BAB V
KESIMPULAN DAN SARAN

A. Kesimpulan

. Ekstrak etanol rimpang Curcuma zedoaria mempunyai aktivitas sitotoksik
terhadap sel kanker payudara T47D berupa sitotoksik moderat dengan nilai
ICso sebesar107 pg/mi

. Nilai indeks selektivitas ekstrak etanol rimpang Curcuma zedoaria terhadap
sel Vero dibandingkan dengan sel kanker payudara T47D sebesar 4.21 >3
selektiv

. Ekstrak etanol Curcuma zedoaria mampu mengekspresikan jumlah protein 53
pada kultur sel T47D

B. Saran
Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut ke senyawa murni atau isolat dari
rimpang temu putih agar nilai sitotoksiknya lebih kecil dan diharapkan poten
mampu menghambat pertumbuhan sel kanker payudara T47D
Perlu dilakukan uji dengan menggunakan beberapa antibodi untuk mengetahui
dan membandingkan jumlah protein yang terekspresi.
Perlu dilakukan penelitian dengan parameter yang berbeda ke arah

flocytometri, penuaan sel, apoptosis dan proliferasi.
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Lampiran

1. Hasil determinasi ekstrak etanol rimpang temu putih

KEMENTERIAN KESEHATAN REPUBLIK INDONESIA
BADAN PENELITIAN DAN PENGEMBANGAN KESEHATAN
BALAI BESAR PENELITIAN DAN PENGEMBANGAN
TANAMAN OBAT DAN OBAT TRADISIONAL
Jalan Raya Lawu No. 11 Tawangmangu, Karanganyar, Jawa Tengah 57792
Telepon : (0271) 697010 Faksimile : (0271) 697451
Surat Elektronik b2p2to2t@gmail.com / b2p2to2t@litbang.depkes.go.id
Laman www.b2p2toot.litbang.kemkes.go.id

Nomor 1 YK.01.03/2/ (8B% /2019 A2 Mei 2019
Hal : Keterangan Determinasi

Yth. Dekan Fakultas Farmasi
Universitas Setia Budi

Jalan Let. Jend. Sutoyo

Solo

Merujuk surat Saudara nomor: 4247/A10 — 4/21.12.2018 tanggal 21 Desember
2018 hal permohonan determinasi, dengan ini kami sampaikan bahwa hasil
determinasi sampel tanaman sebagai berikut:

Nama Sampel : Temu Putih

Sampel : Sampel segar

Spesies : Curcuma zedoaria (Christm.) Roscoe

Sinonim : Amomum zedoaria Christm., Curcuma pallida
Lour.

Familia : Zingiberaceae

Nama Pemohon : Ana Maria Ulfa

Penanggung Jawab Identifikasi : Anshary Maruzy, S.Si.

Hasil determinasi tersebut hanya mencakup sampel tumbuhan yang telah
dikirimkan ke B2P2TOOT.

Atas perhatian Saudara, kami sampaikan terima kasih.

Plh. Kepala Balai Besar| Penelitian

i, M. Biotech, Apt
78%152002122001
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Lampiran 3. Hasil simplisia dan serbuk, ekstrak etanol rimpang temu putih

Simplisia
temu putih

Serbuk
rimpang
temu putih

Ekstrak
etanol
rimpang

temu putih




Lampiran 4. Alat yang digunakan waktu praktikum
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Gambar

No Nama

1. Timbangan
analitik

2. Evaporator

3. Autoclaf

4. Micro pipet
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Gambar

No Nama

5. Elisa Reader
6. Vortek

7. Incubator CO,
8. Laminar Air

Flow
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Gambar

No Nama

9. Microskop
Inverted

10. Well Plate 96

11. Well Plate 6

12.

Filter
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Gambar

No Nama

13. Clonical tube
14. Ependrof

15. Counter

16. Haemositometer
17. Aliquot
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No Nama
18. Microtube
19. Cover Slipe

Gambar




Lampiran 5. Penetapan Kadar air serbuk rimpang temu putih
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No | Nama Gambar
1. Kadar air 1
2. Kadar air 2
3. Kadar air 3




108

Lampiran 6. Penetapan Susut pengeringan serbuk rimpang temu putih

No Nama Gambar

1. Susut kering 1

.

