UJI TOKSISITAS TERHADAP Artemia salina Leach. dan TOKSISITAS
AKUT KOMPONEN BIOAKTIF Pandanus conoideus var. conoideus Lam.
SEBAGAI KANDIDAT ANTIKANKER

Skripsi

Untuk memenuhi sebagian persyaratan
Guna memperoleh gelar Sarjana Sains

Oleh:
Rizki Nisfi Ramdhini
NIM. M0406014

JURUSAN BIOLOGI
FAKULTAS MATEMATIKA DAN ILMU PENGETAHUAN ALAM
UNIVERSITAS SEBELAS MARET
SURAKARTA
2010



HALAMAN PERSETUJUAN PEMBIMBING

UJI TOKSISITAS TERHADAP Artemia salina Leach. dan TOKSISITAS
AKUT KOMPONEN BIOAKTIF Pandanus conoideus var. conoideus Lam
SEBAGAI KANDIDAT ANTIKANKER

Oleh:
Rizki Nisfi Ramdhini
M0406014

Telah Disetujui Oleh Tim Pembimbing

Tanda Tangan
Pembimbing 1 : Rita Rakhmawati, M.Si., Apt
NIP. 198005102005012002 .
Pembimbing 11 : Nestri Handayani, M.Si., Apt

NIP. 197012112005012001

Surakarta, Juli 2010

Mengetahui,
Ketua Jurusan Biologi

Dra. Endang Anggarwulan, M.Si
NIP. 195003201978032001

PENGESAHAN




SKRIPSI

UJI TOKSISITAS TERHADAP Artemia salina Leach. dan TOKSISITAS
AKUT KOMPONEN BIOAKTIF Pandanus conoideus var. conoideus Lam.
SEBAGAI KANDIDAT ANTIKANKER

Oleh:
Rizki Nisfi Ramdhini
M0400614

Telah dipertahankan di depan Tim Penguji
pada tanggal 21 Juli 2010
dan dinyatakan telah memenuhi syarat

Surakarta, Juli 2010

Penguiji | Penguiji 11
Dra. Marti Harini, M.Si Dr. Edwi Mahajoeno, M.Si

NIP. 195403231985032001 NIP. 196010251997021001

Penguiji 111 Penguji IV
Rita Rakhmawati, M.Si., Apt Nestri Handayani, M.Si., Apt
NIP. 198005102005012002 NIP. 197012112005012001

Mengesahkan
Dekan FMIPA Ketua Jurusan Biologi
Prof. Drs. Sutarno, M.Sc, Ph.D Dra. Endang Anggarwulan, M.Si
NIP. 196008091986121001 NIP. 195003201978032001

PERNYATAAN



Dengan ini saya menyatakan bahwa skripsi ini adalah hasil penelitian saya sendiri
dan tidak terdapat karya yang pernah diajukan untuk memperoleh gelar
kesarjanaan di suatu perguruan tinggi, serta tidak terdapat karya atau pendapat
yang pernah ditulis atau diterbitkan oleh orang lain, kecuali secara tertulis diacu
dalam naskah ini dan disebutkan dalam daftar pustaka.

Apabila di kemudian hari dapat ditemukan adanya unsur penjiplakan maka gelar

kesarjanaan yang telah diperoleh dapat ditinjau dan atau dicabut.

Surakarta, Juli 2010

Rizki Nisfi Ramdhini
NIM. M0406014




UJI TOKSISITAS TERHADAP Artemia salina Leach. dan TOKSISITAS
AKUT KOMPONEN BIOAKTIF Pandanus conoideus var. conoideus Lam.
SEBAGAI KANDIDAT ANTIKANKER

Rizki Nisfi Ramdhini
Jurusan Biologi, Fakultas Matematika dan IImu Pengetahuan Alam,
Universitas Sebelas Maret, Surakarta.

ABSTRAK

Kanker merupakan salah satu penyakit penyebab kematian utama di dunia.
Berbagai macam senyawa telah dikembangkan untuk melawan kanker, akan tetapi
tak satupun jenis senyawa-senyawa tersebut menghasilkan efek yang memuaskan
dan tanpa efek samping yang merugikan. Buah merah merupakan salah satu
sumber senyawa baru berasal dari Papua yang memiliki aktivitas farmakologis
dan telah terbukti secara empiris memiliki aktivitas sebagai antikanker karena
memiliki kandungan karoten, beta karoten dan a- tokoferol yang cukup tinggi.

Pada penelitian ini dilakukan uji toksisitas hasil fraksinasi buah merah (P.
conoideus Lam.) menggunakan metode Brine Shrimp Lethality Test (BST) untuk
mengetahui potensinya sebagai obat antikanker dan dilakukan pengujian toksisitas
akut untuk mengetahui potensi ketoksikan akut, menilai berbagai gejala Klinis,
dan kematian hewan uji akibat pemejanan sediaan uji. Pengujian toksisitas akut
komponen bioktif hasil partisi ekstrak etanolik buah merah pada hewan uji
mencit. Sediaan uji diberikan secara oral dengan tingkat dosis yang berbeda yaitu
1,687, 2,687, 3,687, 4,687 dan 5,687g/kgBB. Efek toksik yang dievaluasi
berdasarkan pengamatan terhadap perilaku hewan (profil farmakologi) setelah
pemberian dosis tunggal bahan uji, perkembangan berat badan dan jumlah
kematian hewan uji setiap hari selama 7-14 hari.

Nilai LCso fraksi Il (dua) terhadap Artemia salina Leach. sebesar 138,05
pg/mL. Hasil pengujian BST yang diperoleh menunjukkan bahwa fraksi tersebut
bersifat toksik dan berpotensi sebagai antikanker. Hasil uji toksisitas akut
menunjukkan bahwa hingga dosis tertinggi 5,687g/kgBB tidak menyebabkan efek
toksik yang bermakna serta tidak ada kematian. Kemudian dilakukan pengujian
dengan meningkatkan dosis menjadi 6,687 dan 7,687 g/kg BB secara akut. Hasil
pengujian menunjukkan tidak adanya gejala toksik dan tidak adanya kematian.
Dengan demikian LDs, semu dari partisi buah merah pada mencit lebih besar dari
7,687 g/kgBB.

Kata Kunci: Pandanus conoideus Lam., Kanker, LCsq, Toksisitas akut, LDsg
TOXICITY TEST TO Artemia salina Leach. AND ACUTE TOXICITY

COMPOUNDS OF BIOACTIVE Pandanus conoideus var. conoideus Lam.
AS CANDIDATE OF ANTICANCER



Rizki Nisfi Ramdhini
Biology Department, Sciences and Mathematics Faculty,
Sebelas Maret University, Surakarta

ABSTRACT

Cancer is a major problem and common cause of death around the world.
Various therapeutic agents have been developed to against cancer, but none of
these agents give satisfactory results and without debilitating side effects. Red
fruit (P. conoideus Lam.) are known as rich sources of compounds which
pronounced pharmacological activities and was one of plants that had empirical
study became anticancer agent because it’s contain of carotene, -carotene and a-
tocopherol.

In this research the toxicity test from fractionation result of red fruit (P.
conoideus Lam.) was conducted by using Brine Shrimp Lethality Test (BST)
method to know its potency as drug of anticancer and acute toxicity test for assess
the potency of acute toxicity and death of animal test after administration of red
fruit. The acute toxicity active compounds of partition of red fruit has been carried
out on mice. The partition was administered by oral route in 4 different doses, i.e.
1,687, 2,687, 3,687, 4,687 and 5,687 g/kg BW. The toxic effect of the extract
were evaluated by observation behavioral responses (pharmacological profile), the
development of body weight and mortality each day for 7-14 days

LCso value fractionation of red fruit (fraction Il) was 138,05 pg/mL. The
BST result showed that toxicity fractionation of red fruit were considered very
toxic and potency as drug of anticancer. The results of acute toxicity showed that
up to 5,687/kg BW, the test material did not cause any significant toxic effects
and no one of death. Then continues test with dose 6,687 and 7,687 g/kg BW with
acute toxicity test. The result showed the test did not cause toxic effects and no
one of death. The LDs, of the red fruit (P. conoideus Lam.) on mice was found to
be more than 7,687g/kg BW

Key words: Pandanus conoideus Lam., cancer, LCsp, acute toxicity, LDsg
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Sesungguhnya Kepunyaan Allah kerajaan langit dan bumi.
Dia menghidupkan dan mematikan. Dan sekali-kali tidak ada
pelindung dan penolong bagimu selain Allah
(Q. S. At-Taubah : 116)

“Sukses bermula dari pikiran kita. Sukses adalah kondisi pikiran kita. Bila Anda
menginginkan sukses, maka Anda harus mulai berpikir bahwa Anda sukses, dan
mengisi penuh pikiran Anda dengan kesuksesan”

(Dr. Joyce Brothers)

“The First and the most important step towards success is the feeling that we
can succeed”
(Nelson Boswell)
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A. Latar Belakang



Kanker merupakan suatu penyakit yang menempati peringkat tertinggi
sebagai penyebab kematian di dunia, khususnya di negara-negara berkembang
(Anderson et al., 2001; Indrayani et al., 2006). Penyakit ini ditandai dengan
pertumbuhan sel yang tidak terkendali serta kemampuan sel-sel tersebut untuk
menyerang jaringan biologis lainnya, baik dengan pertumbuhan langsung pada
jaringan yang bersebelahan (invasi) atau dengan migrasi sel ke tempat yang jauh
(metastasis) di dalam tubuh (Meiyanto et al., 2006). Pola hidup yang tidak
seimbang dapat menyebabkan tingginya pertumbuhan penyakit tersebut (Ikawati
et al., 2000). Berbagai usaha telah dilakukan untuk menanggulangi berbagai
penyakit kanker seperti pembedahan, radioterapi, dan kemoterapi sitostatik.
Pengobatan ini dilakukan untuk membunuh sel-sel kanker, namun tidak sedikit
usaha tersebut justru menimbulkan efek samping (Sukardiman et al., 2004,
Moeljopawiro et al., 2007). Terjadinya kerontokan pada rambut dan kulit
menghitam merupakan efek yang dapat ditimbulkan dari upaya terapi tersebut
(Jiang et al., 2004). Kenyataan ini menuntut perlunya cara alternatif yang aman
untuk pengobatan penyakit kanker dengan menggunakan bahan alami.

Salah satu sumber alam lokal yang berpotensi untuk pengobatan penyakit
kanker adalah buah merah (Pandanus conoideus Lam.). Buah ini merupakan buah
tradisional asli Papua yang banyak mengandung senyawa-senyawa aktif antara
lain tokoferol, a-tokoferol, B-karoten, protein, kalsium, besi, fosfor, vitamin C,
asam palmitoleat, asam oleat, asam linoleat, dan asam a-linolenat. Kandungan
kimia terbesar dari buah tersebut adalah tokoferol (11000 ppm), p-karoten (700
ppm), dan karoten (12000 ppm), masing-masing senyawa tersebut mempunyai

fungsi sebagai antioksidan sehingga mampu menangkal radikal bebas dan



meningkatkan sistem kekebalan tubuh. Ketiga senyawa inilah yang membantu
proses penyembuhan penyakit kanker dengan mencegah dan menekan pembiakan
sel-sel kanker (Budi, 2005; Zaif, 2008).

Uji toksisitas metode Brine Shrimp Lethality Test (BST) merupakan uji
pendahuluan yang dapat digunakan untuk memantau senyawa bioaktif dari bahan
alami (Anderson et al., 1991). Adanya korelasi positif antara metode BST dengan
uji sitotoksik menggunakan kultur sel kanker maka metode ini sering
dimanfaatkan untuk skrining senyawa antikanker (Carballo et al., 2002). Metode
tersebut memiliki beberapa keuntungan antara lain lebih cepat, murah, mudah,
tidak memerlukan kondisi aseptis dan dapat dipercaya (Meyer et al., 1982;
Dachriyanus, 2005; Fajarningsih et al., 2006).

Suatu ekstrak tumbuhan dapat dikatakan memiliki aktivitas antikanker
dengan metode BST jika nilai LCso kurang dari 1000 pg/mL. Pengujian toksisitas
tersebut menggunakan hewan uji Artemia salina Leach. untuk menentukan nilai
LCso (Meyer et al., 1982).

Bahan alam yang akan dikembangkan menjadi fitofarmaka atau obat
herbal terstandar pada fasilitas kesehatan harus memenuhi persyaratan aman dan
adanya standar dosis yang lazim untuk digunakan (Wahyono, 2007). Oleh karena
itu sangat diperlukan penelitian untuk mengetahui gambaran keamanan buah
merah dengan mendeteksi efek toksik akut untuk mengetahui nilai LDsy dan
berbagai gejala toksik, spektrum efek toksik dan kematian (Anonim, 2000;
Akroum et al., 2009).

Berdasarkan latar belakang yang telah diuraikan diatas maka perlu

dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai toksisitas buah merah terhadap A.



salina Leach. dalam proses pencarian komponen bioaktif yang berpotensi sebagai
kandidat antikanker serta kajian mengenai keamanan dosis untuk mengetahui
ketoksikan dari komponen bioaktif tersebut yang dapat ditentukan dari nilai LDsg

yang diperoleh dari pengujian toksisitas akut.

