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Karsinoma hepatoseluler merupakan tumor ganas hepar primer berasal dari 

hepatosit. Obat antikanker dari herbal dibutuhkan karena mempunyai efek samping 

yang minimal dan harga produksi yang lebih rendah daripada menggunakan obat 

kemoterapi.  Tanaman Azadirachta indica mempunyai potensi sebagai obat 

antikanker. Tanaman ini merupakan tanaman spesies asli Indonesia dan spesies 

eksotis Filipina. Perbedaan tempat asal tumbuh akan mempengaruhi kadar 

metabolit sekunder tanaman yang dipengaruhi oleh iklim, faktor genetik, 

lingkungan, kadar kimia tanah makro. Penelitian ini bertujuan mendapatkan obat 

antikanker herbal dari daun Azadirachta indica dari Indonesia (EEAII) dan Filipina 

(EEAIF) yang memiliki efek berpotensi sebagai antikanker paling baik. Pada 

penelitian ini, digunakan dietilnitrosamin (DEN) dan karbon tetraklorida (CCl4) 

sebagai induktor karsinoma hepatoseluler pada hepar tikus (Rattus norvegicus) 

jantan. Penelitian ini terbagi menjadi tiga tahapan, tahapan pertama; yaitu 

pembuatan EEAII dan EEAIF; tahapan kedua, yaitu penelitian in silico interaksi 

ikatan senyawa bioaktif Azadirachta indica terhadap protein anti-apoptosis Bcl-2; 

tahapan ketiga, yaitu penelitian in vivo potensi EEAII dan EEAIF terhadap tikus 

jantan Rattus norvegicus model karsinoma hepatoseluler dengan menganalisa 

aktivitas enzim aspartat aminotransferase (AST), alanine aminotransferase (ALT) 

dan kadar alpha fetoprotein (AFP). Penelitian ini menggunakan hewan coba tikus 

(Rattus norvegicus) jantan yang diinduksi DEN + CCl4 yang dibagi dalam enam 

kelompok terapi dan masing – masing kelompok 4 ekor. Kelompok terapi pertama 

menggunakan EEAII dosis 500 mg/kgBB/hari, kelompok terapi kedua 

menggunakan EEAIF dosis 500 mg/kgBB/hari, kelompok terapi ketiga 

menggunakan obat standar Sorafenib 15 mg/hari, kelompok terapi keempat 

menggunakan EEAII dosis 500 mg/kgBB + Sorafenib 15 mg/hari, kelompok terapi 

kelima menggunakan EEAIF dosis 500 mg/kgBB + Sorafenib 15 mg/hari dan 

kelompok kontrol negatif. Terapi dilakukan selama 30 hari. Hasil terapi karsinoma 

hepatoseluler pada dosis EEAIF + Sorafenib memiliki presentase penurunan 

aktivitas AST yang mendekati kemampuan obat standar sorafenib sedangkan untuk 

presentase penurunan aktivitas ALT yang mendekati kemampuan obat standar 

sorafenib pada dosis EEAIF. Presentase penurunan kadar AFP terbaik ada pada 

dosis EEAIF. Kesimpulan dari penelitian ini bahwa EEAI mengandung senyawa 

betulin, lupeol, sesamolin, epicatechin yang terbukti menghabat protein anti-

apoptosis Bcl-2, menurunkan aktivitas AST/ALT dan kadar AFP pada tikus jantan 

Rattus norvegicus yang mendapat terapi ekstrak etanol Azadirachta indica. 
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SUMMARY 

 

Ricadonna Raissa. 186090200111007. Postgraduate Program, Brawijaya 

University. 2019. Study of Ethanol Extract of Azadirachta indica Leaves on 

Aspartate Transaminase / Alanine Transaminase Activity and Alpha 

Fetoprotein Levels in Animal Models of Hepatocellular Carcinoma. 

Supervisor: Prof. Dr. Aulanni'am, drh. DES. Co-Supervisor: Anna Safitri, S. Si, 

M.Sc., Ph. D. 

 

Hepatocellular carcinoma is a primary malignant tumor originating from 

hepatocytes. Anticancer drugs from herbs are needed because they have minimal 

side effects and lower production costs than using chemotherapy drugs. 

Azadirachta indica plant has potential as an anticancer drug. This plant is a plant 

native to Indonesia and exotic species of the Philippines. The difference in place of 

origin will affect the levels of plant secondary metabolites that are influenced by 

climate, genetic factors, environment, and chemical levels of macro soil. This study 

aims to obtain herbal anticancer drugs from Azadirachta indica leaves from 

Indonesia (EEAII) and the Philippines (EEAIF) which have the potential to be the 

best anticancer effects. In this study, diethylnitrosamine (DEN) and carbon 

tetrachloride (CCl4) are used as hepatocellular carcinomas inductors in male liver 

(Rattus norvegicus) rats. This research is divided into three stages, the first stage; 

namely the making of EEAII and EEAIF; the second stage, in silico research on the 

interaction of the bioactive compound Azadirachta indica to the anti-apoptotic Bcl-

2 protein; the third stage, in vivo research on the potential of EEAII and EEAIF on 

male Rattus norvegicus models of hepatocellular carcinoma by analyzing the 

activity of the enzyme aspartate aminotransferase (AST), alanine aminotransferase 

(ALT) and alpha fetoprotein (AFP) levels. This study used male Rattus norvegicus 

induced by DEN + CCl4 which were divided into six treatment groups and each 

group of 4 animals. The first therapy group uses EEAII dose 500 mg / kgBB / day, 

the second therapy group uses EEAIF dose 500 mg / kgBB / day, the third therapy 

group uses standard drug Sorafenib 15 mg / day, the fourth therapy group uses 

EEAII dose 500 mg / kgBB + Sorafenib 15 mg / day, the fifth therapy group uses 

EEAIF dose 500 mg / kgBB + Sorafenib 15 mg / day and negative control group. 

Therapy is carried out for 30 days. The results of hepatocellular carcinoma therapy 

at EEAIF + Sorafenib dose have a decreased percentage of AST activity which is 

close to the ability of the standard drug sorafenib while for the percentage decrease 

in ALT activity that approaches the ability of the standard sorafenib drug at EEAIF 

dose. The best percentage reduction in AFP levels is at EEAIF dose. The conclusion 

of this study is that EEAI contains compounds such as betulin, lupeol, sesamolin, 

epicatechin which have been shown to inhibit the Bcl-2 anti-apoptotic protein, 

reduce AST / ALT activity and AFP levels in male Rattus norvegicus mice 

receiving ethanol extract Azadirachta indica. 
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BAB I 

PENDAHULUAN 

 

 

1.1. Latar Belakang 

Karsinoma hepatoseluler merupakan tumor ganas hepar primer berasal dari 

hepatosit. Pada tahun 2012, terdapat 782.000 kasus terdiagnosis dan 746.000 

kematian disebabkan karsinoma hepatoseluler. Karsinoma hepatoseluler 

menempati peringkat keenam neoplasma paling umum dan peringkat ketiga 

neoplasma paling mematikan (Forner et al., 2018). Kebanyakan kasus karsinoma 

hepatoseluler ditemukan pada stadium lanjut karena sulitnya mengenali gejala pada 

stadium awal dan pesatnya perkembangan tumor (Yang dan Roberts, 2010). 

Stadium lanjut tidak memungkinkan dilakukannya pengangkatan jaringan tumor. 

Sehingga salah satu terapi yang dapat digunakan adalah kemoterapi. Terapi 

kemoterapi menimbulkan efek samping yang dapat merusak sel normal, seperti sel 

hematopoietik, sel folikel rambut, dan lapisan epitel usus. Efek samping ini 

membatasi pemberian dosis kemoterapi dan memungkinkan sel kanker menjadi 

resisten terhadap obat kemoterapi (Chen, 2000). 

Upaya menerapi karsinoma hepatoseluler dengan efektifitas tinggi, efek 

samping minimal adalah menggunakan obat herbal. Penggunaan herbal sebagai 

obat juga dapat menurunkan tingginya biaya pengobatan kanker. Eksplorasi 

tanaman yang berlimpah sepanjang tahun di negara tropis membawa daun 

Azadirachta indica terpilih sebagai kandidat antikanker untuk diteliti.  

Tanaman Azadirachta indica merupakan tanaman spesies asli Indonesia dan 

spesies eksotis Filipina. Tanaman ini mudah didapatkan di Pulau Jawa dan Madura. 

Sedangkan di Filipina mudah ditemukan di daerah Camiling. Daerah Madura dan 

Camiling sama-sama merupakan daerah iklim tropis kering tetapi memiliki kondisi 

tanah dan lingkungan yang berbeda. Spesies tanaman yang sama tumbuh di bawah 

kondisi lingkungan yang berbeda mempengaruhi kadar metabolit sekunder tanaman 

tersebut. Kandungan metabolit sekunder tanaman dipengaruhi oleh faktor genetik, 

lingkungan, kadar kimia tanah makro (Sampaio et al., 2016). Sehingga pada 

penelitian ini dilakukan skrining kandungan metabolit sekunder menggunakan 
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teknik LC-HRMS untuk mengetahui perbedaan senyawa bioaktif yang terkandung 

dalam masing-masing ekstrak etanol daun Azadirachta indica dari Indonesia 

(EEAII) dan Filipina (EEAIF). 

Induksi apoptosis merupakan salah satu strategi aktif untuk menghentikan 

proliferasi sel kanker. Kejadian apoptosis diatur oleh protein pro-apoptosis dan anti-

apoptosis. Protein Bcl-2 merupakan protein anti-apoptosis. Penghambatan protein 

Bcl-2 dapat menginduksi apoptosis (Czabotar et al., 2014). Peneltian sebelumnya 

mengenai efek ekstrak kasar etanol daun Azadirachta indica terhadap kanker 

prostat, kanker mamae dan kanker bukal secara in vivo terbukti dapat meningkatkan 

apoptosis (Kumar et al., 2006 ; Subapriya dan Nagini, 2005). Senyawa bioaktif 

daun Azadirachta indica yang berpotensi memicu apoptosis diantaranya adalah 

nimbolide, quercetin, limonoid (Alzohairy, 2016; Elumalai dan Arunakaran, 2014). 

Dari data penelitian diatas maka dilakukan studi pendahuluan untuk mengetahui 

seberapa besar potensi kemampuan senyawa bioaktif EEAI menginduksi apoptosis 

dengan menggunakan metode in silico. 

Manifestasi klinik disfungsi hati akibat karsinoma hepatoseluler yang 

timbul diukur dengan mengamati produk hepatosit yang nekrotik pada sirkulasi. 

Produk hepatosit yang nekrotik berupa aspartate aminotransferase (AST) dan 

alanine aminotransferase (ALT). Oleh karena itu pemeriksaan aktivitas enzim AST 

dan ALT merupakan petunjuk untuk menentukan kerusakan hepatosit.  

Selain AST dan ALT, manifestasi klinis sebagai biomarker spesifik untuk 

mendeteksi karsinoma hepatoseluler adalah kadar alpha-fetoprotein (AFP) (Wang 

and Wang, 2018). Sel karsinoma hepatoseluler dapat memodifikasi antigen 

permukaan mereka sendiri dan mengubah lingkungan mikro di sekitar lesi tumor 

untuk melaksanakan imunitas. AFP dapat memicu proliferasi sel karsinoma 

hepatoseluler dan angiogenesis kanker, tetapi juga meningkatkan efek antiapoptosis 

sel kanker (Zhu et al., 2016). Dengan demikian, AFP memainkan peran penting 

dalam pengembangan dan perkembangan kanker hati. Peran AFP sudah teruji 

sebagai biomarker karsinoma hepatoseluler, tetapi masih kontroversial dalam 

pemantauan respon terhadap pengobatan. Sehingga pada penelitian ini akan 

menganalisis nilai AFP sebelum dan sesudah terapi EEAII dan EEAIF terhadap 

karsinoma hepatoseluler. 
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Untuk menemukan daun Azadirachta indica yang memiliki potensi efek 

antikanker pada karsinoma hepatoseluler terbaik antara Indonesia dan Filipina 

dilakukan studi pendahuluan dengan metode in silico mengenai interaksi senyawa 

nmetabolit sekunder EEAII dan EEAIF terhadap protein anti-apoptosis Bcl-2 dan 

studi secara in vivo menggunakan hepar tikus (Rattus norvegicus) yang diinduksi 

dietilnitrosamin (DEN) dan karbon tetraklorida (CCl4) dengan manifestasi klinis 

biokimia  aktivitas enzim hepar AST/ALT dan kadar AFP. 

