) x

(0,4647 — (—0,1198))
= x 100
(0,46505 — (—0,1198))
0,5845
100

~ 058485 ©
= 99,94

(Selisih absorbansi konsentrasi — absorbansi kontrol media)

100
(Absorbansi pelarut — absorbansi kontrol media) x

_ (0,4657 — (—0,1198))
~ (046505 — (—0,1198))
0,5855

~ 0,58485
= 100,11

x 100

Rata-rata % sel hidup

99,94+100,11 — 100’03

Rata-rata =
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