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ARSTRAK

Telah dilakukan penclitian uji silotoksik serbuk buah segar mengkudu
(Aewrineder ciirifodian L.y dan sedinan kapsul yvang ada di pasaran dengan metode “Drinc
Shrimp Lethality Test”, dengan menguunakan larva udang Artemia soling Leach,
Diamati jumlah kematian larva udang seiclah diberi perlakuan selama 24 jam dalam

beberapa konsentrasi dan cfek sitotoksik diperoleh dengan menentukan LCso. Serbuk
buah vang telah dilarutkan dalam air sulmg, diencerkan dengan air laut dan dibuat
konsentrasi berturut-turut 1, 10, 50, 100, 200, 400, 800, 1000, 1500 pe/mi. Sebagal
pembanding positil digunakan farutan siklofosfamid (0,29%) dengan konsentrasi [,
L0, 50, 100, 200, 400, 800, 1000, 1500 pg/ml dan pembanding negalil digunakan air
suling dengan konsentrasi yang sama. Tiap perlakuan digunakan 10 ekor larva udang
pengulangan scbanyak 3 kali. [lasil penelitian dihitung dengan metode grafik

dengan
probit log konsenbrasi hingga diperoleh nilai LE'.r.r]; Iasilnya untuk serbuk buah yaitu

81,71 & 21,73 p/mi, sediaan kapsul 91,03 + 16,87 ug/ml dan pembanding positif
cohesar 49.71 L 15,13 pg/ml, sedangkan pada pembanding negatif tidak ada larva
udang yang mati. Berdasarkan nilai LCsn dari “Anderson Bioassay” maka dapat

disimpulkan bahwa serbuk buah mengkudu bersifat sitotoksik tapi tidak sekuat

dlengan pembanding positif,
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ARSTRACT

A research concerning eytotosicily effect of the powder of the fresh fruit of
Menukudu (Morinda citrifolia L) and its the branded capsule with a “Drine Shimp
Lethality Test”™ method had been conducted. This research was observed by the
mortality of brine sheimp nauplit (Artcuia saling Leach) after treated with varies of
concentrations for 24 hours. The cytotoxic effect was concluded from the LCsp value
of “mengkudu” powder. The powider were dissolved with distilled water and diluted
with sea waler, Lo get the concentrations o' 1, 10, 50, 100, 200, 400, 800, 1000,
1500 pg/ml respectively, Cyclophosphamide solution (0,2%) the concentrations of 1,
10, 50, 100, 200, 400, 800, 1000, 1500 pg/mi was used as a positive control and
distilled water as a negative control in the same concentration. Ten brine shnamps
were administered to each treatment, and was done in three replication. Tﬁe number
of dead brine shrimps were counted and by using probit log concentration methode,

to obtain LCsq value. The result was g1.75 + 21.73 pw'ml for the powder, 91.03

16.87 pg/ml for the capsule and 49.71 £ 15.13 pg/mi for the positive control. There
was no dead brine shrimp was found in the negative control. According to “Anderson

Bioassay™ of L-"':SD value, it was concluded that the “mengkudu” powder 15 cytotoxic

but lesser than the control positif,
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PENDAIULUAN

Belakangan ini telah banyak pengujian sitotoksisitas yang dikembangkan
untuk pencarian produk alam yang berpotensi schagai bahan antineoplastik. Salah
satu metode adalah “Brine Shrimp Lethality Test” sebagai uji pendabuluan senyawa
antitumor karcna schagian besar scnyawa antitumor adalah sitotoksik, Senyawa yang
mempunyai kemampuan membunuh larva udang  diperkirakan juga mempinyai
kemampuan membunuh sel kanker dalam kultur sel (1, 2, 3).

Penyakit kanker makin dikenal scbagai salah satu ancaman terbesar bagi
keschatan dan merupakan penyakit yang sangat ditakuti. Di negara yang telah maju
dan telah berhasil membasmi penyakit infeksi, kanker merupakan penyebab kematian
kedua sctelah penyakit jantung (2, 3). Dari kasus kanker baru yang jumlahnya
diperkirakan 9 juta setiap tahun, lchih dari sctengahnya terdapat di negara yang
sedang berkembang,  Sebagian besar dari penderita itu tak tersembuhkan pada saat
penyakit mereka terdiagnosis dan bahkan angka kematian penderita kanker semakin
memingkat (4).

Dalam bidang diagnose dan terapi selalu dicapai kemajuan, tetapi
kemungkinan untuk sembuh dari penyakit kanker jarang melampaui 20% (5).
alam bentuk kemoterapi kurang spesifik karena kemoterapi dilakukan

Pengobatan d

bila opecrasi dan radioterapi tidak berhasil, karena bersifat sangat toksik dan jarang



sckali bersifat menyembuhkan bahkan akan menimbulkan kerusakan parah pada sel
schat, (5, 6).

