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ABSTRAK

Telah dilakukan uji toksisitas ekstrak metanol herba Keladi Tikus (Typhoninm
divaricatum Decne) dengan metode wji letal udang renik air asin menggunakan larva
udang Artemia salina Leach, Pengujian ini merupakan salah satu metode untuk uj
pendahuluan efek sitotoksik dengan hewan uji larva udang vang pertumbuhannya
sangat pesat., Penelitan i meliputi pengamatan kematian larva udang setelah
perlakuan dengan ekstrak metanol selama 24 jam dalam beberapa konsentrasi dengan
penentuan LCsq,

Penelitian ini bertujuan untuk menguji adanya efek toksik dari ekstrak metanol
herba keladi tikus terhadap larva udang Artemia saling Leach yang diduga berkaitgn
dengan efek sitotoksiknya,

Ekstrak metanol kental dilarutkan dalam air laut yang sebelumnya telah
dilarutkan dalam metanol 1% dan dibuat dalam konsentrasi berturut-turut 1,10, 50,
100, 200, 400, 800, 1000, 1500 pp/ml serta metanol 1% dalam air laut sebagai
pembanding negatif’ dan larutan siklofosfamid dengan konsentrasi berturut-turut 1,10,
50, 100, 200, 400, 800, 1000, 1500 pg/ml sebagai pembanding positif -Untuk tiap
konsentrasi digunakan 10 ekor larva udang dan dilakukan pengulangan sebanyak 3
kali,

Hasil penelitian berupa data jumlah larva udang yang mati dan dihitung dengan
metode grafik probit log konsentrasi diperoleh nilal LCsq yaitu 84,14 + 18,40 pg/ml

dan larutan siklofosfamid 64,71 + 14.45 pg/ml sedangkan pada pembanding negatif



i

tidak terdapat larva udang yang mati.
Berdasarkan nilai LCsg vang diperoleh maka dapat disimpulkan bahwa ekstrak
metanol herba keladi tikus (Typhonivm divaricatum decne.) bersifat toksik terhadap

larva udang dimana sifat toksik ini diduga berkaitan dengan efek sitotoksiknya.



ABSTRACT

A research concerning the toxicity of methanol extract of Rodent Tuber
(Typhronium divaricatum Decne) herb using brine shnmp lethality test has been
conducted. This test is one of the methods for preleminary tests of cytotoxicity effect
using well grown brine shrimp as the experimental animal . This research included the
observation of mortality on brine shrimp nauplii {Arfemia salina Leach) after treated
with the extract for 24 hours and determination LCsy for each extract.

The aim of this research is to examine the toxicity effect of methanol extract
from rodent tuber herb (Tvphonivm divaricatum Decne) over brine shnmp (Artemia

saling Leach), which was assumed to be related to its toxicity effect by determine the

L]

LCsp of the extract.

The concentrated methanol extract was dissolved into sea water that was pre-

dissolved in methanol 1% , and made in concentrations of 1,10, 50, 100, 200, 400,
800, 1000, 1500 pg/ml respectively; methanol 1% in sea water used as a negative
control, and cyclophosphamide solution in concentration of 1, 10, 50, 100, 200, 400,
800, 1000, 1500 pug/ml respectively as positive controls. Ten brine shrimp was used
for each and three replications were proceed,

The number of dead brine shrimp were caalculated wusing probit log
concentration method, to obtain LCsy value, which is 84,14 + 1840 pg/ml for
methanol extract and 64,71 £ 14,45 pg/ml for cyclophosphamide solution. However,

no brine shrimp dead was found in the negative control.

viii



no brine shrimp dead was found in the negative control.
According to LCsg value, it was concluded that the methanol extract is toxic to
the brine shrimps where as this toxicity property was assumed to be related to its

cytotoxicity effect.
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BAB 1

PENDAHULUAN

Dewasa ini kanker diperkirakan sebagai penyakit nomor tiga penyebab
kematian di Indonesia, oleh karena itu pengobatan kanker semakin bertambah
penting akhir akhir ini. Kebanyakan penderita kanker sekarang menerima beberapa
bentuk pengobatan, meskipun dalam banyak kasus hanya untuk meringankan
penyakit saja. Pengobatan kanker dengan kemoterapi menghadapi beberapa kendala,
antara lain mahalnya harga obat dan banyak efek samping yang ditimbulkan seperti
rambut rontok, mual, hilangnya nafsu makan, sehingga perlu dicari pengobatan
alternatif lain . .

Obat tradisional merupakan salah satu warisan budaya bangsa yang perlu
diteliti dan dikembangkan serta dimanfaatkan secara maksimal. Salah satu
tumbuhan obat yang telah digunakan secara tradisional ~ adalah  herba
keladi tikus (Typhonium divaricatum Decne) Tanaman ini telah digunakan oleh
masyarakat di Malaysia untuk mengobati beberapa macam penyakit kanker
diantaranya kanker payudara, kanker hati, kanker lambung, kanker pankreas, kanker
usus, kanker mulut rahim (1). Walaupun ada beberapa literatur yang mengatakan
tanaman ini beracun (1)) tetapi menurut keterangan dari Yayasan Cancer Care Jakarta
cairan tanaman tidak bersifat racun sehingga aman untuk dikonsumsi, dan cairan
tanaman ini dapat membantu mengatasi efek samping dari kemoterapi seperti rambut

rontok, mual, dan hilangnya nafsu makan Berdasarkan hal tersebut maka perlu



dilakukan uji sitotoksik terhadap tanaman keladi tikus sebagai suatu upaya untuk
pengembangan tanaman ini sebagai obat antikanker,

Uit lethal udang renik air asin merupakan salah satu metode pengujian bahan
yang bersifat sitotoksik dengan mengunakan hewan uji larva udang Arfemia salina
Leach Bahan yang mempunyai letalitas terhadap larva udang diperkirakan
mempunyai kemampuan untuk membunuh sel kanker dalam kultur sel (2). Walaupun
metode pengujian ini tidak spesifik terhadap aktivitas bahan antitumor (3), namun
dapat dikatakan mempunya kolerasi yang positif dan pengujiannya lebih cepat,
murah, mudah dan tidak memerlukan kondisi aseptis (4)