 

1.1. Rumusan Masalah 

1. Apa komponen senyawa bioaktif pada EEAII dan EEAIF serta 

bagaimana hasil analisis molecular docking senyawa bioaktif EEAII dan 

EEAIF terhadap protein anti-apoptosis Bcl-2? 

2. Apakah terapi EEAII, EEAIF dan terapi campuran dengan Sorafenib 

dapat mempengaruhi aktivitas enzim AST dan ALT pada hepar tikus 

putih model karsinoma hepatoseluler dibandingkan dengan obat 

Sorafenib sebagai gold standard? 

3. Apakah terapi EEAII, EEAIF dan terapi campuran dengan Sorafenib 

dapat mempengaruhi kadar AFP pada hepar tikus putih model 

karsinoma hepatoseluler dibandingkan dengan obat Sorafenib sebagai 

gold standard? 

 

1.3.  Tujuan 

1. Mengidentifikasi senyawa bioaktif ekstrak etanol daun Azadirachta 

indica dari Indonesia dan Filipina serta menentukan secara in silico 

senyawa bioaktif yang berkemampuan sebagai antikanker. 

2. Membuktikan bahwa terapi EEAII, EEAIF dan terapi campuran dengan 

Sorafenib menurunkan aktivitas enzim AST/ALT pada hepar tikus 

putih model karsinoma hepatoseluler dibandingkan dengan obat 

Sorafenib sebagai gold standard. 

3. Membuktikan bahwa terapi EEAII, EEAIF dan terapi campuran dengan 

Sorafenib menurunkan kadar AFP pada hepar tikus putih model 
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karsinoma hepatoseluler dibandingkan dengan obat Sorafenib sebagai 

gold standard. 

 

 1.4.  Batasan Masalah 

1. Daun Azadirachta indica diperoleh dari daerah Indonesia dan Filipina.  

2. Analisis senyawa bioaktif ekstrak etanol daun Azadirachta indica 

dilakukan dengan teknik LC-HRMS. 

3. Ekstraksi senyawa aktif dilakukan dengan cara maserasi menggunakan 

pelarut etanol 80% selama 24 jam. 

4. Hewan coba yang digunakan diperoleh dari laboratorium Biosains, 

Malang berupa tikus jantan strain Wistar (Rattus norvegicus).  

5. Dosis inisiasi DEN 1% yang digunakan adalah 1 mL/kgBB single 

injection secara intraperitoneal. 

6. Dosis induksi karbon tertraklorida (CCl4) 10% yang digunakan adalah 

50 mg/kgBB 4x/minggu selama 7 minggu. 

7. Synthetic gold standard drug untuk terapi hepatoselular karsinoma 

adalah Sorafenib (Nexavar®) dengan dosis 15 mg/kgBB p.o. 1 kali 

sehari selama 2 minggu. 

8. Dosis ekstrak etanol daun Azadirachta indica dari Indonesia dan 

Filipina yang digunakan yaitu 500 mg/kgBB p.o.1 kali sehari selama 2 

minggu. 

 

1.5.  Manfaat Penelitian 

Manfaat yang diharapkan dari penelitian ini adalah dapat digunakan sebagai 

kajian ilmiah pemanfaatan ekstrak etanol daun Azadirachta indica Indonesia dan 

Filipina dalam pengobatan anti kanker karsinoma hepatoseluler.

BAB II 

TINJAUAN PUSTAKA 
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2.1.  Tanaman Azadirachta indica 

2.1.1.  Morfologi Daun Azadirachta indica 

Tanaman mimba (Azadirachta indica) adalah tanaman yang termasuk 

dalam famili meliaceae. Daun Azadirachta indica adalah daun majemuk menyirip 

genap dengan jumlah helaian 8 – 16. Helaian anak daun berbentuk memanjang tidak 

setangkup sampai serupa bentuk bulan sabit. Ujung daun Azadirachta indica 

berbentuk meruncing, pangkal daun miring, tepi daun bergerigi kasar. Taxonomi 

tanaman Azadirachta indica adalah sebagai berikut (Alzohairy, 2016). 

 

Kingdom : Plantae 

Divisi  : Spermatophyta 

Kelas  : Magnoliopsida 

Ordo  : Rutales 

Famili  : Meliaceae 

Genus  : Azadirachta 

Spesies : A. indica 

 

 

 
Gambar 2.1. Daun dan biji (kiri) dan pohon (kanan) Azadirachta indica. 

 

Tanaman Azadirachta indica tumbuh di daerah tropis, di dataran rendah 

pada ketinggian 300 meter di atas permukaan air laut, ditempat kering (daerah yang 

memiliki curah hujan dibawah 500 mm per tahun), berbatu, berpasir bahkan di 

tanah yang miskin mineral. Tanaman Azadirachta indica dapat tumbuh juga pada 

daerah yang memiliki curah hujan tinggi dengan ciri khas tanaman yang akan 

menghasilkan daun lebih banyak atau vegetatif, namun saat tumbuh pada daerah 

yang memiliki curah hujan dibawah 5000 mm per tahun tanaman akan 

menghasilkan biji atau generatif. Tanaman Azadirachta indica di Indonesia bisa 
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ditemui hampir di semua daerah terutama di Jawa Barat, Jawa Timur dan Madura 

(Turang, 2016).  

 

2.1.2.  Kegunaan dan Aktivitas Biologi 

Tanaman Azadirachta indica umumnya digunakan pada pengobatan 

Ayurveda India (Brahmachari, 2004). Daun Azadirachta indica memiliki beberapa 

khasiat pengobatan diantaranya sebagai hipoglikemik (Khosla et al., 2000), anti-

jamur (Lloyd et al., 2005), antidiabetes (Mostofa et al., 2007), anti-malaria (Okumu 

et al., 2007), hepatoprotektif (Pingale, 2010), anti-radang (Jagadeesh et al., 2014). 

 

Azadirachtin 

 

  
Quercetin 

Gambar 2.2. Struktur azadirachtin dan quercetin 

 

Daun Azadirachta indica mengandung senyawa bioaktif diantaranya adalah 

nimbin, nimbinin, nimbolide, meliantriol, azadirone, nimboline, nimbidin, 

vilasinin, nomolin,, kaemferol, quercetin, rutin, isohammertin (Paul et al., 2011). 

 

2.2.  Karsinoma Hepatoseluler 

Karsinoma hepatoseluler merupakan kanker degan peringkat kelima 

terbanyak di dunia dan penyebab kematian ketiga tertinggi yang diakibat kanker. 

Karsinoma hepatoseluler lebih dominan pada laki-laki daripada perempuan dengan 

perbandingan 4: 1. Karsinoma hepatoseluler merupakan penyakit neoplasma hepar 

primer ganas (Bakiri dan Wagner, 2013; Hamilton et al., 2013). Sekitar 90-95% 

dari seluruh tumor hepar primer adalah karsinoma hepatoseluler yang berasal dari 

sel parenkim hepar. Predisposisi karsinoma hepatoseluler berhubungan dengan 
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infeksi virus hepatitis B dan virus hepatitis C, non-alcoholic fatty liver disease 

(NAFLD), aflatoksin, alkoholik.  

Patobiologi karsinoma hepatoseluler diawali dengan bentuk respon 

kerusakan hepar yang disebabkan oleh virus, parasit, toksin dan kelainan sistem 

imun mengakibatkan terjadinya fibrosis. Fibrosis kronis akan mengeraskan atau 

menghancurkan struktur internal hepar. Sel stelata yang merupakan sel diam akan 

terkativasi, berproliferasi dan mensintesis jaringan matriks fibrotik kolagen tipe I 

bila terjadi kerusakan. Hal ini mengakibatkan terjadinya jaringan kolagen yang 

berlebih.  yang akan membuat hepar mengeras. Jaringan hepar yang mengeras 

menekan pembuluh darah, sehingga aliran darah tak lancar yang mengakibatkan 

kematian sel hepatosit. Jaringan hepar rusak sehingga sel tidak bisa berapoptosis 

dengan baik. Sel hepar akan terus proliferasi, sel rusak juga berproliferasi dan 

beregenerasi. Sehingga timbul nodul.   

 

 
Gambar 2.3. Preparat sel hepatosit normal dan sel neoplastik (kiri), makroskopis 

nodul - nodul pada hepar (kanan) 

 

 

2.3. Induksi DEN + CCl4 untuk Membuat Tikus (Rattus norvegicus) Model 

Karsinoma Hepatoseluler  

Dietilnitrosamin (DEN) adalah senyawa yang termasuk dalam golongan n-

nitrosamin. Nitrosamin merupakan senyawa yang memiliki struktur kimia N-

N=O=N-N=O.  
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Gambar 2.4. Struktur senyawa dietilnitrosamin (DEN) 

 

DEN termasuk zat genotoksik yang digunakan sejak tahun 1960 untuk 

menginduksi karsinoma hepatoseluler (Bakiri dan Wagner, 2013). Dalam tubuh di 

dalam sel hepatosit oleh enzim sitokrom P450, DEN mengalami bioaktivasi secara 

biotransformasi enzimatik menjadi zat karsinogen (Qi et al., 2008). 

 

 
Gambar 2.5. Biotransformasi DEN saat dimetabolisme (Tolba et al., 2015) 

 

Biotransformasi DEN oleh sitokrom P450 mengarah pada pembentukan zat 

antara reaktif yang merupakan penyebab dalam pembentukan dimetilasi 

makromolekul yaitu nitrosamin primer yang bersifat tidak stabil. Molekul 

nitrosamin primer mengalami tautomerisasi dengan sebagian besar molekul-

molekul selular. Jika terjadi alkilasi pada tingkat DNA maka akan menyebabkan 

pembentukan N7- methylguanine dan O6-methylguanine (Gambar 2.5). Dealkilasi 

DEN menyebabkan aktifnya metabolit mutagenik yang dapat dimodulasi dengan 

CCl4 atau phenobarbital (PB) (Tolba et al., 2015) 

Selain itu, bioaktivasi DEN oleh cytochrome P450 dapat menghasilkan 

reactive species oxygen (ROS). ROS memiliki beberapa mekanisme yang dapat 

menyebabkan terjadinya kerusakan sel. Mekanisme yang pertama yaitu dengan 

menyebabkan peroksidasi lipid di membran dan organel-organel sel. Reaksi antara 

lipid dan radikal bebas ini akan menghasilkan peroksida yang merusak sel membran 

secara ekstensif. Mekanisme lainnya yaitu radikal bebas akan merusak rantai DNA, 
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protein dan lipid yang dapat menyebabkan keganasan dan kematian hepatosit 

(Bakiri dan Wagner, 2013; Qi et al., 2008) 

Dalam penelitian kanker hati dengan hewan percobaan, DEN digunakan 

sebagai komplet karsinogen atau sebagai inisiator dalam protokol bertingkat. Jika 

disuntikkan tikus muda kurang dari dua minggu, ketika hepatosit masih aktif 

berkembang, DEN dapat bertindak sebagai karsinogen lengkap. DEN dapat 

bertindak insitor, ketika DEN diberikan pada tikus yang lebih dari dua minggu. 

Setelah proses inisiasi, dibutuhkan sebuah promotor tumor dengan penambahan 

fenobarbital (PB), karbon tetraklorida (CCl4) dan diet lemak tinggi  (Park et al., 

2009; Bakiri dan Wagner, 2013) 

 
Gambar 2.6. Struktur Senyawa CCl4 

 

Setelah diinisiasi dengan zat genotoksik DEN, tikus diinduksi CCl4 secara 

berulang dengan dosis rendah (3 mL/kg). Dalam tubuh, CCl4 dimetabolisme oleh 

sitokrom P450 yang menghasilkan produk merusak yaitu triklorometil radical 

(CCl3•). Pembentukan selanjutnya peroksi triklorometil radikal, peroksidasi lipid 

autokatalitik akibat serangan pada seluler membran oleh radikal triklorometil 

peroksi, kehilangan homeostasis kalsium mengarah ke aktivitas enzim degradatif 

dan sitotoksisitas, dan perubahan regeneratif dan proliferatif yang berkelanjutan 

dalam hati sebagai respons untuk hepatotoksisitas. Peningkatan pembelahan sel 

bertepatan dengan peningkatan dalam frekuensi kerusakan genetik dapat 

membanjiri mekanisme perbaikan DNA, menghasilkan peningkatan frekuensi 

mutagenik dan kanker (Manibusan et al., 2007). 

