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ABSTRAK
Toksisitas akut adalah suatu pengujian untuk mendeteksi efek toksik yang

muncul dalam waktu singkat setelah pemberian sediaan uji secara oral dalam
dosis tunggal atau berulang dalam waktu 24 jam. Salah satu bahan alam yang
belum dilakukan uji toksisitas akut adalah tanaman sungkai dengan bagian
utamanya daun sungkai. Pengolahan daun sungkai sebagai bahan uji dalam
penelitian ini dilakukan dengan membuat ckstrak etanol dari daun sungkai.
Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui tingkat toksisitas yang dikandung dari
daun sungkai.

Penelitian ini menggunakan metode Rancangan Acak Lengkap (RAL) dan
post test kontrol grup desain dengan 5 kelompok perlakuan yaitu K- sebagai
kontrol negatif, P1 dengan dosis 175mg/kgBB, P2 dengan Dosis 550mg/kgBB, P3
dengan dosis 1750mg/kgBB dan P4 dengan dosis 5000mg/kgBB. Setiap
perlakuan terdiri dari 7 ekor mencit. Adapun parameter yang diamati pada
penelitin ini yaitu nilai LD50, kadar kreatinin dan pemeriksaan histologi organ
ginjal mencit dengan uji One Way ANOVA dengan uji lanjut yaitu uji Duncan.

Hasil penelitian menunjukkan bahwa pemberian ekstrak daun sungkai
hingga dosis 5000mg/kgBB menyebabkan kerusakan organ ginjal yang dilihat
dari nilai kreatinin dan histologi. Namun, tidak menyebabkan kematian pada
hewan uji, sehingga nilai semu yang di peroleh termasuk dalam rentang toksisitas
ringan/praktis tidak toksik. Pemberian ckstrak daun sungkai dosis 175-
5000mg/kgBB pada hewan uji menyebabkan penurunan aktivitas gerak/motorik
sehingga hewan uji lebih banyak tidur. Pemberian ekstrak daun sungkai pada
dosis 175-5000mg/kgBB dapat meningkatkan nilai kreatinin serum hewan uji dua
kali lipat diatas normal. Pemberian ekstrak etanol daun sungkai dengan variasi
dosis175-5000mg/kgBB berpengaruh secara nyata terhadap gambaran kerusakan

histologi ginjal hewan uji.
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SUMMARY
Acute toxicity is a test to detect toxic effects that appear within a short

time after administration of the test preparation orally in single or repeated doses
within 24 hours. One of the natural ingredients that has not been tested for acute
toxicity is the sungkai plant with the main part being sugkai leaves. The
processing of sungkai leaves as a test material in this study was carried out by
making ethanol extract from sungkai leaves. This study aims to determine the
level of toxicity contained in sungkai leaves.

This study used a completely randomized design (CRD) and post test
control group design method with 5 treatment groups, namely K- as a negative
control, P with a dose of 175mg/kgBW, P2 with a dose of 550mg/kgBW, P3
with a dose of 1750mg/kgBW and P4 with a dose of 5000mg/kgBW. Each
treatment consisted of 7 mice. The parameters observed in this study were the
LD50 value and the histological examination of the mice's kidneys using the One
Way ANOVA test with a further test, namely the Duncan test.

The results showed that the administration of sungkai leaf extract up to a
dose of 5000mg/kgBW caused damage to the kidneys as seen from the creatinine
and histology values. However, it did not cause death in test animals, so the
apparent value obtained was included in the range of mild/practically non-toxic
toxicity. Administration of sungkai leaf extract at a dose of 175-5000mg/kgBW in
test animals caused a decrease in motor activity so that the test animals slept more.
The administration of sungkai leaf extract at a dose of 175-5000mg/kgBW can
increase the serum creatine value of the test animals to above normal. The
administration of ethanol extract of sungkai leaves with a dose variation of 175-
5000mg/kgBW had asignificant effect on the histology picture of the test animals’
kidney demage.
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I. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Tanaman Sungkai (Peronema canescens Jack.) merupakan tanaman hutan
yang tergolong dalam family Verbenaceae'. Tanaman sungkai (Peronema
canescens Jack.) memiliki nama daerah yang disebut sekai, sungkai, sungkih
(Sumatera), longkai, lurus, sungkai (Kalimantan), jati sabrang, sungke (Jawa).
Tempat tumbuh utama tanaman sungkai adalah di hutan sekunder dan pada
kondisi yang berair namun terkadang ada juga yang terdapat pada hutan sekunder
kering, akan tetapi tanaman jenis ini tidak dijumpai di hutan primer serta daerah
yang sccara periodic tergenang air. Daerah penyebarannya terdapat di Sumatera
Selatan (Palembang), Jambi, Bengkulu, Lampung, Jawa Barat, Kalimantan Barat,
Sulawesi Tengah, Sulawesi Selatan, Kalimantan Selatan, Kalimantan Tengah,

Kalimantan Barat dan Kalimantan Timur?

. Secara empiris, daun sungkai
dimanfaatkan oleh sebagian masyarakat untuk sakit gigi dan penurun demam
selain itu, daun sungkai juga dimanfaatkan untuk mengobati malaria®.

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan oleh Ibrahim dan Kuncoro
(2012) ekstrak methanol daun sungkai memiliki aktivitas menghambat
pertumbuhan bakteri atau sebagai antibakteri®. Penelitian Andriani et al (2017)
diketahui bahwa fraksi n-heksana daun sungkai yang diberikan secara oral pada
hewan uji memiliki aktivitas sebagai antiplasmodium’. Berdasarkan hasil
penelitian Fransisca ef a/ (2020) tanaman sungkai memiliki kandungan senyawa
metabolit sekunder antara lain flavonoid, alkaloid, tanin, steroid dan saponin®.
Penelitian tentang daun sungkai dilakukan oleh Fatwa (2020) tentang ekstrak
etanol daun sungkai dengan dosis 175-700 mg/kgBB dapat menurunkan kadar
gula darah pada mencit yang diabetes’. Penelitian terakhir mengenai daun sungkai
dilakukan oleh Latief ef a/ (2021) tentang ekstrak etanol daun sungkai memiliki
aktivitas antihiperurisemia dengan menurunkan kadar asam urat darah mencit
dengan dosis 500 mg/kgBB yang memberikan aktivitas paling baik®.

Penelitian pada tanaman yang memiliki jenis family yang sama dengan

tanaman sugkai yaitu Verbeneceae dilakukan oleh Nasution (2019) pada ekstrak



n-heksan daun pagoda yang diketahui semakin tinggi konsentrasi ekstrak semakin
banyak larva Artemia salina leach yang mati dan nilai LCso yang diperoleh
dengan analisa probit sebesar 41,919 ppm sudah termasuk dalam kategori sangat
toksik bahkan berpotensi untuk dikembangkan sebagai senyawa anti kanker’.
Ginjal memiliki peran utama sebagai eliminator obat-obatan, oksigen dan racun,
ditandai dengan volume suplai darah yang tinggi (20-25% dari output jantung)
menyebabkan peningkatan aliran toksikan selama periode waktu tertentu,
schingga ginjal rentan terjadinya kerusakan'’. Oleh karena itu dalam rangka
pengembangan dan penggunaan daun sungkai sebagai obat herbal yang terstandar,
tidak cukup hanya dengan uji khasiat saja, akan tetapi juga perlu dilakukan uji
toksisitas agar khasiat dari daun sungkai lebih aman digunakan dalam
pengembangannya secbagai tanaman obat.

Uji toksisitas dibagi menjadi uji toksisitas umum dan uji toksisitas khusus.
Uji toksisitas umum biasanya terdiri dari uji toksisitas akut yang dilakukan selama
24 jam, uji toksisitas subkronis yang dilakukan selama 26 minggu, dan uji
toksisitas kronik yang dilakukan selama 1 tahun. Uji toksisitas khusus terdiri dari
uji teratogenik atau kelainan pada janin, uji mutagenik atau uji yang dilakukan
dengan mengubah informasi DNA dan uji karsinogenik'".

Uji toksisitas akut adalah uji pra klinik yang dilakukan untuk mengukur
derajat efek toksik suatu senyawa dalam jangka waktu tertentu setelah diberikan
dosis tunggal'?

nilai LDsp adalah uji toksisitas akut oral. Menurut BPOM RI (2014), uji toksisitas

salah satu uji toksisitas yang dapat dilakukan untuk mengetahui

akut oral adalah suatu pengujian untuk mendeteksi efek toksik yang muncul dalam
waktu singkat setelah pemberian sediaan uji yang diberikan secara oral dalam
dosis tunggal atau berulang dalam waktu 24 jam. Tujuan uji toksisitas akut oral
adalah untuk mendeteksi toksisitas infrinsik suatu zat, menentukan organ sasaran,
kepekaan spesies, memperoleh informasi bahaya setelah pemaparan suatu zat
secara akut, memperoleh informasi awal yang dapat digunakan untuk menetapkan
tingkat dosis, merancang uji toksisitas selanjutnya, memperoleh nilai LDso suatu
bahan atau sediaan, serta penentuan penggolongan bahan atau sediaan dan

pelabelan'?,



Dari pemaparan yang teclah disampaikan diatas, maka peneliti tertarik
untuk melakukan penelitian tentang uji toksisitas akut ekstrak etanol daun sungkai
(Peronema cenescens Jack) terhadap fungsi ginjal mencit putih betina (Mus
musculus Linn).

1.2 Rumusan Masalah
Rumusan masalah pada penelitian ini adalah:
I. Apakah ekstrak etanol daun sungkai (Peronema cenescens Jack) pada dosis
tertentu menunjukkan efek toksik pada mencit putih betina?
2. Bagaimana pengaruh toksik ekstrak etanol daun sungkai (Peronema
cenescens Jack) terhadap fungsi ginjal pada mencit putih betina?
1.3 Tujuan Penelitian
Tujuan dari penelitian ini adalah:
1. Mengetahui apakah ekstrak etanol daun sungkai (Peronema cenescens Jack)
pada dosis tertentu menunjukkan efek toksik pada mencit putih betina.
2. Mengetahui pengaruh ekstrak etanol daun sungkai (Peronema cenescens
Jack) terhadap fungsi ginjal mencit putih betina.
1.4 Manfaat Penelitian

Manfaat penelitian ini adalah untuk mengetahui gejala toksik yang terjadi
pada hewan percobaan, sehingga dapat digunakan untuk memperkirakan derajat
kerusakan yang terjadi akibat ckstrak ctanol daun sungkai tersebut, baik pada
material biologik maupun non biologik. Hasil penelitian ini diharapkan dapat
menambah informasi tentang daun sungkai sebagai obat alami yang bisa

digunakan untuk pengembangan ilmu pengetahuan pada bidang kesehatan.



II. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Tanaman Sungkai (Peronema canescens Jack.)

Tanaman Sungkai (Peronema canescens Jack.) merupakan salah satu dari
sekian banyak tanaman obat yang digunakan di Indonesia. Tanaman Sungkai
(Peronema canescens Jack.) ini juga sering disebut sebagai jati sabrang, ki
sabrang, kurus, sungkai'.