Tujuan penclitian ini adalah untuk menguji adanya efek toksik dari ekstrak
metanol herba keladi tikus terhadap larva udang Arfemia salina Leach yang diduéa.

berkaitan dengan efek sitotoksiknya dengan menentukan LCsq dari ekstrak tersebut,



BAEB I

POLA PENELITIAN

L1 Penyiapan Alat dan Bahan
Alat dan bahan yang digunakan dalam penelitian disiapkan sesuai
kebutuhan.
1.2 Penyiapan Bahan Penelitian
I1.2.1 Pengambilan Sampel
Sampel herba keladi tikus Typhonivm divaricatum Decne diambil
di wilayah Sidoarjo Jawa Timur.
11.2.2 Pengolahan Sampel
Sampel dibersihkan dan diangin anginkan, lalu dipotong kecil-kecil
dan dikeringkan.
11.2.3 Ekstraksi Sampel
Sampel diekstraksi secara maserasi menggunakan pelarut metanol,.
Dan ekstrak yang diperoleh dipekatkan dengan rotavapor .
I1.2.4 Penyiapan Larva
Telur A. salina Leach ditetaskan 48 jam sebelum pelaksanaan
pengujian dengan cara merendam telur udang dalam air laut dengan
penerangan dan aerasi, Larva yang berumur 48 jam digunakan sebagai

hewan uji



11.2.5 Pembuatan Sampel Uji
Ekstrak metanol kental yang diperoleh dilarutkan dengan pelarut
yvang sesual untuk mendapatkan konsentrasi 2 mg/ml, kemudian dan
larutan stok tersebut dibuat kadar 1,10,50,100,200.400,800,1000,1500
ug/ml dengan memipet larutan stok dengan mikropipet, kemudian pelarut
divapkan dan ditambahkan air laut masing masing 5 ml.
IL3 Pelaksanaan Uji Toksisitas
Larva udang yang telah berumur 48 jam dimasukkan ke dalam vial yang
bensi ekstrak metanol dalam air laut. Setiap wvial ekstrak terdapat 10 ekor larva
udang, kemudian dicukupkan volumenya sampai 10 ml dengan air laut dan
disimpan pada tempat yang cukup mendapat sinar lampu. Pengamatan jumlah
larva yang mati dihitung setelah 24 jam. Dilakukan pula uji yang sama terhadap
larutan kontrol negatif yaitu metanol 1% dan kontrol positif yaitu larutan
siklofosfamid,
IL4 Pengumpulan dan Analisis Data
Data yang diperoleh dianalisis menggunakan analisis probit untuk
menghitung LCs; (4,5).
1.5 Pembahasan Hasil

Pembahasan diuraikan berdasarkan hasil yang diperoleh dari analisis data,



1L.6. Pengambilan Kesimpulan
Berdasarkan pembahasan hasil disimpulkan toksisitas dan ekstrak metanol
bahwa bila harga LCsp di bawah 1000 pg/ml dinyatakan toksik dan berpotensi
sebagai antikarsinogen sedangkan bila harganya di atas 1000 pg/ml dinyatakan

tidak toksik (4).



BAB 111
TINJAUAN PUSTAKA
LT Uraian Umuom
1.1 Klasifikasi
A. Tumbuhan (7)
Kerajaan : Plantae
Divisi . Spermatophyta

Anak divisi; Angiospermae

Kelas - Monocotyledonae
Bangsa  : Aracales
Suku . Araceae

Marga  : Typhonium

Jenis . Typhonium divaricatum Decne
B. Hewan uji ( 8)

Filum - Arthopoda

Kelas : Crustaceae

Anak kelas: Branchiopoda

Bangsa  : Anostraca

Suku : Artemiidae

Marga . Artemia

Jenis - Artemia saling Leach



11.1.2 Morfologi
A. Tumbuhan (9,10)

Terna menahun, tinggi 10 hingga 45 cm, batang di atas
tanah, tumbuh mulai dari dataran rendah hingga + 1000 m di atas
permukaan laut di tempat terbuka (tersinari matahari) ataupun
agak rindang yang biasanya lembab. Kelopak bunganya berbentuk
tikus pada waktu mekar, bunganya berwama putih. Daun
berwamna hijau halus, ujungnya berbentuk ujung anak panah yang
melebar. Batang daun berwarna hijau keputih putihan. Akarnya
membesar seperti umbi dan berwarna putih,

B. Hewan uji(8,11)

Udang Artemia safina Leach mengalami beberapa fase
hidup, tetapi secara jelas dapat dilihat dalam tiga bentuk vang
sangat berlainan, yaitu bentuk telur, nauplii dan artemia dewasa.
Telur yang baru dipanen dan alam berbentuk bulat dengan ukuran
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 bintik merah yang disebut
“pselus” yang berfungsi sebagai mata nauplivs.  Dalam
pertumbuhannya nauplius mengalami 15 kali perubahan bentuk

yang merupakan satu tingkatan hidup, setelah itu berubah menjadi



artemia dewasa, Wakiu vang diperlukan sampai menjadi arlemia
dewasa umumnya sckitar 2-3 min Bgu. Artemia dewasa berbentuk
silinder dengan panjang 12-15 mm. Tubuh terbagi atas bagian
kepala, dada dan perut. Pada bagian kepala terdapat 2 tangkai
mata, 2 antena dan 2 antenula. Dada terbagi atas 12 segmen vang
masing masing mempunyai sepasang kaki renang. Perut terbagi
atas B segmen, Artemia dapat hidup pada air laut dengan salinitas
10-220 per mil dengan suhu 25-30°C dengan pH berkisar antara
7.3-84. Antemia dapat tumbuh cepal 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 bagi kehidupan
organisme karmivora. Namun demikian Aremia mempunyai
mekanisme pertahanan ekologik yang sangat efisien melalui
adaptasi fisiologik terhadap media bersalinitas tinggi di mana
predator tidak dapat hidup.,

Artemia dikenal mempunyai 2 macam reproduksi vaitu
secara ovovipar di mana telur yang telah dibuahi menetas menjadi
nauplius dan kemudian dilepas oleh induknya di dalam air. Cara
lainnya adalah ovipar vaitu telur yang telah menecapai stadium
grastula yang terbungkus dengan kulit luar yang relatif tebal

dikeluarkan oleh induknya dalam bentuk kista‘telur.