 Pemberian CCl4 secara berkepanjangan dapat mengakibatkan 

perkembangan fibrosis pada jaringan hari. CCl4 berperan sebagai agen pro-

fibrinosis atau promotor tumor (Uehara et al., 2014) Untuk membuat fibrosis hati 

lanjut, pemberian CCl4 yang berulang akan menyebabkan anisonukleosis, 

manifestasi morfologis dari cedera inti sel yang ditandai oleh variasi ukuran inti 

hepatosit, kondisi ini terkait dengan stres oksidatif hati (Guzman et al., 2011; 
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Uehara et al., 2014). Hal tersebut dikarenakan CCl4 dalam tubuh menyebabkan 

kerusakan hepar melalui radikal bebas proses inflamasi mediasi. Sel kupffer 

berpotensi lebih sensitif mengalami stres oksidatif dibandingkan sel hepatosit 

(Dutta et al., 2018).  

 

 

2.4.  Terapi Karsinoma Hepatoseluler dengan Gold Standard Drug 

Sorafenib 

Terapi karsinoma hepatoseluler lanjut menggunakan obat antikanker yaitu 

sorafenib. Aktivitas utama antikanker sorafenib terjadi melalui induksi kematian sel 

yang berkorelasi dengan aktivasi caspase, peningkatan persentase sel hipodiploid, 

aktivasi Bax dan pelepasan sitokrom c dari mitokondria menjadi sitosol (Fernando 

et al., 2012). Sorafenib secara khusus mengaktifkan caspase-3 dan apoptosis pada 

sel hepatoma ganas tetapi tidak pada hepatosit non-ganas dalam kondisi yang telah 

diuji in vitro atau in vivo oleh Sonntag et al. (2014).  

 
Gambar 2.7. Struktur senyawa Sorafenib 

 

2.5.  Tikus Rattus norvegicus sebagai Hewan Eksperimental 

Eksperimen hewan adalah istilah yang digunakan untuk menjelaskan 

penggunaan hewan dalam eksperimen dalam pendidikan, pelatihan, dan penelitian. 

Dalam penelitian ini digunakan Rattus norvegicus sebagai hewan eksperimental. 

Rattus norvegicus mempunyai kepala dan badan lebih pendek dari ekor, dan telinga 

relatif kecil. Pendengaran dan penglihatan sangat baik. Hal ini cocok untuk tikus 

sebagai makhluk nokturnal. Tikus jantan digunakan karena kondisi biologisnya 

lebih stabil jika dibandingkan dengan betina yang dipengaruhi kondisi biologis 

periode siklus estrus. Taksonomi Rattus norvegicus menurut National Center for 

Biotechnology Information (1993) sebagai berikut: 

 

Kingdom : Animalia  
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Divisi  : Chordata 

Kelas  : Mammalia 

Ordo  : Ratia 

Subordo : Myomorpha 

Famili  : Muridae 

Genus  : Rattus 

Spesies : norvegicus 

 

Karakteristik utama yang membedakan tikus dengan hewan percobaan yang 

lain, bahwa tikus tidak dapat muntah karena struktur anatomi yang tidak biasa di 

mana kerongkongan bermuara ke perut, sehingga memudahkan proses pengobatan 

dengan menggunakan tabung pengisi, dan tidak memiliki empedu, kandung kemih. 

Hewan-tikus digunakan dengan pertimbangan berikut: (1) omnivora, (2) memiliki 

jenis saluran pencernaan monogastrik (3) kebutuhan nutrisi yang hampir sesuai 

dengan manusia. 

 

2.6. Aspartate aminotransferase (AST) dan alanin aminotransferase (ALT) 

Hati merupakan pusat sintesis protein dan penyaluran asam amino 

keseluruhan organ-organ yang membutuhkannya, sehingga hati merupakan organ 

yang sangat banyak mengandung aminotransferase. Dua enzim aminotransferase 

yang berkaitan dengan kerusakan hepatoseluler adalah AST dan ALT. Bila jaringan 

mengalami kerusakan akut, karsinoma hepatoseluler, kadar AST/ALT didalam 

serum akan meningkat (Huang et al., 2006) 

Enzim AST memindahkan gugus amino antara asam glutamat dan asam 

ketoglutarat dan dapat ditemukan pada organ lain selain hati yaitu jantung. Enzim 

AST berlokasi di mitokondria hepatosit. Kadar enzim AST dapat meningkat secara 

bermakna pada neoplasma primer dan sekunder. Prinsip rekasi penentuan aktivitas 

enzim AST adalah mengkatalisis reaksi antara alpha ketoglutarat dengan asam L-

aspartat menghasilkan suatu asam L-glutamat. Asam oksaoasetat yang terbentuk, 

dengan adanya MDH, akan direduksi menjadi asam malat, bersamaan dengan itu 

NAH menjadi NAD+. NADH diabsorbsi pada panjang gelombang 340 nm. 

Kecepatan penurunan absorbsi pada panjang gelombang tersebut sebanding dengan 

aktivitas AST (Huang et al., 2006) 

Enzim ALT merantai reaksi antara asam alanin dan alfa ketoglutamat. 

Kadar enzim ini paling banyak terdapat di hati sedangkan kadarnya rendah pada 
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ginjal, jantung dan otot. Enzim ini berlokasi di sitoplasma hepatosit. Prinsip reaksi 

penentuan kadar enzim ALT adalah enzim ALT mengkatalisis reaksi antara alpha 

ketoglutarat dengan L-alanin menghasilkan suatu asam piruvat dan asam L-

glutamat. Asam piruvat yang terbentuk, dengan adanya LDH, akan direduksi 

menjadi asam laktat, bersamaan dengan itu NADH menjadi NAD+. NADH 

diabsorbsi pada panjang gelombang 340 nm. Kecepatan penurunan absorbsi pada 

panjang gelombang tersebut sebanding dengan aktivitas AST (Huang et al., 2006). 
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BAB III 

KERANGKA PENELITIAN 

 

3.1. Kerangka Teoritis 

 

 

Gambar 3.1. Alur kerangka teori 

 

  

Apoptosis  

Tikus (Rattus norvegicus) strain wistar 

+ Insiator (DEN) 

Karsinoma hepatoselular  

+ Ekstrak 

etanol daun 

Azadirachta 

indica var. 

Indonesia dan 

Filipina 

 

OH*, O* ↑ 

Keruskan DNA ↑ 

Mutasi ↑ + Promotor (CCl4)  

Proliferasi sel ↑ 

AST/ALT/AFP ↑↓ Keterangan: 

: yang diamati 

↑: efek peningkatan 

↓: efek penurunan 
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3.2. Kerangka Konsep 

 

Gambar 3.2. Kerangka konsep 

 

Hewan model karsinoma hepatoseluler dibuat melalui induksi inisiator 

tumor diethylnitrosamine (DEN) dan promotor tumor karbon tetraklorida (CCl4). 

Paparan awal DEN tidak bersifat karsinogen tetapi setelah dimetabolisme oleh 

CYP450 di hepar, DEN mengalami bioaktivasi dengan mekanisme biotransformasi 

enzimatik. Hasil metabolisme tersebut akan menghasilkan senyawa pro-mutagenik 

yaitu reactive oxygen species (ROS) (Verna et al., 1996; Hamid et al., 2017). 

Kelebihan ROS dapat menyebabkan peroksidasi lipid, oksidasi protein, kerusakan 

DNA dan mutagenesis terkait dengan berbagai tahap pada peradangan hepar (Kang 

et al., 2007; Shirakami et al., 2012). Paparan CCl4 (promotor tumor) sebagai zat 

genotoksik setelah paparan DEN akan meningkatkan resiko eror genetik, 

menstimulasi sel berevolusi menjadi neoplasma ganas (Santos et al., 2017). 

Sehingga memingkatkan terjadinya karsinoma hepatoseluler. 

Daun Azadirachta indica  mempunyai senyawa aktif yang berpotensi 

sebagai antikanker seperti, nimbolide, limonoid, azadirone 1, azadirachtin A. Daun 

Azadirachta indica yang berasal dari dua tempat yang berbeda yaitu Indonesia dan 

Filipina berpotensi memiliki kandungan senyawa metabolik yang berbeda. Karena 

perbedaan asal tempat tumbuh akan mempengaruhi kadar metabolit sekunder 

(terpene dan flavonoid) tanaman.  

Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengetahui potensi antikanker 

terbaik antara ekstrak daun Azadirachta indica dari Indonesia dan Filipina. Dimana 

pada penelitian ini, dilihat potensi senyawa bioaktif daun Azadirachta indica 

sebagai antikanker secara in silico dan aktivitas enzim AST/ALT dan kadar AFP 

tikus (Rattus norvegicus) jantan model karsinoma hepatoseluler hasil diinduksi 

Karsinoma 

Hepatoseluler 

Ekstrak etanol 

daun Azadirachta 

indica var. 

Indonesia dan 

Filipina 

DEN + CCl4 

AFP/AST/ALT ↑  

AFP/AST/ALT ↓ 
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DEN + CCl4 setelah dilakukan terapi ekstrak daun Azadirachta indica dari 

Indonesia dan Filipina. 

 

3.3. Hipotesis 

1. Ekstrak etanol daun Azadirachta indica dari Indonesia dan Filipina 

memiliki senyawa bioaktif yang berfungsi sebagai obat antikanker dilihat 

secara in silico terhadap protein anti-apoptosis Bcl-2. 

2. Ekstrak etanol daun Azadirachta indica dari Indonesia dan Filipina 

menurunkan aktivitas AST/ALT tikus Rattus norvegicus jantan model 

karsinoma hepatoseluler hasil induksi DEN + CCl4. 

3. Ekstrak etanol daun Azadirachta indica dari Indonesia dan Filipina dapat 

menurunkan kadar AFP tikus Rattus norvegicus jantan model karsinoma 

hepatoseluler hasil induksi DEN + CCl4. 
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BAB IV 

METODE PENELITIAN 

 

 

4.1.  Waktu dan Tempat Penelitian 

Pelaksanaan Penelitian ini dilakukan mulai bulan Maret 2019 hingga 

Oktober 2019. Penelitian ini akan dilakukan di Laboratorium Biokimia Jurusan 

Kimia, Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam dan Lab Riset Bersama, 

Fakultas Kedokteran Hewan, sedangkan perawatan dan pembedahan hewan coba 

dilakukan di laboratorium hewan coba Institut Biosains Universitas Brawijaya 

Malang. 

 

 

4.2. Alat dan Bahan 

4.2.1.  Alat 

Alat-alat yang digunakan adalah preparat kaca, penutup kaca,tabung, 

penggiling, pipet tetes, tabung reaksi, labu ukur, gelas ukur, pipet volumetrik, pipet 

mikro, neraca analitik, blender, rotavapor, sonde, syringe, moist chamber, 

mikroskop, penangas air, hot plate, magnetic stirrer, ELISA reader, Pentra C. 

4.2.2.  Bahan 

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah daun Azadirachta indica 

yang berasal dari Indonesia dan Filipina, yaitu: diethylnitrosamine (Merck®), 

karbon tetraklorida (Sigma Aldrich®), etanol 10%, etanol 80%, etanol 95%, etanol 

100% (Merck®), xylene (Merck®), larutan NaCl fisiologis (Otsuka®), buffer 

formalin 10%, Rat Alpha-fetoprotein ELISA Kits (Elabscience®), Reagen 1 (Reiged 

Diagnostic®) Tris buffer: 100 mmol/l, pH 7,8; L-aspartate: 300 mmol/l; NADH: 

0.23 mmol/l (yeast); MDH D 0,53 U/ml (porcine heart); LDH D 0,75 U/ml 

(microorganisms)) dan Reagen 2 AST (Reiged Diagnostic®) ketoglutarate: 75 

mmol/l, Reagen 1 ALT (Reiged Diagnostic ®) (Tris buffer: 125 mmol/l, pH 7.3; L-

alanine, 625 mmol/l; NADH: 0.23 mmol/l (yeast), LDH D 1.5 U/ml 

(microorganisms), Reagen 2 ALT (Reiged Diagnostic ®) (Ketoglutarate: 94 
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mmol/l), hewan coba tikus (Rattus norvegicus) jantan umur 2 minggu dengan berat 

badan rata-rata 9 – 20 gram. 

