LAMPIRAN

Lampiran I. Rancangan Penelitian

Pengambilan sampel cabai rawit
(Capsicum frutenscens L.) pada 4 titik di

Cabai rawit segar

Cabai rawit busuk

Dikeringkan menggunakan oven
selama 48 jam pada suhu 50°C,
diblender, dan diayak menggunakan

ayakan 80 mesh

Diisolasi mengguanakan metode
refluks dengan pelarut metanol (1:16
w/v) selama 7 jam pada suhu 65°C

dan direkristalisasi

Monitoring
menggunakan
Kromatografi Lapis
Tipis (KLT) dengan
eluen
kloroform:metanol
(95:5 viv)

Identifikasi
menggunakan Fourier
Transform Infrared
Spectroscopy (FTIR)

Uji aktivitas antikanker
terhadap sel kanker
payudara T47D
menggunakan metode
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MTT

Diperoleh nilai ICso
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Lampiran Il. Diagram Alir

L.2.1 Preparasi Sampel

Cabai Rawit Taruna segar dan busuk

Cabai rawit segar dan busuk di pilah dan dibedakan tempat.

Dikeringkan kedua sampel menggunakan oven pada suhu 50 °C selama
48 jam.

Sampel di haluskan menggunakan blender.

Diayak dengan ayakan ukuran 80 mesh.

Diperoleh serbuk cabai rawit taruna segar dan busuk didalam plastik klip

Hasil

L.2.2 Isolasi Metode Refluks dengan Pelarut Metanol

Serbuk cabai rawit taruna segar

Dimasukkan 30 gram serbuk simplisia cabai rawit taruna kedalam
botol gelap.

Ditambahkan 480 mL pelarut metanol.

Direfluks selama 7 jam pada suhu 65°C sambil diaduk
menggunakan magnetic stitter.

Disaring dengan kertas saring dan bantuan corong buchner.

Residu
Filtrat
- Dievaporasi menggunakan rotary
Pelarut
Ekstrak
DAL At

Ditambah dietil eter

Dikocok

Didinginkan dan didiamkan dalam pecahan es batu
Disaring dengan corong buchner

Dikeringkan didalam desikator

Dilakukan rekristalisasi dengan metanol

Kristal (Capsaicin)
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L.2.3 Monitoring Menggunakan Kromatografi Lapis Tipis (KLT)

Serbuk sampel

- Disiapkan plat silika gel 60 F2s4 berukuran 4x10 cm.

- Serbuk kristal capsaicin dilarutkan menggunakan metanol

- Ditotolkan menggunakan pipa kapiler ke lempeng silika gel 60 Fas4

- Dielusi menggunakan eluen berisi kloroform:metanol (95:5 v/v) 20 mL

- Diamati dibawah sinar UV pada panjang gelombang 228nm

- Plat KLT diderivatisasi dengan penampak noda reagen Gibb’s 0,01%
dengan menghasilkan warna biru keunguan

- Diamati spot senyawa masing-masing sampel menggunakan sinar UV

pada panjang gelombang 228nm

Hasil

L.2.4 Identifikasi Menggunakan Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR)

Serbuk sampel

- Ditimbang masing-masing sampel sebanyak 0,15 mg

- Dicampur dengan KBr sebanyak 1,5 mg

- Digerus dengan menggunakan mortar agate

- Dipress sampai terbentuk pelet

- Pelet diletakkan di cell holder dalam instrumen Fourier Transform Infrared
Spectroscopy (FTIR)

- Dianalisis spektrum IR senyawa capsaicin dengan rentang bilangan
gelombang 4000-400 cm™' dengan resolusi 4 cm™

Hasil

L.2.5 Penyiapan Sel
Sel kanker Payudara T47D

- Dikeluarkan dari freezer

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

- Dipindahkan ke dalam tabung conical yang telah berisi 10 mL media RPMI
- Disentrifugasi dengan 1200 rpm selama 10 menit

|
Pelet Supernatan

- Ditambah 4 mL Media Komplek (MK) dan dihomogenkan
- Dipindahkan ke cawan petri

- Diinkubasi selama 3-4 jam

- Diamati di bawah mikroskop.

Hasil*

*Apabila jumlah sel di dalam cawan petri telah konfluen maka dilakukan panen sel.
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L.2.6 Panen Sel

Sel Kanker Payudara T47D

(Konfluen)

Dibuang media MK

Dicuci dengan £5 mL PBS dan dilakukan 3 kali pengulangan
Ditambah 1 mL tripsin-EDTA

Diinkubasi selama 3 menit

Diamati di bawah mikroskop

Ditambahkan 5 mL RPMI dan diresuspensi

Diinkubasi suhu 37°C/5% CO:2 selama 24 jam

Hasil

L.2.7 Perhitungan Sel Kanker

Sel Kanker Payudara T47D

Dipipet 10 uL panenan sel ke dalam hemacytometer
Diamati dan dihitung di bawah mikroskop inverted
dengan counter

Hasil

L.2.8 Peletakan Sel pada Plate

Sel Kanker Payudara T47D

Diletakkan sel sesuai perhitungan ke dalam tabung conical
Ditambahkan media RPMI dengan volume total mencapai 10 mL
Dipipet 100 pL kedalam masing-masing sumuran pada plate 96-
well

Diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37°C/5% CO

Hasil

L.2.9 Pembuatan Larutan Sampel dan Pemberian Larutan Sampel pada Plate

Sel Kanker Payudara T47D

Ditimbang 10 mg

Ditambahkan 100 yL DMSO 0,2% dan divortex

Diambil sel dalam plate 96-well dari inkubator

Dibuang media

Dimasukkan 100 yL PBS ke dalam semua sumuran

Dimasukkan larutan sampel sebanyak 100 uL dengan konsentrasi
1000; 500; 250; 125; 62,5; 31,25; 15;63 ppm

Diulangi sebanyak 4 kali

Diinkubasi selama 24 jam

Hasil




L.2.10 Pemberian Larutan Methylthiazol Tetrazolium (MTT)

Sel Kanker Payudara T47D

+  Dibuang media sel

+  Ditambahkan 1 uL larutan MTT ke setiap sumuran

- Diinkubasi selama 3-4 jam

- Diamati dengan mikroskop

+  Ditambah 100 uL Sodium Dodecyl! Sulfate (SDS) 10%

+ Dimasukkan ke dalam kotak sterefoam

- Diinkubasi dalam tempat gelap dengan suhu ruang selama
24 jam

- Dibaca nilai absorbansi dengan ELISA reader pada
panjang gelombang 550-600 nm

Hasil
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L.3 Perhitungan
L.3.1 Pembuatan Eluen Kromatografi Lapis Tipis (KLT)
Pembuatan fase gerak (eluen) pada Kromatografi Lapis Tipis (KLT) menggunakan

kloroform:metanol (95:5 v/v) dalam 20mL.

Klorof —95mL><20 L=19mL
oroform = 7o~r mL=19m

ML oomL =1 mL
1009 < m-= M

L.3.2 Pembuatan Larutan Sodium Dodecyl Sulfate (SDS) 10% (b/v)

Metanol =

1

SDS 10% =T

SDS (Sodium Dodecyl Sulfate) ditimbang sebanyak 1 g. Kemudian dimasukkan ke
dalam labu ukur 10 mL. Akuades ditambahkan sampai tanda batas dan dikocok hingga
homogen.

L.3.3 Pembuatan Larutan Stok Methylthiazol Tetrazolium (MTT) (5 mg/mL)

Serbuk Methylthiazol Tetrazolium (MTT) ditimbang sebanyak 50 mg. Kemudian
dilarutkan dalam 10 mL Phosphate Buffer Saline (PBS) dan diaduk dengan vortex.

L.3.4 Pembuatan Larutan Dimetil sulfoksida (DMSO) 0,1%
M x Vi=Mz % V2

99% % V1 =0,1% x 10 mL

V41=0,01 mL=10puL

Larutan Dimetil sulfoksida (DMSO) 99% diambil sebanyak 10uL dengan mikropipet.
Kemudian dimasukkan dalam labu ukur 10 mL. Akuades ditambahkan sampai tanda batas
dan dikocok hingga homogen.

L.3.5 Pembuatan Larutan Phosphate Buffer Saline (PBS)

Larutan Phosphate Buffer Saline (PBS) dapat dibuat dari 0,1 gram Kalium Klorida (KCI);
0,1 gram Kalium dihidrogen Fosfat (KH2POs); 4 gram Natrium Klorida (NaCl) dan 1,08 gram
NaHPO4.H20 yang dilarutkan dalam 250 mL aquades steril. Kemudian dihomogenkan
dalam beaker glas 500 mL dengan menggunakan magnetic stirer, pH larutan diatur hingga
mencapai 7,2+0,2 dengan penambahan Hidrogen Klorida (HCI) 0,1 N atau dengan NaOH
0,1 N. Selanjutnya, larutan dipindahkan ke dalam labu ukur 500 mL, ditambahkan aquades
steril hingga tanda batas dan dihomogenkan.

L.3.6 Pembuatan Media Kompleks

Fetal Bovine Serume (FBS) 10% dan pinisilin-streptomisin dicairkan pada suhu kamar,
disiapkan botol duran 100 mL. Diambil 10 mL Fetal Bovine Serume (FBS) dengan
menggunakan pipet volume 10 mL kemudian dimasukkan ke dalam botol duran. Pinisilin-
streptomisin diambil 1 mL dengan pipet ukur dan dimasukkan ke dalam botol duran.
Ditambahkan fungizon 0,5 mL dan media cair (RPMI) sampai 100 mL.

L.3.7 Pembuatan Larutan Stok Masing-Masing Sampel

Masing-masing ekstrak ditimbang sebanyak 10 mg dan dilarutkan ke dalam Dimetil
sulfoksida (DMSO) 100uL (0,0100g9/100 L)



0,0100 1000, _ _
Toortoos > 0,0100 x——=mL = 0,0100g > 10 mL = 0,100 g/mL

Hasil dikonversikan ke ug/mL
0,100g/mL x 1000000 = 10000 pg/mL
L.3.8 Pembuatan Kontrol Positif

Stok doxorubicin =2 mg/mL
BM = 543,52
2 1000

54352 x - 3679720
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