B. Perumusan Masalah
Berdasarkan latar belakang tersebut, dapat dirumuskan masalah sebagai
berikut:
1. Berapakah nilai LCsp dari pengujian toksisitas komponen teraktif buah merah
(P. conoideus Lam.) terhadap A. salina Leach. ?
2. Bagaimanakah efek toksisitas akut terhadap perilaku hewan uji setelah
pemberian dosis tunggal buah merah (P. conoideus Lam.) secara oral dan

berapakah nilai LDs dari pengujian tersebut?

C. Tujuan Penelitian
1. Mengetahui nilai LCso dari pengujian toksisitas komponen teraktif buah
merah (P. conoideus Lam.) terhadap A. salina Leach.
2. Mengetahui efek toksisitas akut terhadap perilaku hewan uji setelah
pemberian dosis tunggal buah merah (P. conoideus Lam.) secara oral dan

nilai LDso dari pengujian tersebut.

D. Manfaat Penelitian



1. Secara umum diharapkan dapat menambah informasi ilmiah, pengetahuan
serta gambaran kepada masyarakat luas terutama dalam eksplorasi dan
penemuan senyawa aktif dari bahan alam sebagai pengobatan herbal.

2. Secara khusus dapat mengetahui nilai LCso dari pengujian toksisitas bagian
komponen teraktif buah merah (P. conoideus Lam.) terhadap A. salina Leach.
sebagai kandidat obat herbal antikanker dan dapat mengetahui LDso sebagai

gambaran keamanan buah merah setelah pemberian dosis tunggal secara oral.



BAB II
LANDASAN TEORI
A. Tinjauan Pustaka
1. Buah merah (Pandanus conoideus Lam.)
Buah merah (P. conoideus Lam.) merupakan jenis tanaman yang termasuk
ke dalam famili pandanaceae. Tanaman ini ditemukan secara endemik di
wilayah Papua (Wamaer dan Malik, 2009). Terdapat beberapa daerah di Papua
yang menjadi sentra buah merah, di antaranya Kelila, Bokondini, Karubaga,
Kobakma, Kenyam, dan Pasema yang berada di sepanjang lereng pegunungan
Jayawijaya. Buah tersebut oleh masyarakat sekitar lebih dikenal dengan nama
kuansu (Zaif, 2008). Bentuk secara umum dari buah merah dapat dilihat pada

Gambar 1 berikut.

. - .
Babit di presemaian J linaman mukif hefhuah )

Buah sudah dipanen Buah dibelah siap dinlah
Gambar 1. P. conoideus Lam. (Limbongan et al., 2009)
Secara umum habitat tanaman ini adalah hutan sekunder dengan kondisi
tanah yang lembab. Di wilayah Papua, buah merah ini ditemukan tumbuh di

daerah dengan ketinggian antara 2-2300 meter di atas permukaan laut (dpl).



Hal ini berarti bahwa tanaman tersebut dapat tumbuh di dataran rendah hingga
dataran tinggi wilayah Papua (Budi, 2000; Hadad et al., 2006). Berdasarkan
hasil analisis tanah dari lokasi pengembangan buah merah di Papua (Hadad et
al., 2006), umumnya tanaman buah merah dapat tumbuh pada tanah kurang
subur, banyak mengandung pasir, dan bersifat agak asam (pH 4,3-5,3).
Tanaman ini tumbuh secara mengelompok di sekitar aliran sungai. Menurut
Yuhono dan Malik (2009), lebih dari 90% tanaman buah merah tumbuh secara
liar atau dipelihara dengan teknologi pasca panen seadanya.

Terdapat lebih dari 30 jenis buah merah yang tumbuh di wilayah Papua, 4
diantaranya yang banyak dibudidayakan adalah (a) buah merah panjang yang
memiliki bentuk silindris, ujung tumpul dan pangkal menjantung, (b) buah
merah pendek memiliki bentuk silindris, ujung melancip dan pangkal
menjantung, (c) buah merah cokelat memiliki bentuk silindris, ujung tumpul
dan pangkal menjantung, (d) buah kuning memiliki warna kuning dan bentuk
silindris, ujung tumpul dengan pangkal menjantung (Budi dan Paimin, 2005;
Mangan, 2005). Pada penelitian ini akan menggunakan jenis buah merah
panjang.

Lebang et al. (2004) telah menemukan tiga jenis buah merah unggul,
antara lain buah merah Mbarugum, Maler, dan Magari. Beberapa keriteria buah
merah tersebut antara lain jumlah buah 5-10 butir, empulur lunak, ukuran buah
besar (diameter 10-15 cm) dan panjang 60-110 cm, hasil sari (minyak) tinggi
rata-rata 120 mL/kg buah, jumlah anakan banyak (5-10 anakan), dan jumlah

akar tunjang banyak (11-97 akar).



a. Klasifikasi
Klasifikasi buah merah (P. conoideus Lam.) menurut Backer and

Brink (1965); Sadsoeitoboen (1999) adalah:

Kingdom : Plantae

Divisi : Spermatophyta

Kelas : Angiospermae

Sub kelas : Monocotyledoneae

Ordo : Pandanales

Famili : Pandanaceae

Genus : Pandanus

Spesies : P. conoideus var. conoideus Lam.
b. Deskripsi

P. conoideus Lam. termasuk ke dalam tumbuhan terna. Daun
tunggal berbentuk lanset sungsang berwarna hijau tua dan letaknya
berseling. Ujung daun runcing, pangkal daun memeluk batang.
Permukaan daun licin, dengan tepi daun berduri atau tidak berduri,
tergantung jenisnya. Batang bercabang banyak, tegak, bergetah, dan
berwarna coklat berbercak putih. Tinggi tanaman mencapai 16 m
dengan tinggi batang bebas cabang 5-8 m di atas permukaan tanah.
Akar tanaman tergolong akar serabut dengan tipe perakaran diangkat.
Akar cenderung masuk hingga kedalaman tanah + 94 cm. Akar-akar
tunjang muncul dari bagian batang dekat permukaan tanah. Tanaman ini
berbuah saat berumur tiga tahun sejak ditanam. Buah tersusun dari

ribuan biji yang tersusun bebas membentuk kulit buah. Biji berukuran



kecil memanjang 9-13 mm dengan bagian atas meruncing. Bagian
pangkal biji menempel pada bagian jantung. Sedangkan ujungnya
membentuk totol-totol dibagian kulit buah. Biji berwarna hitam
kecoklatan dibungkus daging tipis berupa lemak. Daging buah dapat
berwarna kuning, coklat, atau merah bata tergantung jenisnya (Budi dan
Paimin, 2005).

Buah merah (P. conoideus Lam.) berbentuk silindris, ujung
tumpul, dan pangkal menjantung. Panjang buah mencapai 96-102 cm
dengan diameter 15-20 cm. Bobot buah mencapai 7-8 kg (Zaif, 2008;
Limbongan, 2009).

. Kandungan senyawa bioaktif

Buah merah (P. conoideus Lam.) mengandung beberapa senyawa
aktif yang penting sebagai agen antikanker diantaranya tokoferol, -
karoten, dan karoten. Selain ketiga senyawa tersebut, buah merah juga
mengandung banyak kalori penambah energi, kalsium, serat, protein,
vitamin B1, vitamin C dan sedikit asam kaprat, asam laurat, asam
miristat, asam linoleat, asam dekonoat, omega 3, omega 6 dan omega 9
(Budi, 2000; Hadad et al., 2005). Oleh karena itu, buah merah
potensial dikembangkan sebagai bahan baku obat penyakit-penyakit
degeneratif, antara lain seperti gangguan jantung, lever, kanker,
kolesterol, diabetes, asam urat, osteoporosis, serta sebagai antiinfeksi

dan HIV.



1). Tokoferol

Tokoferol merupakan bentuk vitamin yang larut dalam lemak
yang berperan penting dalam tubuh. Senyawa ini dikenal juga
sebagai vitamin E yang berfungsi dalam pertahanan terhadap
peroksidasi asam lemak dan sebagai antioksidan dengan
memutuskan berbagai reaksi rantai radikal bebas (Pratiwi, 2009;
Brock, 1993).

Di dalam sel dan jaringan tubuh, senyawa ini dapat menekan
terjadinya oksidasi asam lemak tidak jenuh sehingga dapat
membantu mempertahankan fungsi penting membran sel

(Winarno, 2007). Struktur kimia tokoferol tersaji pada Gambar 2.
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Gambar 2. Struktur kimia tokoferol (Brock, 1993).
2). Karotenoid dan p-karoten

Karoten secara kimia adalah terpen yang disintesis secara
biokimia dari delapan satuan isoprena, dan terbagi dalam dua
bentuk utama yaitu o-karoten dan B-karoten (Mun’im et al.,
2006 ;Wolf, 2002).

Karotenoid merupakan pigmen alami yang terdapat di alam.
Di dalam tanaman, karotenoid terdapat pada jaringan fotosintetik

seperti batang, bunga, buah-buahan, biji-bijian dan sayur-sayuran



(Gaman & Sherrington, 1990). Senyawa ini sangat berperan
penting bagi kesehatan dan kelangsungan hidup. Karotenoid
diasosiasikan sebagai respon imun yang lebih baik, perlindungan
terhadap kanker, dan juga berfungsi sebagai antioksidan. Secara
umum, karotenoid, pB-karoten dan a-karoten dikenal untuk
mengurangi radikal bebas. Radikal bebas dapat menyebabkan
kerusakan sel yang bersifat karsinogenik. Aktivitas antioksidan
dari karotenoid adalah alasan dibalik efek antikanker dan
peningkatan sistem kekebalan tubuh (Wyeth, 2008; Zaif, 2008;
Winarto, 2007).

Struktur kimia B-karoten dapat dilihat pada Gambar 3.
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Gambar 3. Struktur kimia - karoten (Leffingwel, 2001).
3). Asam-asam Lemak

Selain dari ketiga senyawa tersebut, buah merah juga
mengandung asam-asam lemak yang mempunyai peran penting
bagi tubuh diantaranya asam oleat, asam palmitoleat dan asam
a-linolenat. Asam lemak yang terdapat pada buah merah
merupakan asam lemak tak jenuh (Budi, 2000; Southwell and
Harris, 2006). Senyawa ini memiliki satu atau lebih ikatan

rangkap (Murray et al., 2003)..



2. Pemisahan Komponen Bioaktif
Penelitian bahan alam yang bertujuan untuk memperoleh informasi
mengenai keberadaan komponen-komponen bioaktif yang terkandung di
dalamnya dapat dilakukan dengan beberapa tahap pemisahan yang meliputi
ekstraksi, partisi, fraksinasi kemudian dilanjutkan dengan uji aktivitas bioaktif,
baik dari senyawa murni ataupun ekstrak kasar (Indika, 2008).
a. Ekstraksi

Ekstraksi merupakan peristiwa pemindahan massa zat aktif yang
semula berada di dalam sel, ditarik oleh pelarut tertentu sehingga terjadi
larutan zat aktif dalam larutan tersebut (Lenny, 2006).

Metode yang dapat digunakan dalam proses ekstraksi antara lain
maserasi, perkolasi dan sokhletasi. Pemilihan ketiga metode tersebut
disesuaikan dengan kepentingan dalam memperoleh sari yang baik
(Harborne, 1987). Pelarut yang digunakan dalam proses ekstraksi
tersebut harus dipilih berdasarkan kemampuannya dalam melarutkan
kandungan zat aktif yang semaksimal mungkin dari unsur-unsur yang
tidak diinginkan (Ansel, 1989).

b. Partisi

Partisi merupakan proses sorpsi yang analog dengan ekstraksi
pelarut (Rohman, 2007). Distribusi atau partisi dapat dirumuskan bila
suatu zat terlarut terdistribusi antara dua pelarut yang tidak dapat
campur, maka pada suatu temperatur yang konstan untuk setiap spesi
molekul terdapat angka banding distribusi yang konstan antara kedua

pelarut itu, dan angka banding distribusi ini tidak tergantung pada spesi



molekul lain apapun yang mungkin ada (Svehla, 1990). Hasil dari
proses partisi yang diperoleh masing-masing dapat diuji aktivitas
biologisnya untuk mengidentifikasi keaktifan komponen bioaktif yang
terkandung (Sie, 2006).

c. Vacuum Liquid Chromatography (VLC)

Vacuum Liquid Chromatography (VLC) atau kromatografi cair
vakum merupakan pengembangan dari kromatografi kolom. Pada VLC,
elusi diaktivasi dengan menggunakan vakum. Elusi dilakukan dengan
menggunakan fase gerak dengan gradien polaritas dari polaritas paling
rendah sampai polaritas yang paling tinggi. Pemisahan senyawa pada
VLC didasarkan pada kelarutan senyawa yang dipisahkan dalam fase
gerak yang digunakan. Fase gerak dengan gradien polaritas diharapkan
dapat memisahkan senyawa-senyawa yang memiliki polaritas berbeda
(Padmawinata, 1995).