 

 

4.3.  Variabel Penelitian 

4.3.1.  Variabel Bebas 

Dosis ekstrak etanol daun Azadirachta indica yang berasal dari Indonesia 

dan Filipina sebesar 500mg/kgBB p.o dan Sorafenib 15 mg/hari p.o. 

4.3.2. Variabel Terikat 

Aktivitas aspartate aminotransferase (AST), alanine aminotransferase 

(ALT), kadar alpha fetoprotein (AFP). 

4.3.3. Variabel Kontrol 

Umur dan berat badan tikus, jenis dan strain tikus, kondisi eksperimental. 

 

 

4.4.  Rancangan Penelitian 

Hewan coba yang digunakan merupakan tikus (Rattus norvegicus) jantan 

umur 2 minggu dengan berat badan rata-rata 9 – 20 gram. Tikus diperoleh dari 

Institut Biosains Universitas Brawijaya. Hewan coba terbagi atas empat kelompok 

Penentuan banyaknya sampel minimal diperoleh dari rumus Federer (Kasprianti, 

2012). Berdasarkan hasil perhitungan dibawah ini, jumlah ulangan minimal setiap 

kelompok adalah 6 ekor. 

(t-1) (n-1) ≥ 15 

(6-1) (r-1) ≥ 15  

5(r-1) ≥ 15 

5r – 5 ≥ 15 

5r ≥ 15 + 5 

r ≥ 20/5, maka, r ≥ 4 

 

Keterangan:  

t = jumlah kelompok = 4 

r = jumlah pengulangan tiap terapi 
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4.5.  Prosedur Penelitian 

4.5.1.  Persiapan Sampel Simplisia Daun Azadirachta indica  

Daun Azadirachta indica diperoleh dari daerah Indonesia dan Filipina. 

Daun Azadirachta indica yang telah dikumpulkan, dicuci dengan air yang mengalir 

dan ditiriskan. Selanjutnya tanaman dikering-anginkan selama 3 hari. Daun 

Azadirachta indica yang sudah kering dilakukan penggilingan untuk mendapatkan 

serbuk dengan ukuran 60 mesh. Serbuk halus yang diperoleh siap dimaserasi.  

4.5.2.  Pembuatan Ekstrak Daun Azadirachta indica  

Serbuk kering daun Azadirachta indica sebanyak 50 gram dimaserasi 

dengan 150 mL etanol 80% (1:3) selama 24 jam. Maserat diperoleh dengan 

penyaringan. Kemudian dilakukan pemekatan dengan rotary evaporator sehingga 

diperoleh ekstrak kasar. 

%Rendemen = (Jumlah ekstrak yang dihasilkan (g))/ (Jumlah simplisia yang 

diekstraksi (g)) x 100% 

4.5.3. Analisis Kandungan Kimia Daun Azadirachta indica dengan LC-MS 

(Liquid Chromatography –High Resolution Mass Spectroscopy) 

Ekstrak daun Azadirachta indica dipisahkan dan diidentifikasi secara 

kualitatif menggunakan LC-HRMS. Prediksi senyawa dalam ekstrak dapat 

ditentukan berdasarkan pada berat molekul dari senyawa yang terdeteksi oleh 

instrumen. Pemisahan kromatografi cair (liquid chromatography) dipisahkan 

menggunakan kolom hypersil gold (1,9 µm x 2,2 mm x 100 mm. Eluen yang 

digunakan disesuaikan dengan sifat dari pada senyawa target yang akan dianalisis. 

4.5.4 Analisis In Silico Secara Molecular Docking 

Ligan adalah senyawa terpene dan flavonoid yang teridentifikasi hasil LC-

MS dan ditambahkan senyawa gold standard drug karsinoma hepatoseluler 

(Sorafenib). Preparasi ligan dilakukan dengan menggambar senyawa dengan 

ChemDraw Ultra 12 dan disimpan dalam bentuk .sdf. BCL-2 (PDB: 2O21) berupa 

protein dan ligan (43B) yang diperoleh dari http://rcsb.org. Preparasi reseptor 

menggunakan program Pymol dengan menghilangkan ligan dan air yang telah 

berikatan dengan protein yang akan didocking. Selain itu,  protein dihilangkan 

chain B, C dan D. Optimasi ligan dilakukan dengan program “babel” sedangkan 
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specific docking dilakukan dengan program  Autodock Vina pada software PyRx 

0.8. Specific docking dilakukan pada Center (X: 1,8991; Y:7,9645; Z:2,1727). 

Dimensions (Angstrom) (X: 19,1149; Y:29,26614; Z:16,5648). Hasil docking 

berupa kekuatan ikatan interaksi antara ligan dan reseptor. Analisis interaksi dengan 

asam amino digunakan program Ligplot+ v.2. 

 

4.5.5.  Persiapan Hewan Coba 

Tikus putih (Rattus norvegicus) jantan strain wistar umur 2 minggu dengan 

berat badan 9 - 20 gram sebanyak 24 ekor. Suhu dan kondisi ruangan diatur untuk 

percobaan, serta pencahayaan ruangan dibuat 12:12 jam (12 jam ditempat terang, 

12 jam ditempat gelap). Akhir proses aklimatisasi, tikus dibagi menjadi 6 

kelompok.  

 Kelompok pertama (kelompok terapi A) adalah tikus model dibuat dengan 

cara diinduksi dengan DEN 50 mg/kgBB single injection i.p pada tikus umur 2 

minggu, dilanjutkan dengan pemberian CCl4 0,15 ml/ekor sebanyak 4x/minggu 

pada tikus umur 8 minggu sampai berumur 14 minggu. Pada minggu ke 15 tikus 

diterapi dengan EEAII dosis 500 mg/kgBB p.o. 1 kali sehari selama 30 hari. 

 Kelompok kedua (kelompok terapi B) adalah tikus model dibuat dengan 

cara diinduksi dengan DEN 50 mg/kgBB single injection i.p pada tikus umur 2 

minggu, dilanjutkan dengan pemberian CCl4 0,15 ml/ekor sebanyak 4x/minggu 

pada tikus umur 8 minggu sampai berumur 14 minggu. Pada minggu ke 15 tikus 

diterapi dengan EEAIF dosis 500 mg/kgBB p.o. 1 kali sehari selama 30 hari. 

Kelompok ketiga (kelompok terapi C) adalah tikus model dibuat dengan 

cara diinduksi dengan DEN 50 mg/kgBB single injection i.p pada tikus umur 2 

minggu, dilanjutkan dengan pemberian CCl4 0,15 ml/ekor sebanyak 4x/minggu 

pada tikus umur 8 minggu sampai berumur 14 minggu. Pada minggu ke 15 tikus 

diterapi dengan Sorafenib 15 mg/ hari p.o selama 30 hari. 

Kelompok keempat (kelompok terapi D) adalah tikus model dibuat dengan 

cara diinduksi dengan DEN 50 mg/kgBB single injection i.p pada tikus umur 2 

minggu, dilanjutkan dengan pemberian CCl4 0,15 ml/ekor sebanyak 4x/minggu 

pada tikus umur 8 minggu sampai berumur 14 minggu. Pada minggu ke 15 tikus 

diterapi dengan Sorafenib 15 mg/ hari p.o dan EEAII dosis 500 mg/kgBB p.o. 1 

kali sehari selama 30 hari. 
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 Kelompok kelima (kelompok terapi E) adalah tikus model dibuat dengan 

cara diinduksi dengan DEN 50 mg/kgBB single injection i.p pada tikus umur 2 

minggu, dilanjutkan dengan pemberian CCl4 0,15 ml/ekor sebanyak 4x/minggu 

pada tikus umur 8 minggu sampai berumur 14 minggu. Pada minggu ke 15 tikus 

diterapi dengan Sorafenib 15 mg/kgBB/hari p.o dan EEAIF dosis 500 mg/kgBB 

p.o. 1 kali sehari selama 30 hari. 

 Kelompok keenam (kelompok kontrol negatif) adalah tikus kontrol. 

Kelompok tikus ini tidak diinduksi dengan DEN tetapi diberikan minyak zaitun 

pada minggu ke 8 – 14 minggu 0,15 ml/ekor sebanyak 4x/minggu. Pada minggu ke 

15 tikus diberikan latutan CMC 2 ml p.o. 1 kali sehari selama 30 hari. 

Pada minggu ke 15, tikus model yang induksi oleh DEN dan CCl4, diterapi 

dengan EEAII, EEAIF, Sorafenib dan terapi campuran antara EEAI dengan 

Sorafenib selama satu bulan. Kemudian tikus anaethesi dan diambil organ dan 

serum darah. 
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Tabel 4.1. Tabel jadwal penelitian  

 
Minggu 

2 8 - 14 15 - 18 

Grup A 
DEN 1% 20 mg/Kg 

single injection i.p. 

CCl4 10% 0,3 

mL/ ekor 

4x/minggu s.c. 

Ekstrak Etanol daun 

Azadirachta indica 

dari Indonesia (500 

mg/kgBB/hari p.o.) 

Grup B 
DEN 1% 20 mg/Kg 

single injection i.p. 

CCl4 10% 0,3 

mL/ekor 

4x/minggu s.c. 

Ekstrak Etanol daun 

Azadirachta indica 

dari Filipina (500 

mg/kgBB/hari p.o.) 

Grup C 
DEN 1% 20 mg/Kg 

single injection i.p. 

CCl4 10% 0,3 

mL/ekor 

4x/minggu s.c 

Sorafenib 15 mg/ 

hari p.o 

Grup D 
DEN 1% 20 mg/Kg 

single injection i.p 

CCl4 10% 0,3 

mL/ekor 

4x/minggu s.c. 

Ekstrak Etanol daun 

Azadirachta indica 

dari Indonesia (500 

mg/kgBB/hari p.o.) 

+ Sorafenib 15 mg/ 

hari p.o 

Grup E 
DEN 1% 20 mg/Kg 

single injection i.p 

CCl4 10% 0,3 

mL/ekor 

4x/minggu s.c. 

Ekstrak Etanol daun 

Azadirachta indica 

dari Indonesia (500 

mg/kgBB/hari p.o.) 

+ Sorafenib 15 

mg/hari p.o 

Kontrol 

Negatif 
- 

Minyak zaitun 0,3 

mL/ekor s.c. 

CMC-Na 2 ml/ekor 

p.o 

 

4.5.6. Prosedur Uji Aktifitas Enzim AST dan ALT Tikus Model Karsinoma 

Hepatoseluler 

Sampel darah vena diambil dari jantung sebanyak 2 ml. Selanjutnya sampel 

dimasukkan ke dalam tabung dengan antikoagulan (EDTA). Tabung berisi darah 

didiamkan selama kurang lebih 15-30 menit kemudian di sentrifuge selama 20 

menit  

pada kecepatan 3000 rpm. Serum sampel dipisahkan dan dimasukan ke dalam botol 

berlabel untu dilakukan pemeriksaan (Gandasoebrata, 2013). Pemeriksaaan 

menggunakan alat Automated Clinical Chemistry Analyzer Pentra C® 200. 
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4.5.7. Prosedur Uji Alpha-fetoprotein Tikus Model Karsinoma Hepatoseluler 

dengan ELISA Kit AFP Tikus Elabscience® 

Tahap persiapan, semua reagen disimpan pada suhu kamar sebelum 

digunakan. Mikroplat disiapkan dan dipanaskan selama 15 menit sebelum 

pengukuran densitas optikal. Tahap uji AFP ELISA dimulai dengan menambahkan 

larutan standar ke dua pertama. Setiap konsentrasi larutan (100 μL) yang 

ditambahkan ke sumur mikroplat diduplikasi. Kemudian sebanyak 100 μL sampel 

ditambahkan ke sumur mikroplat. Tutup plat dengan sealer. Inkubasi dalam suhu 

37°C selama 90 menit. Setelah diinkubasi, buang semua cairan dari mikroplat, 

tanpa dicuci. Biotinylated detection AB working solution ditambahkan kedalam 

setiap sumur. Mikroplat ditutup dengan sealer dan kocok plate dengan lembut. 

