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Lampiran 1. Hasil Determinasi Tanaman Sirsak (Annona muricata L.) 
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Lampiran 2. Surat Keterangan telah Melaksanakan Penelitian di Laboratorium 

 Biologi Farmasi Universitas Muhammadiyah Surakarta 
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Lampiran 3. Surat Keterangan telah Melaksanakan Penelitian di Laboratorium 

 Biologi Farmasi Universitas Wahid Hasyim Semarang 
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Lampiran 4. Perhitungan Sel, Seri Konsentrasi Ekstrak Etanolik Daun Sirsak 

(EEDS), dan Seri Konsentrasi Doksorubisin Uji Sitotoksisitas 

Perlakuan Tunggal 

1. Sel HeLa 

a. Perhitungan Sel  

Jumlah sel kamar A = 117, B = 169, C = 154, D = 97  

                        

 
                                                         

 
        

                                                         
              

 
       

                        = 13.425x10
5
 sel 

Jumlah sel yang diperlukan = 5 x 10
3 
x 100 sumuran 

    = 5 x 10
5 
Sel 

                                            
                          

                        
 

            
        

           
 

  = 0,372 mL  

  = 0, 372 mL ~ 372 µl 

Total volume yang diperlukan  = 100 µl x 100 sumuran 

 = 10.000 µl   10 ml 
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2. Seri Konsentrasi Ekstrak Etanolik Daun Sirsak (EEDS) Perlakuan 

Tunggal 

a. Pembuatan Larutan Stok Konsentrasi 1000 µg/ml 

Sebanyak 10 mg EEDS dilarutkan dalam 100 µl DMSO ditambahkan 

media ad 10 ml. 

Konsentrasi stok 10 mg/10ml = 1 mg/ml = 1000 µg/ml 

b. Pembuatan Seri Konsentrasi 1000 µg/ml 

V1 x C1  =  V2 x C2 

V1 x 1000 µg/ml = 1 ml x 1000 µg/ml 

                           V1 =        
                 

          
 

                           V1 =  1 ml 

c. Pembuatan Seri Konsentrasi 500 µg/ml 

V1 x C1 =  V2 x C2 

V1 x 1000 µg/ml = 1 ml x 500 µg/ml 

                           V1 =        
                

           
 

                           V1 =  0,5 ml ~ 500 µl 

Jadi diambil 500 µl dari seri konsentrasi 1000 µg/ml + 500 µl MK 

d. Pembuatan Seri Konsentrasi 250 µg/ml 

V1 x C1 =  V2 x C2 

V1 x 500 µg/ml = 1 ml x 250 µg/ml 

                           V1 =        
                

         
 

                          V1 =  0,5 ml ~ 500 µl 
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Jadi diambil 500 µl dari seri konsentrasi 500 µg/ml + 500 µl MK 

e. Pembuatan Seri Konsentrasi 125 µg/ml 

V1 x C1 =  V2 x C2 

V1 x 250 µg/ml = 1 ml x 125 µg/ml 

                           V1 =        
                

         
 

                           V1 =  0,5 ml ~ 500 µl 

Jadi diambil 500 µl dari seri konsentrasi 250 µg/ml + 500 µl MK 

f. Pembuatan Seri Konsentrasi 62,5 µg/ml 

V1 x C1 =  V2 x C2 

              V1 x 125 µg/ml = 1 ml x 62,5 µg/ml 

                         V1 =        
                 

         
 

                        V1 =  0,5 ml ~ 500 µl 

Jadi diambil 500 µl dari seri konsentrasi 125 µg/ml + 500 µl MK 

 

3. Seri Konsentrasi Doksorubisin Perlakuan Tunggal 

a. Sedia dalam kemasan 10 mg/5ml/vial atau sama dengan 2 mg/ml. 

Sediaan 2 mg/ml ~ 2 g/L 

BM doksorubisin 579,99 g/mol (FI Edisi IV,1995) 

      

             
                     ~ 0,0034483353 M ~ 3.4483353 

nM 

Maka 2 mg/ml doksorubisin setara dengan 3.4483353 nM 
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b. Pembuatan Stok Konsentrasi 100.000 nM 

V1 x C1 =  V2 x C2 

V1 x 3.4483353 nM = 345 µl x 100.000 nM 

                          V1 =        
                    

            
 

                         V1 =  10 µl  

Jadi diambil 10 µl dari sediaan 2 mg/ml  + 335 µl MK 

c. Pembuatan Seri Konsentrasi 500 nM 

V1 x C1 =  V2 x C2 

V1 x 100.000 nM = 1000 µl x 500 nM 

                          V1 =        
                 

          
 