Fraksinasi adalah proses untuk memisahkan golongan kandungan
senyawa yang satu dengan golongan yang lainnya dari suatu ekstrak.
Prosedur pemisahan dengan fraksinasi ini didasarkan pada perbedaan
kepolaran kandungan senyawanya (Harborne, 1987). Pemisahan
campuran senyawa ke dalam fraksi-fraksi dapat dilakukan dengan
kromatografi kolom menggunakan fase gerak dan fase diam disesuaikan
dengan karakterisari yang akan dipisahkan. Modifikasi kromatografi
cair dengan menggunakan vakum dapat diaplikasikan untuk

memperoleh fraksi-fraksi dalam waktu yang relatif cepat dan tidak



menggunakan fase diam atau fase gerak yang terlalu banyak (Pelletier
et al., 1986; Coll and Bowden, 1986; Pieters and Vlietinck, 1989).
d. Kromatografi lapis tipis (KLT) hasil fraksinasi

Kromatografi lapis tipis adalah metode pemisahan fisiokimiawi
senyawa yang didasarkan pada pembagian campuran dua senyawa
dalam dua fase dimana fase gerak bergerak terhadap fase diamnya. Fase
diam berupa serbuk yang dilapiskan tipis merata pada lempeng
kromatografi (plat, gelas, logam atau lempeng yang cocok). Fase diam
berfungsi sebagai penyerap. Pada sistem ini dikenal istilah kecepatan
rambat suatu senyawa yang diberi simbol Rf (Retardation factor).
Harga Rf ditentukan oleh jarak rambat senyawa dari titik awal dan jarak
rambat fase gerak dari titik awal. Harga Rf ini dapat digunakan untuk
identifikasi senyawa yang dianalisa. Penentuan harga Rf adalah sebagai
berikut:

Jarak perambatan bercak dari titik awal
Rf =

Jarak perambatan fase gerak dari titik awal

(Stahl, 1985).

Fraksi-fraksi yang diperoleh dari metode VLC diuapkan hingga kering
yang kemudian dilakukan pengujian aktivitas bioaktif yang terkandung
berdasarkan Bioassay guided. Profil kandungan kimia masing-masing fraksi
dipantau dengan kromatografi lapis tipis. Berdasarkan hasil KLT tersebut,

fraksi-fraksi dengan profil kromatogram yang hampir sama dijadikan satu



fraksi. Fraksi hasil penggabungan selanjutnya diuji dengan metode BST untuk
mengetahui fraksi yang paling aktif.
. Uji toksisitas metode in vivo

Toksisitas merupakan kemampuan suatu molekul atau senyawa kimia
yang dapat menimbulkan kerusakan pada bagian yang peka didalam maupun
dibagian luar tubuh mahluk hidup (Durham,1975). Suatu senyawa kimia dapat
dikatakan sebagai racun jika senyawa tersebut dapat menimbulkan efek yang
merusak. Efek yang ditimbulkan sangat tergantung dengan kadar racun (toksin)
yang diberikan dengan dilakukan pengukuran besarnya kadar atau konsentrasi
bahan yang dapat menimbulkan pengaruh pada organisme uji (Loomis, 1978;
Ambara, 2007).

Setiap zat kimia baru harus terlebih dahulu dilakukan penelitian mengenai
sifat-sifat ketoksikannya sebelum diperbolehkan digunakan secara luas. Oleh
karena itu dalam proses pemanfaatan dan pengembangan obat tradisional
bersumber hayati, harus dilakukan beberapa langkah pengujian sebelum
digunakan dalam pelayanan kesehatan. Setelah diketahui obat alam tersebut
berkhasiat secara empirik maka dilakukan uji praklinik untuk menentukan
keamanannya melalui uji toksisitas dan menentukan khasiat melalui uji
farmakodinamik serta uji klinik pada orang sakit atau orang sehat. Setelah
terbukti manfaat dan keamanannya, maka obat tradisional tersebut dapat
digunakan dalam pelayanan kesehatan (Sukardiman et al., 2004; Oktora,
2006).

Uji toksisitas secara kuantitatif dapat ditinjau dari lamanya waktu, yang

dapat diklasifikasikan menjadi toksisitas akut, sub akut, dan kronis. Toksisitas



akut adalah efek total yang didapat pada dosis tunggal dalam 24 jam setelah
pemaparan. Toksisitas akut bersifat mendadak, waktu singkat, biasanya
reversibel. Uji toksisitas atas dasar dosis dan waktu spesifik toksisitas akut.
Dosis merupakan jumlah racun yang masuk ke dalam tubuh. Besar kecilnya
dosis menentukan efek secara biologi (BPOM, 2000; Verma, 2008).

Penentuan nilai LDso pada pengujian toksisitas akut merupakan tahap awal
untuk mengetahui keamanan suatu bahan obat yang akan digunakan manusia
berdasarkan besarnya dosis yang dapat menyebabkan kematian 50% pada
hewan uji dengan satuan berat badan setelah pemberian dosis secara tunggal
(Angelina, 2008; Hegde et al., 2009). Pengujian ini dilakukan untuk
mendeteksi tingkat toksisitas suatu zat, menentukan organ sasaran dan
kepekaannya, serta memperoleh data kematiannya setelah pemberian suatu zat
secara akut. Informasi yang diperoleh tersebut dapat digunakan dalam
penetapan kisaran dosis yang diperlukan untuk uji toksisitas selanjutnya.
Pengujian tersebut dapat dilakukan dengan menggunakan hewan uji seperti
mencit, tikus, kelinci, monyet dan anjing. Data kematian hewan uji yang
diperoleh dapat digunakan untuk menentukan nilai LDso (Ariens, 1986;
Wattimena, 1986). Nilai LDsy suatu bahan obat mutlak harus ditentukan,
karena nilai tersebut digunakan dalam penilaian rasio manfaat (khasiat) dan
daya racun yang dinyatakan sebagai indeks terapi obat sehingga semakin besar
indeks terapi maka semakin aman obat tersebut digunakan (Wahyono, 2007).

Perilaku hewan uji yang diamati setelah pemberian dosis tunggal oral

sediaan uji secara akut meliputi aktivitas motorik (aktif bergelantungan), rasa



ingin tahu (mengendus-endus sekeliling), pengaruh terhadap sistem saraf pusat
dan otonom serta defekasi, hingga kematian (Thompson, 1985).
4. Uji toksisitas metode BST

Brine Shrimp Test (BST) merupakan salah satu metode skrining untuk
mengetahui  ketoksikan suatu ekstrak ataupun senyawa bahan alam
(Sukardiman, 2004). Uji toksisitas ini dapat diketahui dari jumlah kematian
larva A. salina Leach. karena pengaruh ekstrak atau senyawa bahan alam pada
konsentrasi yang diberikan (McLaughlin et al., 1998; Silva et al., 2007).
Metode ini dilakukan dengan menentukan besarnya nilai LCso selama 24 jam.
Data tersebut dianalisis menggunakan probit analisis untuk mengetahui nilai
LCso. Jika nilai LCso masing-masing ekstrak atau senyawa yang diuji kurang
dari 1000 pg/mL maka dianggap menunjukkan adanya aktivitas biologik,
sehingga pengujian ini dapat digunakan sebagai skrining awal terhadap
senyawa bioaktif yang diduga berkhasiat sebagai antikanker (Sunarni et al.,
2003; Anderson et al., 1991; Sukardiman, 2004).

Pengujian BST sering digunakan dalam proses pencarian senyawa bioaktif
hayati karena adanya korelasi positif antara sitotoksik dengan uji BST
tersebut. Metode ini banyak digunakan dalam tahap praskrining misalnya pada
enam jenis kultur sel line tumor pada manusia di Laboratorium Purdue Cancer
Center. Obat antikanker tersebut telah diuji dengan menggunakan metode BST,
diantaranya Podofilotoksin dan Adriamisin. Podofilotoksin memberikan nilai

LCso 2,4 pg/mL (Meyer et al., 1982; Cutler and Cutler, 2000; Carballo et al.,
2002). Sedangkan nilai LCso Adriamisin sebesar 0,08 pg/ml (Gu et al., 1995).

Korelasi yang positif pun dapat ditunjukkan pada penelitian senyawa bioaktif



spon Petrosia sp. dengan metode BST dan uji sitotoksisitasnya terhadap sel
kanker. Pada penelitian tersebut dapat diketahui bahwa senyawa yang toksik
terhadap larva A. salina Leach. juga toksik terhadap sel kanker (Astuti et al.,
2005). Oleh karena itu pengujian ini merupakan tahap awal untuk mengetahui
apakah senyawa tersebut berpotensi atau tidak sebagai antikanker yang
selanjutnya dapat dilakukan uji sitotoksik menggunakan biakan sel kanker.
Metode BST memiliki keuntungan, antara lain cepat, murah, sederhana (tidak
memerlukan teknik aseptik), untuk melakukannya tidak memerlukan peralatan
khusus dan membutuhkan sampel yang relatif sedikit dalam pengujian.

Nilai LCso merupakan nilai yang menunjukkan besarnya konsentrasi suatu
bahan uji yang dapat menyebabkan 50% kematian jumlah hewan uji setelah
perlakuan 24 jam. Melalui metode tersebut, pelaksanaan skrining awal suatu
senyawa aktif akan berlangsung relatif cepat dengan biaya yang relatif murah.
Hal ini dikarenakan hanya ekstrak atau senyawa yang memiliki aktivitas
antikanker berdasarkan metode BST tersebut yang selanjutnya dapat
diyakinkan efek antikankernya terhadap biakan sel kanker (Dwiatmaka, 2001;
Mukhtar, 2007).

5. Artemia salina Leach.

A. salina Leach. atau sering disebut brine shrimp adalah sejenis udang-
udangan primitif yang sudah dikenal cukup lama dan oleh Linnaeus pada tahun
1778 yang diberi nama Cancer salinus, kemudian oleh Leach diubah menjadi
A. salina pada tahun 1819. A. salina Leach. Hewan ini hidup planktonik di
perairan yang berkadar garam tinggi (antara 15-300 per mil). Suhu yang

berkisar antara 25-30°C, oksigen terlarut sekitar 3 mg/L, dan pH antara 7,3-



8,4. Sebagai plankton, A. salina Leach. tidak dapat mempertahankan diri
terhadap musuh-musuhnya, karena tidak mempunyai cara maupun alat untuk
mempertahankan diri. Satu-satunya kondisi yang menguntungkan dari alam
adalah lingkungan hidup yang berkadar garam tinggi, karena pada kondisi
tersebut pemangsanya pada umumnya sudah tidak dapat hidup lagi (Mudjiman,
1995). A. salina Leach. merupakan salah satu komponen penyusun ekosistem
laut yang keberadaan sangat penting untuk perputaran energi dalam rantai
makanan, selain itu A. salina Leach. juga dapat digunakan dalam uji
laboratorium untuk mendeteksi toksisitas suatu senyawa dari ekstrak tumbuhan
(Kanwar, 2007). Bentuk A. salina Leach. secara morfologi dapat dilihat pada

Gambar 4.

Gambar 4. A. salina Leach. (Abatzopoulos et al., 1996 )
a. Klasifikasi
Kingdom : Animalia
Phylum : Arthropoda
Class : Crustacea

Subclass  : Branchiopoda



Ordo : Anostraca

Family : Artemiidae
Genus . Artemia
Spesies - A. salina Leach.

(Emslie, 2003; Mudjiman, 1995; Sambali, 1990).
. Deskripsi

A. salina Leach. dewasa memiliki panjang tubuh umumnya sekitar
8-10 mm bahkan mencapai 15 mm tergantung lingkungan. Tubuhnya
memanjang terdiri sedikitnya 20 segmen dan dilengkapi kira-kira 10
pasang phyllopodia pipih, yaitu bagian tubuh yang menyerupai daun
yang bergerak dengan ritme teratur. A. salina Leach. dewasa berwarna
putih pucat, merah muda, hijau, atau transparan dan biasanya hanya
hidup beberapa bulan. Memiliki mulut dan sepasang mata pada
antenanya (Emslie, 2003). Telur A. salina Leach. berbentuk bulat
berlekuk dalam keadaan kering dan bulat penuh dalam keadaan basah.
Warnanya coklat dan diselubungi oleh cangkang yang tebal dan kuat.
Cangkang ini berfungsi untuk melindungi embrio terhadap pengaruh
kekeringan, benturan keras, sinar ultraviolet dan mempermudah
pengapungan (Opinion, 2008).
. Habitat A. salina Leach.