Inkubasi dalam suhu 37°C selama 1 jam. Larutan di dalam sumur diaspirasi. Buffer 

pencuci ditambahkan ke dalam setiap sumur dan didiamkan selam 1 – 2 menit. 

Setelah itu dikeringkan dengan tisu. Pencucian ini dilakukan sebanyak 3 kali. HRP 

conjugate working solution ditambahkan 100 μL dan diinkubasi pada 37°C selama 

30 menit. Larutan dalam sumur kembali diaspirasi dan dicuci dengan buffer pencuci 

sebanyak 5 kali. Substrat sebanyak 90 μL ditambahkan dan diinkubasi pada 37°C 

selama 15 menit. Stop solution sebanyak 50 μL kedalam setiap sumur. Kemudian 

nilai densitas optikal dibaca pada reader microplate pada panjang gelombang 450 

nm. 

 

4.5.8. Analisis Data  

Hasil pemisahan senyawa bioaktif menggunakan LC-HRMS diidentifikasi 

berdasarkan pola puncak pemisahan pada tiap senyawa target. Potensi antikanker 

senyawa bioaktif dilihat dari hasil molecular docking terhadap protein Bcl-2 

bedasarkan nilai energi ikat yang rendah dan banyak terikat dengan asam amino 

pada sisi aktif yang sama dengan ligan acuan. Data aktivitas enzim AST/ALT dan 

kadar AFP dilakukan deskripsi. Data hasil dilakukan uji normalitas dan 

homogenitas dengan uji One Way ANOVA untuk melihat beda nyata terkecil 

dengan kepercayaan 0,05. Selanjutnya dilakukan uji lanjutan menggunakan Tukey 

test jika ditemukan perbedan. 
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BAB V 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

 

 

5.1.  Kandungan Bioaktif Azadirachta indica 

5.1.1.  Hasil Skrining Fitokimia dan Identifikasi Senyawa bioaktif 

Menggunakan LC-HRMS 

Hasil maserasi EEAII dan EEAIF yang dipekatkan menghasilkan ekstrak 

kental berwarna hijau kecoklatan. Kedua ekstrak yang telah diperoleh dilakukan uji 

fitokimia. Hasil uji fitokimia dapat dilihat pada Tabel 5.1.                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                

 

Tabel 5.1. Hasil uji fitokimia EEAII dan EEAIF 

Komponen Tes Fitokimia 
Ekstrak etanol 

Indonesia Filipina 

Alkaloid 
Dragendorff's Test - - 

Mayer’s Test - - 

Flavonoid Hydrochloric acid Test + + 

Saponin Froth Test + + 

Tannin Ferric chloride Test + + 

Terpenoids Salkowski's Test + + 

Keterangan (-) = tidak terdeteksi, (+) = terdeteksi 
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Tabel 5.2. Komponen senyawa metabolit dalam EEAII 

No. Nama Senyawa Grup 
Rumus 

Molekul 

Berat 

Molekul 

[M+H]+ 

(m/z)  

1. Betulin 

Terpenoid 

C30H50O2 442.728 443 

2. Ginsenoside C42H72O13 785.025 786 

3. 
Caryophyllene 

oxide 
C15H24O 220.356 221 

4. Soyasaponin I Saponin C48H78O18 943.134 944 

5. Ecgonine Alkaloid C9H15NO3 185.223 186 

6. Scutellarin 

Flavonoid 

C21H18O12 462.363 463 

7. Epicatechin C15H14O6 290.271 291 

8. Icariin C33H40O15 676.668 677 

9. Sesamolin C20H18O7 370.357 371 

10. Lupeol C30H50O 426.729 427 

 

 

Tabel 5.3. Komponen senyawa metabolit dalam EEAIF 

No Nama Senyawa Grup 
Rumus 

Molekul 

Berat 

Molekul 

[M+HJ]+ 

(m/z)  

1. Betulin 

Terpenoid 

C30H50O2 442.728 443 

2. Caryophyllene oxide C15H24O 220.356 221 

3. Andrographolide C20H30O5 350.455 351 

4. 10-Deacetylbaccatin III C29H36O10 544.597 545 

5. 3-Acetyl-11-keto-β-

boswellic acid 

C32H48O5 512.731 513 

6. O-

chloroacetylcarbamoylf

umagillol 

C19H28ClNO6 401.884 402 

7. Rutin Flavonoid C27H30O16 610.521 611 

  

 

5.1.2. Molecular Docking Komponen Aktif Azadirachta indica terhadap 

Reseptor Bcl-2 

Betulin, caryophyllene oxide,sesamolin, scutellarin, ecgonine, epicatechin, 

lupeol, rutin diduga memiliki efek sebagai antinflamasi sehingga dilakukan uji in 

silico untuk mengetahui interaksi senyawa pro-apoptosis yang berasal dari 

Azadirachta indica dengan reseptor Bcl-2 secara molecular docking dengan 

menggunakan software Autodock. Pada uji in silico ini akan diketahui senyawa 

yang berikatan dengan reseptor Bcl-2 pada tingkat molekuler. 

 

Tabel 5.4. Hasil molecular docking 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



25 
 

 
 

Senyawa/ligan 

Energi 

ikatan 

(kkal/mol) 

Jarak 

atomik 

(A) ikatan 

hidrogen 

Residu asam 

amino ikatan 

hidrogen 

Residu asam amino 

Sesamolin -8,3 2,93 arg143 Phe150, 

ala146, glu149, 

tyr105, val145, 

arg143, glu133, 

leu134, phe101, 

phe109 

Tyr105, arg143, phe101, 

ala146, glu133, phe150, 

val130, phe109, leu134, 

gly142 

Scuterllarin -7,3 3,08; 3,00; 

3,00 
tyr105,  arg143 Glu149, tyr105, val145, 

arg143, glu133, leu134, 

phe101, phe109, ala146, 

phe150 
Sorafenib 

 

-9,8   val145, gly142, phe101, 

tyr105, arg143, ala146, phe 

109, val131, val130, 

phe150, leu134, glu133 

Betulin 

 

-9,1 3,06 thr93  tyr105, gly142, phe101, 

val145, asp100, ala97, 

glu96, thr93, pro201, 

phe195, tyr199 
Caryophyllene 

oxide 

-6,9   Phe147, phe150, ala146, 

glu149, leu134, phe109, 

phe101, asp108, glu133, 

met112, val130 

Ecgonine -5,3 2,76 ala146  Phe109, glu133, phe150, 

ala146, leu134, val130 

Epicatechin -7,6 3,12;, 2,82 val130, ala146 val131, val130, glu133, 

leu134, arg143, tyr105, 

phe101, asp108, phe109, 

phe150, ala 146 

Lupeol -9,0 3,02 thr93  tyr105, phe101, phe195, 

asp100, thr93, ala97, 

gln96, pro201, tyr199 

Rutin -7,1 2,83, 3,35, 

2,89, 

2,79 

tyr 199 2,83 dan 

3,35; asp100 

2,89 dan 2,79 

gly142, phe101, asp100, 

thr93, ala97, gln6, val145, 

tyr199 

Keterangan: bold= asam amino yang sama dengan inhibitor reference (43B). 
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Rutin 

 

Gambar 5.1. Interaksi senyawa bioaktif Azadirachta indica dengan asam amino 

 

Semakin kecil nilai RMSD yang diperoleh maka posisi senyawa yang diprediksi 

semakin mendekati native (Agistia et al., 2013). Oleh karena itu, dapat disimpulkan 

bahwa molecular docking ini valid untuk memprediksi stimulasi apoptosis.  

Energi ikat merupakan parameter kestabilan konformasi antara reseptor (Bcl-

2) dengan ligan (senyawa). Semakin rendah energi ikat, maka semakin stabil dan 

kuat ikatannya (tidak mudah lepas) (Laksmiani, Paramita and Wirasuta, 2016). 

Semua senyawa alkaloid yang telah didocking memiliki energi  ikat yang rendah 

yaitu berkisar dari -6,7 sampai -9,8 kkal/mol dan Sorafenib sebagai kontrol obat 

karsinoma hepatoseluler memiliki energi ikat -9,8 kkal/mol. 

Beberapa senyawa memiliki energi ikat yang mendekati dengan kontrol obat 

Sorafenib. Hal ini menunjukkan bahwa senyawa-senyawa tersebut memiliki potensi 

sebagai antiikanker. Berdasarkan energi ikatannya dapat diurutkan kemampuan 

sebagai senyawa yaitu: betulin > lupeol > sesamolin > epicatechin > scutellarin > 

rutin > caryophyllene oxide > ecgonine Selain energi ikat, membandingkan dengan 

asam amino pengikat dari inhibitor reference perlu dilakukan untuk mengetahui 

apakah senyawa telah terikat pada sisi aktif reseptor (Bcl-2) (Ekowati dan Diyah, 

2013). Redocking 43B sebagai inhibitor reference didapatkan asam amino yang 

mengikat meliputi: Ser202. pro201, gln96, asp100, tyr199, val145, ala146, phe150, 

phe109, leu134, glu133, gly142, arg143, phe101, tyr105, phe195, ala97, thr93.  

Berdasarkan asam amino yang berikatan dengan senyawa pada Tabel 5.4 

didapatkan bahwa seluruh senyawa terpene dan flavonoid dan kontrol obat 

berinteraksi pada sisi aktif (Bcl-2). Oleh karena itu, dapat disimpulkan bahwa 
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senyawa terpene dan flavonoid dari EEAIIF memiliki potensi sebagai antikanker 

dengan selektif penghambatan Bcl-2 untuk menstimulasi apoptosis. 

 

5.2.  Pengaruh Pemberian Ekstrak Etanol Azadirachta indica terhadap 

Aktivitas Enzim AST/ALT pada Hepar Tikus Model Karsinoma 

Hepatoseluler 

Disfungsi hati akibat karsinoma hepatoseluler yang timbul diukur dengan 

mengamati produk hepatosit yang nekrotik pada sistem sirkulasi. Produk hepatosit 

yang nekrotik berupa aspartate aminotransferase (AST) merupakan petunjuk untuk 

menentukan kerusakan hepatosit. Pengamatan pengaruh pemberian ekstrak etanol 

daun Azadirachta indica varian Indonesia (EEAII) dan Filipina (EEAIF) terhadap 

aktivitas enzim AST pada hepar tikus model karsinoma hepatoseluler yang 

diperoleh dibandingkan dengan Sorafenib sebagai gold standard drug. 

Analisis aktivitas enzim AST secara kuantitatif dilakukan dengan mengukur 

absorbansi produk aktivitas enzim AST. Berdasarkan hasil yang diperoleh 

dilanjutkan dengan uji statistik One Way Anova dan dilanjutkan Tukey test dengan 

kepercayaan 95% menunjukan adanya pengaruh terapi terhadap aktivitas enzim 

AST pada hepar.  

 

 
Gambar 5.2. Grafik aktivitas enzim AST pada hepar tikus sebelum dan 

sesudah terapi 

Pemberian terapi dengan Sorafenib dan ekstrak etanol daun Azadirachta 

indica varian Indonesia (EEAII) dan Filipina (EEAIF) mempengaruhi aktivitas 

enzim AST hepar tikus model karsinoma hepatoseluler. Sedangkan pada kelompok 

terapi normal atau tidak diberikan DEN + CCl4. Bedasarkan rerata aktivitas enzim 
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AST (Gambar5.2), dapat diurutkan kelompok terapi yaitu EEAIF + Sorafenib > 

EEAIF > EEAII > Sorafenib > EEAII + Sorafenib. 

Bedasarkan penelitian Sharp dan Vilano (2012), range kadar normal untuk 

AST 50 – 150 UI/L. Dari hasil penelitian ini kelompok tikus terapi EEAIF, 

Sorafenib + EEAIF, EEAII, Sorafenib masuk kedalam range AST normal seperti 

pada kelompok normal. Sedangkan kelompok terapi EEAII + Sorafenib tidak 

masuk range normal AST. Hal ini dimungkinkan adanya aktivitas pemberian obat 

secara oral pada kelompok tersebut mengakibatkan trauma sementara pada sel otot. 