2.1.1 Klasifikasi

Klasifikasi sungkai (Peronema canescens Jack.) yaitu sebagai berikut'*:
Kingdom . Plantae
Subkingdom : Tracheobionta
Superdivisi  : Spermatophyta

Divisi : Magnoliophyta

Kelas : Magnoliopsida

Subkelas . Asteridae

Ordo : Lamiales

Famili : Verbenaceae

Genus : Peronema

Spesies . Peronema canescens Jack.

2.1.2 Nama Lokal dan Penyebaran

Sungkai (Peronema cenescens Jack) termasuk kedalam family
Verbanaceae. Tanaman ini memiliki nama daerah yang sering disebut jati sebrang,
ki sebrang, songke (Lampung), Kurus (Kalimantan), dan jati jando (Jawa). Untuk
daerah penyebarannya di Indonesia yaitu di Sumatera Barat, Jambi, Bengkulu,

Lampung, Sumatera Selatan, Jawa Barat dan seluruh bagian Kalimantan'?.




Gambar 1. Bagian-Bagian dari Tanaman Sungkai (a) Batang, (b) Buah dan (c)
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Daun yang Masih Muda

2.1.3 Morfologi Tumbuhan

Sungkai memiliki tinggi pohon mencapai 10-30 m dan panjang batang
bebas cabang 5-10 m dimana diameter mencapai 50 cm. Batang lurus dan sedikit
berlekuk dangkal, tidak memiliki banir dan ranting penuh dengan bulu halus.
Kulit luar berwarna kelabu atau sawo muda, beralur dangkal serta mengelupas
kecil-kecil tipis'. Daunnya bersirip ganjil dan majemuk yang terletak berpasangan
atau berselang serta pada ujung daunnya lancip. Letak bunganya berpasangan
dengan kedudukan malai dan buahnya kecil-kecil. Perakarannya menyebar
dangkal dan tidak tahan terhadap kekurangan zat asam lebih dari sepuluh hari®.
2.2 Senyawa Metaboit Sekunder
2.2.1 Flavonoid

Senyawa flavonoid merupakan suatu kelompok senyawa fenol terbesar
yang ditemukan di alam. Senyawa-senyawa ini adalah zat warna merah, ungu,
biru, dan kuning yang ditemukan didalam tumbuhan. Pada tumbuhan flavonoid
terikat dengan gula sebagai glikosida dan aglikon flavonid yang mungkin terdapat

dalam satu tumbuhan dalam bentuk kombinasi glikosida'”.
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Gambar 2. Struktur Flavonoid!’

Flavonoid (Gambar 2) merupakan senyawa metabolit sekunder yang
banyak terdapat pada tumbuh-tumbuhan. Selain itu, juga merupakan senyawa
fenil propanoid dengan kerangka karbon C6-C3-C6. Artinya pada kerangka
karbonnya terdiri dari dua gugus C6 disambung dengan rantai alifatik tiga karbon.
Sebagian besar senyawa flavonoid ini ditemukan di alam dalam bentuk glikosida,

dimana unit flavonoid terikat pada suatu gula'®.



2.2.2 Alkaloid

Alkaloid (Gambar 3.) merupakan suatu golongan senyawa organik
terbanyak yang ditemukan di alam. Hampir seluruh alkaloid berasal dari
tumbuhan dan tersebar luas dalam berbagai jenis tumbuhan'’. Semua alkaloid
mengandung paling sedikit satu atom nitrogen yang biasanya bersifat basa dan
sebagian besar atom nitrogen ini bagian dari cincin heterosiklik. Hampir semua
alkaloid yang ditemukan di alam mempunyai keaktifan biologis. Alkaloid disebut
juga senyawa nitrogen aromatik. Alkloida umumnya ditemukan dalam kadar yang
kecil dan harus dipisahkan dari campuran senyawa yang rumit, yang berasal dari
jaringan tumbuhan'®. Sekitar 5500 alkaloid telah diketahui, merupakan zat

tumbuhan sekunder yang terbesar.

Gambar 3. Struktur Alkaloid'’

Alkaloid sebenarnya bersifat racun bagi manusia namun, karena banyak
mempunyal kegiatan fisiologi yang menonjol sehingga dipergunakan secara luas
dalam bidang pengobatan. Uji organoleptik juga sering dilakukan untuk menguji
adanya kandungan alkaloid dalam daun atau buah segar yang dideteksi dengan
adanya rasa pahit'”.

2.2.3 Tanin

Tanin terdapat sangat luas dalam tanaman berpembuluh. Senyawa tanin
dapat bereaksi dengan protein membentuk kopolimer mantap yang tidak larut
dalam air. Dalam industri, tanin merupakan senyawa yang berasal dari tumbuhan,
yang mampu mengubah kulit hewan yang mentah menjadi kulit hewan yang siap

pakai karena kemampuannya menyambung silang protein'’



Gambar 4. Struktur Tanin'’

Tanin pada tumbuhan diklasifikasikan menjadi tanin terhidrolisis dan tanin
terkondensasi. Tanin terhidrolisis merupakan jenis tanin yang mempunyai struktur
poliester yang mudah dihidrolisis oleh asam atau enzim, dan sebagai hasil
hidrolisisnya adalah suatu asam polifenolat dan gula sederhana. Sedangkan tanin
terkondensasi, yang sering disebut proantosianidin, merupakan polimer dari
katekin dan epikatekin®’.

2.2.4 Steroid

Steroid merupakan terpenoid lipid yang dikenal dengan empat cincin
kerangka dasar karbon yang menyatu. Struktur senyawanya pun cukup beragam.
Perbedaan tersebut disebabkan karena adanya gugus fungsi teroksidasi yang
terikat pada cincin dan terjadinya oksidasi cincin karbonnya. Steroid berperan
penting bagi tubuh dalam menjaga keseimbangan garam, mengendalikan
metabolisme dan meningkatkan fungsi organ seksual serta perbedaan fungsi

biologis lainnya antara jenis kelamin?'.

Gambar 5. Struktur Steroid??

2.2.5 Terpenoid
Terpenoid merupakan suatu senyawa kimia yang tersusun oleh molekul
isoproene yang kerangka karbonnya dibangun dengan penyambungan dua atau

lebih satuan unit C5 (atom karbonnya berjumlah 5). Senyawa terpenoid terdiri



atas beberapa macam senyawa monoterpen dan seskuiterpen yang mudah
menguap, diterpen yang kurang menguap, dan yang tidak menguap triterpen dan
sterol. Triterpenoid adalah senyawa yang kerangka karbonnya berasal dari 6
satuan isoprene yang secara biosintesis diturunkan dan hidrokarbon C30 asiklik,
yaitu skualena. Senyawa terpenoid ini merupakan senyawa tanpa warna,
berbentuk Kristal sering kali mempunyai titik leleh yang tinggi dan aktif optik

yang umunya sukar dicirikan karena tidak ada kereaktifan kimianya'’.

L
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Gambar 6. Struktur Terpenoid®
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2.3 Ekstraksi
2.3.1 Ekstraksi

Ekstrak merupakan sediaan kering, kental atau cair yang dibuat dengan
menyari simplisia nabati atau hewani menurut cara yang cocok diluar dari
pengaruh sinar matahari langsung. Pembuatan ekstrak biasanya diawali dengan
proses penyarian. Penyarian simplisia dilakukan dengan cara meserasi, perkolasi
atau penyeduhan dengan air mendidih. Namun, penyarian dengan campuran
etanol dan air dapat dilakukan dengan cara meserasi atau perkolasi. Ektraksi
adalah proses yang dilakukan untuk memperoleh kandungan senyawa kimia dari
jaringan tumbuhan atau hewan?,
2.3.2 Metode Ekstraksi

Menurut Depkes RI (2000), metode ekstraksi yaitu cara panas dan cara
dingin®.
Cara dingin

1. Maserasi adalah proses pengekstrakan simplisia dengan menggunakan pelarut

dan beberapa kali pengocokan atau pengadukan dengan temperatur ruangan



(kamar). Secara teknologi termasuk ckstraksi dengan prinsip metode
pencapaian konsentrasi pada keseimbangan. Maserasi kinetik berarti
dilakukan pengadukan yang kontinyu (terus-menerus). Remaserasi adalah
dilakukan penambahan pelarut setelah dilakukan penyaringan maserat

pertama dan seterusnya.

2. Perkolasi adalah ckstraksi dengan menggunakan pelarut yang berulang-ulang
sampai sempurna yang umumnya dilakukan pada temperatur ruangan.

Cara Panas

1. Refluks adalah ekstraksi dengan pelarut pada temperatur titik didihnya,
selama waktu tertentu dan jumlah pelarut terbatas yang relatif konstan dengan
adanya pendingin balik.

2. Soklet adalah ckstraksi menggunakan pelarut yang berulang-ulang umumnya
dilakukan dengan alat khusus sehingga terjadi ekstraksi kontinyu dengan
Jumlah pelarut relatif konstan dengan adanya pendingin balik.

3. Digesti adalah maserasi kinetik (dengan pengadukan kontinyu) pada
temperatur yang lebih tinggi dari temperatur 40-50°C.

4. Infudasi adalah ekstraksi dengan pelarut air pada temperatur penangas air
(bejana infus tercelup dalam penangas air mendidih, temperatur terukur 96-
98°C) selama waktu tertentu (15-20 menit).

5. Dekoktasi adalah infus pada waktu yang lebih lama (30 menit) dan
temperatur sampai titik didih air.

2.4 Toksisitas

2.4.1 Pengertian Toksisitas

Toksisitas merupakan suatu keadaan yang menandakan adanya efek toksik

atau racun yang terdapat dalam suatu bahan sebagai sediaan dosis tunggal atau

campuran’®. Uji toksisitas terdiri dari dua jenis, yaitu uji toksisitas umum (akut,

subakut, kronis) dan uji toksisitas khusus. Uji toksisitas umum dirancang untuk

mengevaluasi keseluruhan efek umum suatu obat pada hewan uji. Uji toksisitas

khusus dirancang untuk mengevaluasi dengan rinci tipe toksisitas khusus, seperti

uji teratogenik, uji mutagenic dan uji karsinogenik?®’,
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2.4.2 Macam Toksisitas

Menurut Rahayu dan Solihat (2018)*, toksisitas dapat dinyatakan

berdasarkan waktu hingga timbulnya gejala keracunan (onset), yaitu:

a.

Toksisitas akut, jika efek timbul segera atau paparan durasi pendek dalam
hitungan jam sampai hari setelah terpapar bahan toksik. Efek akut dapat
reversibel atau tidak dapat dipulihkan.

Toksisitas sub akut, jika gejala keracunan timbul dalam jangka waktu sedang
(minggu sampai bulan) setelah terpapar bahan toksik dalam dosis tunggal.
Toksisitas kronis, jika akibat keracunan baru timbul setelah terpapar bahan
toksik secara berulang-ulang dalam jangka waktu yang panjang (dalam
hitungan tahun) atau bahkan dekade. Efek kronis terjadi setelah terpapar
dalam waktu lama (bulan, tahun, dekade) dan bertahan setelah paparan telah

berhenti.