I11.1.3 Nama Daerah Tumbuhan (9)
Indonesia : Kelad tikus
Sunda : 1leus, Ki babi
Jawa . Trenggiling mentik
Ternate : Gofu, sepa

I11.1.4 Kandungan kimia Tumbuhan (2)

Tanaman dari Suku Araceae sebagian besar mengandung
sianida

111.1.5 Kegunaan tumbuhan (1,10}

Selain untuk kanker, tanaman keladi tikus juga bermanfaat
untuk penyembuham penyakit sinusitis, hepatitis, wasir, sakit
pinggang, otot dan persendian, perdarahan usus, kesemutan, biang
kerngat.

I11.2 Metode Ekstraksi
Tujuan ekstraksi adalah untuk menank komponen kimia dalam
tanaman/simplisia. Ekstraksi adalah pemisahan senyawa aktif dari tanaman atau
jaringan hewarn, dari komponen inaktif atau inert dengan menggunakan pelarut

yang selektif (12).
Maserasi merupakan jenis ekstraksi sederhana yang dilakukan dengan
cara merendam bahan simplisia dalam cairan penyar. Cairan penyari akan
menembus dinding sel dan masuk ke dalam rongga sel yang mengandung zat

aktif Zat aktif akan larut dan adanya perbedaan konsentrasi antara larutan zat



aktif di dalam sel dengan yang di luar sel, maka zat akuf (zal terlarut) ditarik
keluar, Peristiwa tersebut terjadi berulang kali hingga terjadi keseimbangan
konsentrasi antara larutan di luar dan di dalam sel (12,13).

Maserasi umumnya dilakukan dengan cara 10 bagian simplisia dengan
derajat halus tertentu dimasukkan ke dalam suatu bejana, kemudian dituangi
dengan 75 bagian cairan penyari, ditutup dan dibiarkan selama 5 hari di tempat
yang terlindung dan cahaya sambil sekali-sekali diaduk (12).

Pada penyarian dengan cara maserasi , perlu dilakukan pengadukan.
Pengadukan diperlukan untuk meratakan konsentrasi larutan di luar butir
serbuk simplisia , schingga dengan pengadukan tersebut tetap terjaga adanya
derajat perbedaan konsentrasi yang sekecil kecilnya antara larutan didalam sel
dengan diluar sel (12).

I11.3 Uraian Tentang Toksisitas
[11.3.1 Toksisitas

Toksisitas adalah efek berbahaya dari bahan kimia atau suatu
pbat pada organ target (14). Umumnya setiap senyawa kimia
mempunyai potensi terhadap timbulnya gangguan atau kematian jika
diberikan kepada organisme hidup dalam jumlah yang cukup. Paracelsus
pada tahun 1564 telah meletakkan dasar penilaian toksikologis dengan
mengatakan bahwa senyawa kimia pada hakekatnya adalah racun, hanya

dosis yang membedakan antara obat dan racun (16).



I

Bahan-bahan vyang dapat bersifat toksik antara lain zat
tambahan dan pencemar pada makanan (seperti pewama, pengawel,
pemanis, antioksidan, bumbu penyedap, dan lain lain ), pestisida (seperti
insektisida, herbisida, fungisida, dan lain lain ), logam-logam, terutama
logam beral, zat kimia industri dan obat-obatan sera pencemar
lingkungan (16).

Efek toksik yang terjadi sangat bervariasi dalam sifat, organ
sasaran mupun mekanisme kerjanya. Efek toksik dapat bersifat ;

- Lokal : yaitu hanya terjadi pada tempat bahan toksik bersentuhan
dengan tubuh, misalnya pada saluran pancemnaan, bahan korosif pada
kulit, iritasi gas atau uap saluran napas.

. Sistemik : terjadi hanya setelah toksikan tersekap dan tersebar ke
bagian tubuh lain. Umumnya toksikan hanya mempengaruhi sat
atau beberapa organ saja.

- Reversibel, bila efek yang ditimbulkan dapat hilang dengan
sendirinya atau dapat hilang beberapa waktu setela pemaparan
toksikan terhenti,

_ [rreversibel, yaitu efek yang menetap atau justru bertambah parah
setelah pemaparan toksikan terhenti. Efek ini dapat dihasilkan pada

pemaparan pada waktu yang lama atau dengan kadar toksikan yang

tinggi( 18).



12

T11.3.2 Konsentrasi Letal Tengah (LCs)

Pengertian vang paling sederhana tentang LDsy adalah dosis
dari suatu senyawa kimia yang dapat menyebabkan 50% kematian
hewan percobaan ( 14,17). Pengertian yang lebih tepat adalah dosis
tunggal vang diperoleh secara statistik dari suatu bahan yang dapat
menyebabkan 50% kematian hewan percobaan (14). Istilah LDso
digunakan untuk perlakuan secara oral dan injeksi sedangkan LCso
digunakan untuk perlakuan secara inhalasi atau percobaan toksisitas
dalam media air(18).

Nilai LDsp yang diperoleh dapat digunakan untuk menentukan
tingkat toksisitas suatu bahan kimia dan menentukan indeks terapi ya’:ﬁl
dengan membagi LDs dengan EDsy. Dosis tunggal yang diperoleh
secara statistikyang dapat menimbulkan efek yang diharapkan pada 50%
hewan percobaan disebut “Median Effective Dose” (EDso). Makin tingg!
indeks terapi, makin besar batas keamanan obat atau bahan kimia
tersebut, Selain itu nilai LDso dapat digunakan sebagai pedoman tingkat
keamanan suatu obat pada pengembangan obat baru (14.17).