Trauma tersebut akan meningkatkan kadar AST (Pettersson et al., 2007). Enzim 

AST sebagian besar dihasilkan oleh hepar, akan tetapi sebagaian diproduksi oleh 

sel otot, jantung, pankreas, dan ginjal (Walker et al., 1990). 

 

Tabel 5.5. Presentase penurunan aktivitas enzim AST sebelum dan sesudah terapi 

Kelompok Sebelum 

Terapi 

Sesudah 

Terapi 

Persentase Penurunan 

Normal 127,75 121,75  

Sorafenib 260 146,75 43,5 

Ekstrak Filipina 197,75 149,25 24,5 

Ekstrak Indonesia 181,25 121,75 32,8 

Sorafenib+Ekstrak Filipina 233,5 145,75 37,5 

Sorafenib+Ekstrak Indonesia 215,75 156,75 27,3 

 

Analisis presentase penurunan aktivitas enzim AST sebelum dan sesudah 

terapi, menunjukan bahwa kelompok terapi Sorafenib sebagai standar memiliki 

presentasi penuruan aktivitas AST paling besar yaitu 43,57% , diikuti dengan terapi 

campur Sorafenib + Ekstrak Filipina (37.58%), terapi Ekstrak Indonesia (32,82%), 

terapi Sorafenib + Ekstrak Indonesia (27,34%), terapi Ekstrak Filipina (24,52%). 

Terapi campur Sorafenib + Ekstrak Filipina (37.58%) terbukti paling baik dalam 

menurunkan aktivitas AST. Hal ini menunjukan bahwa, bahwa EEAIF terhadap 

obat standar karsinoma hepatoseluler (Sorafenib) menjadi booster untuk 

mengurangi kerusakan hepatosit melalui penurunan kadar AST. 

Pemberian terapi dengan Sorfaenib dan EEAI mampu menurunkan aktivitas 

AST dibandingkan saat kondisi karsinoma hepatoseluler. Manifestasi klinis 

penurunan aktivitas AST dengan terapi obat dan EEAI diyakini karena keduanya 

memiliki pontesi aktivitas antikanker dengan cara penghambatan Bcl-2 sehingga 
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menurunkan tingkat kerusakan hepatosit karena karsinoma hepatoseluler. Sorafenib 

dan EEAI memiliki kemampuan untuk menghambat Bcl-2 secara molecular 

docking. Senyawa aktif dari EEAI yang memiliki aktifitas penghambatan Bcl-2 

meliputi betulin, lupeol, sesamolin, epicatechin. 

Keruskan hepatosit akibat karsinoma hepatoseluler yang timbul diukur 

dengan mengamati produk hepatosit yang nekrotik pada sistem sirkulasi berupa 

aspartate aminotransferase (ALT). Peningkatan aktivitas enzim ALT pada kejadian 

kerusakan jaringan hepar dimungkinkan karema membran plasma yang rusak 

sehingga terjadi kebocoran protein. Gores et al., 1990 dalam McGill, 2016). 

Pengamatan ini melihat pengaruh pemberian EEAII dan EEAIF terhadap aktivitas 

enzim AST pada hepar tikus model karsinoma hepatoseluler yang diperoleh 

dibandingkan dengan Sorafenib sebagai gold standard drug. 

Analisis aktivitas enzim ALT secara kuantitatif dilakukan dengan mengukur 

absorbansi produk aktivitas enzim ALT. Berdasarkan hasil yang diperoleh 

dilanjutkan dengan uji statistik One Way Anova dan dilanjutkan Tukey test dengan 

kepercayaan 95% menunjukan adanya pengaruh terapi terhadap aktivitas enzim 

ALT pada hepar. Hasil Tukey test menunjukan tidak adanya perbedaan antar terapi. 

 
Gambar 5.3. Grafik aktivitas enzim ALT pada hepar tikus sebelum dan 

sesudah terapi. 

 

Pemberian terapi dengan Sorafenib dan ekstrak etanol daun Azadirachta 

indica varian Indonesia (EEAII) dan Filipina (EEAIF) mempengaruhi aktivitas 

enzim ALT hepar tikus model karsinoma hepatoseluler. Sedangkan pada kelompok 
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terapi normal atau tidak diberikan DEN + CCl4. Bedasarkan rerata aktivitas enzim 

ALT, dapat diurutkan kelompok terapi yaitu Sorafenib > EEAII > EEAIF > EEAIF 

+ Sorafenib > EEAII + Sorafenib. 

Bedasarkan penelitian Sharp dan Vilano (2012), range kadar normal untuk 

ALT 10 – 40 UI/L. Dari hasil penelitian ini kelompok terapi EEAIF yang masuk 

kedalam range ALT normal seperti pada kelompok normal. Kelompok terapi 

Sorafenib, EEAII, EEAIF + Sorafenib, EEAII + Sorafenib tidak masuk range 

normal ALT.  

 

Tabel 5.6. Presentase penurunan aktivitas enzim ALT sebelum dan sesudah terapi 

Kelompok 
Sebelum 

Terapi 

Sesudah 

Terapi 

Persentase 

Penurunan 

Normal 37,5 36,76  

Sorafenib 74,75 40,25 46,1 

Ekstrak Filipina 89,25 45 49,5 

Ekstrak Indonesia 65,75 42,5 35,3 

Sorafenib+Ekstrak Filipina 76,75 45,25 41,0 

Sorafenib+Ekstrak Indonesia 62,5 45,75 26,8 

 

Analisis presentase penurunan aktivitas enzim ALT sebelum dan sesudah 

terapi, menunjukan bahwa kelompok terapi Filipina memiliki presentasi penuruan 

aktivitas ALT paling besar yaitu 49,57% , diikuti dengan terapi Sorafenib (46,15%), 

terapi Sorafenib  + Ekstrak Filipina (41,04%), terapi Ekstrak Indonesia (35,36%), 

terapi campur Sorafenib + Ekstrak Indonesia (26,8%). Hal ini menunjukan bahwa, 

kelompok terapi Filipina memiliki presentasi penuruan aktivitas ALT paling baik.  

Pada penelitian ini, tingginya aktivitas AST dan ALT sebelum pemberian 

terapi EEAII dan EEAIF menunjukan bahwa telah terjadi kerusakan pada jaringan 

hepar. ALT dan AST diproduksi oleh sel-sel ganas dan non-ganas. Dibandingkan 

dengan sel normal, aktivitas AST dan ALT meningkat setelah neoplasia hati. AST 

dan ALT ditemukan dalam serum sebanding dengan jumlah kerusakan sel (Evans, 

2009). Sebagian besar sel kanker menghasilkan ATP melalui glikolisis dalam 

kondisi aerob daripada melalui siklus asam trikarboksilat. Glikolisis diperlukan 

dalam sel kanker untuk menghasilkan ATP dan prekursor anabolik yang dibutuhkan 

untuk bertahan hidup, tumbuh, dan invasi. Enzim aspartate aminotransferase 

mengkatalisis konversi aspartat dan alfa-ketoglutarat menjadi oksaloasetat dan 
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glutamat. (Washington dan Hoosier, 2012), yang mana glutamat berfungsi sebagai 

prekursor untuk menyediakan karbon dan nitrogen untuk biosintesis metabolit yang 

terlibat dalam kelangsungan hidup dan proliferasi kanker. Glutamat telah terbukti 

mempertahankan siklus TCA dan meningkatkan glukoneogenesis untuk 

meningkatkan pertumbuhan sel kanker. AST berfungsi bersama dehidrogenase 

malat untuk mentransfer elektron dari nikotinamid adenin dinukleotida (NADH) 

melintasi membran mitokondria bagian dalam, yang terkait erat dengan glikolisis 

(Shen et al., 2014; Stocken et al., 2008). Jadi, AST dapat dikaitkan dengan 

prognosis kanker karsinoma hepatoseluler 

5.3.  Pengaruh Pemberian Ekstrak Etanol Azadirachta indica terhadap Kadar 

AFP pada Hepar Tikus Model Karsinoma Hepatoseluler 

Alpha fetoprotein (AFP) merupakan protein plasma yang dihasilkan oleh 

hati digunakan untuk memantau respons neoplasma sel benih terhadap pengobatan. 

AFP dapat memicu proliferasi sel karsinoma hepatoseluler dan angiogenesis kanker 

dan meningkatkan efek antiapoptosis sel kanker (Zhu et al., 2016). Peningkatan 

kadar AFP menunjukan perkembangan kanker hati. Pengamatan ini melihat 

pengaruh pemberian EEAII dan EEAIF terhadap kadar AFP pada hepar tikus model 

karsinoma hepatoseluler yang diperoleh dibandingkan dengan Sorafenib sebagai 

gold standard drug. 

 

Gambar 5.4. Grafik kadar AFP pada hepar tikus sebelum dan sesudah 

terapi. 

 

Analisis presentase penurunan kadar AFP sebelum dan sesudah terapi, 
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AFP paling besar yaitu 29,83% , diikuti dengan terapi Sorafenib (37,31%), terapi 

Sorafenib  + Ekstrak Filipina (26,89%), terapi Ekstrak Indonesia (27,42%), terapi 

campur Sorafenib + Ekstrak Indonesia (24,6%). Hal ini menunjukan bahwa, 

kelompok terapi Filipina memiliki presentasi penurunan kadar AFP paling baik.  

 

Tabel 5.7. Presentase penurunan kadar AFP sebelum dan sesudah terapi 

Kelompok 
Sebelum 

Terapi 

Sesudah 

Terapi 

Persentase 

Penurunan 

Normal 0,87 0,86  

Sorafenib 2,01 1,26 37,31 

Ekstrak Filipina 1,81 1,27 29,83 

Ekstrak Indonesia 2,37 1,72 27,42 

Sorafenib+Ekstrak Filipina 1,915 1,4 26,89 

Sorafenib+Ekstrak Indonesia 1,195 0,9 24,68 

Setelah terapi menggunakan EEAI terjadi penurunan kadar AFP, diduga 

peristiwa. Sebelum terapi dengan EEAI, kadar AFP serum pada tikus model 

karsinoma hepatoseluler lebih tinggi daripada kadar pada tikus normal. Jelas, 

tingkat kadar AFP berkorelasi erat dengan terdapatnya kanker. Pengaruh terapi 

EEAII dan EAIF terhadap pertumbuhan tumor tercermin dari kadar AFP serum.  
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BAB VI 

KESIMPULAN DAN SARAN 

 

6.1.  Kesimpulan 

Berdasarkan hasil penelitian ini, didapatkan simpulan sebagai berikut:  

1. Berdasarkan skrining senyawa dalam ekstrak menggunkan teknik LC-

HRMS.  Terdapat 10 senyawa (4 terpenoid, 1 alkaloid, 2 flavonoid, 2 

lignin, 1 saponin) diidentifikasi dari EEAII dan 7 senyawa (6 terpenoid, 

1 flavonoid) diidentifikasi dari EEAIF. Betulin dan caryophyllene 

oxide teridentifikasi dari kedua ekstrak. Hasil molecular docking 

menunjukan bahwa betulin, lupeol, sesamolin, epicatechin berpotensi 

sebagai antikanker. 

2. Terapi EEAIF + Sorafenib memiliki kemampuan paling baik diantara 

terapi lainnya, mendekati kemampuan Sorafenib dalam menurunkan 

aktivitas aspartate transaminase (AST). EEAIF memiliki kemampuan 

paling baik diantara terapi lainnya, mendekati kemampuan Sorafenib 

dalam menurunkan aktivitas aspartate transaminase (ALT). 

3. EEAIF memiliki kemampuan paling baik diantara terapi lainnya, 

mendekati kemampuan Sorafenib dalam menurunkan kadar alpha 

fetoprotein (AFP). 

 

6.2. Saran 

Bedasarkan kesimpulan, perlu dilakukan penelitian lebih lanjut terhadap 

histopatologis jaringan hati dan pengamatan ekspresi kejadian apoptosis 

pascaterapi  
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Kelompok 5: 

Diinduksi 

DEN + CCL4 

diterapi 

dengan 

Sorafenib+ 

Azadirachta 

indica var. 