A. salina Leach. memiliki resistensi luar biasa pada perubahan dan
mampu hidup pada variasi salinitas air yang luas dari seawater (2.9-
3.5%) sampai the great salt lake (25-35%), dan masih dapat

bertoleransi pada kadar garam 50% (jenuh). Beberapa ditemukan di



rawa asin hanya pada pedalaman bukit pasir pantai, dan tidak pernah
ditemui di lautan itu sendiri karena di lautan terlalu banyak predator. A.
salina Leach. juga mendiami kolom-kolom evaporasi buatan manusia
yang biasa digunakan untuk mendapatkan garam dari lautan. Insang
membantunya agar cocok dengan kadar garam tinggi dengan absorbsi
dan ekskresi ion-ion yang dibutuhkan dan menghasilkan urin pekat dari
glandula maxillaris. Hidup pada variasi temperatur air yang tinggi pula,
dari 6-37°C dengan temperatur optimal untuk reproduksi pada 25°C
(suhu kamar). Keuntungan hidup pada lokasi berkadar garam tinggi
adalah sedikitnya predator namun sumber makanannya sedikit (Emslie,
2003; Artemia Reference Center, 2007).
. Perkembangan dan Siklus Hidup

A. salina Leach. dibedakan menjadi dua golongan berdasarkan cara
berkembangbiaknya, antara lain perkembangbiakan secara biseksual
dan partenogenetik. Keduanya dapat terjadi secara ovipar maupun
ovovivipar. Pada jenis A. salina Leach. ovovivipar, anakan yang keluar
dari induknya sudah berupa arak atau burayak yang dinamakan nauplis,
sehingga sudah langsung dapat hidup sebagai A. salina Leach. muda.
Sedangkan pada cara ovipar, yang keluar dari induknya berupa telur
bercangkang tebal yang dinamakan siste. Proses untuk menjadi nauplis
masih harus melalui proses penetasan terlebih dahulu. Kondisi
ovovivipar biasanya terjadi bila keadaan lingkungan cukup baik,
dengan kadar garam kurang dari 150 per ml dan kandungan oksigennya

cukup. Oviparitas terjadi apabila keadaan lingkungan memburuk,



dengan kadar garam lebih dari 150 per mil dan kandungan oksigennya
kurang. Telur ini memang dipersiapkan untuk menghadapi keadaan
lingkungan yang buruk, bahkan kering. Bila keadaan lingkungan baik
kembali, telur akan menetas dalam waktu 24-36 jam (Mudjiman, 1995;
Kanwar, 2007).

A. salina Leach. yang sudah dewasa dapat hidup sampai enam
bulan. Sementara induk-induk betinanya akan beranak atau bertelur
setiap 4-5 hari sekali, dihasilkan 50-300 telur atau nauplius. Nauplis
akan dewasa setelah berumur 14 hari, dan siap untuk berkembang biak
(Mudjiman, 1995).

A. salina Leach. dapat diperjualbelikan dalam bentuk telur
istirahat yang disebut kista. Kista ini berbentuk bulatan-bulatan kecil
berwarna kecoklatan dengan diameter berkisar 200-300 mikron. Kista
yang berkualitas baik akan menetas sekitar 18-24 jam apabila
diinkubasi air yang bersalinitas 5-70 permil. Ada beberapa tahapan pada
proses penetasan A. salina Leach. ini yaitu tahap hidrasi, tahap pecah
cangkang dan tahap payung atau tahap pengeluaran. Tahap hidrasi
terjadi penyerapan air sehingga kista yang diawetkan dalam bentuk
kering tersebut akan menjadi bulat dan aktif bermetabolisme. Tahap
selanjutnya adalah tahap pecah cangkang dan disusul tahap payung
yang terjadi beberapa saat sebelum nauplius keluar dari cangkang
(Isnansetyo dan Kurniastuty, 1995). Siklus hidup A. salina Leach. dapat

dilihat pada Gambar 5 berikut.
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Gambar 5. Siklus hidup A. salina Leach. (Abatzopoulos et al., 1996).
e. Perilaku A. salina Leach.

A. salina Leach. bersifat fototaksis positif yang berarti menyukai
cahaya, di alam hal tersebut dibuktikan dengan adanya gerakan tubuh
menuju ke permukaan karena sinar matahari sebagai sumber cahaya
secara alami, dimana akan selalu di permukaan saat siang hari dan
tenggelam pada malam hari. Intensitas cahaya yang terlalu tinggi dapat
pula mengakibatkan respon fototaksis negatif sehingga ia akan
menjauhi cahaya. A. salina Leach. yang baru menetas mempunyai
perilaku geotaksis positif, hal ini terjadi ketika nauplius tenggelam ke
bawah setelah menetas akibat efek gravitasi. Gerakan phyllopodia
mendorong makanan bergerak ke anterior (lokomosi). Gerakan anggota
tubuhnya untuk mendorongnya menuju arah sumber makanan (Emslie,

2003).

B. Kerangka Pemikiran
Buah merah (P. conoideus Lam.) merupakan jenis tanaman endemik

berasal dari Papua. Secara empirik, buah tersebut mempunyai khasiat yang



sangat besar sebagai obat alternatif untuk menyembuhkan berbagai penyakit,
khususnya penyakit kanker. Penyakit ini menjadi masalah besar di dunia
karena tidak sedikit dapat menyebabkan kematian yang jumlahnya semakin
meningkat disetiap tahunnya. Hal ini dikarenakan belum adanya pengobatan
yang dapat memberikan hasil secara memuaskan. Peran buah merah (P.
conoideus Lam.) dalam membantu proses penyembuhan kanker dikarenakan
adanya kandungan senyawa tokoferol dan B-karotennya yang relatif tinggi.
Kedua senyawa kimia tersebut bekerja sebagai antioksidan dan meningkatkan
sistem kekebalan tubuh sehingga dapat mencegah dan menekan pembiakan sel-
sel kanker.

Buah merah berpotensi sebagai kandidat obat antikanker, oleh karena
itu agar dapat dipertanggungjawabkan secara ilmiah, diperlukan penelitian
lebih lanjut mengenai aktivitas komponen bioaktif buah merah (P. conoideus
Lam.) berdasarkan aktivitas biologinya. Penelitian ini bertujuan untuk
mengetahui nilai LCsp komponen teraktif buah merah menggunakan metode
Brine Shrimp Lethality Test (BST) dan pengujian toksisitas akut untuk
menentukan nilai LDsp yang akan digunakan untuk mengetahui gambaran
keamanan obat tersebut berdasarkan dosis yang digunakan. Kedua hal ini
sangat penting dilakukan karena merupakan tahap awal pencarian senyawa
bioaktif bahan alam yang akan dimanfaatkan dan dikembangkan sebagai obat
herbal terstandar atau fitofarmaka. Skema alur kerangka pemikiran penelitian

dapat dilihat pada Gambar 6.
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C. Hipotesis
1. Bagian komponen teraktif buah merah (P. conoideus Lam.) diduga

mempunyai nilai LCso kurang dari 1000 pg/mL sehingga berpotensi
sebagai kandidat antikanker
2. Semakin tinggi dosis yang diberikan pada pengujian toksisitas akut akan

memberikan efek toksik semakin tinggi pula terhadap kondisi klinis hewan

uji.



BAB 111
METODE PENELITIAN
A. Waktu dan Tempat Penelitian
Penelitian ini dilaksanakan pada bulan November-Februari 2009 di
Laboratorium Jurusan Biologi, Laboratorium Kimia Dasar Fakultas MIPA
Sebelas Maret Surakarta dan Laboratorium Penelitian dan Pengujian Terpadu

(LPPT) Universitas Gadjah Mada, Yogyakarta.

B. Alat Penelitian
1. Alat pemisahan komponen bioaktif (ekstraksi, partisi dan fraksinasi)
Bejana tertutup, pengaduk, corong kaca, gelas beker, kertas saring,
rotaevaporator, corong buchner, statif, Vacuum Liquid Chromatography (gelas
sinter dan vakum), kromatografi lapis tipis (bejana pengembang, pipa kapiler,
gelas arloji, oven, penyemprot bercak, lampu UV) dan alat-alat gelas lain.
2. Alat uji toksisitas dengan metode BST
Flakon, mikropipet, blue tip, yellow tip, wadah penetas telur A. salina
Leach. dengan 2 tipe ruang (terang dan gelap), aerator, lampu pijar (40 watt),
pipet tetes, gelas ukur 50 ml, spatula (pengaduk), vortek, keranjang peralatan
gelas, neraca analitik, dan kipas angin.
3. Alat untuk uji toksisitas in vivo
Timbangan mencit, seperangkat kandang mencit, pipet tetes, spatula
(pengaduk), alat-alat gelas, hot plate, neraca analitik, spuit dan jarum oral

(kanul).



C. Bahan Penelitian
1. Bahan utama
Bahan utama yang digunakan dalam penelitian ini adalah buah merah (P.
conoideus Lam.) varietas buah merah yang diperoleh dari Papua.
2. Bahan ekstraksi, partisi dan fraksinasi
Etanol 96%, n-heksan, etil asetat, silika gel 60 GF2ss (E. Merck) untuk
kromatografi kolom (VLC), kromatografi lapis tipis (fase diam digunakan plat
silika gel 60 GFs4 (E. Merck) dan fase gerak yang digunakan yaitu n-heksan
dan etil asetat, pereaksi semprot serium (V) sulfat).
3. Bahan uji toksisitas dengan metode BST
Telur A. salina Leach., suspensi ragi (Fermipan®) dengan konsentrasi 3
mg/10 mL air laut, kontrol pelarut, dan air laut.
4. Bahan uji toksisitas in vivo
Mencit (Mus musculus) galur balb/C jantan (berat 20-30 gram), pakan

hewan uji (pellet), aquadest, dan suspensi CMC-Na 0,5%.

D Cara Kerja
1. Persiapan sampel (bahan uji)
Bahan uji yang digunakan adalah buah merah (P. conoideus Lam.) yang

akan dipreparasi lebih lanjut.



2. Pemisahan komponen bioaktif
Pada penelitian ini proses pemisahan komponen bioaktif dilakukan dengan
cara ekstraksi dan partisi. Ekstraksi menggunakan metode maserasi dengan
pelarut etanol 96% dan partisi (cair-cair) dengan pelarut n-heksan.
a. Ekstraksi

1) Buah merah dimaserasi menggunakan etanol 96 % selama 24 jam dengan
sesekali pengadukan. Maserasi dilakukan hingga 3 kali. Setelah 24 jam,
rendaman disaring dengan kertas saring dan corong buchner, ampas
dipisahkan dari maserat, kemudian maserat tersebut diuapkan dengan
rotary evaporator hingga diperoleh ekstrak kental etanolik buah merah
yang kemudian dapat dikeringkan dengan bantuan kipas angin.

2) Ampas hasil ekstraksi dimaserasi kembali dengan pelarut etanol 96 %
seperti cara diatas sehingga dapat diperoleh maserat ke-IlI dan ke-IlI
kemudian masing-masing diuapkan menggunakan rotary evaporator,
ekstrak kental yang diperoleh kemudian digabung dengan ekstrak kental
etanolik sebelumnya.

3) Keaktifan komponen bioaktif yang terkandung di dalam ekstrak kental
etanolik buah merah diuji secara bioassay menggunakan metode BST
sebagai tahap awal dalam proses pencarian senyawa antikanker pada buah
merah.

b. Partisi

1) Ekstrak kental etanolik buah merah yang telah diuji dengan BST sebagai

bagian yang paling aktif selanjutnya dipartisi dengan pelarut n-heksan

menggunakan corong pisah sehingga akan dihasilkan dua bagian yang



terpisah yaitu bagian yang larut dan bagian yang tidak larut n-heksan
kemudian masing-masing bagian tersebut diuapkan menggunakan rotary
evaporator.

2) Kedua bagian tersebut selanjutnya diuji aktivitas bioaktifnya dengan
metode BST.

c. Fraksinasi

1) Komponen senyawa hasil partisi yang memiliki keaktifan lebih besar dari
pengujian BST dapat dinyatakan sebagai bagian teraktif untuk dilakukan
tahap pemisahan lebih lanjut melalui tahap fraksinasi metode Vacuum
Liquid Chromatography (VLC).

2) Persiapan kolom fraksinasi dilakukan dengan memasukkan 100 g serbuk
silika gel 60 GFs4 ke dalam sinter glass berdiameter 6 cm selanjutnya
divakum dan ditekan-tekan serta diratakan hingga tinggi silika tersebut
kurang lebih setengah dari sinter glass.

3) Persiapan sampel untuk fraksinasi dilakukan dengan menambahkan 5 g
bahan uji teraktif dengan n-heksan kemudian ditambahkan lagi dengan 10
g silika gel 60 GFzs4 dicampur dan diaduk hingga rata selanjutnya
dilakukan pemanasan dengan water bath serta diangin-anginkan hingga
terbentuk serbuk yang halus, kering dan berwarna merah pucat.

4) Serbuk sampel yang diperoleh kemudian dilakukan pemisahan komponen
bioaktif secara bertahap menggunakan berbagai komposisi eluen dengan
metode VLC.

5) Fraksi-fraksi yang diperoleh kemudian dimonitoring dengan metode KLT,

jika terdapat fraksi-fraksi yang memiliki profil kandungan senyawa kimia



yang hampir sama maka fraksi-fraksi tersebut dapat digabungkan,
kemudian masing-masing fraksi yang telah terbentuk dapat dilakukan
pengujian BST guna memperoleh komponen bioaktif yang memiliki
aktivitas terbesar sebagai kandidat senyawa antikanker.