2. Susut kering 2

3. Susut kering 3




Lampiran 7. Uji bebas etanol

o

=
ol

I

109

Lampiran 8. Identifikasi senyawa yang terkandung dalam rimpang temu

putih

Identifikasi

1. Flavonoid

Serbuk

2. Fenolik

Ekstrak
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Identifikasi

3. Tanin

Serbuk

4. Steroid

5. Glikosida

6. Saponin

Ekstrak
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Identifikasi Serbuk Ekstrak

i |

jis

| 'gu,,n'i

Lampiran9 . Pembuatan media DMEM

DMEM oo 1 sachet
NAH2C O3 i 3.7 gram
HEPBS . oot 2 gram
AQUADIAEST.......cciiiie e ad 1000 ml

NACH e 8 gram
K s 0.2 gram
KH2POA4 .ot 0.2 gram
NAZHPOA ... 1.15 gram
AQUADIAES ... ad 1000ml

Lampiran 11. Pembuatan larutan MTT assay
SIOK MTT e Iml

Media Kultur (DMEM) ......c.oooiiiiiiiiee e 10 mi



Lampiran 12. Pembuatan larutan stopper
[ TR SPR 0.01N
SIS e 10% Ad 100 ml

Lampiran 13. Perhitungan rimpang kering terhadap rimpang basah
Rendemen berat rimpang kering terhadap rimpang basah

Rendemen (%P/ p) = Berat kering, 10094

Berat basah

Rendemen (%P/ p) = 33540001 x 100% =9.7 %

Perhitungan Lost On Drying ( LOD) pengeringan rimpang temu putih basah

B thb h—B t keri
Rendemen (%) = S A T My 100%

Berat basah

Rendemen (%) = % x 100% =90.28 %

Lampiran 14. Perhitungan rendemen hasil ekstrak rimpang temu putih

Rendemen hasil ekstrak etanol rimpang temu putih

Rendemen (%) = %x 100%
Rendemen (%) = 22597‘2 x 100% =11.6 %

Lampiran 15. Perhitungan kadar air

Berat air yang didapat ml

Rendemen (%) x 100%

" berat ekstrak yang didapat gram
1.1 ml
=——x100% =11%
10g

Berat air yang didapat ml

Rendemen (%) x 100%

" berat ekstrak yang didapat gram

1.2ml

——x100% =12 %
10 g

Berat air yang didapat ml

Rendemen (%) x 100%

" berat ekstrak yang didapat gram

=21ml 100% =11 %
10 g
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Lampiran 2. Perhitungan Panen sel
Uji sitotoksik
A. Kultur sel Vero

Jumlah sel terhitung :“iﬂ x 10* =90 x 10*

Volume panen sel yang di transfer —% = 1.1 ml ad 10 media stok

B. Kultur sel T47D

_A+B+C+D
=X

Jumlah sel terhitung 10* =225 x 10*

Volume panen sel yang di transfer :% =0.44 ml ad 10 media stok

Uji imunositokimia
A. Kultur sel T47D

_ A+B+C+D
=———X

Jumlah sel terhitung 10* =600 x 10*

Volume panen sel yang di transfer = % = 0.166 ml ad 10 media stok



Lampiran 3. Perhitungan pembuatan larutan untuk uji sitotoksik

Uji Sitotoksik

Pembuatan larutan stok

Konsentrasi yang dibuat = 8.3 mg/100 pl
= 8300 pg/100 pl

=83000 pg/ml

Pembuatan seri konsentrasi

1. Konsentrasi 2000 pl

V1 X N; =V2Xx Ny
1400 x 2000 = V2 x 83000
V, =33.7 |J.|

*) Dipipet 33.7 ul dari larutan
Stok + 1366.3 pl media DMEM

5. Konsentrasi 125 pl
ViXNi=Vy2 XN,
1400 x 250 = V2 x 500
V,=700 lJ.'
*) Dipipet 700 pl dari larutan
Konsentrasi 4 dan + 700 pl media
DMEM

2. Konsentrasi 1000 pl
ViXNi=V2 XN,
1400 x 1000 = V2 x 2000
V=700 pl
*) Dipipet 700 pl dari larutan
Konsentrasi 1 dan + 700 pl media
DMEM

6. Konsentrasi 62.5 pul
Vi XNi=V,y X N>
1400 x 250 = V2 x 500
V=700 pl
*) Dipipet 700 pl dari larutan
Konsentrasi 5 dan + 700 pl media
DMEM

3. Konsentrasi 500 pl
ViXNi=V2 XN,
1400 x 500 = V2 x 1000
V=700 pl
*) Dipipet 700 pl dari larutan
Konsentrasi 2 dan + 700 pl media
DMEM

6. Konsentrasi 31.25 pl
V1 XNi=V,y X N>
1400 x 250 = V2 x 500
V=700 pl
*) Dipipet 700 pl dari larutan
Konsentrasi 6 dan + 700 pl media
DMEM

4. Konsentrasi 250 pl
ViXNi=Vy XNy
1400 x 250 = V2 x 500
V=700 pl
*) Dipipet 700 pl dari larutan
Konsentrasi 3 dan + 700 pl media
DMEM
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Lampiran 4. llustrasi Pembuatan seri konsentrasi