Indonesia 

 

LAMPIRAN 

 

Lampiran 1.  Diagram Operasional 

 

  

Tikus (Rattus norvegicus) Induksi Karsinoma Hepatoseluler 

Uji konfirmasi kanker: aktivitas AFP 

Aktivitas AST/ALT 

dan kadar AFP 

Kontrol Kelompok 1: 

Diinduksi DEN 

+ CCL4 diterapi 

dengan 

Azadirachta 

indica var. 

Filipina 

Kelompok 2: 

Diinduksi DEN 

+ CCL4 diterapi 

dengan 

Azadirachta 

indica var. 

Indonesia 

Kelompok 4: 

Diinduksi 

DEN + CCL4 

diterapi 

dengan 

Sorafenib+ 

Azadirachta 

indica var. 

Filipina 

Kelompok 

3: 

Diinduksi 

DEN + 

CCL4 

diterapi 

dengan 

Sorafenib 
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Lampiran 2. Diagram Kerja Penelitian 

Lampiran 2.1. Pembuatan Simplisia Daun Azadirachta indica 

 

 

- Dicuci dengan air mengalir 

- Dikeringkan-anginkan 

- Diserbukan 

- Diayak dengan ayakan 60 mesh 

 

 

 

Lampiran 2.2. Ekstraksi Daun Azadirachta indica 

 

 

- Dimasukan dalam tabung sampel scott duran 

- Ditambahkan 150 mL etanol 80% 

- Didiamkan selama 3 hari 

- Dikocok secara berkala 

- Disaring 

 

 

- Dimasukan dalam tabung sampel scott 

duran 

- Ditambahkan 150 mL etanol 80% 

- Didiamkan selama 3 hari 

- Dikocok secara berkala 

- Disaring  

 

 

- Dikumpulkan  

- Dievaporasi dengan suhu 60°C 

Daun Azadirachta indica 

Serbuk daun Azadirachta indica 

50 g serbuk daun Azadirachta indica 

Filtrat Residu 

Filtrat Residu 

Ekstrak 
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Lampiran 2.3. Persiapan Hewan Coba 

 

 

- Diaklimatisasi selama dua minggu setelah partus 

- Diberikan makan 

- Dilakukan pergantian alas serbuk  

- Anakan tikus umur dua minggu dilakukan sexing untuk mensortir 

anakan tikus yang berkelamin jantan. 

Anakan tikus disapih selama 24 hari 

 

 

 

Lampiran 2.4. Pembuatan Karsinoma Hepatoseluler 

 

 

- Diinduksi dengan DEN 0,15 mL/ekor single injection i.p. pada tikus 

umur 2 minggu. 

- Diinduksi CCl4 10% 0,3 mL/ekor pada tikus umur 8 minggu 

sebanyak 4 kali seminggu selama 7 minggu. 

 

 

  

Indukaan tikus putih (Rattus norvegicus) 2 minggu sebelum partus 

Anakan jantan tikus putih (Rattus norvegicus) umur dua minggu  

Tikus putih (Rattus norvegicus)   

Tikus putih (Rattus norvegicus) karsinoma hepatoseluler 
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Lampiran 2.5. Pembedahan Hewan Coba 

 

- Dislokasi leher 

- Dibedah 

- Diambil organ lambung 

- Dicuci 

 

 

 

Lampiran 2.6. Embedding Jaringan dan Pembuatan Prepararat 

 

- Difiksasi pada PFA 4%. 

- Dilakukan dehidrasi dengan etanol bertingkat selama 1 jam. 

- Dilakukan cleaning menggunkan xilol selama 1 jam sebanyak 2 kali. 

- Dilakukan infiltrasi menggunakan paraffin cair 

- Dilakukan embedding pada blok paraffin dan didinginkan pada suhu 

4°C 

- Organ hepar dalam block paraffin dipotong 5 μ menggunkan rotary 

microtome. 

- Dicelupkan dala air hangat suhu 38 – 40°C. 

- Diambil menggunkan objek glass dan dikeringkan dengan hot plate. 

 

 

 

  

Tikus putih (Rattus norvegicus) 

Hasil  

Hepar dengan larutan PFA 4%  

Hepar dalam larutan PFA 4% 
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Lampiran 3. Tabel Konversi Berat Badan Tikus 

 

Dicari/Diketahui 
Mencit 

20 g 

Tikus 

200 g 

Marmut 

400 g 

Kelinci 

1,5 kg 

Kucing 

1,5 kg 

Kera 

4 kg 

Anjing 

12 kg 

Manusia 

70 kg 

Mencit 20 g 1,0 7,0 12,23 27,80 29,7 64,10 124,20 387,9 

Tikus 200 g 0,14 1,0 1,74 3,9 4,20 9,20 17,80 56,0 

Marmut 400 g 0,08 0,57 1,0 2,25 2,40 5,20 10,20 31,50 

Kelinci 1,5 kg 0,04 0,25 0,44 1,0 1,08 2,40 4,50 14,20 

Kucing 1,5 kg 0,03 0,23 0,41 0,92 1,0 2,20 4,10 13,0 

Kera 4 kg 0,016 0,11 0,19 0,42 0,43 0,1 1,9 6,1 

Anjing 12 kg 0,008 0,06 0,10 0,22 1,24 0,52 1,0 3,10 

Manusia 70 kg 0,0026 0,018 0,031 0,07 0,076 0,16 0,32 1,0 

Laurence D.R., Bacharach A. L., (1964). Evaluation of drug activities. London: 

Academic Press. 
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Lampiran 4. Preparasi Larutan 

Pembuatan Larutan DEN 1% sesuai Dosis 

Dosis induksi DEN 1% yang digunakan adalah 50 mg/kgBB tikus. Sediaan 1000 

mg DEN dilarutkan dalam 100 mL larutan fisiologis. Dalam 0,1 mL larutan DEN 

mengandung 1 mg DEN. Berat rata – rata tikus Wistar umur 1 minggu adalah 30 

gram, sehingga DEN diperlukan adalah 0,15 mL/ekor. 

 

Pembuatan Larutan CCl4 sesuai Dosis 

Dosis induksi CCl4 10% yang digunakan adalah 1 mL/kgBB tikus. Sediaan 1 mL 

CCl4 kosentrasi 100% dilarutkan dalam 10 mL minyak zaitun yang berfungsi 

sebagai vehicle dengan perbandingan 1:10. Berat rata – rata tikus Wistar umur 8 

minggu adalah 250 gram, sehingga diperlukan adalah 0,3 mL/ekor.  
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Lampiran 5. Penentuan Dosis 

Dosis Pemberian Ekstrak Etanol Daun Azadirachta indica var Indonesia dan 

Filipina 

Tikus karsinoma hepatoseluler diterapi dengan ekstrak etanol daun 

Azadirachta indica dari indonesia dan Filipina dengan dosis 500 mg/KgBB 

sebanyak 14 kali (14 hari berturut-turut). Berat rata – rata tikus Wistar umur 14 

minggu adalah 300 gram, sehingga yang diperlukan adalah 1,5 gram ekstrak etanol 

untuk dosis 500 mg/KgBB selama 14 hari. Selanjutnya ekstrak yang telah dihitung 

volumenya ditambahkan dengan air dengan total 1 mL sesuai dengan volume 

lambung tikus. 

 

Dosis Pemberian Sorafenib 

Tikus karsinoma hepatoseluler diterapi dengan Sorafenib dengan dosis 

400mg/KgBB manusia sebanyak 14 kali (14 hari berturut-turut) adalah 7 mg 

Selanjutnya dosis sorafenib yang telah dihitung volumenya ditambahkan dengan air 

dengan total 1 mL sesuai dengan volume lambung tikus.  

*Dosis Sorafenib pada manusia 800mg/hari. 

*Dosis Sorafenib tikus yang dibutuhkan perhari = 400 mg x 0,018 = 7,2 mg ~ 7 mg. 

* 0,018 adalah faktor konversi perhitungan dosis manusia ke tikus. 
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Lampiran 6. Pembuatan Larutan Kimia 

Lampiran 5.1. Pembuatan Larutan Phosfat Buffer Saline (PBS) pH 7,4 

Ditimbang NaCl padat sebanyak 4 gram, KH2PO4 sebanyak 0,1 gram, KCl padat 

sebanyak 0,1 gram dan Na2HPO4.H2O sebanyak 1,08 gram, dicampur pada gelas 

kimia 500 mL dan dilarutkan dalam aquades steril 250 mL. Kemudian dilakukan 

pengadukan menggunkan magnetik stirer. Kemudian diatur pH larutan sebesar 7,4 

dengan menambahkan larutan NaOH 1 M sampai pH menjadi 7,4. Larutan 

kemudian dipindahkan dalam labu ukur 500 mL dan ditandabataskan dengan 

aquades serta dihomogenisasi. 

 

Lampiran 5.2. Pembuatan Larutan PBS Formalin 10% 

Dibuat larutan PFA 10% dengan melarutkan larutan formalin 40% sebanyak 400 

mL dengan aquades hingga volum 1000 mL pada labu ukur. PFA 10% yang sudah 

jadi kemudian ditempatkan pada botol sampel dan akan digunakan sebagai tempat 

organ untuk pembuatan preparat. 
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Lampiran 7. Hasil Pengukuran AST 

7.1. Data Aktivitas AST 

Kelompok Perlakuan Aktivitas AST Ulangan ke- Rata-rata ± SD 

1 2 3 4 

Normal 122 73 129 163 121,75 ± 48,11358 

Ekstrak Filipina 101 214 129 153 146,75 ± 50,04248 

Ekstrak Indonesia 122 73 129 163 121,75 ± 18,55341 

Sorafenib 167 194 149 77 152,50 ± 27,50152 

Sorafenib+Ekstrak Filipina 125 163 182 113 145,75 ± 32,22189 

Sorafenib+Ekstrak Indonesia 194 188 120 125 156,75 ± 39,67682 

 

7.2. Uji Statistika 

7.2.1. Uji Normalitas 

Tests of Normality 

 

Kelompok 

Shapiro-Wilk 

 Statistic df Sig. 

HAsil_AST Normal .961 4 .788 

Sorafenib .926 4 .571 

Ekstrak Filipina .960 4 .779 

Ekstrak Indonesia .961 4 .788 

Sorafenib+Ekstrak Filipina .927 4 .578 

Sorafenib+Ekstrak Indonesia .797 4 .096 

a. Lilliefors Significance Correction 

 

7.2.2. Uji Homogenitas 

Test of Homogeneity of Variances 

 Levene Statistic df1 df2 Sig. 

HAsil_AST Based on Mean .221 5 18 .949 

Based on Median .182 5 18 .966 

Based on Median and with 

adjusted df 

.182 5 11.807 .964 

Based on trimmed mean .210 5 18 .954 

  

7.2.3. Uji One Way Anova 

ANOVA 

HAsil_AST   

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 4440.833 5 888.167 .523 .756 

Within Groups 30556.500 18 1697.583   

Total 34997.333 23    
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7.2.4. Uji Lanjutan Tukey test 

  

Multiple Comparisons 

Dependent Variable:   HAsil_AST   

Tukey HSD   

(I) Kelompok (J) Kelompok 

Mean 

Difference (I-

J) 

Std. 

Error Sig. 