3. Uji toksisitas dengan metode BST

a. Membuat larutan stok dari masing-masing bahan uji dengan cara melarutkan
50 mg sampel dalam 5 mL masing-masing pelarut yang sesuai sehingga
diperoleh larutan stok dengan konsentrasi 10 mg/mL. Pelarut yang digunakan
disesuaikan dengan sifat kelarutan sampel. Seri konsentrasi sampel uji dibuat
dengan pengambilan volume tertentu dari larutan stok menggunakan
mikropipet dan dimasukkan ke dalam flakon. Pembuatan kontrol uji
dilakukan dengan memasukkan pelarut tanpa sampel ke dalam flakon.
Kontrol tersebut diperlukan untuk mengevaluasi kemungkinan timbulnya
efek karena pelarut yang belum menguap sempurna dan pengaruh lain selain
pelarut terhadap uji yang dilakukan. Flakon yang telah diisi sampel dan
kontrol diangin-anginkan hingga kering dan tidak berbau pelarut lagi.

b. Penetasan telur A. salina Leach. dilakukan dalam wadah penetas telur dengan
dua bagian ruang bersekat, satu bagian ruang gelap dan yang satu terang.
Sekat dibuat berlubang dengan diameter 2 mm. Air laut dimasukkan ke
dalam wadah, serta diaerasi menggunakan aerator. Sejumlah telur A. salina
Leach. dimasukkan ke dalam satu ruang, kemudian ruang tersebut ditutup.
Sisi yang lain dibiarkan terbuka dan diberi lampu untuk menarik A. salina

Leach. yang telah menetas melalui lubang sekat. Telur akan menetas kira-kira



setelah 24 jam menjadi larva. Larva yang berumur 48 jam dapat digunakan
untuk uji toksisitas (McLaughlin, 1991).

c. Pengujian sampel dilakukan dengan cara memasukkan masing-masing
sampel ke dalam flakon yang kemudian diuapkan dengan diangin-anginkan
hingga pelarutnya hilang. Selanjutnya flakon diisi air laut 1 mL, kemudian
divortex kurang lebih selama 1 menit untuk menghomogenkan sampel.
Sepuluh ekor A. salina Leach. umur 48 jam yang sehat (bergerak aktif)
dipilih secara acak, dimasukkan ke dalam flakon yang berisi sampel yang
bebas pelarut menggunakan pipet tetes kemudian ditambahkan air laut
sampai 5 mL. Satu tetes suspensi ragi Saccharomyces cerevicease (3 mg/10
ml air laut) ditambahkan ke dalamnya sebagai makanan A. salina Leach.
Flakon diletakkan di bawah lampu penerangan selama 24 jam dan dihitung
jumlah larva A. salina Leach. yang mati (tidak bergerak lagi).

d. Menghitung persen kematian larva uji setelah 24 jam perlakuan

menggunakan rumus : % Kematian = jumlah larva A. salina mati x 100%

jumlah larva uji
Jika terjadi kematian pada kontrol uji dapat dikoreksi dengan rumus Aboot,

yaitu : % Kematian = jumlah larva A. salina (mati-kontrol) x 100%

jumlah larva uji

4. Uji toksisitas akut
a. Menyiapkan hewan uji mencit galur balb/C jantan dengan kisaran berat
badan 20-30 gram yang sudah diaklimasi selama satu minggu kemudian
dipuasakan selama 18 jam sebelum diberikan perlakuan. Kemudian mencit
dikelompokkan ke dalam lima kelompok dosis dan satu kelompok kontrol

negatif. Masing-masing kelompok terdiri dari lima mencit.



b. Setiap mencit diberikan label dengan asam pikrat bewarna kuning pada
bagian kepala, ekor, badan, kaki depan sebelah kanan dan kaki belakang
sebelah kanan.

c. Sampel yang diujikan merupakan hasil dari partisi yang memiliki komponen
senyawa yang paling aktif dari pengujian bioassay metode BST. Kemudian
dilakukan pembuatan stok larutan dosis sampel berdasarkan kelompok dosis
yang disesuaikan dengan berat badan hewan uji . Sampel tersebut dilarutkan
ke dalam suspensi CMC-Na 0,5 % dengan bantuan pemanasan di atas hot
plate. Kelompok dosis yang digunakan dalam penelitian ini antara lain 5,687,
4,687, 3,687, 2,687, 1,687 g/kgBB dan kontrol (suspensi CMC-Na 0,5%).
Variasi dosis tersebut ditentukan berdasarkan penelitian Yandiana (2008)
dalam majalah Trubus (2008) yang telah menguji efek farmakologi buah
merah terhadap mencit jantan dengan hasil uji toksisitas menunjukkan LDs
sebesar 2,687 g/kgBB. Kemudian, pada penelitian ini dosis tersebut dijadikan
kisaran dosis dengan selisih antar kelompok dosis sebesar 1 g/kgBB.
Pengujian tersebut dilakukan secara oral (pencekokan) dengan jarum kanul
ukuran 1 mL.

d. Pengamatan dilakukan pada 3 jam pertama setelah pencekokan kemudian
dilanjutkan pengamatan selama 7-14 hari secara kontinyu. Pengamatan
tersebut meliputi gejala Klinis, berat badan dan jumlah kematian hewan.
Gejala klinis yang diamati antara lain keaktifan gerak (aktif bergelantungan
pada atap kandang dan sering mengendus-endus sekeliling/rasa ingin tau

yang tinggi), kejang otot, dan muntah.



e. Selama 7-14 hari berturut-turut berat badan (g) ditimbang dari sebelum diberi
perlakuan dan setelah diberikan perlakuan.

f. Jumlah kematian masing-masing kelompok yang diperoleh digunakan untuk
menentukan nilai LDsy; mengunakan metode Thomson and Weil (1950),
dengan rumus perhitungan: Log LDsp=log D + d (f+1), dimana: D = dosis
terkecil yang digunakan, d = logaritma kelipatan dosis, f = faktor (dalam
tabel r). Jika selama pengamatan pada waktu yang telah ditentukan tidak
ditemukan adanya kematian pada setiap kelompok hewan uji maka LDsg
Thomson and Weil (1950) tidak dapat dihitung, sehingga nilai LDso pada
pengujian tersebut dapat dinyatakan sebagai LDsg semu yaitu lebih besar dari
konsentrasi tertinggi yang digunakan dalam pengujian (Wattimena, 1986).
Penelitian secara keseluruhan dapat ditunjukkan dengan skema kerja pada

Gambar 7 berikut.
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Gambar 7. Skema kerja penelitian secara keseluruhan



E. Analisis Data
a. Efek toksisitas terhadap A. salina Leach. ditentukan berdasarkan analis
probit melalui tabel probit dan dibuat persamaan regresi linier.
y=bx+a
dimana : y = angka probit, dan x = log konsentrasi
persamaan tersebut dapat digunakan untuk mengetahui nilai LCso-24 jam
komponen buah merah (P. conoideus Lam.) dengan memasukkan nilai
probit 5 (50% kematian) ke persamaan tersebut sehingga diperoleh
konsentrasi yang menyebabkan 50% kematian.
b. Data pengamatan berat badan yang diperoleh selama 7-14 hari dibuat grafik
perubahan rata-rata berat badan (g) untuk mengetahui pengaruh pemberian
dosis dari masing-masing kelompok hewan uji terhadap perkembangan

berat badan dengan menggunakan analisis statistik one way anova.



BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN
A. Persiapan bahan uji (sampel)

Sampel yang digunakan dalam penelitian ini adalah buah merah (P.
conoideus Lam.) yang diperoleh dari Papua pada tahun 2009. Buah merah
dibersihkan dengan air yang mengalir untuk menghilangkan kotoran dan debu
yang mungkin masih melekat pada buah. Pemisahan komponen bioaktif buah
merah dilakukan secara bertahap yang meliputi ekstraksi, partisi dan fraksinasi.
Masing-masing hasil pemisahan tersebut dilakukan pengujian Bioassay
menggunakan metode Brine Shrimp Lethality Test (BST) sebagai proses
pencarian komponen bioaktif buah merah yang secara empiris terbukti memiliki

aktivitas antikanker.

B. Pemisahan komponen bioaktif
Pada penelitian ini proses pemisahan komponen bioaktif buah merah (P.
conoideus Lam.) dilakukan secara bertahap menggunakan metode ekstraksi dan
partisi kemudian dilanjutkan dengan fraksinasi menggunakan metode Vacuum
Liquid Chromatography (VLC) untuk memperoleh komponen senyawa yang lebih
spesifik. Masing-masing hasil pemisahan yang terbentuk dipantau keaktifannya
sebagai komponen senyawa antikanker menggunakan metode Brine Shrimp

Lethality Test (BST).



1. Ekstraksi

Pada penelitian ini, metode ekstraksi yang digunakan adalah maserasi.
Metode tersebut dipilih karena merupakan metode yang paling sederhana dengan
peralatan yang relatif mudah untuk didapatkan. Selain itu maserasi dilakukan
tanpa adanya tahap pemanasan sehingga dapat menghindari terjadinya kerusakan
komponen senyawa-senyawa pada buah merah yang tidak tahan panas.

Maserasi dilakukan dengan merendam sampel buah merah (600 g) ke dalam
pelarut etanol 96% (1200 mL), kemudian didapatkan ekstrak kental etanolik
sebanyak 450 mL. Maserasi tersebut dilakukan dengan sesekali pengadukan yang
bertujuan untuk meratakan konsentrasi larutan di luar butir sampel, sehingga
dengan perlakuan tersebut tetap terjaga adanya derajat perbedaan konsentrasi yang
sekecil-kecilnya antara larutan di dalam dengan di luar sel. Kemudian ekstrak
kental tersebut dilakukan pengujian BST untuk mengetahui ketoksikan ekstrak
sebagai komponen aktif antikanker. Konsentrasi ekstrak yang digunakan dalam
pengujian antara lain 100, 500 dan 1000 pg/mL sebagai uji pendahuluan. Hasil
persentase kematian A. salina Leach. yang diperoleh dari pengujian BST dapat
dilihat pada Tabel 1.

Tabel 1. Persentase kematian A. salina Leach. terhadap pemberian ekstrak
etanolik buah merah

Sampel  Konsentrasi Rata-rata persentase kematian A. salina Leach. (%)

(ng/mL) Replikasi Replikasi Replikasi Rata-rata

I I i replikasi
Ekstrak 1000 62 56 60 59,34
etanolik 500 42 44 44 43,34

100 24 20 22 22,00




Berdasarkan hasil pengujian toksisitas ekstrak etanolik buah merah dapat

diketahui bahwa pada konsentrasi 1000 pg/mL memberikan persentase kematian

sebesar 59,34% . Oleh karena itu dapat dikatakan bahwa kandungan komponen
bioaktif ekstrak etanolik buah merah berpotensi sebagai kandidat antikanker. Hal
ini berdasarkan Meyer et al. (1982) dinyatakan bahwa jika LCso-24jam lebih kecil
dari 1000 pg/mL maka komponen senyawa tersebut dapat dikatakan memiliki
sifat toksik, sehingga sangat perlu dilakukan pengujian lanjut untuk mendapatkan
komponen bioaktif yang lebih spesifik yaitu dengan melakukan proses pemisahan
komponen bioaktif tersebut dengan metode partisi cair-cair.
2. Partisi

Ekstrak etanolik buah merah yang sebelumnya telah diuji keaktifannya
menggunakan metode Brine Shrimp Lethality Test (BST), selanjutnya dipartisi
dengan pelarut n-heksan yang bersifat non-polar dengan perbandingan 1:1 (v/v),
yaitu ekstrak etanolik kental : n-heksan (50 mL : 50 mL) sebanyak 5 kali partisi,
sehingga dapat dihasilkan dua bagian yang terpisah yaitu bagian yang larut dan
tidak larut n-heksan. Partisi ini dimaksudkan untuk memisahkan senyawa-
senyawa yang bersifat polar agar masuk ke dalam bagian tidak larut n-heksan
(dihasilkan 170 mL) sedangkan senyawa-senyawa yang bersifat semi dan non-
polar akan masuk dalam bagian larut n-heksan (dihasilkan 666 mL), selanjutnya
keduanya diuapkan menggunakan rotary evaporator.

Bagian larut (16 mL) dan tidak larut n-heksan (50 mL) yang sudah diuapkan
masing-masing dapat dilakukan pengujian Bioassay menggunakan metode Brine
Shrimp Lethality Test (BST) untuk memperoleh informasi lebih lanjut mengenai

tingkat ketoksikan kedua bagian tersebut sebagai komponen yang lebih aktif



memiliki aktivitas antikanker. Hasil persentase kematian A. salina Leach.
terhadap pemberian bagian larut dan tidak larut n-heksan ekstrak etanolik buah
merah dilihat pada Tabel 2.

Tabel 2. Persentase kematian A. salina Leach. terhadap pemberian bagian larut
dan tidak larut n-heksan ekstrak etanolik buah merah

Sampel Konsentrasi Rata-rata persentase kematian A. salina. (%)

(Mg/mL)  Replikasi Replikasi Replikasi  Rata-rata

I I i replikasi
Bagian larut 400 50 54 58 54,00
n-heksan 200 28 36 30 31,34
100 20 26 26 24,00
Bagian tidak 400 52 48 42 47,34
larut n- 200 24 22 24 23,34
heksan 100 16 18 12 15,34

Berdasarkan hasil pengujian toksisitas diatas dapat diketahui bahwa rata-rata
persentase kematian pada bagian larut n-heksan lebih besar dibandingkan dengan
bagian tidak larut n-heksan terhadap A. salina Leach. Hasil ini dapat memberikan
informasi bahwa komponen senyawa bioaktif buah merah yang menyebabkan
50% kematian terhadap A. salina Leach. terdapat pada bagian larut n-heksan.
Oleh karena itu dapat diketahui bahwa komponen bioaktif buah merah yang
berpotensi sebagai senyawa antikanker tergolong ke dalam komponen bioaktif
semi dan non-polar. Bagian larut n-heksan dari ekstrak etanolik buah merah
tersebut kemudian dapat dilakukan pemisahan lebih lanjut dengan fraksinasi.