Sehubungan dengan hal tersebut, di alam Indonesia telah tersedia banyak
bahan kimia bahan alam yang bersifat bioaktif yang telah digunakan dalam
peningkatan  derajat  keschatan  masyarakat (7).  Tumbuh-tumbuhan  tersebut
terkandung bahan yang berkhasiat yang cukup poten (kuat) yang dibutuhkan oleh
tubuh kita tanpa ada efck samping yang merugikan serta biayanya murah (8).

Sccara empiris telah banyak digunakan senyawa kimia bahan alam ini juga
untuk mengobati penyakit tumor atau kanker, Obat antitumor dari bahan alam bersifal
whksik terhadap fase tertentu dari siklus sel wmor, Bahan aktif yang terdapat dalam
bahan alam tersebut menguanggu salah satu proses dalam perkembangan sel tumor,
tetapi tidak bersifat toksik atau mengganggu scl normal (3).

Salah satu bahan alam yang berpolens: -scl:ragai antikanker yang banyak
dipublikasikan akhir-akhir ini adalah buah Mengkudu (Morinda citrifolia L.). Studi
dan penclitian tentang Mengkudu (Morinda citrifolia L) terus dilakukan oleh

berbagai lembaga penelitian dan Universitas. Tahun 1993, jurnal "Cancer Letter”

melaporkan bahwa beberapa pencliti dani Jepang melakukan riset terhadap 500 jenis

tanaman mengklaim bahwa mercka menemukan zat antikanker {damnacanthal) yang

terkandung dalam Mengkudu (Morind citrifolia L.) (8},

erdasarkan polcnsinya schagai obal antikanker, maka perlu dilakukan uji

kesitotoksikan serbuk buah Mengkudu (Morinda citrifolia L.) menggunakan metode

“Brine Shrimp Lethality Test”. Serbuk buah ini diperoleh dari jus buah yang |



dikeringkan menjadi serbuk, dengan mengeunakan freeze-drier yang selanjutnya bisa
dikemas dalam bentuk kapsul, untuk menutupi bau dari buahnya yang tidak sedap.

“Brine Shrimp Lethality Test” adalah merupakan salah satu metode uji
pendahuluan senyawa antitumor. Walaupun pengujian ini tidak spesifik untuk
aktivitas antitumor tetapi merupakan indikasi sitotoksik yang baik dan menunjukkan
korelasi yang kuat dengan pengujian anmtitumor lainnya. Selain itu metode ini
pengujiannya lebih cepat, murah, mudah dan tidak memerlukan kondisi aseptis (10,
11).

Maksud dan penelitian ini adalah menguji efek sitotoksik dar serbuk buah
Mengkudu (Morinda cirrifolia L) dengan menggunakan metode “Brine Shrimp
Lethality Test”. Adapun tujuan dari penelitian ini adalah untuk menentukan LCsp dai

serbuk buah Mengkudu (Maorinda cirrifolia L.) terhadap larva udang (Ariemia saline

Leach) yang diduga berkaitan dengan sifat antikankernya.
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POLA PENELITIAN

1. 1 Penyiapan Alat dan Bahan
Alat dan bahan yang digunakan dalam penelitian ini disiapkan sesual
kebutuhan,
11. 2 Penyiapan Bahan Penclitian
11,2, 1 Pengambilan Sampel
Sampel buah Mengkudu (Morinde citrifolia L.} yang matang diambil
dari Kabupaten Sinjai sebanyak 10 buah,
11.2.2 Mengolahan Sampel
Sampel dicuci bersih kemudian dikuliti dan dihancurkan selanjutnya
disaring.

11.2.3 Pembuatan Serbuk

Jus buah Mengkudu (Morindd citrifolia L.) dibekukan dalam freezer
kemudian dikeringkan dengan menggunakan alat pengering beku (freeze-drier).

11.2.4 Penyiapan Larva

Telur Udang (Arfenia saling Leach) ditetaskan selama 48 jam sebelum
dilakukan pengujian. Penclasan ini dilakukan dengan cara merendam telur

udang dalam air laut dengan pencrangan dan aerasi. Larva yang berumur 48 jam

digunakan sebagai hewan ujl.
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FOLA PENELITIAN

IL 1 Penyiapan Alat dan Bahan
Alat dan bahan yang digunakan dalam penelitian ini disiapkan sesuai
kebutuhan,
1. 2 Penyiapan Bahan Penclitian
11.2.1 Pengambilan Sampel
Sampel buah Mengkudu (Morinda citrifolic L.} yang matang diambil
dari Kabupaten Sinjai schanyak 10 buah,
11.2.2 Pengolahan Sampel
Sampel dicuci bersih kemudian dikuliti dan dihancurkan selanjutnya
disaring.
11.2.3 Pembuatan Serbuk

Jus buah Mengkudu (Morinedd citrifolia L.) dibekukan dalam freezer
kemudian dikeringkan dengan menggunakan alat pengering beku (freeze-drier).