Penentuan LDss dapat dilakukan dengan beberapa cara, antara
lain dengan grafik probit log konsentras, metode grafik, perhitungan
secara matematika ataupun menggunakan metode Reed dan Muench
(14,17,18). Penentuan dengan metode grafik probit log konsentrasi

dilakukan dengan menempatkan persentase respon dari tiap kelompok
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hewan pada ordinat dan logaritma dosis obat yang diberikan sebagai
absis. Persentase respon (angka kematian) tersebut dapat dikonversikan
menjadi probit, di mana notasi probit adalah 5+ simpangan baku. Nilas
LD ditentukan dengan membuat grafik hubungan antara probit dan
logaritma dosis yang merupakan garis lurus, di mana dari garis lurus
tersebut akan diperoleh logaritma LDsp yang selanjutnya diubah menjadi

LDsy (14,17).

114 Uji Hayati Produk Bioaktif Alam

Penelitian fitokimia saat ini lebih ditekankan pada penelitian untuk
mendapatkan senyawa bioaktif. Uji hayati yang digunakan untuk tujuan im'.
sebaiknya sederhana pada pengerjaanya, dapat dilakukan dengan cepat,
ekonomis dan menghasilkan korelasi statistik yang valid dengan bioaktivitas
yang diharapkan {6).

Belakangan 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 (terdiri dani Uji {ethal udang renik air asin, “Lemna Minor Bioassay”
dan Crown-Gall Potato Disc Bioassay) dan pengujian pada pembelahan sel
telur bulu babi (2,3]

Dengan berdasarkan pada pemikiran hahwa efek farmakologi adalah
toksikologi sederhana pada dosis yang rendah dan sebagian besar semyawa

antitumor adalah sitotoksik (15), maka digunakan “Brine Shrimp Lethality
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Test” sebagai uji pendahuluan senyawa antitumor . Senyawa yang mempunyal
kemampuan membunuh larva udang diperkirakan juga mempunyal kemampuan
membunuh sel kanker dalam kultur sel (2).

Pengujian Brine Shrimp adalah pengujian letalitas yang sederhana dan
tidak spesifik untuk aktivitas antitumor, tetapi merupakan indikator
sitotoksisitas yang baik dan menunjukkan korelasi yang kuat dengan pengujian
antitumor lainnya seperti wji sitotoksisitas dan uji leukemia tikus. Karena
kesederhanaan produser pengerjaan, bizya yang rendah serta korelasinya
terhadap pengujian sitotoksisitas dan pengujian antitumor menjadikan “Brine
Shrimp Lethality Test” sebagai uji hayati pendahuluan untuk aktivitas
antitumor yang sesuai dan dapat dilakukan secara rutin di laboratorium dengan
fasilitas sederhana (4.6).

«q emna Minor Bioassay” terutama digunakan sebagai uji pendahuluan
terhadap bahan yang dapat 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 kurang baik. Oleh karena itu pengujian ini lebih

diarahkan untuk mencari herbisida dan stimulan pertumbuhan tanaman yang

uCrown-Gall Potato Disc Bioassay” merupakan metode pengujian
sitotoksisitas yang relatif cepat pengerjannya, tidak mahal, tidak memerlukan

hewan percobaan serta menunjukkan korelasi yang sangat baik dengan uji
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antitumor lainnya. Crown Gall merupakan suatu penyakit neoplastik pada
tumbuhan yang disebabkan oleh bakteri gram negatif Agrobacterium
tumefaciens yang selanjutnya menyebabkan pertumbuhan jaringan tumor
secara otonom dan tidak dipengaruhi oleh mekanisme kontrol normal
tumbuhan, Pengujian dilakukan dengan mengukur kemampuan suatu semyawa
menghambat pertumbuhan tumor crown gall pada umbi kentang yang
diinfeksikan dengan bakteri Agrobacterium tumefaciens (2,3,6)

Pengujian pembelahan sel telur bulu babi dilakukan dengan
mengamati penghambatan pembelahan sel telur oleh suatu senyawa , dimana
secara normal pembelahan sel telur tersebut terjadi dengan cepal. Kmnm
dari metode ini adalah pengerjaannya yang relatif cepat, tidak memerlukan
Lultur sel serta peralatan dan metode khusus. Seperti sel kanker, embrio bulu
babi juga mempunyal sensitifitas selektif terhadap obat schingga pengujian
dengan cara ini menjadi metode yang layak bagi penentuan bahan yang akan
dievaluasi lebih lanjut dari kemampuan antineoplastiknya dengan pengujian
secara in vivo (19, 20, 3).

1.5 Siklofosfamid (15)

Dalam penelitian in, siklofosfamid yang merupakan obat antikanker
digunakan sebagai pembanding positif Siklofosfamid merupakan salah satu
alkilator yang  paling banyak digunakan, —umMUMOYa dalam bentuk
monohidratnya . Obat ini merupakan obat tak spesifik terhadap siklus sel.

Berbagai alkilator menunjukkan cara kerja yang sama Yyaitu melalui
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pembentukan intermediet yang sangat reaktif yang selanjutnya membentuk
ikatan kovalen dengan berbagai nukleofilik penting tubuh misalnya fosfat,
amino, sulfhidrl, hidroksil, karboksil atau gugus imidasol. Efek sitostatik
maupun efek sampingnya berhubungan langsung dengan terjadinya alkilasi
DMNA ini.

Siklofosfamid adalah pilihan utama dan sangat efektif terhadap
penyakit Hodgkin stadium III dan IV, neuroblastoma pada anak serta limfoma
non Hodgkin. Siklofosfamid merupakan “pro drug” sehingga efeknya
dipengaruhi oleh penghambat atau perangsang enzim metabolismenya.
Sebaliknya obat ini merangsang enzim mikrosom sehingga dap;ni

mempengaruhi aktivitas obat lain.



BAR IV

PELAKSANAAN PENELITIAN

IV.l Alat dan Bahan

IV.1.1 Alat alat yang digunakan

1.

.