2.4.3 Ukuran — Ukuran Dalam Toksisitas

Menurut Rahayu dan Solihat (2018)%, toksisitas dapat dinyatakan dengan

ukuran sebagai berikut:

d.

LD50 yaitu jumlah (dosis) efektif senyawa kimia yang mampu menyebabkan
kematian 50% populasi hewan coba yang terpapar dengan berbagai cara,
dinyatakan dengan satuan mg/kg berat badan. Semakin tinggi LD50, semakin
rendah adalah toksisitas.

Tabel 1. Toksisitas menurut kategori LD50

Kategori LDso (mg/kgBB)
Supertoksik <5

Amat sangat toksik 5-50

Sangat toksik 50-500

Toksik sedang 500-5000
Toksik ringan 5000-15.000

Praktis tidak toksik >15.000
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LD350 yaitu konsentrasi senyawa kimia dalam lingkungan (air dan udara)

yang menyebabkan kematian 50% populasi hewan coba dalam jangka waktu

tertentu. Dinyatakan dengan satuan mg/L (part per million = ppm).

b. EDS50 (dosis efektif) adalah dosis yang menyebabkan efek spesifik selain

C.

mematikan pada 50% hewan.

Ambang dosis adalah tingkat dosis rendah ini dimana tidak ada efek yang
dapat diamati. Ambang batas diperkirakan ada untuk efek tertentu, seperti
efek toksik akut; tapi tidak untuk yang lain, seperti efek karsinogenik.

2.4.5 Uji Toksisitas

Uji toksisitas adalah suatu uji untuk mendeteksi efek toksik suatu zat pada

sistem biologi dan untuk memperoleh data dosis, respon yang khas dari sediaan

uji. Data yang diperoleh dapat digunakan untuk memberi informasi mengenai

derajat bahaya sediaan uji tersebut bila terjadi pemaparan pada manusia, sehingga

dapat ditentukan dosis penggunaannya demi keamanan manusia®’.

2.4.6 Macam Uji Toksisitas

1.

Uji toksisitas akut oral

Uji tokisitas akut oral merupakan suatu pengujian untuk mendeteksi efek
toksik yang muncul dalam waktu singkat setelah pemberian sediaan uji yang
diberikan secara oral dalam dosis tunggal, atau berulang yang diberikan
dalam waktu 24 jam. Prinsip uji toksisitas akut oral adalah sediaan uji dalam
beberapa tingkat dosis yang diberikan pada beberapa kelompok hewan uji
dengan satu dosis perkelompok, kemudian dilakukan pengamatan adanya
efek toksik dan kematian. Hewan yang mati selama masa percobaan dan yang
hidup sampai akhir diotopsi untuk evaluasi adanya gejala-gelaja toksisitas®’.

Tujuan uji toksistas akut oral adalah untuk mendeteksi toksisitas intrinsik
suatu zat, menentukan organ sasaran, kepekaan spesies, memperoleh
informasi setelah pemaparan suatu zat secara akut, memperoleh informasi
awal yang dapat dipergunakan untuk menetapkan tingkat dosis, merancang
uji toksisitas selanjutnya, memperoleh nilai LDs¢ suatu sediaan dan penentuan

penggolongan sediaan serta pelabelan'?.
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2. Uji toksisitas subkronik oral
Uji  toksisitas subkronik oral merupakan suatu pengujian untuk
mendeteksi efek toksik yang muncul setelah pemberian sediaan uji dengan
dosis berulang yang diberikan secara oral pada hewan uji selama sebagian
umur hewan, tetapi tidak lebih dari 10% seluruh umur hewan. Prinsip dari uji
ini adalah sediaan uji dalam beberapa tingkat dosis diberikan setiap hari pada
beberapa kelompok hewan uji dengan satu dosis perkelompok selama 28 atau
90 hari, jika diperlukan ditambahkan kelompok satelit untuk melihat efek
tertunda atau efek yang bersifat reversible. Tujuannya untuk memperoleh
informasi adanya efek toksik zat yang tidak terdeteksi pada uji toksisitas akut,
informasi kemungkinan adanya efek toksik setelah pemaparan sediaan uji
sccara berulang dalam waktu tertentu, informasi dosis yang tidak
menimbulkan efek toksik (No Observed Adverse Effect Level/ NOAEL) dan
mempelajari efek kumulatif dan efek reversibilitas zat tesebut '*.
3. Uji toksisitas kronis oral
Uji toksisitas kronis oral merupakan suatu pengujian untuk mendeteksi
efek toksik yang muncul setelah pemberian sediaan uji secara berulang
sampai seluruh umur hewan. Tujuannya untuk mengetahui profil efek toksik
setelah pemberian sediaan uji secara berulang selama waktu yang panjang,
untuk menetapkan tingkat dosis yang menimbulkan efek toksik (NOAEL).
Uji toksisitas kronis harus dirancang sedemikian rupa sehingga dapat
diperoleh informasi toksisitas secara umum meliputi efek neurologi, fisiologi,
hematologi, biokimia klinis, dan hispatologi'®.
4, Uji Teratogenik
Uji teratogenik merupakan suatu pengujian untuk memperoleh informasi
adanya abnormalitas fetus yang terjadi karena pemberian sediaan uji selama
masa pembentukan organ fetus (masa organogenis) informasi tersebut
meliputi abnormalitas bagian luar fetus (morfologi), jaringan lunak serta

kerangka fetus'>.
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5. Uji Sensitisasi Kulit
Uji sensitisasi kulit merupakan suatu pengujian untuk megidentifikasi
suatu zat yang berpotensi menyebabkan sensitisasi kulit. Prinsipnya hewan uji
diinduksi dengan dan tanpa Freund’s Complete Adjuvant (FCA) secara
injeksi intra dermal dan topikal untuk membentuk respon imun, kemudian
dilakukan uji tentanng (challenge test). Tingkat dan derajat reaksi kulit dinilai
berdasarkan skala Magnussin dan Kligman'>.
6. Uji Iritasi Mata
Uji iritasi mata merupakan suatu pengujian pada hewan uji (kelinci
albino) untuk mendeteksi efek toksik yang muncul setelah pemaparan sediaan
uji pada mata. Prinsip uji iritasi mata adalah sediaan uji dalam dosis tunggal
dipaparkan kedalam salah satu mata pada beberapa hewan uji dan mata yang
tidak diberikan perlakuan digunakan sebagai kontrol. Derajat iritasi/korosi
dievaluasi dengan pemberian scroll terhadap cedera pada konjungtiva, kornea
dan iris pada interval tertentu. Tujuan uji iritasi mata adalah untuk
memperoleh informasi adanya kemungkinan bahaya yang timbul pada saat
sediaan uji terpapar pada mata dan membran mukosa mata'’
7. Uji Iritasi Akut Dermal
Uji iritasi akut dermal merupakan suatu pengujian pada hewan uji
(kelinci albino) untuk mendeteksi efek toksik yang muncul setelah pemaparan
sediaan uji pada dermal selama 3 menit sampai 4 jam. Tujuan pengujian ini
adalah untuk menentukan adanya efek iritasi pada kulit serta untuk menilai
dan mengevaluasi karakteristik suatu zat apabila terpapar pada kulit '*.
8. Uji Iritasi Mukosa Vagina
Uji iritasi mukosa vagina merupakan suatu pengujian yang digunakan
untuk menguji sediaan uji yang kontak langsung dengan jaringan vagina dan
tidak dapat diuji dengan cara lain. Tujuan uji iritasi mukosa vagina adalah
untuk mengevaluasi keamanan dari alat-alat kesehatan yang kontak dengan

mukosa vagina'®.
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9. Uji Toksisitas Akut Dermal
Uji toksisitas akut dermal merupakan suatu pengujian untuk mendeteksi
efek toksik yang muncul dalam waktu singkat setelah pemaparan suatu
sediaan uji dalam sekali pemberian dalam rute dermal. Tujuan uji tokisisitas
akut dermal adalah untuk mendeteksi toksisitas intrinsik suatu zat,
memperoleh informasi awal yang dapat digunakan untuk menetapkan tingkat
dosis untuk merancang uji toksisitas selanjutnya serta untuk menetapkan nilai
LDso suatu zat, penentuan penggolongan zat, menetapkan informasi pada
label dan informasi absorpsi pada kulit'?.
10. Uji Toksisitas Subkronis Dermal
Uji toksisitas subkronik dermal merupakan suatu pengujian untuk
mendeteksi efek toksik yang muncul setelah sediaan uji dengan dosis
berulang yang diberikan melalui rute dermal pada hewan uji selama sebagian
umur hewan, tetapi tidak boleh lebih dari 10% seluruh umur hidup hewan.
Pada akhir periode pemberian sediaan uji, semua hewan yang masih hidup
diotopsi selanjutnya dilakukan pengamatan secara makroskopik pada setiap
organ maupun jaringan, serta dilakukan pemeriksaan hematologi, biokimia
klinis, dan histopatologi. Tujuan pada pengujian ini adalah untuk mendeteksi
efek toksik zat yang belum terdeteksi pada uji toksisitas akut dermal,
mendeteksi efek toksik setelah pemaparan sediaan uji melalui kulit secara
berulang dalam jangka waktu tertentu, mempelajari adanya efek kumulatif
dan efek reversibilitas setelah pemaparan sediaan uji secara berulang dalam
jangka waktu tertentu'?.
2.4.7 Mekanisme Efek Toksik
Suatu kerja toksik pada umumnya adalah hasil dari sejumlah besar proses,
sebagiannya sangat kompleks. Mekanisme kerjanya dapat dibedakan atas dua
Jjenis yaitu, kerja toksik yang dilandasi oleh interaksi kimia antara suatu zat atau
metabolitnya dengan substrat biologi atau suatu perubahan kimia dari substrat
biologi sebagai akibat dari suatu perubahan kimia zat dan efek toksik karena

terjadinya interaksi yang reversibel antara zat asing dengan substrat biologi*".
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Suatu kerja toksik pada umumnya hasil dari proses fisika, biokimia dan

biologi yang rumit dan kompleks. Menurut Berniyanti (2018)%° proses tersebut

biasanya dikelompokkan menjadi tiga fase yaitu:

1.

Fase Eksposisi (Farmasetika)

Pada fase ini toksikan dapat diubah melalui reaksi kimia menjadi senyawa

yang lebih toksik atau kurang toksik dari senyawa awal. Apabila objek

biologi mengalami kontak dengan suatu zat kimia, maka efek biologi atau

efek toksiknya hanya akan terjadi setelah zat tersebut terabsorpsi.