11.2.4 Penyiapan Larva

Telur Udang (Artentia wuling Leach) ditetaskan selama 48 jam sebelum
dilakukan pengujian. Penctasan i dilakukan dengan cara merendam telur

udang dalam air Jaut dengan penerangan dan aerasi, Larva yang berumur 48 jam

digunakan schagai hewan uji.



11.2.5 Pembuatan Sampel Uji

Serbuk buah dilarutkan dalam air suling untuk mendapatkan konsentrasi
2 mg/ml. Demikian pula dengan scrbuk dari sediaan kapsul, Kemudian dari
larutan stok tersebut dibuat kadar 1, 10, 50, 100, 200, 400, 800, 1000, 1500
pg/ml dengan menggunakan mikropipet lalu ditambahkan air laut masing -
masing 5 ml,

1L 3 Pelaksanaan Uji Sitotolsitas

Larva (A. salina Leach) yang telah berumur 48 jam dimasukkan ke
dalam vial yang berisi larutan sampel dan air laut. Setiap vial serbuk terdapat
1) ckor larva (A, salima Leach) kemudian dicukupkan volumenya dengan air
laut sampai 10 ml dan sclanjutnya disimpan di tempat yang cukup mendapat
sinar lampu.  Pengamatan larva yang mati dibitung setelah 24 jam. Dilakukan
pula uji yang sama terhadap kontrol positil yaitu larutan injeksi Siklofosfamid

dengan konsentrasi 1, 10, 50, 100, 200, 400, 800, 1000, 1500 pg/ml dan kontrol

negatif menggunakan air suling.
IL4 Pengumpulan dan Analisis Data
Data yang diperoleh dani hasil pengamatan ditabulasi dan dihitung
dengan menggunakan analisis probit untuk menghitung LCsy.
I1. 5 Pembahasan Hasil
Pembahasan diuraikan berdasarkan hasil analisis data yang diperolch
dari hasil perhitungan.

L. 6 Pengambilan Kesimpulan

Rerdasarkan pembahasan hasil dapat disimpulkan sitotoksisitas serbuk,
nilai LCsp dibawall 1000 pg/mi dinyatakan sitotoksik dan berpotensi
tikanker sedangkan jika nilai LCse di atas 1000 pe/ml dinyatakan

balhwa jika
scbagai an

tidak sitotoksik (10).
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HL1S Klasifikasi Hewan Wi (17)

Filum - Arthropods
P
Kelas : Crustacene
Sub Kelas . Branchiopoda
Bangsa » Anosirac,
Suku : Antimiidae
Margs . Artemia
Jenis s dArtemia xaling Leach

I1.1.4 Morlologi {14, 15, 16.).
A, Tumbuhan

Mengkudu  adalah  wmbuban  liar  yang  banyak  ditemukan
dipaniai, ladang, ataupun ditanam di pekarangan untuk  sayur ataupun
tumbuhan obat,

Mengkudu merupakan perdu atau pohorn kecil vang tumbuh
membengkok dengan ketmggian 3-8 meter, bercabang banyak dengan
bentuk ranting yang bersegi cmpat,

Daun letaknya berhadapan-hadapan secara bersilang, bertangkai,
bentuknya bulat telur lebar sampai berbentuk elips, panjang, 10-40 cm,
lehar 5-17 cm, tcbal, mengkilap, tepi rata, wjung runcing, pangkal

menyempit, tlang daun menyirip dan wamanya hijau tua,



Bunganya berbentuk bongkol yvang keluar dari ketiak daun dalam
karangan 5-8 cm. Mahkota daun berbentuk tabung yang menyerupai
bentuk terompet, berwarna pietily dan berbau harum.

Buah bertangkai, bentuknya bulat lonjong, berupa buah buni
majemuk yang berkumpul menjadi satu sebagai buah yang besar, panjang
5-10 cm, permukaan tidak rata benjol-benjol, berwarna hijau ketika
mentah dan berwarna kuning pucat/kuning kotor ketika buah telah matang
daging buahnya tcbal dan banvak mengandung air, berbau busuk
menyengatl dengan biji warna cokelat kebitaman,

FHewan uji {14, 18)

Udang Arfenria sodine Leach mengalami beberapa fase hidup,
telapi secara jelas dapat dilihat dalam tiga bemtuk yang sangat berlainan,
yaitu bentuk telur, nauplii dan anemia dewasa. Telur yang baru dipanen
dari alam berbentuk bulat dengan vkuran 0,2-0,3 mm. Telur yang menetas
akan berubah menjadi nauplius.

Nauplius yang baru menetas ini berukuran kurang lebih 300
mikron. Di antara antenula terdapat binik merah yang disebut “oselus”
yarig berfungsi sebagai mata nauplius. Dalam mumﬁuhanny& nauplius
mengalami 15 kali perubahan bentuk yang merupakan satu tlingkatan
hidup, sctelah itu berubah menjadi aremia  dewasa. Waktu yang
diperlukan sampai menjadi artemia dewasa umumnya sekitar 2-3 minggu.