8.

2.

Aerator

Batang pengaduk

. Cawan porselin

Corong

Gelas piala
Gelas ukur
Kaca pembesar
Mikropipet

Meraca analitik

10. Pipet tetes

11. Rotavapor

12. Seperangkat alat maserasi

13. Timbangan

14. Vial

[V 1.2 Bahan bahan yang digunakan

1.

Ajr laut

2. Air suling
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(Socorex)

(Sartorius)

(Sartorius)

(O’ hauss)
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3. Ekstrak ragi it

4. Larutan Siklofosfamid untuk injeksi ~ (Neosar®200 mg)
(Farmitalia Carlo Erba)
5. Kertas pH universal
6, Kertas sanng
7. Metanol (teknis)
8 Herba Keladi Tikus (Typhonium divaricatum Decne)
9. Telur udang A.salina Leach (Mackay Marine Co.Inc)
V.2 Penyiapan Bahan Penelitian
IV.2.1 Pengambilan Sampel .
Sampel herba keladi tikus (Tvphonium divaricatum Decne)
diambil dari wilayah Kabupaten Sidoarjo, Jawa Timur,
IV.2.2 Pengolahan Sampel
Contoh dibersihkan dengan air kemudian dikeringkan dengan
cara diangin-anginkan pada cahaya matahari tidak langsung di tempat
yang terlidung dari cahaya matahari . Setelah kering, bahan diserbukkan

dengan derajat halus 4/18.

IV.2.3 Ekstraksi Sampel
Sehanyak 500 gram cerbuk herba kenng diekstraksi secara

asi dengan 2 liter metanol selama 3 kali lima hari. Ekstrak metanol
maser

lkan dan diuapkan dengan rotavapor hingga diperoleh ekstrak
dikumpu

—_— i
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kental, selanjutnya ditimbang sesuai kebutuhan untuk membuat sampel
uji,

1V.2.4 Penyiapan Larva (4)

Sebanyak 50 mg telur A.salina Leach, direndam dalam 200

ml air laut pada kondisi pH 7-8 di bawah cahaya lampu dan suhu 25°C,
dan dilengkapi dengan aerator. Telur udang akan menetas setelah 24 jam
dan menjadi larva. Larva yang telah berumur 2 hari digunakan sebagai
hewan uji aktivitas ketoksikan,

[V.2.5 Pembuatan sampel uji (4)

Ekstrak kental yang telah ditimbang dilarutkan dengan pelarutnya
hingga diperoleh onsentrasi 2 mg/ml sebagai stok. Dan sediaan tersebut
dipipet ke dalam vial masing masing 5 pl, 50 ul, 500 pl, 1000 pl, 2000 pl,
4000 pl, 5000 pl dan 7500 ul dengan mengeunakan mikropipet,
kemudian pelarutnya diuapkan lalu ditambahkan 5 ml air laut. Dari
prosedur ini diperoleh konsentrasi masing-masing 1, 10, 50, 100, 200,
400, §00, 1000, dan 1500 pg/ml. Untuk ekstrak yang tidak larut dalam air
laut, sebelumnya dilarutkan dalam metanol sebanyak 1 %. Kontrol positif
dibuat dengan menggunakan larutan siklofosfamid untuk injeksi dengan
konsentrasi dan periakuan yang sama dengan sampel, sedangkan kontrol
negatif dibuat dengan menambahkan metanol sebanyak 1% ke dalam air

laut.
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1V.3 Pelaksanaan Pengujian (4)

Ke dalam masing masing vial yang berisi ekstrak metanol seria larutan
kontrol dengan berbagai konsentrasi dimasukkan 10 ekor larva udang A.saling
Leach dan volumenya dicukupkan sampai 10 ml dengan air laut, Ke dalam tiap
vial ditambahkan 1 tetes suspensi ekstrak ragi ( 3 mg dalam 5 ml air laut)
sebagai sumber makanan. Setelah 24 jam dilakukan pengamatan terhadap
jumlah larva yang mati. Untuk tiap sampel uji dan kontrol dilakukan replikasi
sebanyak 3 kalu.

IV.4 Pengumpulan dan Analisis Data

Data dikumpulkan dari hasil pengamatan jumlah farva yang mati dari
tiap konsentrasi sampel dan kontrol setelah 24 jam. Data tersebut selanjutnuya
dianalisis secara analisis probit untuk memperoleh LCs, dengan melihat grafik
hubungan jumlah larva mati vs konsentrasi sampel.

V.5 Pembahasan Hasil

Pembahasan diuraikan berdasarkan hasil yang diperoleh dari analisis

data.

V.6 Pengambilan Kesimpulan
Berdasarkan pembahasan hasil disimpulkan toksisitas dari ekstrak

metancl bahwa bila harga LCso di bawah 1000 pg/mi dinyatakan toksik dan

berpotenst sebagai antikarsinogen sedangkan bila harganya di atas 1000 pg/ml

dinyatakan tidak toksik (4)



BAB V
HASIL DAN PEMBAHASAN

V.1 HASIL PENELITIAN

Hasil ekstraksi secara maserasi dari 500 g sampel herba keladi tikus
segar (Iyphonium divaricatum Decne) diperoleh ekstrak 30,1 g dalam bentuk
ekstrak kental.

Ekstrak metanol, pembanding positif larutan siklofosfamid dalam
konsentrasi 1, 10, 50, 100, 200, 400, 800, 1000, 1500 pg/ml, bersama
pembanding negatif metanol 1% diujikan terhadap hewan wji larva udang
Artemia salina Leach dengan parameter kematian setelah 24 jam pariaku{m
sebagai respon toksisitas diperoleh hasil seperti pada tabel 1.

V.2 Pembahasan

Pada penelitian ini dilakukan pengujian toksisitas ekstrak metanol dan
herba keladi tikus (Typhonium divaricatum Decne) dengan pembanding positif
larutan siklofosfamid dan pembanding negatif metanol 1% terhadap larva udang
Artemia salina Leach Pengamatan dilakukan setelah perlakuan selama 24 jam
dengan parameter kematian larva udang.