                         V1 =  5 µl  

Jadi diambil 5 µl dari stok 100.000 nM  + 995 µl MK 

d. Pembuatan Seri Konsentrasi 250 nM 

V1 x C1 =  V2 x C2 

V1 x 500 nM = 400 µl x 250 nM 

                          V1 =        
                

      
 

                         V1 =  200 µl  

Jadi diambil 200 µl dari stok 500 nM  + 200 µl MK 

e. Pembuatan Seri Konsentrasi 125 nM 

V1 x C1 =  V2 x C2 

V1 x 500 nM = 400 µl x 125 nM 

                          V1 =        
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                         V1 =  100 µl  

Jadi diambil 100 µl dari seri konsentrasi 500 nM  + 300 µl MK 

f. Pembuatan Seri Konsentrasi 62,5 nM 

V1 x C1 =  V2 x C2 

V1 x 500 nM = 400 µl x 62,5 nM 

                          V1 =        
                 

      
 

                         V1 =  50 µl  

Jadi diambil 50 µl dari seri konsentrasi 500 nM  + 350 µl MK 

g. Pembuatan Seri Konsentrasi 31,25 nM 

V1 x C1 =  V2 x C2 

V1 x 500 nM = 400 µl x 31,25 nM 

                          V1 =        
                  

      
 

                         V1 =  25 µl  

Jadi diambil 25 µl dari seri konsentrasi 500 nM  + 375 µl MK 
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Lampiran 5. Penentuan Nilai IC50 Ekstrak Etanolik Daun Sirsak (EEDS) dan 

Doksorubisin pada Sel Kanker Serviks HeLa 

 

1. Penentuan Nilai IC50 Ekstrak Etanolik Daun Sirsak (EEDS) 

Konsentrasi 

EEDS (µg/ml) 

Absorbansi Rata-rata 

Absorbansi 

Log 

Konsentrasi 

% 

Viabilitas 

Sel 1             2            3 

1000 

500 

250 

125 

62,5 

0,129 0,153 0,126 0,136 3,00 3,71 

0,201 0,211 0,170 0,194 2,70 10,89 

0,249 0,519 0,268 0,345 2,40 29,58 

0,346 0,386 0,425 0,386 2,10 34,65 

0,681 0,805 0,503 0,663 1,80 68,94 

Kontrol Sel 0,912 0,897 0,934 0,793   

Kontrol Media 0,113 0,098 0,106 0,965   

 

  

 

 

y = -51,227x + 152,39 
R² = 0,9172 
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Analisis Regresi Linier dengan Ms.Excel 2007 

Y = -51,227x + 152,39 

R
2 

= 0,9172 

Mencari IC50, sehingga Y = 50 

50 = -51,227x + 152,39 

x = (152,39-50) : 51,227 = 1,998750659 

Antilog 1,998750659 = 99,713 µg/ml 

Sehingga diperoleh IC50 Ekstrak  Etanolik Daun Sirsak 99,713 µg/ml 

 

2. Penentuan Nilai IC50 Doksorubisin 

Konsentrasi 

Doksorubisin  

(nM) 

Absorbansi Rata-rata 

Absorbansi 

Log 

Konsentrasi 

% 

Viabilitas 

Sel 1             2            3 

500 

250 

125 

62,5 

31,25 

0,134 0,129 0,124 0,129 
2,70 2,85 

0,212 0,179 0,213 0,201 
2,40 11,76 

0,324 0,436 0,392 0,384 
2,10 34,41 

0,837 0,814 0,801 0,817 
1,80 88,00 

0,971 0,912 0,934 0,939 
1,49 103,09 

Kontrol Sel 0,912 0,897 0,934 0,793   

Kontrol Media 0,113 0,098 0,106 0,965   
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Analisis Regresi Linier dengan Ms.excel 2007 

Y  = -91,873x + 240,66 

R
2
 = 0,9371 

Mencari IC50,sehingga Y = 50 

50 = -91,873x + 240,66 

x  = (240,66– 50) : 91,873 = 2,075256 

Antilog 2,075256 = 118,920 nM 

Sehingga diperoleh IC50 Doksorubisin  118,920 nM 

 

 

y = -91,873x + 240,66 
R² = 0,9371 
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Lampiran 6. Perhitungan Sel, Seri Konsentrasi Ekstrak Etanolik Daun Sirsak dan 

Seri Konsentrasi Doksorubisin Uji Sitotoksisitas Perlakuan 

Kombinasi 

 

1. Sel HeLa 

a. Perhitungan Sel  

Jumlah sel kamar A = 136 ,B = 124, C = 119, D = 148 

                        

 
                                                         

 
        

                                                          
              

 
       

                            = 11.825 x 10
5
 sel 

Jumlah sel yang diperlukan = 5 x 10
3 
x 100 sumuran 

      = 5 x 10
5 

                                          
                          

                        
 

            
         

             
 

 = 0,423 mL ~ 423 µl 

Total volume yang diperlukan  = 100 µl x 100 sumuran 

 = 10.000 µl 

 = 10 mL 
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2. Seri Konsentrasi EEDS Perlakuan Kombinasi 

a. Pembuatan Larutan Stok Konsentrasi 1000 µg/ml 

Sebanyak 10 mg EEDS dilarutkan dalam 100 µl DMSO ditambahkan 

media kultur ad 10 ml. 