Arnemia dewasa berbentuk silinder dengan panmjang 12-15 mm. Tubuh
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terbagi atas bagian kepala, dada dan perut. Pada bagian kcpala terdapat 2
tangkal mata, 2 antena dan 2 antenula. Dada terbagi atas 12 segmen yang
masing masing mempunyai sepasang kaki renang, Perut terbayi atas 8
segmen. Artemia dapat hidup pada air laut dengan salinitas 10-220 per
mil, subu 25-30°C, pH berkisar antara 7,3-8,4. Artemia dapat tumbuh
cepat pada perairan laut tetapi tidak mempunyai pertahanan tubuh untuk
mampu melawan predator, sehingga artemia selalu dalam keadaan
berbahaya pada perairan dengan salinitas yang masih layak bag
kehidupan organisme kamivora, Namun demikian Aremia mempunyai
mekanisme pertahanan ekologik yang sangat efisien melalui kemampuan
beradaptasi fisiologik terhadap media bersalinitas tinggi yang sedangkan
predator tidak dapat hidup.

Artemia dikenal mempunyai 2 macam cara reproduksi yaitu secara
ovovipar yakni telur yang telah dibuahi menetas menjadi nauplius dan
kemudian dilepas oleh induknya di dalam air. Cara lainnya adalah ovipar
yaitu telur yang telah mencapai stadium grastula yang terbungkus dengan

kulit luar vang relatif tebal dikeluarkan oleh induknya dalam bentuk

kistastelur.
111.1.5 Kandungan Kimia Tumbuhan (8, 14, 16)
Buah mengkudu mengandung alkaloid triterpenoild, scopoletin, acubin,
alizarin, antrakuinon, asam benzoal, asam oleat, asam palmitat, eugenal,

hexanal morindadiol, saranjidiol, morindin, monndon, asam asetal, asam
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butanoat, asam dekanoat, glukos, asam laurat, limonen, asam miristat, asam

nonanoat, asam oktanoat, vitamin ¢,

Selain ity mengandung minyak menguap asam kapron dan asam kaprilat seria

mengandung zal yang dapt mencegah kanke (damnacanthal).

Struk e Dot lial
0O OMe

CHO
OH
0

{3-hidroksi-1 metoksi antrakuinon-2 karboksa Idehid)

HL1.6 Kegunaan Tumbuhan (8, 14, 15)

i, 2

Buah mengkudu digunakan schagai obat batuk, radang amandel,
sariawan, Lekanan darah tinggi, beri-beri, melancarkan kencing, radang ginjal,
radang empaodi, kencing manis, cacingan, sakil pinggang, jantang koroner,
kolesterol, anti kanker, rematik, bronkhitis, sembelit, hepatitis, cacar air,
menghaluskan kulit, antiobesitas, dan meningkatkan stamina,

Uraian Tenlang Serbuk (8, 19, 20)

Serbuk adalah campuran kering bahan obat atau zat kimia yang
dihaluskan, ditujukan vniuk pemakaian oral alau untuk pemakaian luar (19).

Serbuk, bisa dibuat  dari bahan obat  tumbuh-tumbuban  yang
dikeringkan secara alamiah, atau merupakan campuran dua atau lebih unsur
kimia murni yang dibuat serbuk dalam perbandingan tertentu (20).

Proses pembuatan serbukfkapsul mengkudu sebagai berikut : buah

" mengkudu  malang  dikeringkan {pengeringan  beku/freez -dried) sampai

.



1. 3

I

-.n'- H 1 . ’ )
menjadt bubuk atau leping, sclanjuinya dapal  dikemas dalam  bentuk

kapsul (8),
Uraian Tentang Pembelahan Sel (3, 21,22y

Salah satu pabam yang paling berharga dari para biologiwan abad
kesembilan belas adalah batwa scliap sel di bumi ini berasal dari sel yang
telah ada dahulu. Keturunan yang dihasilkan dar reproduksi aseksual secara
penctika identik dengan induk tunggalnya., Kelurunan ini merupakan kion,
Reproduksi aseksual terjadi dengan mitosis. Pada mitosis sctiap kromoson
dalam sel diduplikasi dan mengalami tiga periode sclama interfase. Begitu
mitosis itu lengkap, maka sel mulai den_r_,;a'n penede tumbuh (G1). Hal ini
diikuti dengan periode sintesis DNA (5) dan selama ity kromoson terduplikasi,
Kemudian periade tumbuh kedua (G2) terjadi sebelum mitosis berikutnya (M),
Keempat peniode ini merupakan siklus sel. Seluruh urutan fase dapat

lerselesaikan dalam waktu yang tepat dan sangal beragam bergantung pada tipe

sel, spesies dan sulu.