Proses ekstraksi digunakan metode maserasi dengan pelarut metanol
yang bersifat semipolar untuk menarik komponen komponen kimia yang bersifat

polar dan non polar. Metode maserasi digunakan karena struktur herba yang

lunak.

21
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Pe ' i
NEgUNaan  pembanding negatif metanol 1% dimaksudkan untuk

melihat apakah respon kematian hewan uji benar benar berasal dari sitiped din

bukan disebabkan oleh faktor tekhnis perlakuan, dimana metanol 1% digunakan

untuk membantu kelarutan dari ekstrak yang tidak larut dalam media air laut.

Siklofosfamid ~ yang merupakan  antikanker digunakan sebagai
pembanding positif dengan maksud untuk melihat apakah respon kematian dari
hewan uji benar benar disebabkan oleh bahan kimia yang berkhasiat antikanker.

Penelitian ini merupakan penelitian secara in vitro yang dimaksudkan
sebagai uji pendahuluan sitotoksitas atau sebagai indikator toksisitas dari ekstrak
metanol herba keladi tikus (Typhonium divaricatum Decne) yang kelak dapat
dijadikan sebagai informasi awal dalam pengujian efek sitotoksisitas dan efu.:k
antitumor secara in vitro lanjutan terhadap sel tumor yang lebih spesifik.

Ekstrak metanol dan pembanding positif dibuat dengan konsentrasi 1,
10, 50, 100, 200, 400, 800, 1000, 1500 pg/ml ini dimaksudkan untuk melihat
variasi respon yang diberikan di bawah dan di atas konsentrasi 1000 pg/ml dan
diujikan pada hewan uji larva udang Artemia salina Leach berumur 48 jam,
karena pada umur tersebut Artemia salina mengalami pertumbuhan yang cepat
diasumsikan sebagai pertumbuhan sel yang abnormal. Sebanyak

sehingga

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

parameter kematian setelah 24 jam dan diulang sebanyak 3 kali. Selama

pengamatan kondisi ditentukan dengan
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P air 7-8 suhu 25°C dan ke dalam tiap vial diberikan 1 tetes ekstrak ragi untuk

mengoptimalkan hasil yang diperoleh.
Efek toksik dari masing masing sampel dapat ditentukan dengan
melihat LCss-nya dari perhitungan data kematian larva Artemia saling Leach

menggunakan metode analisa prabit, (lihat lampiran | dan 2)

Tabel 1. Hasil perhitungan LCy dan jumlah rata rata larva udang yang mati
terhadap beberapa sampel uji.

SAMPEL Ul LCss | RATARATA KEMATIAN
ug/ml LARVA UDANG
EKSTRAK METANOL 84,14 6.370
PEMBANDING (+) 64,71 6,556
SIKLOFOSFAMID
PEMBANDING (-) 0 0
METANOL 1%

Hasil perhitungan LCsy pada tabel 1 diperoleh bahwa tingkat
toksisitas sampel uji memberikan respon yang mendekati nilai respon
pembanding positif terhadap larva udang Artemia salina Leach.

Hasil analisa data secara statistik dengan rancangan faktorial pada

jumlah kematian larva udang dari tiap ekstrak terhadap beberapa konsentrasi

memperlihatkan adanya pengaruh yang sangat nyata. Hal ini dapat dilihat dari
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harga F hitung yang lebih besar dari F tabel pada taraf 1 %.(lihat lampiran 3)
Jadi
terdapat pengaruh pemberian sampel dan variasi konsentrasi terhadap jumiah
kematian larva udang. Analisis lanjutan dengan uji jarak beda nyata Duncan
terhadap sampel uji, memperlihat perbedaan yang tidak nyata (NS) pada
pemberian ekstrak metanol terhadap siklofosfamid, hal ini menunjukkan bahwa
ekstrak metanol dan siklofosfamid mempunyai tingkat ketoksikan yang tidak
berbeda.

Berdasarkan nilai LCso dari ekstrak metanol dan pembanding positif
(siklofosfamid) maka dapat diketahui bahwa sampel uji bersifat toksik terhadap
larva udang Artemia salina Leach, dan sifat ketoksikan yang dihasilkan oleh

ekstrak tersebut diduga berkaitan dengan efek sitotoksiknya,



BAB VI

PENUTUP

VI.1 KESIMPULAN
Berdasarkan hasil penelitian dan hasil analisa data dengan analisa
probit dapat disimpulkan bahwa
1. Nilai LCsg dani ekstrak metanol herba keladi tikus (Typhonium divaricatum
Decne) adalah 84,14 % 1840 pg/ml dan pembanding positif larutan
siklofosfamid adalah 64,71+ 14,45 pg/ml
9 Ekstrak metanol bersifat toksik terhadap larva udang Artemia saling Laach.
dan sifat toksik ini diduga berkaitan dengan efek sitotoksiknya.
V1.2 Saran _
| Perlu dilakukan pemisahan serta pemumian komponen ekstrak metanol
sehingga dapat diketahui senyawa aktifnya dan elusidasi strukturnya.

2. Perlu dilakukan pengujian sitotoksitas lanjutan dengan hewan coba mencit

terhadap sel tumor atau kanker.
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Tabel 2. Data Hasil Pengamatan Kematian | : _
Setelah 24 Jam Perlakuan tan Larva Udang Artemia saling Leach

Jenis Sampel Jumlah larva yang mati tiap konsentrasi (1 py
I |10 | 50 100 | 200 | 400| 800 | 1000| 1500
Ekstrak metanol 0 2 4 5 7 10 10 10 10
0 | 3 5 F) [0 10 10 1
0 1 4 5 8 10 10 10 10
Total kematian 0 4 11 15 22 30 30 30 30
% Kematian 0 | 133366750 | 73,3 | 104 100| 100] 100
Pembanding {(+) 2 4 5 8 10 ]ﬂl 10 10
Siklofosfamid 0 3 4 6 7 10 10 10 10
}] 1 4 il 8 10 10 10 10
Total kematian 0 5 12 17 23 30 30 30 30
% Kematian 0 667 | 40 [56,67) 76,67 | 100] 100] 100 100
0 0 0 0 0 0 0 1] ]
Pembanding (-) o |lo | 0o [o] o o| o o o
Metanol 1% 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Total kematian 0 0 0 0 0 0 0 0 0
% kematian 0 0 0 0 0 0 g Y 0
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Lampiran la. Perhitungan ~ LCsy  Ekstrak Metanol Herba Keladi Tikus
(Tvphonium divaricatum Decne) Menurut Metode Grafik Probit Log-