O Larutan stok
83.000pg/ml

500 pg/ml 250 pg/ml 125 pg/ml
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Lampiran 5.  Degradasi warna saat sebelum pemberian sampel, sesudah

pemberian sampel dan sesudah MTT

NO | Keterangan
1. Platting sel
2. Treatmen
3. MTTassay
4. SDS stoper
5. Baca Elisa

reader




Lampiran 6. Perhitungan IC50 ektrak rimpang temu putih

A. Perhitungan ICs Ekstrak temu putih terhadap kultur sel T47D

117

C LOGC ABS | MS MK P KM % VIABILITAS
500 2,70 | 0,11 0,51 0,11 0,00 0,40 0,25
250 2,40 | 0,12 0,51 0,11 0,01 0,40 1,98
125 2,10 | 0,35 0,51 0,11 0,25 0,40 60,89
31,25 1,49 | 0,47 0,51 0,11 0,37 0,40 90,84
MEDIA
SEL 0,508 | 0,502 | 0,498 0,517 0,526 0,515 0,511
MEDIA
KONTROL 0,102 | 0,102 | 0,104 0,112 0,112 0,113 0,1075
Rata rata
KONSENTRASI EKSTRAK RIMPANG TEMU PUTIH CURCUMA
C ZEDOARIA
MK NILAI RATA RATA MEDIA KONTROL
MS NILAI RATA RATA MEDIA SEL
P NILAI RATA RATA ABSORBANSI DIKURANGI KONTROL MEDIA
KM MDIA SEL DIKURANGI KONTROL MEDIA
% VIABILITAS | P/IKM*100
r -0,94712
a 218,0166
b -82,6487
50
antilog 2,0329
ic 50 107,8699
Y=bx+a
y=bx +a
y=-82.6487x + 218.0166
r=-0.947
3,00
®
£ 2,00
®
S 1,00
x
0,00

0,247 1,980

Log

60,891
Konsentrasi

90,841




B. Perhitungan ICsy Doxorubicin terhadap kultur sel T47D
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C LOGC |ABS |MS | MK P KM %VIABILITAS
6,3 08| 01| 05 0,1 0,0 0,4 9,1
3,1 05| 02| 05 0,1 0,1 0,4 26,0
1,6 02| 03| 05 0,1 0,2 0,4 44,6
0,8 01| 04| 05 0,1 0,3 0,4 62,8
MEDIA SEL 0,508 | 0,502 0,498 0,517 0,526 0,515 0,511
MEDIA KONTROL | 0,102 | 0,102 0,104 0,112 0,112 0,113 0,108
Rata rata
KONSENTRASI EKSTRAK RIMPANG TEMU PUTIH CURCUMA
C ZEDOARIA
MK NILAI RATA RATA MEDIA KONTROL
MS NILAI RATA RATA MEDIA SEL
P NILAI RATA RATA ABSORBANSI DIKURANGI KONTROL MEDIA
KM MDIA SEL DIKURANGI KONTROL MEDIA
%
VIABILITAS | PIKM*100
R -0,99981
A 56,14982
B -59,6851
50
antilog | I1C =1,25
Y=bx+a
70,00
60,00
50,00
=140,00
=
30,00 y=bx +a
20,00 y=-59.685x + 56.149
r=0.999
10,00
0,00
0,80 0,49 0,19 0,11

Log konsentrasi
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C. Perhitungan I1Csq Ekstrak temu putih terhadap kultur sel Vero

C LOGC ABS MS MK P KM %VIABILITAS
500 2,7 0,262 0,669 0,093 0,169 | 0,576 29,369
250 2,4 0,613 0,669 0,093 0,520 | 0,576 90,278
125 2,1 0,655 0,669 0,093 0,562 | 0,576 97,598
62,5 1,8 0,671 0,669 0,093 0,578 | 0,576 100,405
31,25 15 0,607 0,669 0,093 0,514 | 0,576 89,178
MEDIA SEL 0,67 0,639 0,656 0,674 | 0,662 | 0,712 | 0,669
MEDIA KONTROL 0,103 0,104 0,096 0,093 | 0,084 | 0,077 | 0,093
Rata rata
KONSENTRASI EKSTRAK RIMPANG TEMU PUTIH CURCUMA
C ZEDOARIA
MK NILAI RATA RATA MEDIA KONTROL
MS NILAI RATA RATA MEDIA SEL
P NILAI RATA RATA ABSORBANSI DIKURANGI KONTROL MEDIA
KM MDIA SEL DIKURANGI KONTROL MEDIA
% VIABILITAS | P/IKM*100
r -0,93752
a 283,7114
b -88,0272
50
2,654989
Antilog | 451,8445
Y=bx+a
120,000
100,000
£ 80,000
S 60,000 y=bx+a
> 40,000 y=-88.0272x +283.711
X 20:000 r=-0.975
0,000