Konsentrasi stok 10 mg/10ml = 1 mg/ml = 1000 µg/ml 

b. Perhitungan Dari Perbandingan IC50 

IC50 EEDS =  99,713 µg/ml ~ 100 µg/ml 

1/2 x 100 µg/ml = 50
 
µg/ml x 2 = 100 µg/ml 

1/3  x 100 µg/ml = 33,33 µg/ml x 2 = 66,66 µg/ml 

1/4 x 100 µg/ml = 25 
 
µg/ml x 2 = 50 µg/ml 

1/6 x 100 µg/ml = 16,67
 
µg/ml x 2 = 33,34  µg/ml 

c. Pembuatan Seri Konsentrasi 50
 
µg/ml (100 µg/ml) 

V1 x C1  =  V2 x C2 

V1 x 1000 µg/ml = 1100 µl x 283 µg/ml 

                           V1 =        
                   

          
 

                         V1 =  110  µl  

Jadi diambil 110 µl + MK 990 µl 

d. Pembuatan Seri Konsentrasi 33,33 µg/ml (66,66 µg/ml) 

V1 x C1  =  V2 x C2 

V1 x 1000 µg/ml = 1100 µl x 66,66 µg/ml 

                           V1 =        
                      

          
 

                         V1 =  73,326 ~ 73 µl  

Jadi diambil 73 µl + MK 1027 µl 
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e. Pembuatan Seri Konsentrasi 25 µg/ml (50 µg/ml) 

V1 x C1  =  V2 x C2 

V1 x 1000 µg/ml = 1100 µl x 50 µg/ml 

                           V1 =        
                  

          
 

                         V1 =  55 µl  

Jadi diambil 55 µl + MK 1045 µl 

f. Pembuatan Seri Konsentrasi 16,67 
µg

/ml   (33,34 
µg

/ml ) 

V1 x C1  =  V2 x C2 

V1 x 1000 µg/ml = 1100 µl x 33,34 µg/ml 

                           V1 =        
                     

          
 

                         V1 =  36,674 ~ 37 µl  

Jadi diambil 37 µl + MK 1063 µl 

3. Seri Konsentrasi Doksorubisin Perlakuan Kombinasi 

a. Perhitungan Dari Perbandingan IC50 

IC50 Doksorubisin =  118,920 nM ~ 119 nM 

1/2 x 119 nM = 59,5
 
nM  x 2 = 119 nM 

1/3  x 119 nM = 39,67 nM x 2 = 79,33 nM 

1/4 x 119 nM =  29,75 nM x 2 = 59,5 nM 

1/6 x 119 nM = 19,83 nM x 2 = 39,67 nM 

b. Pembuatan Seri Konsentrasi 100.000 nM 

Sedian doksorubisin 2mg/ml setara dengan 3.4483353 nM 

V1 x C1  =  V2 x C2 

V1 x 3.448.393 nM = 345 µl x 100.000 nM 
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                           V1 =        
                   

             
 

                         V1 =  10 µl  

Jadi diambil 10 µl dan + MK 335 µl 

c. Pembuatan Seri Konsentrasi 1000 nM 

V1 x C1  =  V2 x C2 

V1 x 100.000 nM = 500 µl x 1000 nM 

                           V1 =        
                

         
 

                         V1 =  5 µl  

Jadi diambil 5 µl dan + MK 495 µl 

d. Pembuatan Seri Konsentrasi  59,5 nM (119 nM) 

V1 x C1  =  V2 x C2 

V1 x 1000 nM = 1100 µl x 119 nM 

                           V1 =        
                

       
 

                          V1 =  130,9 µl ~ 131 µl 

Jadi diambil 131 µl + MK 969 µl 

e. Pembuatan Seri Konsentrasi 39,67 nM (79,33 nM) 

V1 x C1  =  V2 x C2 

V1 x 1000 nM = 1100 µl x 79,33 nM 

                           V1 =        
                  

       
 

                         V1 =  87,263 µl ~ 87 µl 

Jadi diambil 87 µl + MK 1013 µl 

f. Pembuatan Seri Konsentrasi 29,75 nM (59,5 nM) 
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V1 x C1  =  V2 x C2 

V1 x 1000 nM = 1100 µl x 59,5 nM 

                           V1 =        
                  

       
 