3. Fraksinasi
Bagian larut n-heksan yang menunjukkan aktivitas antikanker pada metode

Brine Shrimp Lethality Test (BST) selanjutnya dilakukan fraksinasi. Tahap



fraksinasi tersebut dilakukan bertujuan untuk mengeliminir senyawa-senyawa
yang tidak dikehendaki sehingga dapat diperoleh konsentrasi komponen senyawa
bioaktif yang lebih tinggi. Metode ini mempunyai beberapa keuntungan antara
lain lebih cepat, sederhana dan dapat digunakan secara luas.

Fraksinasi pada penelitian ini menggunakan kromatografi kolom metode
Vacuum Liquid Chromatography (VLC) untuk memisahkan kandungan senyawa-
senyawa pada sampel buah merah berdasarkan tingkat polaritasnya. Bagian larut
n-heksan dielusi dengan berbagai komposisi pelarut berdasarkan gradien polaritas,
dimulai dari pelarut non-polar yang selanjutnya tingkat kepolaran dinaikkan
secara perlahan-lahan. Sebelum dilakukan pemisahan, terlebih dahulu dilakukan
persiapan kolom (VLC) dan persiapan sampel. Hasil persiapan kolom dan
persiapan sampel dapat dilihat pada Lampiran 1.

Serbuk sampel yang diperoleh kemudian dilakukan pemisahan bioaktif
secara bertahap menggunakan berbagai komposisi eluen dengan metode
kromatografi kolom (VLC). Serbuk sampel tersebut diletakkan diatas silika gel 60
GF2s4 yang sudah terbentuk rata pada sinter glass. Kemudian permukaan atas
sampel diratakan kembali dan diberikan kertas saring. Selanjutnya dilakukan elusi
dengan eluen n-heksan : etil asetat dengan masing—masing komposisi eluen 80% :
20%, 10% : 90% dan 100% etil asetat. Proses pemisahan tersebut menghasilkan

enam fraksi yang dapat dilihat pada Tabel 3.



Tabel 3. Fraksinasi bagian larut n-heksan menggunakan berbagai fase gerak
dengan metode VLC

Fase gerak Volume hasil evaporasi (mL)  Fraksi
n-heksan : etil asetat (80:20) (v/v) 30 1
n-heksan : etil asetat (80:20) (v/v) 37 2
n-heksan : etil asetat (10:90) (v/v) 22 3
n-heksan : etil asetat (10:90) (v/v) 25 4
etil asetat 100 (v/v) 37 5
etil asetat 100 (v/v) 30 6

Hasil

fraksinasi tersebut selanjutnya dianalisis mengunakan

metode

kromatografi lapis tipis (KLT). Hal ini dilakukan dengan tujuan pengelompokan

lebih lanjut terhadap fraksi-fraksi yang diperoleh berdasarkan kesamaan profil

kandungan kimia dari bercak KLT yang terbentuk. Fase gerak yang digunakan

adalah n-heksana :

etil asetat (80% : 20%) dalam 3 mL (2,4 mL : 0,6 mL).

Perbandingan tersebut digunakan karena sudah terbukti dapat memberikan

pemisahan yang cukup baik terhadap fraksi larut n-heksan. Profil kandungan

kimia dideteksi menggunakan sinar UVas4, sinar UVsge dan pereaksi semprot

serium (1V) sulfat. Profil KLT masing-masing fraksi hasil fraksinasi dapat dilihat

pada Gambar 8.
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Gambar 8. Profil kromatogram masing-masing fraksi hasil fraksinasi dari fraksi larut n-heksan ekstrak
etanolik buah merah dengan deteksi (A) serium (IV) sulfat, (B) UVas4, (C) UV 346, Fase
diam (silika gel 60 GFys,), Fase gerak (n-heksana : etil asetat (80% : 20%) (v/v))
Keterangan :

Fo = fraksi larut n-heksan

F; = fraksi n-heksan:etil asetat (80:20) (v/v)
F, = fraksi n-heksan:etil asetat (80:20) (v/v)
Fs = fraksi n-heksan:etil asetat (10:90) (v/v)
F, = fraksi n-heksan:etil asetat (10:90) (v/v)
Fs = fraksi etil asetat 100 (v/v)

Fe = fraksi etil asetat 100 (v/v)

F, = fraksi 1

Fi = gabungan F, dan F3

Fi=gabungan F,, Fs dan Fs



Hasil dari bercak pada KLT tersebut terlihat adanya distribusi pemisahan
bercak ekstrak etanolik buah merah ke dalam fraksi-fraksi yang terbentuk.
Berdasarkan pengamatan profil kandungan kimia, fraksi-fraksi yang memiliki
kesamaan profil dapat digabungkan menjadi satu dengan pertimbangan bahwa
fraksi-fraksi tersebut memiliki kandungan senyawa yang hampir sama, antara lain
fraksi 2 dan 3 dapat digabungkan dan menjadi fraksi Il, hal ini dikarenakan
terdapat bercak yang muncul dikedua fraksi dengan posisi hampir sama yang tidak
terdapat pada fraksi lain, kemudian fraksi 4, 5 dan 6 dapat digabungkan menjadi
fraksi Ill, karena ketiga fraksi tersebut juga terbentuk bercak yang sama
sedangkan fraksi 1 secara tunggal menjadi fraksi | karena tidak memiliki
kesamaan profil KLT dengan fraksi-fraksi yang lainnya. Profil KLT hasil

penggabungan fraksi-fraksi dapat dilihat pada Gambar 9.
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Gambar 9.  Profil kromatogram penggabungan fraksi hasil fraksinasi dari partisi larut n-
heksan ekstrak etanolik buah merah dengan deteksi (A) serium (IV) sulfat,
(B) UV2s4, (C) UV3es. Fase diam (silika gel 60 GF,s4), Fase gerak (n-heksan
: etil asetat (80% : 20%) (V/v)).

Profil kromatogram tersebut dideteksi dengan menggunakan sinar UVssa,
sinar UV3gs dan pereaksi semprot serium (I1V) sulfat. Pendeteksian dengan sinar

UV2s: memperlihatkan terjadinya peredaman yang ditandai dengan adanya



beberapa zona gelap berlatar belakang fosforesensi hijau. Peredaman yang terjadi
pada UV2s4 ini menunjukkan adanya keberadaan suatu senyawa. Deteksi dengan
sinar UV36s memperlihatkan beberapa bercak yang berpendar dan berwarna. Hal
ini menunjukkan bahwa senyawa tersebut memiliki ikatan rangkap terkonjugasi
yang panjang sehingga dapat berpendar pada penyinaran dengan UV gelombang
panjang. Penyemprotan menggunakan serium (IV) sulfat digunakan untuk
mendeteksi secara umum keberadaan senyawa organik. Terbentuknya bercak
warna orange pada kromatogram menunjukkan bahwa pada bercak tersebut
terdapat senyawa-senyawa organik.

Ketiga fraksi yang telah diperoleh selanjutnya dilakukan pengujian tingkat
ketoksikan terhadap A. salina Leach. untuk mengetahui efek yang paling toksik
sebagai kandidat antikanker. Hasil persentase kematian A. salina Leach. terhadap
masing-masing fraksi dan perhitungan nilai LCso.24jam dapat dilinat pada Tabel 4

dan Tabel 5.



Tabel 4. Persentase kematian A. salina Leach. terhadap pemberian bagian larut n-
heksan buah merah.

Sampel Konsentrasi  Rata-rata persentase kematian A. salina Leach. (%)
(ug/mL) Replikasi Replikasi Replikasi  Rata-rata

I I i replikasi

Fraksi 200 54 56 60 56,67
' 100 24 28 26 26,00
50 6 10 8 8,00

Fraksi 200 76 62 62 66,70

I 100 34 36 38 36,00
50 16 12 10 12,70

Fraksi 200 30 32 34 32,00
dl 100 14 14 16 14,70
50 8 6 8 7,30

Berdasarkan tabel diatas dapat diketahui bahwa fraksi yang memberikan
efek paling toksik dapat ditunjukkan pada fraksi Il dengan nilai rata-rata
persentase kematian terbesar (66,70 %) dibandingkan dengan kedua fraksi
lainnya. Nilai rata-rata persentase kematian fraksi Il yang diperoleh selanjutnya
dianalisis menjadi nilai probit dengan menggunakan tabel probit kemudian
dibentuk kurva hubungan antara log konsentrasi (x) dan nilai probit (y) sehingga

diperoleh persamaan garis lurus yang dapat dilihat pada kurva berikut.
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Gambar 10. Kurva regresi linier uji toksisitas fraksi Il hasil fraksinasi dari hasil

partisi n-heksan ekstrak etanolik buah merah terhadap A. salina
Leach. (replikasi I)
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Gambar 11. Kurva regresi linier uji toksisitas fraksi Il hasil fraksinasi dari hasil

partisi n-heksan ekstrak etanolik buah merah terhadap A. salina
Leach. (replikasi 1)
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Gambar 12. Kurva regresi linier uji toksisitas fraksi Il hasil fraksinasi dari hasil

partisi n-heksan ekstrak etanolik buah merah terhadap A. salina
Leach. (replikasi 11)



Berdasarkan persamaan garis lurus dari masing-masing replikasi diatas,
selanjutnya dapat ditentukan nilai LCso.o45am Sampel buah merah (fraksi [1)
terhadap A. salina Leach. dengan cara memasukkan nilai y= 5 ke dalam
persamaan garis lurus dari kurva yang terbentuk, sehingga diperoleh log
konsentrasi yang dapat menyebabkan 50% kematian.

Tabel 5. Perhitungan nilai LCs.24 jam fraksi 11 hasil fraksinasi bagian larut n-heksan

buah merah
Replikasi Persamaan regresi linier LCso-24jam (LQ/mML)
I y =2,823* x - 0,887 121,72
R® = 0.967
I y = 2,458* x -0,329 147,23
R®=0,996
Il y=2,574 * x -0,565 14521
R®=0,983
LCs0-24jam rata-rata 138,05

LCso merupakan indikasi ketoksikan suatu bahan atau senyawa yang dapat
menyebabkan kematian 50% pada hewan uji. Semakin besar nilai LCso berarti
menunjukkan toksisitasnya semakin kecil dan sebaliknya semakin kecil nilai LCsg
semakin besar toksisitasnya.

Menurut Meyer et al. (1982) suatu senyawa uji dikatakan bersifat toksik dan
berpotensi sebagai kandidat antikanker pada pengujian Brine Shrimp Lethality
Test (BST) jika memiliki nilai LCsg-24jam lebih kecil dari 1000 pg/mL. Hasil
perhitungan pada penelitian ini diperoleh nilai LCso24 jam rata-rata dari ketiga
replikasi sebesar 138,05 pg/mL. Hal ini menunjukkan bahwa fraksi Il bersifat

toksik dan berpotensi sebagai antikanker.



C. Pengujian toksisitas akut

Uji toksisitas merupakan bagian dari bidang toksikologi yaitu ilmu
mengenai aksi berbahaya suatu zat kimia, atau mekanisme biologi tertentu. Setiap
zat kimia pada kondisi tertentu mampu menimbulkan suatu tipe efek atas jaringan
biologi, oleh karena itu uji toksikologi merupakan uji yang menentukan kondisi-
kondisi yang dapat menimbulkan efek biologi. Bahan yang dapat menyebabkan
kerusakan atau kematian pada sistem biologi disebut sebagai racun. Bahan-bahan
tersebut dapat berasal dari sumber alam maupun sintesis (Loomis, 1978). Oleh
karena itu dalam penelitian ini selain dilakukan pencarian komponen bioaktif
yang berpotensi sebagai antikanker menggunakan metode BST juga dilakukan
penelitian mengenai efek toksisitas komponen bioaktif hasil partisi larut n-heksan
buah merah yang bertujuan untuk mengetahui gambaran keamanan bahan obat
tersebut apabila akan dikembangkan dan dimanfaatkan sebagai bahan obat herbal
yang terstandar atau fitofarmaka, khususnya sebagai obat antikanker. Melalui
pengujian toksisitas akut tersebut dapat diketahui nilai LDsp yang selanjutnya
dapat digunakan sebagai parameter tingkat ketoksikan dari komponen bioaktif
yang diperoleh.

Pengujian toksisitas akut suatu bahan obat merupakan salah satu mata rantai
uji toksikologi dalam kaitannya dengan penilaian keamanan bahan obat tersebut
apabila digunakan oleh manusia. Secara kualitatif, analisis dan evaluasi hasil
berupa data gejala-gejala klinis yang tampak pada fungsi vital digunakan untuk

mengevaluasi mekanisme penyebab kematian dan data jumlah hewan yang mati



pada masing-masing kelompok, sedangkan secara kuantitatif data tersebut
digunakan untuk menghitung nilai LDso

Penentuan nilai LDsy pada pengujian toksisitas akut merupakan tahap awal
untuk mengetahui keamanan suatu bahan obat yang akan digunakan oleh manusia
berdasarkan besarnya dosis yang dapat menyebabkan kematian 50% pada hewan
uji dengan satuan berat badan setelah pemberian dosis tunggal. Toksisitas akut
terjadi dalam waktu singkat setelah pemberian dalam dosis tunggal, bersifat
mendadak dan biasanya reversibel.