Fase Toksikokinetika

Pada fase ini terdapat dua proses yang berperan penting antara lain:

a. Invasi/transport (absorbsi, distribusi, dan ekskresi) dan evasi
(biotransformasi dan ckskresi) yang sangat menentukan daya kerja zat.

b. Perubahan metabolic atau biotransformasi

Jalur utama eksresi racun dan metabolik yaitu melalui ginjal. Ginjal

memetabolisme racun sama dengan cara yang sama pada saat memetabolisme

larutan serum, yaitu melalui filtrasi pasif glomerulus, difusi tubular, dan

sekresi aktif tubular. Molekul yang lebih kecil dapat mencapai tubulus

melalui filtrasi pasif glomerulus, hal ini dikarenakan pori-pori kapiler

glomerulus dapat memungkinkan molekul dengan ukuran sampai sekitar

70.000 Dalton untuk melewatinya. Namun, molekul tersebut haruslah

molekul yang berikatan dengan protein serum besar harus melalui sekresi

aktif pada tubular untuk dapat dikeluarkan.

Fase Toksikodinamika

Fase toksikodinamika atau farmakodinamika meliputi interaksi antara

molekul zat kimia toksik dengan tempat kerja spesifik yaitu reseptor, yang

merupakan komponen sel atau organisme yang berinteraksi dengan toksin dan

yang mengawali mata rantai peristiwa biokimia menuju terjadinya suatu efek

dari toksin yang diamati.
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2.5 Ginjal
2.5.1 Anatomi Ginjal

Ginjal berupa organ yang berwarna merah tua dengan bentuk kacang
merah terletak pada retroperitoneal atau posterior peritoneum rongga abdomen.
Setiap ginjal dikelilingi tiga lapisan jaringan yaitu, fasia ginjal adalah lapisan
superfisial berupa lapisan tipis jaringan ikat yang mengikat ginjal ke dinding
abdomen dan jaringan sekitarnya, jaringan adipose yang mengelilingi ginjal dan
berfungsi melindungi ginjal dari trauma, dan kapsul ginjal merupakan lapisan
dalam dan terdiri dari lapisan jaringan ikat yang tersambung dengan lapisan
ureter. Kapsul ginjal berfungsi sebagai penghalang terhadap trauma dan

membantu menjaga bentuk ginjal®'.

Kapsul
Korteks

Medula Pelvis Renalis

——  Ureter

Gambar 7. Anatomi Ginjal*?

2.5.2 Fungsi Ginjal

Ginjal berfungsi dalam mempertahankan komposisi cairan ekstrascluler
yang menunjang fungsi semua secl dalam tubuh. Kemampuan ginjal untuk
mengatur komposisi cairan ekstraseluler merupakan fungsi per satuan waktu yang
di atur oleh epitel tubulus. Untuk zat yang tidak diekskresi oleh epitel tubulus,
pengaturan volumenya berhubungan dengan laju filtrasi glomerulus (LFG).
Seluruh zat yang larut dalam filtrasi glomerulus dapat direabsorpsi atau disekresi
oleh tubulus*.

Ginjal merupakan organ ekskresi utama yang sangat penting untuk
mengeluarkan sisa-sisa metabolisme tubuh, termasuk zat-zat toksik yang tidak

sengaja masuk ke dalam tubuh akibatnya ginjal menjadi salah satu organ sasaran
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utama dari efek toksik. Urin sebagai jalur utama ekskresi, dapat mengakibatkan
ginjal memiliki volume yang tinggi, megkonsentrasikan toksikan pada filtrat,
membawa toksikan melalui sel tubulus dan mengaktifkan toksikan tertentu®*,
2.5.3 Histologi Ginjal

Satuan fungsi ginjal terdiri atas nefron dan duktus koligentes yang
menampung curahan nefron, dibagian korteks setiap ginjal terdapat jutaan nefron.
Nefron ini terdiri atas dua komponen, yaitu korpuskulum renal dan tubuli distal
(tubulus kontortus proksimal, ansa henle, tubulus kontortus distal dan tubulus
koligentes). Glomerulus dan tubulus adalah bagian dari ginjal yang mudah
mengalami kelainan sehingga akan berdampak secara morfologis dan fungsional
jika terjadi kerusakan. Kerusakan yang terjadi berupa edema pada glomerulus,
penyempitan glomerulus, degenerasi lemak, kerusakan inti piktonik, kongesti, dan
infiltrasi sel radang®’.
2.5.4 Kreatinin

Kreatinin adalah produk biokimia metabolisme otot dan dieliminasi dari
tubuh melalui ginjal. Jumlah kreatinin di dalam darah digunakan untuk
menentukan bersthan kreatinin (CrCl), yaitu pengaturan fungsi ginjal dan
perkiraan laju filtrasi glomerulus yang sebenarnya®. Konsentrasi kreatinn dalam
urin dapat menentukan kerusakan pada ginjal, diabethic nephropathy dan laju
filtrasi glomerulus. Kreatinin dibentuk oleh tubuh dari pemecahan senyawa
kreatin dan fosfokreatin dengan jumlah kreatinin sekitar 2% dari total kreatin®’,

Kreatinin memiliki berat molekul 113 Da (Dalton). Kreatinin di filtrasi di
glomerulus dan direabsorpsi di tubular. Kreatinin plasma disintesi di otot skelet
sehingga kadarnya tergantung pada massa otot dan berat badan. Nilai normal
kadar kreatinin dalam serum pada pria 0,7-1,3 mg/dL sedangkan pada wanita 0,6-
I,1 mg/dL. Proses awal biosintesis kreatinin berlangsung di ginjal yang
melibatkan asam ami arginine dan glisin. Menurut beberapa penelitian setiap
harinya 1,1% kreatin diubah menjadi kreatinin. Dalam pembentukan kreatinin
tidak dikenal reuptake oleh tubuh sehingga sebagian besar kreatinin dieksresikan
lewat ginjal. Kemampuan ginjal dalam memfiltrasi kreatinin akan berkurang jika

terjadi kerusakan ginjal dan kreatinin dalam serum juga akan meningkat.
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Peningkatan kadar kreatinin dua kali lipat mengindikasikan adanya kerusakan
ginjal sebesar 50%°®.

Klirens suatu zat adalah volume plasma yang dibersihkan dari zat tersebut
dalam waktu tertentu. Klirens kreatinin dilaporkan dalam mL/menit dan dapat
dikoreksi dengan luas permukaan tubuh. Klirens kreatinin merupakan pengukuran
Glomerular filtration rate (GFR) yang tidak absolut karecna sebagian kecil
kreatinin direabsorpsi oleh tubulus ginjal dan sekitar 10% kreatinin urin
disekresikan oleh tubulus. Namun, pengukuran klirens kreatinin memberikan
informasi mengenai perkiraan nilai GFR. Pengukuran klirens kreatinin dengan
menggunakan pehitungan telah menjadi standar untuk menentukan GFR.
Perhitungannya tergantung pada kadar kreatinin urin yang di eksresikan dalam 24
jam®,

2.6 Hewan Uji

Mencit merupakan hewan yang sering digunakan pada penelitian
laboratorium sebagai hewan uji yaitu sekitar 40-80%. Karena mencit memiliki
banyak keunggulan yaitu siklus hidup yang pendek jumlah anak kelahiran banyak
variasi sifat tinggi dan mudah dalam penangannya®’.

Menurut Priyambodo (2003)*" mencit (Gambar 3) memilliki taksonomi

sebagai berikut:

Kingdom : Animalia
Phylum : Chordata
Classis : Mammalia
Ordo : Rodentia
Familia : Muridae
Genus : Mus

Species : Mus musculus L.



Gambar 8. Mencit (Mus musculus)*'

Tabel 2. Data Biologi Mencit (Mus musculus)*?
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Kriteria Keterangan
Berat Badan

- Jantan 20-40 gram

- Betina 18-35 gram
Lama hidup 1-3 Tahun
Temperatur tubuh 36,5°C
Kebutuhan air Ad libitum
Kebutuhan makan 4-5 gram/harti
Pubertas 28-29 hari
Lama kebuntingan 17-21 hari

Mencit termasuk hewan pengerat yang cepat berkembang biak, mudah

dipelihara dalam jumlah banyak, dan variasi genetiknya cukup besar. Mencit

merupakan hewan percobaan yang efisien karena mudah dipelihara, tidak

memerlukan tempat yang luas, waktu kebuntingan yang singkat, dan banyak

memiliki anak. Mencit dan tikus putih memiliki banyak data toksikologi, sehingga

mempermudah membandingkan toksisitas zat-zat kimia™®.

Kondisi biologis dan fisiologis mencit mempunyai lama hidup 1-2 tahun,

lama produksi ekonomis 9 bulan, lama bunting 19-21 hari. Umur dewasa mencit

35 hari dan umur dikawinkan 8 minggu. Berat dewasa mencit rata-rata 18-35 g

dan berat lahir 0,5-1.0gram. Suhu rektal mencit 0,50°C, pernapasan 140-180

kali/menit, dan denyut jantung 600-650 kali**.



III. METODOLOGI PENELITIAN

3.1 Waktu Dan Tempat Penelitian

Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Biomedik dan Laboratorium
Animal Fakultas Kedokteran dan Ilmu Kesehatan, Laboratorium Dasar
Universitas Jambi, dan Laboratorium Fakultas Peternakan di Universitas Jambi.
Penelitian ini dilaksanakan mulai dari bulan April-Juni 2021.
3.2 Alat dan Bahan
3.2.1 Alat

peralatan yang digunakan pada penelitian ini adalah gelas beker (Pyrex®),
gelas erlenmeyer (Pyrex®), alat bedah (Wells spencer®), kertas saring, grinder,
cawan porselin, mortir dan stamfer, neraca hewan (Presica Geinweigher GW-
1500®), rotary evaporator (Heidolph VV-300®), sonde oral ukuran 1 ml
(Terumo®), timbangan analitik (Kern®), corong, hot plate, kandang mencit,
kawat, tempat pakan dan minuman hewan.
3.2.2 Bahan

Bahan yang digunakan dalam penelitian yaitu daun sungkai (Peronema
cenescens Jack) yang telah di determinasi di Herbarium Universitas Andalas,
etanol 70%, HCI, Pereaksi Dragendroff, Pereaksi Mayer, FeCl3, reagen kreatinin,
NaCl 0,9%, larutan NBF (Neutral Buffered formaline) 10%, alcohol
(70%,80%,90%,95% dan 100%), xylol, Haecmotoksilin Eosin (HE), NA-CMC,
parafin dan Aquadest. Sampel daun sungkai diperoleh dari kampus Universitas
Jambi, Mendalo Darat, Kecamatan Jambi Luar Kota, Kab. Muaro Jambi, Provinsi
Jambi.
3.2.3 Hewan Uji

Hewan uji yang digunakan adalah mencit putih betina yang berbadan schat
sebanyak 35 ekor dengan bobot badan 20-30 gram. Mencit dibagi ke dalam 5
kelompok perlakuan secara acak dengan masing-masing kelompok terdiri dari 7
ekor mencit putih betina. Mencit di aklimatisasi selama 7 hari dengan pakan

standar dan minum yang cukup. Selama waktu aklimatisasi berat badan naik tidak

20
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lebih dari 10% serta menunjukan tingkahlaku normal. Jika terjadi penurunan
berat badan, mencit tidak dimasukkan dalam kategori hewan uji.
3.2.4 Rancangan Penelitian