95% Confidence 

Interval 

Lower 

Bound 

Upper 

Bound 

Normal Sorafenib -25.00000 29.13403 .952 -117.5890 67.5890 

Ekstrak Filipina -27.50000 29.13403 .929 -120.0890 65.0890 

Ekstrak Indonesia .00000 29.13403 1.000 -92.5890 92.5890 

Sorafenib+Ekstrak 

Filipina 

-24.00000 29.13403 .959 -116.5890 68.5890 

Sorafenib+Ekstrak 

Indonesia 

-35.00000 29.13403 .831 -127.5890 57.5890 

Sorafenib Normal 25.00000 29.13403 .952 -67.5890 117.5890 

Ekstrak Filipina -2.50000 29.13403 1.000 -95.0890 90.0890 

Ekstrak Indonesia 25.00000 29.13403 .952 -67.5890 117.5890 

Sorafenib+Ekstrak 

Filipina 

1.00000 29.13403 1.000 -91.5890 93.5890 

Sorafenib+Ekstrak 

Indonesia 

-10.00000 29.13403 .999 -102.5890 82.5890 

Ekstrak Filipina Normal 27.50000 29.13403 .929 -65.0890 120.0890 

Sorafenib 2.50000 29.13403 1.000 -90.0890 95.0890 

Ekstrak Indonesia 27.50000 29.13403 .929 -65.0890 120.0890 

Sorafenib+Ekstrak 

Filipina 

3.50000 29.13403 1.000 -89.0890 96.0890 

Sorafenib+Ekstrak 

Indonesia 

-7.50000 29.13403 1.000 -100.0890 85.0890 

Ekstrak Indonesia Normal .00000 29.13403 1.000 -92.5890 92.5890 

Sorafenib -25.00000 29.13403 .952 -117.5890 67.5890 

Ekstrak Filipina -27.50000 29.13403 .929 -120.0890 65.0890 

Sorafenib+Ekstrak 

Filipina 

-24.00000 29.13403 .959 -116.5890 68.5890 

Sorafenib+Ekstrak 

Indonesia 

-35.00000 29.13403 .831 -127.5890 57.5890 

Sorafenib+Ekstrak 

Filipina 

Normal 24.00000 29.13403 .959 -68.5890 116.5890 

Sorafenib -1.00000 29.13403 1.000 -93.5890 91.5890 

Ekstrak Filipina -3.50000 29.13403 1.000 -96.0890 89.0890 

Ekstrak Indonesia 24.00000 29.13403 .959 -68.5890 116.5890 

Sorafenib+Ekstrak 

Indonesia 

-11.00000 29.13403 .999 -103.5890 81.5890 

Normal 35.00000 29.13403 .831 -57.5890 127.5890 
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Sorafenib+Ekstrak 

Indonesia 

Sorafenib 10.00000 29.13403 .999 -82.5890 102.5890 

Ekstrak Filipina 7.50000 29.13403 1.000 -85.0890 100.0890 

Ekstrak Indonesia 35.00000 29.13403 .831 -57.5890 127.5890 

Sorafenib+Ekstrak 

Filipina 

11.00000 29.13403 .999 -81.5890 103.5890 

 

HAsil_AST 

Tukey HSDa   

Kelompok N 

Subset for alpha 

= 0.05 

1 

Normal 4 121.7500 

Ekstrak Indonesia 4 121.7500 

Sorafenib+Ekstrak Filipina 4 145.7500 

Sorafenib 4 146.7500 

Ekstrak Filipina 4 149.2500 

Sorafenib+Ekstrak Indonesia 4 156.7500 

Sig.  .831 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 4.000. 
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Lampiran 8. Hasil Pengukuran ALT 

8.1. Data Aktivitas ALT 

Kelompok Perlakuan Aktivitas ALT Ulangan ke- Rata-rata ± SD 

1 2 3 4 

Normal 60 50 49 61 36,75 ± 22,11146 

Ekstrak Filipina 48 57 29 46 40,25 ± 20,36950  

Ekstrak Indonesia 37 45 56 32 45,00 ± 11,69045 

Sorafenib 40 50 59 12 42,50 ± 10,47219 

Sorafenib+Ekstrak Filipina 42 60 23 56 45,25 ± 16,72075 

Sorafenib+Ekstrak Indonesia 39 57 32 55 45,75 ± 12,20314 

  

8.2. Uji Statistika 

8.2.1. Uji Normalitas 

Tests of Normality 

 

Kelompok 

Kolmogorov-Smirnova Shapiro-Wilk 

 Statistic df Sig. Statistic df Sig. 

Hasil_ALT 1.00 .225 4 . .941 4 .659 

2.00 .245 4 . .927 4 .576 

3.00 .284 4 . .935 4 .622 

4.00 .200 4 . .966 4 .815 

5.00 .240 4 . .919 4 .529 

6.00 .276 4 . .881 4 .344 

a. Lilliefors Significance Correction 

  

8.2.2. Uji Homogenitas 

Test of Homogeneity of Variances 

 Levene Statistic df1 df2 Sig. 

Hasil_ALT Based on Mean 1.138 5 18 .377 

Based on Median .990 5 18 .451 

Based on Median and with 

adjusted df 

.990 5 11.161 .466 

Based on trimmed mean 1.140 5 18 .376 

  

8.2.3. Uji One Way Anova 

  

ANOVA 

Hasil_ALT   

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 249.833 5 49.967 .190 .963 
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Within Groups 4736.000 18 263.111   

Total 4985.833 23    

  

Uji Lanjutan Tukey test 

Multiple Comparisons 

Dependent Variable:   Hasil_ALT   

Tukey HSD   

(I) Kelompok (J) Kelompok Mean Difference (I-J) Std. Error Sig. 

95% Confidence Interval 

Lower Bound Upper Bound 

1.00 2.00 -3.50000 11.46977 1.000 -39.9513 32.9513 

3.00 -8.25000 11.46977 .977 -44.7013 28.2013 

4.00 -5.75000 11.46977 .995 -42.2013 30.7013 

5.00 -8.50000 11.46977 .974 -44.9513 27.9513 

6.00 -9.00000 11.46977 .967 -45.4513 27.4513 

2.00 1.00 3.50000 11.46977 1.000 -32.9513 39.9513 

3.00 -4.75000 11.46977 .998 -41.2013 31.7013 

4.00 -2.25000 11.46977 1.000 -38.7013 34.2013 

5.00 -5.00000 11.46977 .998 -41.4513 31.4513 

6.00 -5.50000 11.46977 .996 -41.9513 30.9513 

3.00 1.00 8.25000 11.46977 .977 -28.2013 44.7013 

2.00 4.75000 11.46977 .998 -31.7013 41.2013 

4.00 2.50000 11.46977 1.000 -33.9513 38.9513 

5.00 -.25000 11.46977 1.000 -36.7013 36.2013 

6.00 -.75000 11.46977 1.000 -37.2013 35.7013 

4.00 1.00 5.75000 11.46977 .995 -30.7013 42.2013 

2.00 2.25000 11.46977 1.000 -34.2013 38.7013 

3.00 -2.50000 11.46977 1.000 -38.9513 33.9513 

5.00 -2.75000 11.46977 1.000 -39.2013 33.7013 

6.00 -3.25000 11.46977 1.000 -39.7013 33.2013 

5.00 1.00 8.50000 11.46977 .974 -27.9513 44.9513 

2.00 5.00000 11.46977 .998 -31.4513 41.4513 

3.00 .25000 11.46977 1.000 -36.2013 36.7013 

4.00 2.75000 11.46977 1.000 -33.7013 39.2013 

6.00 -.50000 11.46977 1.000 -36.9513 35.9513 

6.00 1.00 9.00000 11.46977 .967 -27.4513 45.4513 

2.00 5.50000 11.46977 .996 -30.9513 41.9513 

3.00 .75000 11.46977 1.000 -35.7013 37.2013 

4.00 3.25000 11.46977 1.000 -33.2013 39.7013 

5.00 .50000 11.46977 1.000 -35.9513 36.9513 
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Hasil_ALT 

Tukey HSDa   

Kelompok N 

Subset for alpha 

= 0.05 

1 

1.00 4 36.7500 

2.00 4 40.2500 

4.00 4 42.5000 

3.00 4 45.0000 

5.00 4 45.2500 

6.00 4 45.7500 

Sig.  .967 

Means for groups in homogeneous subsets 

are displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 

4.000. 
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Lampiran 9. Hasil Pengukuran Kadar AFP 

9.1. Data Kadar AFP 

Kelompok Perlakuan Aktivitas AST Ulangan ke- Rata-rata ± SD 

1 2 3 4 

Normal 122 73 129 163 121,75 ± 48,11358 

Ekstrak Filipina 101 214 129 153 146,75 ± 50,04248 

Ekstrak Indonesia 122 73 129 163 121,75 ± 18,55341 

Sorafenib 167 194 149 77 152,50 ± 27,50152 

Sorafenib+Ekstrak Filipina 125 163 182 113 145,75 ± 32,22189 

Sorafenib+Ekstrak Indonesia 194 188 120 125 156,75 ± 39,67682 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



55 
 

 
 

Lampiran 10. Kromatogram 

Lampiran 10.1. Kromatogram LC-MS Skrining Senyawa Metabolit dari 

Ekstrak Etanol Daun Azadirachta indica dari Indonesia. 

 

Lampiran 10.2. Kromatogram LC-MS Skrining Senyawa Metabolit dari 

Ekstrak Etanol Daun Azadirachta indica dari Filipina. 

 

 

Lampiran 11. Pengamatan perilaku dan kondisi tikus selama penginduksian 

CCl4 

 

Tabel Berat badan tikus selama penginduksian CCl4 

Indo2_POSDDA2 #1 RT: 0.01 AV: 1 NL: 2.96E6
T: FTMS + p ESI Full ms [50.0000-750.0000]
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70.01
174.12
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241.12 355.06

281.04 313.27
329.00 429.08393.97

371.09

555.05 669.76 735.28507.35

Philip_POSDDA_20190125075201 #1 RT: 0.01 AV: 1 NL: 4.79E6
T: FTMS + p ESI Full ms [50.0000-750.0000]
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223.0670.01
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284.29

698.94445.93 616.20

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



56 
 

 
 

 

Tikus 

Minggu Ke - Rerata 

8 9 10 11 12 13 14 
Tikus 

Induksi 

Tikus 

Kontrol 

1 150 156 160 168 173 190 197 

229 

 

 

2 145 168 176 198 212 227 255  

3 114 132 148 155 167 182 195  

4 160 184 205 224 232 247 258  

5 150 170 177 189 200 205 217  

6 99 120 133 177 156 173 181  

7 147 149 191 209 234 253 164  

8 167 150 179 198 214 227 234  

9 150 177 185 201 213 259 269  

10 154 178 199 218 241 227 235  

11 196 202 206 222 214 230 237  

12 173 191 212 227 243 263 270  

13 168 194 215 233 257 248 258  

14 81 102 125 150 171 187 200  

15 159 185 200 214 238 258 269  

16 160 113 127 147 164 179 172  

17 130 149 175 196 227 248 255  

18 144 171 188 209 228 249 256  

19 167 187 200 226 249 266 275  

264 

 

20 130 170 194 213 227 243 256  

21 162 168 182 213 232 269 270  

22 156 185 193 201 206 214 239  

23 145 151 177 200 239 255 262  

24 170 203 225 239 251 268 280  
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Tabel Pengamatan perilaku dan kondisi fisik antara kelompok tikus induksi 

dengan kelompok tikus normal selama penginduksian CCl4 

 

  

Pengamatan 
Tikus 

Induksi Kontrol 

Berat badan Normal Normal 

Intake pakan Normal Normal 

Konsumsi air Normal Normal 

Suhu Normal Normal 

Pernafasan Normal Normal 

Urinasi Normal Normal 

Penampilan Umum Letargi Normal 

Warna kulit Tidak ada perubahan Tidak ada perubahan 

Warna mata Tidak ada perubahan Tidak ada perubahan 

Kematian Hidup Hidup 
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Lampiran 12. Randemen Ekstrak 

 

% 𝑅𝑒𝑛𝑑𝑒𝑚𝑒𝑛 =  
𝐵𝑒𝑟𝑎𝑡 𝑒𝑘𝑠𝑡𝑟𝑎𝑘

𝐵𝑒𝑟𝑎𝑡 𝑠𝑖𝑚𝑝𝑙𝑖𝑠𝑖𝑎
 × 100% 

 

Randemen ekstrak etanol Azadirachta indica Indonesia 

% 𝑅𝑒𝑛𝑑𝑒𝑚𝑒𝑛 =  
9,1530 𝑔𝑟𝑎𝑚

150 𝑔𝑟𝑎𝑚
 × 100% 

% 𝑅𝑒𝑛𝑑𝑒𝑚𝑒𝑛 =  6,10 % 

 

Randemen ekstrak etanol Azadirachta indica Filipina 

% 𝑅𝑒𝑛𝑑𝑒𝑚𝑒𝑛 =  
2,1304 𝑔𝑟𝑎𝑚

83 𝑔𝑟𝑎𝑚
 × 100% 

% 𝑅𝑒𝑛𝑑𝑒𝑚𝑒𝑛 =  2,56 % 
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