Pada penghitungan LDsp sangat diperlukan ketepatan atau jika dilihat dari
taraf kepercayaan tertentu, nilai tersebut hanya sedikit sekali bergeser dari nilai
yang sebenarnya, atau berada pada interval yang sempit, oleh karena itu pada
penelitian ini menggunakan tabel metode Thomson and Weil (1950). Metode
tersebut banyak digunakan pada pengujian toksisitas akut diantaranya terhadap
hewan uji mencit dengan perlakuan dosis tunggal kemudian dilakukan evaluasi
selama 3-14 hari. Menurutnya pengujian toksisitas akut tersebut paling tidak
menggunakan 4 peringkat dosis yang masing-masing dosis menggunakan paling
sedikit 4 hewan uji.

Pada penelitian ini hewan uji mencit yang digunakan harus dalam keadaan
sehat dan berasal dari satu galur yang jelas serta secara visual menunjukkan
perilaku yang normal. Hal ini bertujuan agar tidak menyebabkan perbedaan antar
kelompok hewan uji sehingga akan mempengaruhi hasil pengujian yang
disebabkan faktor lain.

Sebanyak tiga puluh mencit jantan dikelompokkan ke dalam enam dosis

perlakuan secara acak dengan masing-masing kelompok dosis terdiri lima ekor.



Setiap kelompok perlakuan diuji dengan tingkat dosis yang berbeda antara lain
kelompok kontrol negatif diberikan suspensi CMC-Na 0,5% secara peroral,
kelompok | diberikan sediaan uji 1,687 g/kgBB secara peroral, kelompok II
diberikan sediaan uji dosis 2,687 g/kgBB secara peroral, kelompok Il diberikan
sediaan uji 3,687 g/kgBB secara peroral, kelompok VI diberikan sediaan uji dosis
4,687 g/kgBB secara peroral, dan kelompok V diberikan sediaan uji dosis 5,687
g/kgBB secara peroral. Selama penelitian, hewan uji mencit diberikan makanan
berupa pelet dan air secukupnya. Masing-masing perlakuan tersebut selanjutnya
dapat disebut dengan kelompok kontrol, I, II, 1Il, IV dan V, dengan masing-
masing dilakukan 2 replikasi.

Pengamatan dilakukan pada 3 jam pertama setelah dilakukan pencekokan
sediaan uji, kemudian dilanjutkan dengan pengamatan setiap hari selama 7-14
hari. Pengamatan yang dilakukan meliputi gejala-gejala klinis, pengukuran berat
badan (g) dan jumlah kematian hewan uji. Gejala Klinis yang diamati meliputi
keaktifan gerak (aktif bergelantungan pada atap kandang dan sering mengendus-
endus sekeliling kandang/memiliki rasa ingin tau yang tinggi), kejang otot, dan
muntah. Pengamatan berat badan (g) hewan uji pada setiap kelompok dosis
dilakukan dengan menimbang berat badan mencit selama 8 hari berturut-turut.
Jumlah kematian hewan uji pada setiap kelompok dosis akan digunakan sebagai
data dalam menentukan nilai LDsy.

Berdasarkan hasil pengamatan gejala klinis pada 3 jam pertama tidak
ditemukan adanya gejala-gejala toksik yang terjadi dan tidak pula ditemukan
adanya kematian pada semua kelompok dosis hewan uji. Adanya perubahan

tingkah laku mencit setelah pencekokan hanya menunjukkan suatu proses adaptasi



terhadap stres setelah mengalami perlakuan tersebut. Hal itu akan kembali normal
dalam waktu yang singkat. Hasil pengamatan dapat dilihat pada Tabel 6 berikut.

Tabel 6. Hasil pengamatan gejala toksik dan kematian hewan uji pada 3 jam
pertama setelah pemberian dosis tunggal secara oral

Kelompok Perlakuan Jumlah Gejala toksik dan
hewan uji kematian
Kontrol  Larutan CMC-Na 0,5 % 5 -
I 1,687 g/kgBB 5 -
I 2,687 g/kgBB 5 -
i 3,687 g/kgBB 5 -
v 4,687 g/kgBB 5 -
\% 5,687 g/kgBB 5 -

(-): tidak terdapat gejala toksik; (+): terdapat gejala toksik (kejang otot, muntah gerak tidak aktif
dan kematian).

Setelah pengamatan pada 3 jam pertama kemudian dilanjutkan pengamatan
selama 14 hari berturut-turut. Pengamatan secara klinis hingga hari ke-14 dapat
diketahui bahwa pemberian dosis dari tingkat dosis terendah hingga tingkat dosis
tertinggi tidak ditemukan adanya gejala-gejala toksik dan tidak pula ditemukan
adanya kematian hewan uji dari semua kelompok dosis. Hal ini dapat ditunjukkan
bahwa semua kelompok hewan uji tidak ada yang mengalami kejang otot, muntah
dan gerak tidak aktif. Hasil pengamatan pada hari ke-14 dapat dilihat pada Tabel

7 berikut.



Tabel 7. Hasil pengamatan gejala toksik dan kematian hewan uji pada hari ke-14
setelah pemberian dosis tunggal secara oral

Kelompok Perlakuan Jumlah Gejala toksik Nilai
hewan uji  dan kematian  LDs, semu
Kontrol  Lrt CMC-Na 0,5 % 5 -
I 1,687 g/kgBB 5 -
I 2,687 g/kgBB 5 - > dosis
tertinggi
i 3,687 g/kgBB 5 - 5,687
g/kgBB
v 4,687 g/kgBB 5 -
\% 5,687 g/kgBB 5 -

(-): tidak terdapat gejala toksik; (+): terdapat gejala toksik (kejang otot, muntah, gerak tidak aktif
dan kematian).

Berdasarkan hasil pengamatan yang diperoleh, pemberian sediaan uji secara
peroral pada mencit hingga dosis tertinggi (5,687g/kgBB) ternyata tidak
menimbulkan kematian pada semua kelompok dosis, dengan demikian potensi
ketoksikan akut hasil partisi n-heksan dari ekstrak etanol buah merah tidak dapat
ditentukan. Hal tersebut dikarenakan untuk menentukan LDso suatu bahan obat
menurut Wattimena et al. (1986) harus terdapat hewan uji yang mengalami

kematian. Oleh karena itu nilai LD, pada penelitian ini hanya dapat ditunjukkan
dengan nilai LD_, semu dimana dosis yang dilihat adalah dosis tertinggi yang

secara teknis masih dapat dipejankan atau diterima oleh hewan uji dalam
penelitian. Jadi nilai LDso sediaan bahan uji hasil partisi n-heksan ekstrak etanol
buah merah secara oral dosis tunggal lebih besar dari 5,687 g/kgBB. Karena nilai
LDso belum dapat ditentukan pada penelitian ini maka dilakukan pengujian lanjut
dengan meningkatkan dosis menjadi 6,687 dan 7,687 g/kgBB terhadap hewan uji

mencit yang memiliki berat badan 25 g, sebagai pengujian tambahan untuk



mengetahui dosis tertinggi yang mungkin dapat menyebabkan kematian pada
hewan uji secara akut. Dosis tersebut merupakan dosis yang masih dapat
dipejankan atau diterima oleh hewan uji. Secara teknis pengujian diberikan
perlakuan yang sama dengan pengujian sebelumnya. Selanjutnya dapat dilakukan
pengamatan pada 3 jam pertama setelah pemberian dosis tunggal secara oral
kemudian dilanjutkan dengan pengamatan selama 7-14 hari. Hasil pengamatan
dapat dilihat pada Tabel 8.

Tabel 8. Hasil pengamatan gejala toksik dan kematian hewan uji pada 3 jam
pertama setelah pemberian dosis tunggal secara oral

Kelompok Perlakuan Jumlah Gejala toksik dan
hewan uji kematian
Kontrol Larutan CMC-Na 0,5 % 2 -
I 6,687 g/kgBB 2 -
I 7,687 g/kgBB 2 Agak lemas

(-): tidak terdapat gejala toksik; (+): terdapat gejala toksik (kejang otot, muntah, gerak tidak aktif
dan kematian).

Pada pengamatan 3 jam pertama dapat dilihat bahwa pemberian dosis 7,687
g/kgBB dapat memberikan gejala toksik agak lemas (gerak tidak aktif) namun
tidak menimbulkan kematian. Karena gejala toksik tersebut berangsur-angsur
hilang setelah 6 jam berikutnya dan kembali normal pada pengamatan selama 7-

14 hari. Hasil pengamatan pada hari ke-14 dapat dilihat pada Tabel 9 berikut.



Tabel 9. Hasil pengamatan gejala toksik dan kematian hewan uji pada hari ke-14
setelah pemberian dosis tunggal secara oral

Kelompok Perlakuan Jumlah Gejala toksik Nilai
hewan uji  dan kematian LDsgsemu
Kontrol  Lrt CMC-Na 0,5 % 2 -
I 6,687 g/kgBB 2 - > dosis
tertinggi 7,687
I 7,687 g/kgBB 2 - g/kgBB

(-): tidak terdapat gejala toksik; (+): terdapat gejala toksik (kejang otot, muntah, gerak tidak aktif
dan kematian).

Selain dilakukan pengamatan mengenai gejala-gejala toksik dan jumlah
kematian hewan uji, juga dilakukan pengamatan terhadap perkembangan berat
badan hewan uji setelah dilakukan pencekokan. Hal tersebut bertujuan untuk
mengetahui ada tidaknya pengaruh dari tingkat pemberian dosis terhadap
perkembangan berat badan hewan uji.

Hasil pengamatan secara klinis terhadap berat badan semua kelompok dosis
hewan uji dilakukan secara berturut-turut selama 8 hari. Perkembangan berat
badan mencit tersebut dapat dilihat pada Lampiran 13 yang merupakan rata-rata
dari dua replikasi perlakuan.

a. Rata-rata berat badan mencit (g) pada kelompok kontrol dan kelompok
perlakuan selama 8 hari

Pengamatan berat badan hewan uji mencit merupakan data penunjang
yang dapat menggambarkan kesehatan mencit selama penelitian dari sebelum
perlakuan hingga setelah perlakuan. Berdasarkan Gambar 13, secara umum
dapat diketahui bahwa terdapat kenaikan berat badan mencit baik pada
kelompok kontrol maupun kelompok perlakuan. Hal ini menunjukkan bahwa

bahan pakan mencit baik pellet maupun pemberian sediaan uji pada berbagai



konsentrasi mempunyai pengaruh yang sama terhadap kenaikan berat badan (g)
mencit. Hasil pengamatan perkembangan berat badan (g) mencit selama

pengamatan dapat dilihat pada grafik Gambar 13 berikut.

BB mencit (g)

—e— kontrol

—m—1.687

2,687

4,687

—— 5,687

(=] 1 2 3 a4 5 (=3 . 2 o 10

Lama pengamatan (hari)

Gambar 13. Grafik perkembangan rata-rata berat badan (g) dua replikasi mencit
yang diamati selama 0-8 hari setelah pemberian dosis tunggal
(9/kgBB).

b. Distribusi rata-rata berat badan (g) mencit berdasarkan penimbangan
sebelum (i) dan sesudah (ii) diberi sediaan uji buah merah.

Hasil uji statistik pada kelompok kontrol diperoleh nilai p < 0,05 (pada
tabel 10), hal ini menunjukkan bahwa terdapat perbedaan secara nyata berat
badan (g) pada penimbangan sebelum (i) dan sesudah perlakuan (ii) pada
hewan uji. Demikian pula pada kelompok perlakuan yang lain baik pada dosis
1,687, 2,687, 3,687, 4,687 dan 5,687 g/kgBB juga terdapat perbedaan secara
nyata berat badan (g) mencit sebelum dan sesudah diberikan perlakuan. Hal ini
berarti pemberian sediaan uji buah merah mempunyai pengaruh yang positif
terhadap kenaikan berat badan (g) mencit. Distribusi rata-rata berat badan

tersebut dapat dilihat pada Tabel 10 berikut.



Tabel 10. Distribusi rata-rata berat badan mencit (g) berdasarkan penimbangan
berat badan sebelum (i) dan sesudah (ii) pemberian sediaan uji

Penimbangan Rata-rata berat badan (g) +  Standar Nilai P
berat badan per standar deviasi eror
kelompok

Kelompok kontrol

a. Penimbangan i 24.67 £1,242 0,414 0,00
b. Penimbangan ii 28.24 £ 2,701 0,814

Kelompok dosis |
a. Penimbangan i 24,98 £ 0,294 0,292 0,00
b. Penimbangan ii 2791 +1,764 0,557

Perlakuan dosis 11
a. Penimbangan i 24.53 + 1,486 0,470 0,00
b. Penimbangan ii 27.69 + 2,488 0,787

Perlakuan dosis Il
a. Penimbangan i 23.87 £1,380 0,436 0,00
b. Penimbangan ii 26.68 + 2,672 0,845

Perlakuan dosis IV
a. Penimbangan i 24.86 £ 0,777 0,245 0,00
b. Penimbangan ii 28.68 + 1,957 0,619

Perlakuan dosis V
a. Penimbangan i 2452 £ 1,205 0,381 0,00
b. Penimbangan ii 27.96 + 2,094 0,662

Keterangan: Penimbangan berat badan (i): sebelum diberikan sediaan uji, penimbangan berat
badan (ii) : hari ke-8 (hari terakhir pengamatan)

. Distribusi rata-rata berat badan mencit (g) pada kelompok kontrol dan
kelompok perlakuan

Berdasarkan hasil uji analisis varian, rata-rata berat badan (g) mencit pada
hari ke-0 hingga hari ke-8 dapat diperoleh nilai p > 0,05 (Lampiran 14). Hal
tersebut menunjukkan bahwa tidak ada perbedaan secara nyata dari rata-rata
berat badan (g) selama 8 hari pengamatan terhadap pemberian dosis diantara

kelompok kontrol dan kelompok perlakuan.