Dalam beberapa hal, sel kanker mirip sel embrio misalnya dari proses
pembelahan sel (secara milosis sama-sama memulai pada periode tumbuh
(G1), kemudian fase S (sintesis DNA) lalu ke fase tumbuh kedua (G2) sebelum
terjadi mitosis berikutnya). Hal lain, bahwa scl kanker sebagai sel non
difercnsiasi sering memperlihatkan  protein yang  khas dan  terdapal juga

pada perkembangan sel mormal (alla  fetoprotein (AFP) dan  antigen
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karsinocmbrio CFA) Juga sel kanker dan sel normal sama-sama berasal dari sel
yang ada sebelumnya (memiliki hereditas bawaan).

Sedangkan perbedaan sel kanker dari sel normal, diantaranya adalah
bahwa sel normal dalam pertumbuhan dan perkembangannya diatur dan
terkontrol secara genetik, sedangkan sel kanker tidak. Sel kanker bersifat
metastatik (menyebar ke tempat lain dan menimbulkan pertumbuhan baru)
sedangkan sel normal fidak.

Adapun jenis pembelahan sel dibagi 2 yakni : (a) pembelahan secara
mitosis, pembelahan sel setelah duplikasi kromosomnya dimana setiap sel anak
mempunyai kandungan kromosom yang sama persis dengan induknya,
Pembelahan sel ini seing terjadi pada proses fertilisasi. (b) pembelahan sel
secara meiosis ialah pembelahan sel yang berturut-turut dengan hanya satu
duplikasi kromosom yang menghasilkan empat sel yang masing-masing
mengandung setengah jumlah kromosom dari sel induknya. Pembelahan sening
terjadi pada proses diferensiasi.

Perubahan yang tepat yang menyebabkan sebuah sel bersifat kanker
tidak diketahui. Adapun perubahan yang terjadi adalah bahwa sel kanker akan
bermetastik, invasif dan menurun seperti suatu sifat genetika. Beberapa jenis
kanker pada hewan percobaan disebabkan oleh beberapa virus, dan hal ini
dapat juga terjadi pada manusia.

Suatu sel akan terhambat pertumbuhan dan perkembangannya karena

adanya gangguan pada salah satu siklus sel yang esensial, apakah pada fase

— ol




sintesis DNA ffHSE-' 5}1 fase p‘ElﬂhEﬂlUI{ﬂ“ pada mitosis {fagﬂ M} atau ju_gﬂ

penghambatan yang tidak spesifik pada suatu fase tertentu.

IL4 Uji Hayati Produk Bioaktif Alam (1,2,3,9,10)

Penelitian fitokimia saat ini lebih ditekankan pada penelitian untuk
mendapatkan senyawa bioaktif Uji hayati vang digunakan untuk tujuan ini
sebatknya sederhana pengerjaannya, dapat dilakukan dengan cepat, ekonomis
dan menghasilkan korelasi statistik yang vahd dengan bioktivitas yang
diharapkan (10).

Belakang ini telah banyak pengujian sitotoksisitas yang dikembangkan
untuk pencarian produk alam yang potensial sebagai bahan antineoplastik.
Metode pengujian tersebut antara lain “Simple Bench-Top Bioassay (terdin
dari Uji lethal udang renik air asin, “Lemna Minor Bicassay” dan Crown-
Gall Potate Disc Bioassay) dan pengujian pada pembelahan sel telur bulu
babi (1,2).

Berdasarkan pada pemikiran bahwa efek farmakologi adalah
toksikologi sederhana pada dosis yang rendah dan sebagian besar senyawa
antitumor adalah sitotoksik (3), maka digunakan "Brine Shrimp Lethality Test™
sebagai uji pendahuluan senyawa antitumor, Senyawa yang mempunyai
kemampuan membunub larva udang diperkirakan juga mempunyai

kemampuan membunuh sel kanker dalam kultur sel (1).
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Penggunaan Brine Shrimp adalah penwujian letalitas yang sederhana
dan tidak spesifik umuk aktivitas antitumor, tetapi merupakan indikator
sitotoksisitas yang baik dan menunjukkan korelasi yang kuat dengan pengujian
antitumer lainnya seperti uji sitotoksisitas dan uji leukemia tikus. Karena
kesederhanaan prosedur pengerjaan, biaya yang rendah serta korelasinya
terhadap pengujian sitowoksisitas dan pengujian antitumor menjadikan “Brine
Shrimp Lethality Test™ sebagai uji hayati pendahuluan untuk aktivitas
antitumor yaug sesusi Jan dapat dilakukan secara rutin di laboratorium dengan
fasilitas sederhana (9, 10).

“Lemna Minor Bioassay” terutama digunakan sebagai uji pendahuluan
terhadap bahan yang dapar menghambat dan meningkatkan pertumbuhan
tanaman, Dengan pengujian ini dapat diamati bahwa senyawa antitumor alami
juga dapat menghambat pertumbuhan lemna, walaupun korelasinya dengan
pengujian antitumor lainnya kirang haik. Oleh karena itu pengujian ini lebih
iarahkan uniuk mencari herbisida dan stimulan pertumbuhan tanaman yang
baru (1).