Penelitian ini bersifat eksperimental laboratorium dengan menggunakan
Rancangan Acak Lengkap (RAL) dan post test control group design dengan 5
kelompok perlakuan (K-, P1, P2, P3, dan P4) untuk setiap kelompok perlakuan
diberi nama K- (K-1, K-2, K-3, K-4, K-5, K-6, K-7); P1 (P11, P12, P13, P14, P15,
P16, P17); P2 (P21, P22, P23, P24, P25, P26, P27); P3 (P31, P32, P33, P34, P35,
P36, P37); dan P4 (P41, P42, P43, P44, P45, P46, P47).
3.3 Metode Penelitian

Penelitian dilaksanakan dalam beberapa tahap yaitu pengambilan dan
penyiapan sampel, pembuatan simplisia daun sungkai, pembuatan ckstrak etanol
daun sungkai, karakterisasi ekstrak dan uji toksisitas akut ekstrak etanol daun
sungkal.
3.3.1 Pengambilan Dan Penyiapan Sampel

Sampel daun sungkai diambil di daerah kampus Universitas Jambi,
Mendalo Darat, Kecamatan Jambi Luar Kota, Kab. Muaro Jambi, Provinsi Jambi.
Pengambilan sampel dilakukan dipagi hari, sampel diambil sebanyak 2 kg dengan
cara memotong bagian yang masih segar (hijau) dari tanaman daun sungkai
menggunakan pisau atau alat pemotong lainnya. Cara pemanenan daun
berdasarkan pedoman umum panen dan pascapanen tanaman obat ialah daun
dipanen dari tanaman dewasa, untuk tanaman berupa pohon dihindari memanen
keseluruhan daun yang ada pada tanaman sehingga proses fisiologi tidak
terganggu®.
3.3.2 pembuatan Simplisia

Pemilihan tanaman dan bagian yang akan digunakan dalam penelitian
adalah daun sungkai yang masih berwarna hijau tidak terlalu tua dan tidak terlalu
muda. Daun sungkai yang telah dikumpulkan disortasi basah guna untuk
memisahkan daun dan tangkai daun, kemudian dicuci bersih dengan air mengalir
untuk menghilangkan pengotor yang masih menempel pada daun, selanjutnya

daun sungkai dirajang kecil-kecil untuk mempercepat proses pengeringan. Daun
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sungkai dikeringkan dengan cara dikering anginkan didalam ruangan tanpa sinar
matahari langsung selama = 14 hari. Kemudian sampel kering ditimbang hingga
berat konstan. Lalu diserbuk menggunakan alat penyerbuk (grinder), selanjutnya
diayak hingga diperoleh serbuk simpisia*®. Bobot simplisia dihitung hasil

rendemennya dengan menggunakan rumus:

Berat simplisia yang diperoleh
14 yang dip ((Q‘)K 100%

Rendemen Simplisia (%) =
Berat sampel awal (g)

3.3.3 Pembuatan Ekstrak Etanol Daun Sungkai (Peronema cenescens Jack)
Ekstraksi daun sungkai dilakukan dengan metode maserasi menggunakan
pelarut etanol 70%. Serbuk daun sungkai 750 gram dilarutkan dalam etanol 70%
sehingga semua serbuk terendam dan dilakukan maserasi dengan syarat dilakukan
pengadukan setiap hari. Pembuatan ekstrak mengacu pada farmakope herbal yaitu
dimana ekstrak terbuat dari serbuk kering simplisia dengan cara maserasi. Dengan
cara memasukkan satu bagian serbuk kering simplisia (750 gram) ke dalam
maserator, lalu ditambahkan 10 bagian (7,5 liter) pelarut lalu direndam selama 6
jam pertama sambil sesekali diaduk, lalu diamkan selama 18 jam. Maserat yang
diperoleh dipisahkan dengan menggunakan corong. Proses penyaringan dilakukan
secara berulang-ulang dua kali dengan jumlah pelarut setengah dari jumlah pelarut
awal. Peneliti melakukan penyarian sebanyak dua kali kemudian, maserat
dikumpulkan dan diuapkan dengan penguap vakum atau penguap tekanan rendah
hingga diperoleh ekstrak kental. Ekstrak yang didapat kemudian disimpan di
dalam lemari pendingin dibagian refrigerator™*. Ekstrak etanol yang diperoleh

dihitung hasil rendemennya dengan menggunakan rumus:

. Berat ekstrak yang diperoleh (g)
Rendemen ekstrak (%) = x 1009
d S (A)) Berat serbuk yang dieksrak (g) /o

3.3.4 Karakterisasi Ekstrak
Karakterisasi sampel yang dilakukan diantaranya pemeriksaan parameter
spesifik dan non-spesifik serta skrining fitokimia®®,
3.3.4.1 Parameter Spesifik
Identitas. Identifikasi tata nama meliputi nama ekstrak, nama latin tumbuhan,

bagian tumbuhan yang digunakan dan nama Indonesia tumbuhan?.
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Organoleptis. Identifikasi organoleptis menggunakan panca indera dengan
mendeskripsikan bau, bentuk, rasa, dan warna®’.

3.3.4.2 Parameter Non Spesifik

Kadar Air. Masukan lebih kurang 1 gram ekstrak dan ditimbang seksama dalam
wadah yang telah ditara. Keringkan pada suhu 105°C selama 5 jam dan ditimbang.
Lanjutkan pengeringan dan timbang pada jarak 1 jam sampai perbedaan antara 2
penimbangan berturut-turut tidak lebih dari 0,25 %*.

Kadar Abu Total. Ekstrak ditimbang sebanyak 1 gram kedalam krus yang telah
ditara, kemudian dipjjarkan perlahan-lahan dengan dinaikkan suhu secara
bertahap hingga mencapai suhu 600°C hingga ekstrak telah bebas dari karbon.
Kemudian, sisa abu didinginkan lalu ditimbang dalam persen terhadap berat

sampel awal®>,

(Berat cawan+abu) - (Berat cawan kosong)

% Kadar Abu Total = x 100%

(Berat cawan+ekstrak)_(Berat cawan kosong)

3.3.4.3 SKkrining Fitokimia

Untuk mengetahui komponen bioaktif yang terkandung dalam ekstrak
ctanol daun sungkai, dilakukan uji skrining fitokimia dengan analisis yang
meliputi:
Uji Flavonoid

Sampel uji ditambahkan air panas, dididihkan selama 5 menit dan disaring
dalam keadaan panas, kedalam filtrat ditambahkan serbuk magnesium dan asam
klorida pekat dan amil alkohol, dikocok dan dibiarkan memisah. Flavonoid positif
jika terjadi warna merah atau kuning atau jingga pada lapisan amil alkohol?’.
Uji Alkaloid

Uji skrining fitokimia senyawa golongan alkaloid dilakukan dengan
menggunakan metode Culvenor dan Fitzgerald. Sampel segar di ekstraksi dengan
kloroform beramonia lalu disaring. Selanjutnya ke dalam filtrat ditambahkan asam
sulfat 2N dan dikocok sampai terbentuk 2 lapisan. Lapisan asam (atas) dipipet dan
dimasukkan ke dalam 3 buah tabung reaksi. Tabung reaksi pertama ditambahkan
2 tetes pereaksi mayer. Tabung reaksi kedua ditambahkan dua tetes percaksi

dragendorf dan tabung reaksi ketiga sebagai kontrol. Adanya senyawa alkaloid
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ditandai dengan terbentuknya endapan putih pada tabung reaksi pertama dan
timbulnya endapan coklat kemerahan pada tabung reaksi kedua®’.
Uji Fenol/Tanin

Sampel dididihkan selama 3 menit dalam air suling lalu didinginkan dan
disaring. Filtrat diencerkan sampai hampir tidak berwarna, lalu ditambahkan 1-2
tetes pereaksi besi (I1I) klorida 1%, jika terjadi warna biru kehitaman atau hijau
kehitaman menunjukkan adanya tanin®.
Uji steroid dan Terpenoid (Tes Lieberman-Buchard)

Sampel uji dimaserasi selama 2 jam dengan 20 mL n-heksan, lalu disaring.
Filtrat diuapkan dalam cawan penguap. Pada sisa ditambahkan beberapa tetes
percaksi Liebermann-Burchad. Timbulnya warna biru atau biru hijau
menunjukkan adanya steroid, sedangkan warna merah, merah muda atau ungu
menunjukkan adanya triterpenoid*’.
3.3.5 Uji toksisitas akut ekstrak daun sungkai

Pengujian dilakukan dengan berapa tahapan:
3.3.5.1 Penentuan Dosis Ekstrak Daun Sungkai

Dosis ekstrak etanol daun sungkai yang digunakan untuk uji toksistas akut
mengacu pada BPOM (2014)"? yaitu 175, 550, 1.750 dan 5000 mg/kgBB dengan
5 kelompok mencit yang masing-masing terdiri dari 7 ekor mencit diberikan
larutan secara oral.
3.3.5.2 Pengelompokan Hewan Percobaan

Mencit sebanyak 35 ekor dibagi menjadi 5 kelompok perlakuan secara
acak dengan masing-masing kelompok terdiri dari 7 ekor mencit putih betina.
Perlakuan yang akan diberikan adalah:
K- : Na-CMC 0,5%
Pl : 175mg/kgBB ekstrak etanol daun sungkai
P2 : 550mg/kgBB ekstrak etanol daun sungkai
P3 1 1.750mg/kgBB ekstrak etanol daun sungkai
P4 : 5000mg/kgBB ekstrak etanol daun sungkai
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3.3.5.3 Pembuatan Suspensi Na CMC 0,5%

Na CMC ditimbang sejumlah 0,5 gr lalu dikembangkan dalam aquades
yang dipanaskan pada suhu 60°C sebanyak 10 mL (20 kali berat Na CMC) selama
kurang lebih 30 menit kemudian dihomogenkan dan larutan dicukupkan hingga
100 mL.
3.3.5.4 Pembuatan Suspensi Larutan Uji Ekstrak Etanol Daun Sungkai

Ekstrak daun sungkai ditimbang dengan dosis 175mg/KgBB,
550mg/KgBB, 1750mg/KgBB, dan 5000mg/KgBB masing-masing dimasukkan
ke dalam lumpang dan ditambahkan Na-CMC 0,5% sedikit demi sedikit sebanyak
10mL pada masing-masing dosis ekstrak dan digerus hingga homogen.
3.3.5.5 Pengujian Toksisitas Akut