330 300 270 240 2,10 1,80
Log konsentrasi




D. Perhitungan ICso Doxorubicin terhadap kultur sel Vero
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C LOGC | ABS MS MK P KM %VIABILITAS
50 1,699 0,523 0,669 0,093 0,430 | 0,576 74,711
25 1,398 0,510 0,669 0,093 0,417 | 0,576 72,309
12,5 1,097 0,524 0,669 0,093 0,431 | 0,576 74,855
1,562 0,194 0,575 0,669 0,093 0,482 | 0,576 83,681
0,781 -0,107 0,579 0,669 0,093 0,486 | 0,576 84,375
MEDIA SEL 0,67 0,639 0,656 0,674 | 0,662 | 0,712 | 0,669
MEDIA KONTROL 0,103 0,104 0,096 0,093 | 0,084 | 0,077 | 0,093
Rata rata

KONSENTRASI EKSTRAK RIMPANG TEMU PUTIH
C CURCUMA ZEDOARIA
MK NILAI RATA RATA MEDIA KONTROL
MS NILAI RATA RATA MEDIA SEL
NILAI RATA RATA ABSORBANSI DIKURANGI
P KONTROL MEDIA
KM MDIA SEL DIKURANGI KONTROL MEDIA
%
VIABILITAS | PIKM*100
R -0,94418
A 83,80739
B -6,80032
50 | 4,971443
ANTILOG | 93635,99
y=bx+a
y=-6.800x+83.807
r=-0.9441
90,00
S 80,00 ‘v‘/‘——‘
'S 70,00
[15
S 60,00
S 1,70 1,40 1,10 019 0,11

Log konsentrasi



Lampiran 7. Perhitungan pembuatan larutan untuk uji Imunositokimia

Uji Imunositokimia
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Pembuatan larutan stok

Konsentrasi yang dibuat = 9.9 mg/100 pl
=9900 pg/100 pl
=99000 pg/ml

Pembuatan seri konsentrasi

1. Konsentrasi 2 X 1Csp 214 pl

V1 X Ny =V2Xx Ny
1000 x 214 =V2 x 99000
V, =2.16 |J.|

*) Dipipet 2.16 pl dari larutan
Stok +997.84 pl media DMEM

2. Konsentrasi 1 x 1Cso 107 pl

V1 X N; =V, X N>
1000 x 107 =V2x 214
Vs =500 pl

*) Dipipet 500 pl dari larutan
Konsentrasi 1 dan + 500 pl media DMEM

3. Konsentrasi 1/2 x 1Csp 53.5

V1 X N; = V57 X Ny
1000 x 53.5 =V2x107
Vs =500 pl

*) Dipipet 500 pl dari larutan
Konsentrasi 2 dan + 500 pl media DMEM

4. Konsentrasi 1/4 x 1Cs026.75

Vi X N; =V57 X Ny
1000 x 26.75 =V2x53.5
Vs =500 pl

*) Dipipet 500 pl dari larutan
Konsentrasi 3 dan + 500 pl media DMEM

5. Konsentrasi 1/8 x I1Csp 13.37 pl

Vi X N; =V57 X Ny
1000 x 13.37 =V2x26.75
VA =500 pl

*) Dipipet 500 pl dari larutan
Konsentrasi d4an + 500 pl media DMEM
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Lampiran 8. llustrasi pembuatan seri konsentrasi

~
\_/

Larutan stok

99000pg/ml

YA AYA

1.08ug/ml 53.5ug/ml 26.75 pg/ml 13.37 pg/mi



Lampiran 9. Langkah pengujian Imunositokimia
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No Nama

gambar

1.| Plating

2.| Tratmen

3.| ICC
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Perhitungan jumlah protein yang mengekspresikan antibodi

P53

Lampiran 10.

Gambar

Nama

No

1.1 2 X 1Cs

2.1 1 X ICso

3.1 1/2 X ICso
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Gambar

Nama

sel

No

4.1 1/4 X 1Cs

5. 1/8 XIC

6.| Kontrol




Lampiran 11. Hasil perhitungan jumlah protein 53
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No | Konsentrasi Jumlah warna | Jumlah warna | %
coklat ungu

1. 2XI1Csq 6 6 100
2. 1XICsg 14 14 100
3. 1/2X1Csg 148 424 35
4, 1/4X1Csg 272 405 67
5. 1/8XICs 389 418 93
6. KS 0 437 0