“Crown-Gall Potate Disc Bipassay” merupakan metode pengujian
sitotoksisitas yang relatif cepat pengerjaannya. tidak mahal, tidak memerlukan
hewan percobaan sera menunjukkan korelasi yang sangat baik dengan uji
merupakan suatu penyakit neoplastik pada

antitumor lainaya. Crown Gall

rurmbuhan yang disebabkan oleh bakteri gram newatif Agrobacterium

tumefaciens yang gelanjutnya menyebabkan pertumbuhan jaringan tumor

——— e e el
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secara otonom dan tidak dipengarubi olech mekanisme kontrel normal
tumbuhan. Pengujian dilakukan dengan mengukur kemampuan suatu senyawa

dalam menghambat pertumbuban tumor crown gall pada umbi kentang yang

diinfcksikan dengan bakten Agrobacrerinm mmefaciens (1, 2, 10).
Siklofosfamid (2, 23)

Siklofosfamid merupakan obat antikanker dan termasuk salah satu zat
alkilator vang paling banyak digunakan, umumnya dalam bentuk
monohidratnya . Obat ini merupakan obat tak spesifik terhadap siklus sel (2).

Senyawa pengalkilasi (alkilator) adalah senyawa reaktif yang dapal
mengalkilasi DNA, RNA dan enzim-cnzim (erientu. Senyawa ini digunakan
terulama untuk pengobatan kanker pada jaringan limfoid dan sistem
retikuiloendotel  seperti  limposarkoma  dan penyakit Hodgkin, leukimia
limfositif dan meiloma. Efck sampingnya cukup besar yaitu dapat merusak

sumsum tulang, menycbabkan leukopenia  dan  trombositopenia  serta

menckankan kekebalan (23).
Mokanisme kerjanya, yaitu melalui pembentukan senyawa kationik

antara yang tidak stabil, diikuti pemecahan cincin membentuk ion karbonium

reaktif. lon ini bereaksi, melalui reaksi alkilasi, membentuk ikatan kovalen

dengan gUgUSs-BUEUS clektron donor, scperti gugUs-gUEUS karboksilat, amin,

Fosfat dan tiol, yang terdapat pada struktur asam amino, asam nukleat dan
¥ 1

tein, yang sangat dibutuhkan untuk proses biosintesisi sel. Reaksi ini
protein,

e
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meimbentuk  hubungan melintang “(Cross-linking)”  vang  memisahkan
rangkaian DNA dan mencegah mitosis Akibatnya proses pembentukan scl

terganggu dan teadi hambatan pertumbahan sel kanker (23).
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BAR IV

PELAKSANAAN PENELITIAN

IV.l Alat dan Bahan

IV. 1.1 Alat-alat yang digunakan

I3

10.

11.

12,

13.

14,

Aegrator {Biolife)

. Cawan petri

Corong

Erlenmeyer

Freezer

Freeze-dner

Gelas piala

Gelas ukur

Kaca pembesar

Lampu penerangan
Mikropipet (Sacorex)
Timbangan analitik (Chyo)
Pipet tetes

Sendok tanduk

[V 1.2 Bahan-bahan yang digunakan

Adr laut
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sebanyak 37,336 gram dimasukkan dalam plastik kedap udara dan

disimpan dalam freczer, sclanjutnya ditimbang sesuai kebutuhan untuk

membuat sampel wji.
IV.2.4 Penyiapan Larva (9)

Telur udang, (4. safina Leach) schanyak 50 my direndam dalam
wadah vang berisi air laut pada kondisi pH 7-8 di bawah cahaya lampu
pada suhu 25°C, dan dilengkapi acrator, Telur udang akan menetas
selelah 24 jam dan menjadi larva.  Larva yang telah berumur 2 hari
digunakan sebagai hewan uji.

IV.2.5 Pembuatan Sampel Uji (10)

Serbuk buah yang telah ditimbang dilarutkan dalam air suling
hingga diperoleh konsentrasi 2 mg/ml scbagai larutan stok. Untuk
sediaan kapsul, diambil 20 biji lalu serbuknya dicampur, ditimbang dan
dibuat larutan stok dengan konscntrasi 2 mg/ml, Dari larutan stok
tersebut dipipet ke dalam vial masing-masing 5 pl, 50 pl, 250 pl, 500 pl,
1000 ul, 2000 pl, 4000 ul, 5000 pl, 7500 pl, dengan menggunakan
mikropipet, schingga diperolch konsentrasi 1, 10, 50, 100, 200, 400, 800,
1000 dan 1500 pg/ml, lalu ditambahkan 5 ml air laut. Kontrol positif
dibuat dengan menggunakan injeksi siklofosfamid dengan konsentrasi 1,
10, 50, 100, 200, 400, 800, 1000, 1500 pg/ml dan perlakuan yang sama

dengan sampel, sedangkan kontrol negatif menggunakan air suling dalam

air laut.
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IV.3 Pelaksanaan Pengujian (10}

Sebanyak 10 ekor larva udang (4. safing Leach) dimasukkan ke dalam
masing-masing  vial vang bensi larutan serbuk buah, dengan berbagai

honsentrasi, kemudian volumenya dicukupkan sampai 10 ml dengan air laut.