Konsentrasi
| Lo g Konsentrasi Prahit
x xY 2
Y Y WY
1,0 1,00 3,87 14,98 3,870
1.7 2.89 4 69 21,99 7,937
20 4. 00 5,00 25.00 10,000
2.3 5,29 5,61 31.47 12,903
=70 ¥=13,18 2=1917 | X=9344 | 3=34746

Persamaan regresi Y =a+bX

IX'. LY -EX.IXY (13,18 x 19,17) - (7.0 x 34,746 )
a= =
nZX’ - (EX)’ (4% 13,18) - 49
= 25373
nIXY-IX.IY (4 x 34,746) — (7. 19,17)
h = =
X - (ZX) (4 % 13,18) - 49
' = 12887
Jadi persamaan garisnya : Y =2,5373 + 12887X
> 52,518
Jika Y = 5, maka X = =1,925
1,289

Jadi Log LCsa = 1,925
LCsp = antilog 1,925

= 84,14 pg/ml

Keterangan :

X = Log konsentrasi E

Y = Persentase respon

a = Panjang sumbu tegak antara
tegak ;

b = Slope atau gradien

kstrak metanol Herba Keladi tikus (T. divanicatum Decne)

kematian dal;am satuan probit . |
titik asal dan titik potong garis regresi dengan sumbu
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Lampiran 2a. Perhitungan Standar Deviasi LCsq Ekstrak Metanol Herba Keladi Tikus
(Tvphonium divaricatim Decne) Berdasarkan Nilai Bobot Per Probit

X n Ye W MNw
1.0 30 1,807 0,398 11,94
Ll 30 4,709 0,624 18,72
= 30 5,006 0,634 19,02
2,3 30 5,483 0,591 17,73

SnW = 67,41

Persamaan regresi: Y=a+bX=2518+1289X

1 1

g= " = = 0,776
b 1,289
o 0,776
SELogLCsp = = = 0,095
JEnw  Je141
SE LCsy =LCspxlog. 10x 3SE lﬂELCjﬂ

= 84, 14x 2,302 x 0,095
= 18,40

LCsg = 84,14+ 18,40 pg/ml

Keterangan :

X = Log konsentrasi

N = Jumlah hewan coba . - 1
Ye Nilai persentase respon kematian dal?.n} satuan probit sesuai hasil regresi
W = Faktor bobot dari masing-masing nilai bobotnya

o =1/ slop regresi o

SE = Standard error, standar deviast
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Lﬂ_ ' .
mpiran 1b.  Perhitungan LCsy  Pembanding Positif Larutan Siklofosfamid

Menurut Metode Grafik Probit Log-Konsentrasi

Log Konsentrasi Prohit
X Xy 1
Y Y vy
1,0 1,00 4,04 16,32 4,040
1,7 2,89 4,75 21,99 8,075
20 4.00 5,17 25,00 10,340
2.3 529 5,73 32.83 13,179
2=7,0 | Z=13,18 |Z=19,69 | T=9844 | 1=35634
Persamaan regresi Y =a+bX
X TY-FX. XY (13,18 x 19,69) - (7,0 x 35,634 )
a - =
nEX - (ZX) (4x13,18) - 49
= 2,709
: nXXY -IX. XY (4 x 35,634) — (7,0 . 19,69)
nEX? - (EX)? (4%13,18) - 49
= 1,256
Jadi persamaan garisnya: Y =2709+ 1,265X
5-2709
Jika Y=235, maka X = = 1,811
1,265

Jadi Log LCs = 1,811
LCsp = antilog 1,811
= 64,71 pg/ml
Keterangan :
X = Log konsentrasi Pembanding positif (larutan siklofosfamid)
Y = Persentase respon kematian dalam satuan probit :
.a = Panjang sumbu tegak antara titik asal dan titik potong garis regresi dengan
sumbu tegak

b = Slope atau gradien
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Lampiran 2b. Pe::hitungan Standar Deviasi LCyq Pembanding Positif (Larutan
Siklofosfamid) Berdasarkan Nilai Bobot Per Probit

= 2 Ye W Nw
1,0 30 3.974 0,405 12.15
L] 24 4,860 0,633 18.99
24 L 3,239 0,624 18,72
2,3 30 5619 0.567 1701
oW = 66,87

Persamaan regresi: Y=a+bX=2709+1265X

1 1
o= - = 0,791
b 1,265
o 0,791
SELogLCs = = =10,097
NInW 1}'653?
SE LCsp = LCsp x loge 10 x SE log LCso
= 64,71x 2,302 x 0,097
= 14.45

LCso = 64,71+ 14,45 pg/ml

Keterangan :
¥ = Log konsentrasi

N = Jumlah hewan coba

Ye Nilai persentase respon kematian dalam satuan probit sesuai hasil regresi

W = Faktor bobot dan masing-masing nilai bobertnya

o = 1 / slop regresSE = Standard error, standar deviasi
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Lampiran 3. Analisa Data Pengamatan Kematian Larva Udang Arfemia salina Leach