Perlakuan pengujian ini mengacu pada BPOM (2014) yaitu mencit
dipuasakan sebelum diberikan perlakuan namun air minum boleh diberikan.
Setelah dipuasakan, mencit ditimbang dan diberikan sediaan uji dalam dosis
tunggal dengan menggunakan sonde. Setelah diberikan perlakuan, pakan
diberikan kembali setelah 1-2 jam. Diamati gejala toksisitas pada mencit secara
periodic selama 4 jam pertama dan schari sekali selama 14 hari. Setelah 14 hari,
dihitung jumlah mencit yang mati dan yang hidup untuk dihitung nilai LDso nya'?.
3.3.5.6 Pengamatan Gejala Toksisitas

Setelah pemberian larutan uji pada mencit, diamati gejala toksisitas yang
muncul pada mencit seperti mencit mengalami penurunan aktivitas gerak,
agresivitas, gerakan pernafasan, tidur, diare, dan kematian.
3.3.5.7 Pengukuran Nilai LDs

Setelah 14 hari pengamatan gejala toksisitas pada mencit, selanjutnya
dihitung jumlah mencit yang mati dan yang masih hidup untuk dihitung nilai LDsq
nya menggunakan perhitungan Thompson well.
3.3.5.5 Pengukuran Nilai LDso dan Pengamatan Toksisitan Tertunda

Pada pengujian ini mencit dibagi menjadi lima kelompok dengan masing-
masing kelompok terdiri dari tujuh ekor mencit. Ekstrak etanol daun sungkai yang
sudah disuspensikan dengan Na-CMC dan dibuat dengan berbagai dosis diberikan

secara oral kepada hewan uji dengan menggunakan sonde oral. Pengamatan gejala
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toksik dibuat dan dicatat secara sistematis sclama 4 jam pada menit ke 5, 30, 60,
120, 240, 24 jam, dan 14 hari setelah pembarian ekstrak. Jumlah mencit yang
selamat dicatat setelah 24 jam dan kemudian dipelihara selama 14 hari untuk
pengamatan harian yang lebih lanjut. Pengamatan visual ini termasuk mencit
mengalami penurunan aktivitas gerak, agresivitas, gerak pernapasan, tidur, diare
dan kematian. Efck toksik dari ekstrak dinilai berdasarkan mortalitas, yang
dinyatakan sebagai LDso. Selama percobaan, hewan-hewan ditimbang 48 jam
sekali, asupan makanan dan air tetap dipantau. Pada akhir percobaan, semua
hewan yang selamat dipuasakan semalaman dan dikorbankan. Kemudian
dilakukan pembedahan pada hewan untuk diambil organ ginjal dan dilakukan
pemeriksaan histologi pada organ tersebut.
3.3.5.6 Pemeriksaan Kadar Kreatinin

Penetapan kadar kreatinin dilakukan dengan metode kinetic test without
deproreinisation Jaffe. Darah mencit ditampung dengan tabung reaksi sebanyak
2mL, kemudian diamkan selama 15 menit, lalu disentrifus selama 10 menit
dengan kecapatan 3000 rpm sehingga didapatkan serum (bagian yang jernih) dari
darah. Serum darah diambil sebanyak 50 pL ditambahkan 1000 pL reagen
kreatinin (4 bagian reagen 1 natrium hidroksida dan 1 bagian reagen 2 asam
pikrat) dalam tabung reaksi, dihomogenkan dengan bantuan vortex. Pengukuran
dilakukan menggunakan alat spektrofotomoter pada suhu 37°C pada panjang
gelombang 492 nm, sehingga didapatkan kadar kreatinin serum®”.
3.3.5.7 Pemeriksaan Rasio Berat Organ Ginjal

Organ ginjal yang ditimbang dikeringkan terlebih dahulu dengan kertas
penyerap, kemudian segera ditimbang untuk mendapatkan berat absolut.

Kemudian dihitung berat organ relative dengan rumus:

Berat Organ (gr)
Berat Badan Mencit (gr)

Rasio Berat Organ =

3.3.5.8 Pemeriksaan Histologi Organ Ginjal Mencit

Pemeriksaan ini mengacu pada Widodo (2018), organ ginjal hewan uji
diambil dan dibersihkan dengan NaCl 0,9%. Kemudian, dibuat preparat histologi
ginjal dengan beberapa tahapan fixation, dehydration, clearing, infiltrasion,

embedding, sectioning, staining, dan mounting™®.
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Pertama, sampel organ ginjal di fiksasi dalam larutan NBF sclama
minimal 2 hari. Selanjutnya sampel organ di dehidrasi didalam alkohol bertingkat
(70%, 80%, 90%, 96%, dan alkohol absolut). Kemudian, dijernihkan dalam xylo/
(cleaning), selanjutnnya di infiltasi dengan parafin I, parafin II, dan Parafin III.
Selanjutnya dilakukan embedding atau pembuatan blok parafin. Kemudian
dilakukan sectioning yaitu pemotongan ginjal menggunakan mikrotom dengan
ukuran 3-4pm dan dipindahkan dalam incubator (water bath) dengan suhu 30-
40°C hingga mengembang lalu diletakkan pada gelas objek dan disimpan dalam

incubator (hot plate) dengan suhu 40-45°C hingga jaringan melekat sempurna.

Hasil sayatan diwarnai dengan pewarnaan baku Hematoksilin Eosin (HE).
Pewarnaan HE digunakan untuk melihat struktur jaringan yang diduga mengalami
perubahan patologis. Proses pewarnaan diawali dengan deparaffinisasi jaringan
dengan xylol dan rehidrasi dengan alkohol bertingkat, kemudian diletakkan
kembali di dalam xylol selama 24 jam untuk penjernihan. Selanjutnya jaringan
diambil dan diberi enthelan sebelum ditutup dengan cover glass (mounting).
Terakhir dianalisis menggunakan mikroskop dengan kamera digital Leica
1CC50%.
3.3.5.9 Pengamatan Histologi Ginjal Mencit Secara Mikroskopik

Preparat diamati pada 5 lapang pandang yaitu pada keempat sudut dan
bagian tengah preparat dengan perbesaran 40 x 10. Selanjunya pada setiap
preparat dihitung nilai rata-rata degenerasi dengan cara menjumlahkan persentase
sel yang mengalami kerusakan lalu dibagi 5 yang mengacu pada (Tabel 3). Data
yang diperoleh dibandingkan antara kelompok kontrol dan keempat kelompok
perlakuan ekstrak etanol daun sungkai:

Tabel 3. Kriteria penilaian derajat kerusakan tubulus ginjal menggunakan metode

skoring Vanien®’,

Tingkat Perubahan Nilai
Tidak ada sel yang nekrotik 0
<50% sel yang mengalami nekrotik |
51-70% sel yang mengalami nekrotik 2

71-100% sel yang mengalami nekrotik 3
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Keterangan:

0 = Normal

1 = Kerusakan rendah
2 = Kerusakan sedang
3 = Kerusakan tinggi

Sel yang tergenerasi dan derajat kerusakan tubulus histologi ginjal

menurut Nurdiniyah er al (2015)%.

Gambar 9. Gambaran mikroskopis kelompok KO. A= Glomerulus, b= Ruang
Bowman, c= Kapsula Bowman, d= Sel-sel tubulus (400x) (Pewarnaan HE)

Gambar 10. Gambaran mikroskopis kelompok (P1). a= Glomerulus melisut, b=
Glomerulus membentuk siste, ¢= Degenerasi lemak sel tubulus, d= Glomerulus
membengkak, e= Adhesi glomerulus dengan kapsula Bowman, f= Nekrosis sel-sel
tubulus (400x) (Pewarnaan HE)
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Gambar 11. Gambaran mikroskopis kelompok (P2). a=Glomerulus, b=
Degenerasi bengkak keruh (clowdy swelling) sel tubulus (400x)(Pewarnaan HE)

Gambar 12. Gambaran mikroskopis kelompok (P3). a=Glomerulus normal, b=
Sel-sel tubulus normal, c= Degenerasi bengkak keruh (clowdy swelling) sel
tubulus (400x) (Pewarnaan HE

Gambar 13. Gambaran mikroskopis kelompok (P4). a= Glomerulus
membengkak, b= Glomerulus melisut, c= Nekrosis sel-sel tubulus, d= Degenerasi
bengkak keruh (clowdy swelling) sel tubulus (400x) (Pewarnaan HE).

3.3.5.10 Variabel Penelitian

1.

Variasi dosis yang digunakan

. Gambaran histologi ginjal mencit

.
3.
4

Efek toksik ekstrak etanol daun sungkai terhadap organ ginjal

Nilai kreatinin
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5. Berat organ
6. Nilai LDsg ekstrak etanol daun sungkai
3.4 Analisa Data
3.4.1 Penetuan LDS0 (Metode Thomson dan Weil)

Metode ini merupakan metode yang cukup banyak digunakan karena tidak
memerlukan hewan percobaan yang terlalu banyak dan mempunyai tingkat
kepercayaan atau “confiden level” yang cukup tinggi. Nilai LDso dihitung dengan

persamaan berikut:

Log LDsy = Log D+ d (f+1)

Keterangan:
m = harga LD50
D = dosis terkecil yang digunakan
d = log r (kelipatan dosis)
/= factor
Rentang Rentang LDS0 dapat ditentukan dengan:
Batasan atas LD50 = antilog (log m+ 2 8 log m)
Batasan bawah LD50 = antiog (log m — 2 6 log m)
dlogm=dxdf
& f= factor dalam table biomedik.
3.4.2 Data Kualitatif Toksisitas Tertunda dan Histologi Ginjal

Data kualitatif Toksisitas tertunda dan histologi dianalisis secara
deskriptif. Pengamatan visual pada toksisitas tertunda ini mengamati perubahan
diare, perubahan pernafasan, agresivitas,tidur dan perubahan aktivitas gerak.
Gambaran histologi ginjal dianalisis secara deskriptif dengan mengacu pada
Nurdiniyah ez al, (2015) gambaran histologi ginjal normal dan tidak normal®.
Sedangkan untuk data kreatinin dan persentase kerusakan ginjal dianalisa dengan
One Way ANOV A menggunakan SPSS, kemudian dilakukan uji lanjut dengan uji

duncan.



IV. HASIL DAN PEMBAHASAN
4.1 Determinasi Daun Sungkai (Peronema cenescens Jack)

Sampel tanaman yang digunakan dalam penelitian ini adalah daun sungkai
yang diambil di daerah kampus Universitas Jambi, Mendalo Darat, Kecamatan
Jambi Luar Kota, Kab. Muaro Jambi, Provinsi Jambi. Dilakukan determinasi
untuk mengetahui kebenaran dari tanaman tersebut, determinasi merupakan proses
untuk menentukan nama, family dan jenis tumbuhan secara spesifik. Determinasi
dilakukan di  Herbarium Universitas Andalas Padang (No. 226/K-
ID/ANDA/IV/2020) membuktikan bahwa sampel yang digunakan merupakan
tanaman sungkai (Peronema cenescens Jack) golongan family limiaceae
(lampiran 10).