Masing-masing vial ditambahkan ekstrak ragi (3 mg dalam 5 ml air laut)
scbanyak 1-1 teles sebagai sumber makanan, Pengamatan terhadap jumlah larva
yang mati dilakukan setelah 24 jam. Dilakukan pula uji yang sama terhadap
serbuk dan sediaan kapsul, konirol positif larutan injeksi siklofosfamid, dan
kontrol negatil’ menggunakan air suling dalam air laut. Setiap sampel uji dan

kontrol dilakukan replikasi sebanyak 3 kali.
IV.4 Pengumpulan dan Analisis Data

Data dikumpulkan dari hasil pengamatan jumlah larva yang mat setelah
24 jam dari tiap konsentrasi sampel dan konmtrol. Data tersebut selanjutnya

dihitung menggunakan analisis probit untuk memperoleh LC5q

IV.5 Pembahasan Hasil
Pembahasan diuraikan berdasarkan hasil analisis data yang diperoleh

dan hasil perhitungan.

IV.6 Pengambilan Kesimpulan
Berdasarkan pembahasan hasil dapat disimpulkan sitotoksisitas serbuk,

balwa jika nilai LCsp dibawah 1000 pg/ml dinyatakan sitotoksik dan
berpontensi g,eﬂmgui-antikankﬂf sedangkan jika nilai LCgp diatas 1000 pg/mi

dinyatakan tidak sitotoksik (10).
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BADB V
HASIL DAN PEMBAHASAN -

V.1 Hasil Penelitian
Dari data pengamatan kematian larva udang setelah 24 jam periakuan
diperoleh hasil sebagai berikut -
I Nilai LCsp untuk serbuk buah mengkudu (Morinda citrifolia L.) yaitu
81,71 21,73 ig/ml dengan rata-rata kematian larva udang 5,926,
2. Nilm LCsg untuk kapsul buah mengkudu (Morinda citrifolia L.) yaitu
91,03 = 16,78 pg/ml dengan rata-rata kematian larva udang 5,63.
3. Nilai LCsp untuk pembanding positif yaitu 49,71 + 15,13 pg/ml dengan
rata-rata kematian larva udang 6,259,
4. Untuk pembanding negatif tidak ditemukan adanya kematian hewan uji.
Hasil pengamatan selengkspnya ditunjukkan pada tabel 1 (lampiran),

V.2 Pembahasan
Pada penelitian ini dilakukan pengujian sitotoksisitas serbuk buah

mengkudu { AMorinda ciirifolia L.) yang dibandingkan dengan sediaan kapsulnya

yang beredar di masyarakat dengan pembanding positif’ larutan siklofosfamid

dengan konsentrasi [, 10, 50, 100, 200, 400, 800, 1000, 1500 pg/ml dan

pembanding negatif air suling terhadap larva udang Arremia salina Leach,

Pengamatan dilakukan setelah perlakuan selama 24 jam dengan parameter

kematian larva udang.
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Adapun sampel uji yang digunakan yaitu serbuk buah yang dibuat dan
jus buah mengkudu yang matang, dikerimgkan dengan menggunakan pengering
beku. Dilakukan pula uji terhadap kapsul buah mengkudu yang telah beredar di
masyarakatl. Dengan maksud untuk membandingkan efek sitotoksisitas antara
serbuk yang dibuat langsung dari buahnya dengan serbuk dari sediaan kapsul.

Penggunaan pembanding negatil’ air suling dimaksudkan untuk melihat
apakah respon kematian larva udang benar-benar berasal dari sampel uji dan
bukan dischabkan olch faktor tcknis perlakuan, Adapun air suling digunakan
schagai pembanding negatif karena sampel wii dilarutkan dalam air suling.

Siklofosfamid yang merupakan obat antikanker digunakan sebagai
pembanding positif dengan maksud untuk melihat apakah respon kematian dari
hewan air benar-benar disebabkan oleh bahan kimia yang berkhasiat antikanker.
Juga untuk melihal tingkat kesitoloksikan dari sampel uji dibandingkan terhadap
tingkal kesitotoksikan dari siklofoslamid.

Penclitian ini merupakan, penclitian sccard in vitro yang dimaksudkan
pendahuluan sitotoksisitas dari serbuk dan sediaan kapsul buah

schagai uji

mengkudu { Morinda citrifolia L. ) yang dapat dijadikan sebagai informasi awal

dalam pengujian efck antitumor sceara in vitro lanjutan terhadap sel tumor yang
alam
lebth spesifik.