Tabel 11. Distribusi rata-rata berat badan mencit (g) kelompok kontrol dan
kelompok perlakuan selama 8 hari.

Perlakuan Berat badan (g) = Standar
(hari ke-0 s/d hari ke-8) standar deviasi eror
Kontrol 28,038 + 2,190 0,516
I 27,782 + 1,813 0,427
Il 27,574 £ 1,695 0,399
Il 26,653 + 1,700 0,400
v 28,702 + 2,044 0,481
\% 27,823 £ 1,951 0,459

Pada dasarnya masing-masing tingkat dosis yang diberikan pada hewan uji
mencit dapat memberikan pengaruh yang positif terhadap kenaikan berat badan
(9) selama penelitian. Namun, pemberian dosis yang bervariasi tersebut tidak
memberikan pengaruh yang signifikan terhadap berat badan (g) mencit. Hal
tersebut dapat ditunjukkan pada grafik Gambar 13 yang dapat diketahui bahwa
pemberian sediaan uji buah merah dengan tingkat dosis 3,687 g/kgBB
memberikan pengaruh paling kecil terhadap kenaikan berat badan, sedangkan
perlakuan dengan dosis 4,687 g/kgBB memberikan pengaruh paling besar
terhadap kenaikan berat badan mencit. Hal ini menunjukkan bahwa kenaikan
perlakuan dosis sediaan uji yang diberikan tidak mempengaruhi kenaikan berat

badan mencit.



d. Keamanan buah merah berdasarkan pengujian toksisitas akut

Berdasarkan hasil pengujian toksisitas akut pada penelitian ini menunjukkan
bahwa pemberian dosis hingga 7,687 g/kgBB tidak menimbulkan gejala toksik
dan tidak ditemukan adanya kematian pada hewan uji, sehingga dapat dinyatakan
bahwa buah merah cukup aman untuk dikonsumsi. Hal tersebut terkait dengan
adanya kandungan senyawa aktif buah merah yang dapat juga menjadi nutrisi
penting bagi tubuh. Kandungan nutrisi pada buah merah telah dianalisis di
Laboratorium Jepang yang hasilnya menunjukkan bahwa setiap 100 g ekstrak
minyak buah merah mengandung 94,20 mg lipida dan 5,10 g karbohidrat. Kedua
zat tersebut merupakan asupan yang sangat dibutuhkan dalam proses metabolisme
tubuh. Selain itu ekstrak minyak buah merah juga tidak mengandung logam berat
dan mikroorganisme berbahaya, sehingga relatif aman untuk digunakan dalam
pengobatan (Surono et al., 2006).

Pengaruh yang positif dari pemberian sediaan uji buah merah tersebut
terhadap kenaikan berat badan (g) mencit menunjukkan bahwa selama penelitian
keseluruhan hewan uji dalam keadaan sehat dan tidak menunjukkan gejala-gejala
toksik penyebab kematian setelah diberikan perlakuan dengan pemberian berbagai
dosis. Dari hasil pengamatan tersebut diketahui bahwa buah merah dapat
digunakan sebagai sumber pakan berkualitas yang berperan untuk menunjang
pertumbuhan dan perkembangan tubuh hewan uji. Hal ini sesuai dengan penelitian
Usman (2007) yang menyatakan bahwa pemberian pasta buah merah sebanyak
3% dalam kombinasi pakan dapat meningkatkan berat badan pada ayam buras
pereode grower dari 111,80 g menjadi 137,90 g ekor/minggu. Demikian pula

mortalitas anak ayam tersebut menurun dari 12,50% menjadi 0%.



Tidak adanya kematian pada hewan uji selama pengamatan menunjukkan
bahwa buah merah memberikan pengaruh yang positif terhadap ketahanan tubuh
hewan uji. Hal tersebut terkait dengan kandungan kimia dari buah merah, yaitu
berupa zat gizi yang sangat penting untuk ketahanan tubuh seperti [3-karoten,
tokoferol (vitamin E), asam linolenat, asam oleat, asam stearat dan asam palmitat
(Budi dan Paimin, 2005). Kandungan B-karoten dan tokoferol tersebut dikenal
sebagai senyawa antioksidan yang dapat menghambat perkembangan radikal
bebas di dalam tubuh, sehingga mencit yang mendapat asupan dosis buah merah
dapat terhindar dari berbagai penyakit penyebab kematian.

Antioksidan tersebut berperan sebagai inhibitor yang bekerja menghambat
oksidasi dengan cara bereaksi dengan radikal bebas reaktif membentuk radikal
bebas tidak reaktif yang relatif stabil. Antioksidan dapat melawan radikal bebas
dengan cara memberikan satu elektron untuk menutupi satu elektron yang
dibutuhkan radikal bebas, sehingga dengan adanya antioksidan tersebut tubuh
akan terhindar dari kerusakan sel dan jaringan yang dapat memicu terbentuknya
sel-sel kanker (Arnelia, 2002; Winarto, 2007).

Tokoferol, a-tokoferol, dan B-karoten yang terkandung dalam buah merah
dapat membantu proses penyembuhan penyakit kanker. Senyawa tersebut bekerja
dengan cara menekan dan membunuh sel-sel kanker yang berbahaya. Kehadiran
tokoferol pada buah merah sangat berperan dalam memperbaiki sistem kekebalan
tubuh. Tokoferol juga mengurangi morbiditas dan mortalitas sel-sel jaringan.
Interaksi betakaroten dan tokoferol dengan protein meningkatkan produksi
antibodi, hingga meningkatkan jumlah sel pembunuh alami dan memperbanyak

aktifitas T helpers dan limfosit, sehingga akan menangkal dan mematikan



serangan radikal bebas. Selain itu, buah merah juga mengandung omega-9 dan
omega-3 sebagai asam lemak tak jenuh yang dapat memperlancar proses
metabolisme karena mudah diserap oleh tubuh (Budi dan Paimin, 2005; Winarto,
2007; Pratiwi, 2009). Asam lemak tersebut berperan sebagai inhibitor
pertumbuhan dan perkembangan tumor. Asam lemak yang memiliki lebih dari
delapan atom karbon memiliki aktivitas sitolitik yang menyebabkan disrupsi dan
disintegrasi sel. Saat asam lemak dimasukkan ke dalam membran inti, asam lemak
tersebut akan memicu pemecahan sel. Apabila asam lemak diberikan pada sel
tumor dalam konsentrasi tinggi akan menyebabkan lisis sel tumor tersebut, hanya
dengan sedikit atau sama sekali tidak terjadi kerusakan pada sel normal (Nursid et
al., 2006). Pada penelitian Munim et al., (2006) menunjukkan persentase hewan
uji tikus yang mengalami gejala tumor dapat menurun setelah diberikan minyak
buah merah.

Berdasarkan hasil pemisahan komponen bioaktif buah merah (Pandanus
conoideus Lam.) pada penelitian ini menunjukkan bahwa komponen buah merah
yang memiliki senyawa paling aktif dengan metode BST terdapat pada fraksi .
Komponen tersebut merupakan senyawa semi-polar yang mengandung -karoten,
tokoferol (vitamin E), asam linolenat, asam oleat, asam stearat dan asam palmitat.
Kandungan tersebut merupakan senyawa-senyawa organik yang terdapat pada
buah merah, hal ini juga dapat ditunjukkan pada hasil kromatogram dengan
deteksi semprot serium (V) sulfat tampak adanya bercak berwarna orange yang
menunjukkan bahwa bercak tersebut adanya senyawa organik. Berdasarkan
penelitian Budi dan Made (2005) senyawa karoten pada buah merah termasuk ke

dalam golongan terpenoid. Senyawa tersebut merupakan senyawa yang



mengandung pigmen warna merah yang bersifat larut dalam lipid serta merupakan
salah satu komponen minyak atsiri. Karoten selain berperan dalam proses
fotosintesis tumbuhan juga merupakan senyawa yang memberi warna pada bunga
maupun buah. Oleh karena itulah bagian teraktif P. conoideus Lam. dinyatakan
mengandung karoten karena menunjukkan warna merah dan masuk ke dalam
golongan senyawa terpenoid, sedangkan tokoferol serta asam-asam lemak
merupakan bagian dari golongan steroid (Harborne, 1987).

Selain pada buah merah, terdapat pula jenis lain dari P. conoideus Lam. yang
saat ini telah banyak dilakukan penelitian baik secara fitokimia maupun
farmakologinya, diantaranya adalah buah kuning. Berdasarkan penelitian Budi
dan Made (2005) menyatakan bahwa kandungan kimia pada buah merah dan buah
kuning tersebut memiliki kesamaan antara jenis senyawa dan manfaatnya, hanya
saja pada buah kuning memiliki kandungan senyawa tokoferol yang lebih tinggi
dibandingkan dengan buah merah maupun coklat, yaitu sebesar 10400 ppm,
sedangkan buah merah hanya mengandung senyawa tokoferol sebesar 9500 ppm
dan buah coklat 4500 ppm. Selain itu, buah kuning juga memiliki kandungan
rendemen minyak paling tinggi dibandingkan dengan buah merah yaitu sebesar
13,16 %, kadar air sebesar 2,43 %, sedangkan kadar asam lemak bebas sebesar
7,00 % dengan menggunakan proses kering (blender—kukus—pres) (Pohan et al.,
2006). Berdasarkan manfaatnya, berbagai jenis buah merah tersebut dapat
digunakan sebagai antikanker. Hal ini terkait dengan kandungan senyawa-
senyawa antioksidan yang tinggi (tokoferol, a-tokoferol, pB-karoten dan asam-
asam lemak tak jenuh). Sebagaimana berdasarkan penelitian buah kuning oleh

Pratiwi (2009), menyatakan bahwa hasil pengujian sitotoksisitas sari buah kuning



terhadap sel kanker payudara T47D secara in vitro menunjukkan nilai LCsg
sebesar 0,25 ul/mL, sehingga berpotensi sebagai antikanker. Pada konsentrasi
0,125 pl/mL telah terbukti efektif dalam penghambatan proliferasi, dengan waktu
penggandaan sel T47D lebih lama 1,9 kali. Begitu pula berdasarkan penelitian
Hidayati (2010) yang menyatakan bahwa efek sitotoksik buah kuning terhadap sel
HeLa, menunjukkan nilai LCso sebesar 0,15625 pl/mL dan mampu menghambat
laju pertumbuhan sel HeLa menjadi 1,42 kali dibandingkan kontrol dengan waktu
penggandaan sel sebesar 32,97 jam pada konsentrasi 0,078125 pl/mL. Oleh
karena itu, kemungkinan besar buah merah juga mempunyai pengaruh yang sama
secara sitotoksik terhadap sel kanker, hal ini dapat ditunjang dengan hasil skrining
menggunakan metode BST pada penelitian ini menunjukkan bahwa nilai LCs.
24jam lebih kecil dari 1000 pg/mL (138,05 pg/mL), sehingga berdasarkan Meyer et
al (1982), hasil tersebut dapat menyatakan bahwa buah merah mempunyai
aktivitas antikanker. Oleh karena itu sangat perlu dilakukan peninjauan lebih
lanjut efek buah merah terhadap sel kanker. Hal ini terkait dengan kesamaan
kandungan senyawa kimia pada buah merah yang sebagian besar bersifat sebagai

antioksidan.



BAB V
PENUTUP
A. Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian yang diperoleh, maka dapat disimpulkan

bahwa :

1. Hasil uji toksisitas fraksi 11 dari fraksinasi fraksi larut n-heksan ekstrak
etanol buah merah menunjukkan toksisitas paling tinggi terhadap A.
salina Leach. dengan nilai LCsp.24 jam = 138,05 pg/mL sehingga
berpotensi untuk diteliti lebih lanjut sebagai kandidat antikanker.

2. Hasil uji toksisitas akut terhadap mencit tidak menunjukkan adanya
gejala toksik dan kematian pada semua kelompok perlakuan, sehingga
nilai LDso hanya dapat dinyatakan sebagai LDso semu yaitu lebih besar
dari 7,687 g/kgBB untuk mencit dengan berat badan 25 g yang secara
teknis masih bisa dipejankan.

B. Saran

1. Perlu dilakukan isolasi dan identifikasi lebih lanjut terhadap fraksi Il
dari fraksinasi fraksi larut n-heksan ekstrak etanol buah merah untuk
mendapatkan senyawa paling toksik terhadap A. salina Leach. dan uji
sitotoksisitasnya.

2. Perlu dilakukan pengujian lebih lanjut toksisitas secara sub kronis dan
kronis sediaan uji buah merah terhadap hewan uji mencit galur balb/C

jantan untuk mengetahui efek jangka panjang.
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