4.2 Simplisia Daun Sungkai (Peronema cenescens Jack)

Daun sungkai segar diambil sebanyak 2kg menghasilkan simplisia
750gram, yang sebelumnya telah melalui proses sortasi, pembersihan dari
pengotor, dicuci dengan air mengalir, dirajang dan kemudian dikeringkan. Proses
pengeringan dilakukan dengan cara diangin-anginkan di udara terbuka dan
terlindung dari sinar matahari langsung selama (+14 hari) dengan hasil
rendemennya 37,5% termasuk kecil karena <50% ini bisa terjadi disebabkan oleh
beberapa faktor pada saat waktu pengeringan. Menurut Depkes RI (2000), salah
satu faktor yang dapat mempengaruhi rendemen simplisia adalah jenis tanaman
yang digunakan jika tanaman yang digunakan lebih banyak mengandung air atau
senyawa yang mudah menguap maka nilai rendemen yang diperoleh juga kecil®'.
4.3 Ekstrak Daun Sungkai (Peronema cenescens Jack)

Serbuk daun sungkai sebanyak 750 gram diekstraksi dengan menggunakan
metode maserasi. Matode ini dipilih selain karena caranya sederhana juga karena
memiliki beberapa keuntungan yaitu dapat mengekstraksi tumbuhan yang tidak
tahan panas, peralatan yang sederhana dan mudah dilakukan. Pelarut yang
digunakan untuk mengekstraksi simplisia daun sungkai adalah etanol 70%. Etanol
merupakan pelarut yang dapat melarutkan senyawa dari yang kurang polar hingga

polar, salah satu senyawa yang dapat dilarutkan oleh etanol ialah senyawa fenolik.

31



32

Etanol dapat melarutkan senyawa fenolik karena mampu mendegradasi dinding
sel sehingga senyawa bioaktif lebih mudah keluar dari sel tanaman®?

Maserasi dilakukan dengan merendam 750 gram simplisia daun sungkai
ke dalam etanol 70%. Cairan penyari akan menembus dinding sel dan masuk ke
dalam rongga sel yang mengandung zat aktif, zat aktif akan larut karena adanya
perbedaan konsentrasi antara larutan zat aktif didalam sel dan diluar sel, maka
larutan terpekat didesak keluar. Peristiwa tersebut terus berulang sehingga terjadi
kesetimbangan konsentrasi®®. Maserasi dilakukan selama 3x24 jam dengan tujuan
waktu tersebut pelarut akan dapat menarik senyawa metabolik sekunder yang
terkandung didalam sampel secara maksimal. Maserat yang didapatkan dipisahkan
dengan penyaringan dan kemudian dilakukan remaserasi selama 2x24 jam, setelah
remaserasi dilakukan, maserat disaring.

Hasil maserat yang diperoleh sebanyak 4,5 liter kemudian maserat yang
didapatkan dipekatkan menggunakan rotary evaporator sehingga diperolehlah
ekstrak kental sebanyak 138,5 gram dengan nilai rendemen sebesar 18,47%. Hal
ini bisa disebabkan oleh senyawa yang bersifat polar yang terkandung dalam daun
sungkai mampu ditarik oleh etanol hanya sedikit, peristiwa ini erat kaitannya
dengan lamanya waktu maserasi dan suhu karena semakin tinggi suhu dan
semakin lama waktu maserasi maka semakin tinggi rendemen yang diperoleh™.
4.3.1 Karakter Spesifik Ekstrak Daun Sungkai

Karakteristik spesifik pada penelitian ini meliputi identitas simplisia dan
sifat organoleptis ekstrak. Hasil dari determinasi membuktikan bahwa tanaman
yang digunakan pada penelitian ini adalah tanam sungkai dengan nama latin
Peronema cenescens Jack. Sedangkan penetapan sifat organoleptis bertujuan
untuk memberi identitas objektif seperti nama, bentuk, warna, rasa dan bau’'.
Selanjutnya tujuan dari penetapan parameter ini adalah untuk sebagai pengenalan
awal ekstrak yang diperoleh. Penetapan identitas dan organoleptis dari ekstrak

daun sungkai disajikan pada Tabel 4.
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Tabel 4. Identitas dan Organoleptis Ekstrak Daun Sungkai

Parameter Hasil

Identitas Ekstrak

Nama Ekstrak Peronema canescens Jack. Extractum
Nama Latin Tanaman Peronema canescens Jack

Bagian Tanaman yang Digunakan Peronema canescens folia

Nama Indonesia Tanaman Sungkai

Organoleptis Ekstrak

Bentuk Ekstrak kental

Warna Hijau kehitaman

Rasa Pahit (sepet)

Bau Bau Khas

4.3.2 Karakter Non Spesifik Ekstrak Daun Sungkai
Karakter non spesifik ekstrak kental daun sungkai yang ditentukan dalam
penelitian ini meliputi rendemen ekstrak, kadar air, dan kadar abu. Menurut
Handayani et al. (2019) karakterisasi simplisia dilakukan bertujuan untuk
mengetahui kualitas mutu dari suatu simplisia®®. Hasil parameter non spesifik
ekstrak daun sungkai disajikan pada Tabel 5.
Tabel 5. Identitas dan Organoleptis Ekstrak Daun Sungkai

Parameter Hasil (%)
Rendemen 18,47%
Kadar Air 0,53 %
Kadar Abu 5,3 %

Rendemen ekstrak merupakan persentase berat suatu ckstrak dari berat
kering daun. Tujuan perhitungan rendemen untuk mengetahui berapa persentase

serbuk yang dihasilkan akibat berbagai proses pengolahan®.

Hasil analisis
rendemen ekstrak pada penelitian ini didapatkan hasil sebesar 18,47%. Hasil
kadar air ekstrak etanol daun sungkai yang diperoleh adalah 0,53% penentuan
kadar air ini bertujuan untuk memberi batasan maksimal atau rentang tentang

besarnya kandungan air dalam ekstrak. kadar air yang tinggi didalam ekstrak
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(>30%) akan memudahkan ckstrak ditumbuhi jamur, kapang dan bakteri schingga
dapat menurunkan aktivitas biologi ekstrak dalam masa penyimpanan. Kandungan
kadar air yang dipersyaratkan adalah kurang dari 10%°'. schingga dapat
disimpulkan bahwa kadar air ekstrak etanol daun sungkai 0,53% memenuhi
standar mutu.

Kadar abu total yang diperoleh sebesar 5,3%. Penentuan kadar abu juga
dapat digunakan sebagai landasan untuk mengetahui kandungan mineral internal
dan eksternal dan kandungan anorganik yang berasal dari proses awal sampai
terbentuknya ekstrak yang tersisa setelah pemijaran. Tingginya kadar abu ekstrak
mengindikasikan tingginya mineral yang terkandung didalam daun sungkai.
Selain itu bila kadar abu yang terkandung didalam ekstrak cukup tinggi juga dapat
mengindikasikan adanya pengotor seperti tanah, pasir atau kotoran lain yang juga
dapat mempengaruhi kualitas dari ekstrak yang didapat®'.

4.4 Kandungan Kualitatif Fitokimia Ekstrak Daun Sungkai

Skrining fitokimia merupakan suatu metode pendekatan yang bisa
digunakan untuk memberikan informasi kandungan senyawa metabolit sekunder
dari tumbuh-tumbuhan®'. Hasil skrining kualitatif ekstrak etanol daun sungkai di
sajikan dalam Table 6.

Tabel 6. Kandungan Kualitatif Ekstrak Daun Sungkai

Uji Fitokimia Pereaksi Hasil Keterangan
Flavonoid Serbuk Zn + HCI + Terbentuk  warna
pekat jingga
Serbuk Mg + Terbentuk  warna
+ HCl pekat jingga
Fenol/Tanin FeCl; + Terbentuknya
warna hitam
kehijauan
Alkaloid Mayer - Warna hijau
kehitaman
Dragendorf + Endapan berwarna

merah kecoklatan
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Bouchartdat + Endapan  coklat
kehitaman

Steroid Lieberman — + Berwarna merah
Bouchart kecoklatan

Terpenoid - Endapan hijau

kehitaman

Saponin HCI + Berbusa, ditambah
HCl 2N, busa
hilang

Berdasarkan hasil Tabel 6, ekstrak etanol daun sungkai mengandung
fenol, flavonoid, alkaloid, tanin, steroid dan saponin. Hasil analisis fitokimia yang
dilakukan sesuai dengan Fransisca ef al. (2020) bahwa terdapat kandungan
senyawa kimia yang mempunyai aktivitas farmakologis pada tumbuhan sungkai
diantaranya flavonoid, alkaloid, tanin, steroid dan saponin. Namun, kandungan
senyawa aktif pada tanaman yang sama dapat berbeda jenis dan proporsi dari
senyawa aktif didalam tumbuhan tersebut, hal ini dapat disebabkan oleh
perbedaan lingkungan, dan tempat tumbuhnya tanaman. Senyawa aktif didalam
tanaman dihasilkan oleh interaksi antara tanaman dan lingkungan dalam proses
evolusi yang lama dan perubahan jumlah kandungan senyawa kimia yang ada di
dalam tumbuhan berkorelasi dan berasosiasi dengan faktor lingkungan®’

4.5 Pengujian Toksisitas Akut Ekstrak Daun Sungkai

Uji toksisitas adalah suatu uji untuk mendeteksi toksisitas suatu efek
toksik suatu zat pada sistem biologi dan untuk memperoleh data dosis respon yang
khas dari sediaan uji. Data yang diperoleh dapat digunakan untuk memberi
informasi mengenai derajat bahaya sediaan uji tersebut bila terjadi pemaparan
pada manusia, sehingga dapat ditentukan dosis penggunaannya demi keamanan
manusia. Uji toksisitas menggunakan hewan uji sebagai model berguna untuk
melihat adanya reaksi biokimia, fisiologik dan patologik pada manusia terhadap
suatu sediaan uji, hasil uji toksisitas tidak dapat digunakan secara mutlak untuk

membuktikan keamanan suatu bahan atau sediaan pada manusia, namun dapat
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memberikan petunjuk adanya toksisitas relatif dan membantu identifikasi efek
toksik bila terjadi pemaparan pada manusia'®.

Prinsip uji toksisitas akut oral yaitu sediaan uji dalam beberapa tingkat
dosis diberikan pada beberapa kelompok hewan uji dengan satu dosis perkelomok
kemudian dilakukan pengamatan terhadap adanya efek toksik dan kematian. Pada
pengujian toksisitas akut hewan yang digunakan adalah mencit (Mus musculus)
galur Swiss Webster karena memiliki beberapa keuntungan yaitu, lebih ekonomis,
ukuran kecil, dan dasar fisiologisnya mendekati manusia yaitu sama-sama
mamalia. Mencit yang digunakan adalah mencit betina dengan umur 2-3 bulan
dan berat 20-30 gram. Mencit yang digunakan adalah mencit yang sehat, naif,
agresif dengan perilaku normal selama waktu aklimatisasi.