Uii sitotoksisitas dari cerbuk buah mengkudu ini dibubungkan dengan
n |
fek  antikanker/antitumor karena pada umumnya obat antikanker bersifat
I anti

s toksike  dan ujl sitotoksik merupakan uji pendahuluan untuk senyawa
silotoks:
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antitumor. - Proses  perkembangan  dari tclur menjadi larva udang dapat
diasumsikan sama dengan pembelahan pada sel kanker, Sehingga apabila sampel
wjii dapat menghambat pertumbaban dar larva udang dalam hal ini dapat

mematikan  larva udang maka diperkirakan juga mempunyai kemampuan

menghambat/membunuh sel kanker,

Sampel uji dan pembanding positif dibuat dengan konsentrasi 1, 10, 30,
100, 200, 400, 800, 1000, 1500 j/ml ini dimaksudkan untuk melihat variasi
respon yang diberikan dibawah dan, diatas konsentrasi 1000 pg/ml dan diujikan
pada hewan uji larva udang Ariemia salina Leach berumur 48 jam, karena pada
umur terscbut Artemia salima Leach mengalami pertumbuhan yang cepal
schingga diasumsikan sebagai pertumbuhan sel yang abnormal. Sebanyak

masing-masing 10 ekor untuk tiap konsentrasi, sampel diujikan dengan

parameter kematian setelah 24 jam dan diulang sebanyak 3 kali, dan ke dalam

vial diberikan | tetes ragi untuk mengoplimalkan hasil yang diperoleh.
Efck sitotoksisitas dari masing-masing sampel dapat ditentukan dengan

melihat LCsg-nya dari perhitungan data kematian larva udang Artemia saling

Leach menggunakan metode analisis probit (lihat lampiran 1 dan 2).

Hasil perhitungan LCso pada tabel | diperoleh bahwa tingkat

sitotoksisitas antara serbuk dan sediaan kapsul tidak berbeda jauh, tetapi LCsp

dari serbuk lebih kecil dibandingkan dengan LCsp dan sediaan kapsul, berarti

serbuk lebih sitotoksik dibanding scdiaan kapsul, hal ini mungkin dipengaruhi

olch proses pengemasatl dari sediaan kapsul tersebut.
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Bila dibandingkan antara kedua sampel uji tersebut dengan pembanding positif
siklofosfamid maka nilai respon pembanding positif jauh lebih besar terhadap
larva  udang (tingkat sitotoksisitasnya jauh lebih besar) vakni LCsg
kecil, hal ini disebabkan karena sikiofosfamid merupakan senyawa murni.

Hasil perhitungan data secara statistik dengan rancangan faktorial pada,
jumiah kematian larva udang dari tiap sampel terhadap beberapa konsentrasi
memperlihatkan adanya pengaruh yang sangat nyata. Hal ini dapat dilihat dari
harga F hitung vang lebih besar dari F tabel pada taraf 1 % dan 5 % (lihat
Jampiran 3). Jadi terdapat pengaruh pemberian sampel dan variasi konsentrasi
terhadap jumlah kematian larva udang, Analisis lanjutan dengan uji jarak beda
nyata Duncan terhadap sampel uji, memperlihatkan perbedaan vang tak nyata
(x5) amara serbuk dan sedigan kapsul, Hal ini menunjukkan bahwa serbuk
sediaan kapsul, mempunyal tingkat kesitotoksikan yang tidak her_hada_ Bila
dibandingkan antara serbuk terhadap siklofosfamid memperlihatkan perbedaan
vang tidak nyata (NS). Bila dibandingkan antara sediaan kapsul terhadap

siklofosfamid memperlihatkan perbedaan yang sangar nyata ($8), hal i

menunjukkan bahwa tingkat kesitotoksikan antara kapsul dengan siklofosfamid

berbeda.

Rerdasarkan nilai LCsp dari serbuk dan sediaan kapsul buah, menghkudu

( Morinda citrifolia L) serta pembanding, positif (Siklofosfamid) maka dapat

diketahui bahwa sampel ull bersifat sitotoksik terhadap larva udang Artemia
] o E

serling Leach.
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BAR VI |
KESIMPULAN DAN SARAN Rl A
ot o

VLI Kesimpulan

Berdasarkan  hasil penclitian  dun  hasil perhitungan  data  dapal

disimpulkan bahwa berdasarkan nilai LCw dari serbuk buah (31,71 & 21,73
pg/ml), sediaan kapsul (91,03 + 16.87 Hefml) dan siklofosfamid (49, 72, + 15,
13 pg/ml) maka serbuk dan sediaan kapsul buah mengkudu (Moride eitrifolic
L.} dapat mencegah pertumbuhan sel kanker (sitotoksik),
Y0L2 Saran
Periu  dilakukan pcngu_ii_:m sitotoksisitas dengan menggunakan  sel

kanker (cecll - ling),
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