                         V1 =  65,45 µl ~ 65 µl 

Jadi diambil 65 µl + MK 1035 µl 

g. Pembuatan Seri Konsentrasi 19,83 nM (39,67 nM) 

V1 x C1  =  V2 x C2 

V1 x 1000 nM = 1100 µl x 39,67 nM 

                           V1 =        
                   

       
 

                         V1 =  43,637 µl ~ 44 µl 

Jadi diambil 44 µl + MK 1056 µl 
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Lampiran 7. Hasil Uji Sitotoksisitas Kombinasi Ekstrak Etanolik Daun Sirsak 

dan Doksorubisin Terhadap Sel Kanker Serviks HeLa 

 

Absorbansi Perlakuan Kombinasi 

Konsentrasi 

Doksorubisin 

(IC50) 

Konsentrasi Ekstrak Etanolik Daun Sirsak (IC50) 

1/2 = 49,857 1/3 = 33,238 1/4 = 24,928 1/6 = 16,619 

1/2= 59,46 0,114 0,144 0,154 0,145 0,154 0,179 0,177 0,211 0,213 0,298 0,223 0,298 

1/3 = 39,64 0,136 0,123 0,159 0,16 0,167 0,181 0,184 0,179 0,181 0,221 0,231 0,197 

1/4 = 29,73 0,121 0,118 0,178 0,186 0,191 0,21 0,178 0,293 0,182 0,177 0,241 0,24 

1/6 = 19,82 0,13 0,11 0,176 0,169 0,161 0,171 0,217 0,257 0,202 0,252 0,245 0,243 

Kontrol Sel 0,904 0,879 0,883 0,889 

        Kontrol  Media 0,109 0,114 0,115 0,113 

         

 

 

Viabilitas Sel Perlakuan Kombinasi 

Konsentrasi 

Doksorubisin 

(IC50) 

Konsentrasi Ekstrak Etanolik Daun Sirsak (IC50) 

1/2  1/3  1/4  1/6  

1/2 0,13 3,99 5,28 4,12 5,28 8,51 8,25 12,63 12,89 23,84 14,18 23,84 

1/3  2,96 1,29 5,93 6,06 6,96 8,76 9,15 8,51 8,76 13,92 15,21 10,82 

1/4  1,03 0,64 8,38 9,41 10,05 12,50 8,38 23,20 8,89 8,25 16,49 16,37 

1/6  2,19 -0,39 8,12 7,22 6,19 7,47 13,40 18,56 11,47 17,91 17,01 16,75 

 

 

 



66 
 

Rata-Rata Vibilitas Sel Perlakuan Kombinasi 

Konsentrasi 

Doksorubisin 

(nM) 

Rata-rata % Viabilitas Sel 

Konsentrasi Ekstrak Etanolik Daun Sirsak (µg/ml) 

49,86 33,24 24,93 16,62 

59,46 

39,64 

29,73 

19,82 

3,14 

3,39 

3,35 

3,31 

5,97 

7,26 

10,65 

6,96 

11,25 

8,81 

13,49 

14,48 

20,62 

13,32 

13,70 

17,23 

 

Konsentrasi EEDS Tunggal yang Mampu Menghasilkan Respon yang Sama 

dengan Perlakuan Kombinasi 

Konsentrasi 

Doksorubisin (nM) 

Konsentrasi Ekstrak Etanolik Daun Sirsak (µg/ml) 

49,86                  33,24                 24,93                 16,62 

59,46 819,57 721,51 568,99 373,51 

39,64 810,13 680,91 635,18 518,63 

29,73 811,70 584,58 514,64 509,69 

19,82 813,26 690,17 492,28 435,06 
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Konsentrasi Doksorubisin Tunggal yang Mampu Menghasilkan Respon yang 

Sama dengan Perlakuan Kombinasi 

Konsentrasi 

Doksorubisin (nM) 

Konsentrasi Ekstrak Etanolik Daun Sirsak (µg/ml) 

49,86                  33,24                 24,93                 16,62 

59,46 384,91 358,51 314,04 248,35 

39,64 
382,43 347,11 333,92 298,23 

29,73 382,84 318,81 296,94 295,35 

19,82 383,25 349,74 289,68 270,39 

 

 

 

Perolehan Skor Combination Index (CI) Uji Sitotoksisitas Kombinasi EEDS- 

Doksorubisin Pada Sel Kanker Serviks HeLa 

 

Skor CI 

Konsentrasi 

Doksorubisin (nM) 

Konsentrasi EEDS (µg/ml) 

49,857 33,238 24,928 16,619 

59,46 0,2 0,2 0,2 0,3 

39,64 0,2 0,2 0,2 0,2 

29,73 0,1 0,2 0,2 0,1 

19,82 0,1 0,1 0,1 0,1 

 

 

 

 

 

 