Dengan Metode Rancangan Factorial

Jenis Sampel

Jumlah larva yang mati tiap konsentrasi pg/ml Jumlah | Rata-rata
1 10 50 100 200 400 200 1000 1500 kematian
Ekstrak metanol 0 2 4 5 7 10 10 10 10
0 1 3 5 7 10 10 10 10
0 1 4 5 8§ 10 10 10 10
Total kematian |0 4 11 15 22 30 30 30 30| 172 |6370
% Kematian 0 13,3 36,67 50 73,3 100 100 100 100
Pembanding (+) |0 2 4 5 & 10 10 10 10
Siklofosfamid 0 2 4 & 7 10 10 10 10
o 1 4 6 g8 10 10 10 10
Total kematian 0 5 12 17 23 30 30 30 30 177 6,556
%% Kematian 0 16,67 40 56,67 76,67 100 100 100 100
- 0 0
Pembanding (-} |0 © o o o0 0 g S
Metanol 1% 0 0 o o 0 0
o o o0 0 0o 0o 0 00
0 0

Total kematian

% kematian
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349°

JK rata-rata (JKR) = = 1503,03
Ix3Ix9

JK total (JKT) =0F+2+4%4+ 40 _IKR

= 3032 - 15037

= |5283

C+4 + 117+ .+
JK perlakuan (JKP) = - JKR
3
= 3011 - 15037
= 15033
1728 4 1774+ 0°
JK sampel (JKS) = -JKR
Ix9
= 2256,04 — 15037
= 752,34
07+ 9%+ 237+ 32% + 457 + 60° + 607 + 60" + 60°
- JER
JK konsentrasi (JKK) =
3x3
=2006,56 — 1503,7
= 502,86

JK Interaks1 (JKSK) 15033 — 752,34 - 50286

= 248,1

= .IKT = ‘}E'F
JK Galat (JKG) _ 1528.3 - 1503,3

=25
K 75234 376,17
= == - !
KT sampel (KTS) ’T 2

JKK 5Ei = 62,86

KT konsentrasi (KTK)= & s



k)

JKSK  248.86

KT interaksi (KTSK) = = = 1551
16 16

JKG 25
KT gﬂlﬂl [I{TG] = = =) 4545

55 55

KTS 376,17
Fh sampel (FhS) = = 827 66

KTG 0,4545

KTK 62,86
Fh konsentrasi (Fhk) = = = 138,31

KTG  0,4345

KTSK 15.51
Fh interaksi (FhSK) = = =34.125

KTG 0,4545
Tabel ANAVA
Sumber DB JK KT Fh Ft o FtL %
Keseragaman
Perlakuan 1503,3
- Sampel 2 752,34 376,17 | 827.66 317 5,03
- Konsentrasi | 8 502,86 62,86 13831 .| 212 2,86
- Interaksi 16 2481 15,51 34,125 1,84 2,36
Galat 55 25 0,4545
Total 81 15283
Keterangan :

Fh >> Ft, sangat berbeda nyafa, Ho ditolak
«# - sanpat berbeda nyata




7

Analisa pengaruh antar sampel uji denpgan uji duncan

JKTG
INT=JN = IN (0,225)
3x3
DB palat = 55
P 7 3
INoos 2,838 2 988
JNTIJ,D.*r ﬂ,ﬁig 0,672
JNDP] 3,775 3,938
INTo 0,849 0,886

Urutan rata-rata sam

1 uji (terkecil — terbesar

A B

C

0

6,370

6,556

Hasil perbandingan antar sampel un

Sampel | A B C
A = S8 sS
B S8 ~ NS
C ss NS o
Keterangan :

A : Pembanding negatif (metanol 1%)

B - Ekstrak Metanol
C : Pembanding positif (siklofosfamid)



Gambar 1 SKEMA KERJA

HEWAN Ul
LARVA UDANG

A.salina Leach

HERBA Keladi tikus
Typhonium divaricatsm Decne

Diekstraksi secara maserasi dengan metanol
k4 TELUR UDANG
EKSTRAK METANOL A salima LEACH
Dipekatkan dengan rotavapor Ditetaskan
l pada kondisi tertentu
EKSTRAK METANOL

Dalam air laut
1, 10,50, 100,200,400, 800, 1000, 1500 pg/ml

SIKLOFOSFAMID (PEMBANDING +) LARVA UDANG
o LISIA 48 TAM

1,10,50,100,200,400,800,1000,1500 pg/ml

METANOL 19%({PEMBANDING -)

PENGUMPULAN DATA
Jumlah larva yang mat

v

ANALISIS DATA

'

| PEMBAHASAN

.

| KESIMPULAN
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Gambar 2a : Grafik Hubungan Log Konsentrasi Ekstrak Metanol Herba Keladi Tikus
(Typhonium divaricatum decne) Terhadap Harga Probit Sesuai
Persentase
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Gambar 2b :

Grafik Hubungan Log Konsentrasi Larutan Siklofosfamid Terhadap
Harga Probit Sesuai Persentase Kematian
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bar 3. ;ﬁ{zttgﬂ?mfi:fbﬂ Weladi Tikus (Typhonium divaricatum Decne) dan

Kontrol Pada Tiap Konsentrasl.
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Tabel 3 : Harga Probit Sesuai Prosentasenya

3 ¥

[ PROSEN PROBIT
WAL 0 ! 2 3 4 5 & 7 8 9
0 - 2,67 295 3,12 325 336 345 352 350 3,66
10 3,72 3,77 382 3587 3,93 395 401 405 408 412
20 417 4,19 423 426 429 433 436 439 442 445
30 4,48 450 453 456 4,59 461 464 467 469 472
40 475 477 480 482 4385 487 490 492 495 497
50 5,00 503 505 508 510 513 515 518 520 523
60 525 528 531 533 536 539 541 544 547 550
70 552 555 558 561 564 567 571 574 577 581
80 [584 588 592 595 599 604 608 613 618 623
90 628 634 641 648 655 664 675 688 7,05 7,33

0.0 0.1 02 03 04 05

L r

06 07 08 09

99 733 737 741 746 751 758

7,66

1,75 788 B,09

Sumber : Mursyidi, A ,(1984) “Gratistik Farmasi dan Biologi”, Ghaha Indonesia,

Cetakan I, Jakarta, 157
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1. Daun
2. Batang
3. Bunga

4. Umbi

Keterangan :

Gambar 5 ; Foto Tanaman Keladi Tikus (Typhonium divaricaium Decne)
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