4.5.1 AKklimatisasi Mencit

Hewan uji yang akan digunakan di aklimatisasi terlebih dahulu selama 7
hari, hal ini dilakukan agar hewan uji yang digunakan dapat terbiasa dengan
lingkungan dan selama aklimatisasi mencit diberi makan standar. Berikut
merupakan hasil pengukuran berat badan mencit pada awal (sebelum aklimatisasi)
dan pada hari ke 7 (setelah aklimatisasi). Rata-rata berat badan disajikan pada
Tabel 7.

Tabel 7. Rata-rata berat badan mencit selama aklimatisasi

Rata-rata berat badan mencit (g) Persentase
kelompok perubahan berat

Sebelum aklimatisasi ~ Sesudah aklimatisasi badan’%
K- 23,57 25,52 8,26%
Pl 23,96 25,85 7.91%
P2 23,02 24,74 7,45%
P3 25.4 27,08 6,61%
P4 23,94 25,59 6,91%

Pada saat Proses aklimatisasi, sebelum dan sesudah aklimatisasi dilakukan
penimbangan berat badan hewan uji untuk mengetahui apakah hewan uji
mengalami stress atau tidak. Pada tabel 7 terlihat bahwa berat badan rata-rata

hewan uji mengalami kenaikan berat badan tidak lebih dari 10% dan dari
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pengamatan yang dilakukan tidak terdapat kenaikan berat badan yang signifikan
selama proses aklimatisasi tersebut. Hewan uji yang digunakan tidak
menunjukkan tingkah laku yang anch atau hewan uji bertingkah laku normal dan
tidak mengalami stress karena hewan uji tidak mengalami penurunan berat badan
dan layak digunakan.

4.5.2 Penentuan Nilai LDs¢

Metode penggujian toksisitas akut yang digunakan adalah berdasarkan
pedoman uji toksisitas nonklinik secara in vivo (BPOM, 2014) yang merupakan
pedoman uji toksisitas nonklinis dalam pengembangan obat, obat tradisional,
kosmetik dan produk komplemen serta pangan dan bahan berbahaya. Pada
penelitian uji toksisitas akut ini menggunakan metode up and down procedure
(UDP). Metode ini merupakan metode alternaif dalam pengujian toksisitas akut.
Pada saat dibandingkan dengan metode penentuan LDso konvensional, metode up
and down procedure ini menggunakan lebih sedikit hewan uji, bahkan sepertiga
dari jumlah hewan uji yang digunakan dalam metode konvensional. Kemudian
dalam analisis perbandingan dengan metode konvensional, UDP merupakan
metode yang paling sederhana untuk digunakan dan menghasilkan nilai LDsp yang
sangat bagus dibandingkan dengan nilai LDso dari metode konvensional.
Pengujian toksisitas akut dilakukan untuk mendapatkan informasi data tentang
toksisitas suatu bahan (kimia) pada hewan uji.

Uji toksisitas akut pada daun sungkai dilakukan karena daun dari tanaman
sungkai ini digunakan oleh sebagian masyarakat untuk menyembuhkan beberapa
penyakit seperti sakit gigi, demam dan penyakit malaria dan juga diketahui pada
daun sungkai mengandung senyawa flavonoid, alkaloid, terpenoid, tanin dan
steroid®. Flavonoid dan fenol dapat berfungsi sebagai antivirus, antibakteri,
antihipertensi dan memiliki pengobatan terhadap hiperurisemia. Penelitian
terakhir tentang daun sungkai dilakukan oleh Latief et al (2021) ekstrak etanol
daun sungkai memiliki aktivitas antihiperurisemia dengan menurunkan kadar
asam urat darah mencit pada dosis 500mg/KgBB yang memberikan aktivitas

paling baik dalam menurunkan kadar asam urat darah mencit hiperurisemia®
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Pengujian toksisitas akut ckstrak ctanol daun sungkai dilakukan dengan
empat variasi dosis yaitu 175, 550, 1750 dan 5000 mg/kgBB, dari keempat dosis
yang di uji tidak menimbulkan kematian pada hewan percobaan. Hasil persentase
kematian hewan uji setelah pemberian ekstrak etanol daun sungkai dapat dilihat
pada Tabel 8.

Tabel 8. Hasil Persentase Kematian Hewan

kelompok Jumlah hewan Dosis Jumlah hewan %
(mg/kgBB) mati kematian

Kontrol 7 0 0 0

Pl 7 175 0 0

P2 7 550 0 0

P3 7 1750 0 0

P4 7 5000 0 0

Tabel 8 menunjukan persentase kematian hewan uji ekstrak etanol daun
sungkai pada tiap kelompok uji. Berdasarkan tabel diatas menunjukan bahwa
dengan pemberian sediaan tunggal secara peroral pada mencit hingga dosis
maksimal yang dapat diberikan secara teknis pada hewan uji yaitu 5000 mg/kgBB
mencit ternyata tidak menimbulkan kematian, menyebabkan nilai LDsp tidak perlu
ditentukan. Hal ini sesuai dengan kriteria uji toksisitas akut yang dilakukan untuk
menilai LDsp bahwa berdasarkan kesepakan para ahli, jika dosis maksimal tidak
menimbulkan kematian hewan uji, maka LDso dinyatakan dengan nilai semu atau
bukan nilai sesungguhnya®®. Oleh karena itu, hasil penelitian terhadap ekstrak
etanol daun sungkai ini pada dosis 175, 550, 1750, 5000mg/kgBB mempunyai
makna toksisitas bahwa potensi ketoksikan akut sediaan uji ekstrak etanol daun

sungkai termasuk dalam rentan kategori toksisitas sedang/toksik ringan.
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4.5.3 Pengamatan Efek Toksik

Tabel 9. Hasil pengamatan agresifitas pada kelompok perlakuan

Jumlah mencit yang mengalami agresivitas

Menit ke-
kelompok Perlakuan
5 10 15 30 60 120 240 24jam 48 jam 14 hari
K- Na-CMC 0,5% 0O 0 0 0 o0 0 0 0 0 0
P1 175 mg/kgBB O 0 O o0 0 0 0 0 0 0
P2 550 mg/kgBB O 0 o0 0 o0 0 0 0 0 0
P3 1750 mg/kgBB 0O 0 o0 0 0 0 0 0 0 0
P4 5000 mg/kgBB 0O 0 0 0 o0 0 0 0 0 0

Peningkatan agresifitas yang dilihat pada parameter ini yaitu dari sikap
hewan uji yang memanjat-manjati sisi kandang hingga berkelahi dengan hewan
uji lainnya. perilaku agresif biasanya disebabkan oleh stimulasi sistem saraf pusat
atau saraf simpatik dan bila terjadi penurunan adanya depresi, bila perilaku
terlihat agresif hal ini menunjukan adanya stimulasi sentral (SSP) atau stimulasi
simpatik®. Berdasarkan penelitian terdahulu senyawa alkaloid dapat
mempengaruhi stimulasi sistem saraf pusat. Namun, pada tabel 9 tidak terjadinya
perilaku yang agresif, hal ini menunjukkan pemberian ekstrak etanol daun sungkari
tidak mempengaruhi sistem saraf pusat.

Tabel 10.Hasil pengamatan tidur pada kelompok perlakuan

Jumlah mencit yang mengalami Tidur

Menit ke-

kelompok Perlakuan - - -
5 10 15 30 60 120 240 24jam 48 jam 14 hari

K- Na-CMC 0,5% O 0 O 0 0 0 0 0 0 0

P1 175 mg/kgBB o 0 o0 o0 2 3 0 0 4 0

P2 550 mg/kgBB 0 1 1 0o 3 1 1 0 6 0

P3 1750 mg/’kgBB O 0 o0 2 0 0 0 0 0 0

P4 5000 mg/kgBB 32 0 0 0 0 0 3 3 0

Pengamatan tidur yang dilihat pada parameter ini yaitu hewan uji terlihat

diam dan memejamkan matanya dalam jangka waktu yang cukup lama. Pada tabel



40

10 terlihat pada perlakuan P1 hewan uji mengalami gejala tidur pada menit ke 60
sebanyak 2 ekor, menit ke 120 sebanyak 3 dan 48 jam sebanyak 4 ekor. Pada
perlakuan P2 hewan uji mengalami tidur mulai dari menit ke 10, 15, 60, 120, 240,
dan 48 jam, pada menit 10, 15, 120 dan 240 jumlah hewan yang tidur 1 ekor. Pada
menit ke 60 sebanyak 3 ekor dan 48 jam sebanyak 6 ekor. Kelompok P3 jumlah
hewan uji yang tidur hanya 2 ckor yaitu pada menit ke 30. Kemudian pada
kelompok P4 hewan uji yang mengalami tidur mulai dari menit ke 5,10, 24 jam
dan 48 jam, pada menit ke 10 jumlah hewan uji yang tidur sebanyak 2 ekor dan
yang lain (menit ke 5, 24jam dan 48jam) berjumlah 3 ekor. Gejala yang muncul
pada parameter ini terbilang normal karena pada dasarnya mencit dan tikus
merupakan hewan nokturnal atau hewan yang aktif pada malam hari®.

Tabel 11. Hasil pengamatan diare pada kelompok perlakuan

Jumlah mencit yang mengalami diare

Menit ke-
kelompok Perlakuan
5 10 15 30 60 120 240 24 jam 48 jam 14 hari
K- Na-CMC 0,5% 0O 0 0 0 0 0 0 0 0 0
P1 175 mg/kgBB O 0 o0 o0 O 0 0 0 0 0
P2 550 mg/kgBB 0O 0 0 0 O 0 0 0 0 0
P3 1750 mg/kgBB 0O 0 o0 0 0 0 0 0 0 0
P4 5000 mg/kgBB 0O 0 O 0 0 0 0 0 0 0

Pada Tabel 11 menunjukan bahwa tidak terjadinya diare pada tiap
kelompok, hal ini dikarenakan ekstrak ctanol daun sungkai memiliki kandungan
senyawa kimia salah satunya adalah flavonoid. Beberapa hasil penelitian
terdahulu melaporkan bahwa kandungan senyawa kimia golongan tanin,
flavonoid, alkaloid, saponin dan triterpen bertanggung jawab atas Khasiat
antidiare®’. Mekanisme fenol dalam menghentikan diare dengan menghambat
gerakan peristaltik. Studi lain menunjukkan bahwa tanin dan asam tannic juga
mendenaturasi protein yang membentuk tannate yang mengurangi permeabilitas

mukosa usus®.
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Tabel 12. Hasil Pengamatan penurunan aktivitas gerak pada kelompok perlakuan

Jumlah mencit yang mengalami Penurunan aktivitas gerak

Menit ke-
kelompok Perlakuan
5 10 15 30 60 120 240 24jam 48 jam 14 hari
K- Na-CMC 0,5% 0o 0 o0 0 0 0 0 0 0 0
Pl 175 mg/kgBB 0o 0 0 0 0 1 1 0 0 0
P2 550 mg/kgBB o o0 o 2 2 0 0 0 0 0
P3 1750 mg/kgBB 0 0 0 0 2 1 0 0 0 0
P4 5000 mg’kgBB 0 0 1 3 0 O 0 0 0 0

Pada parameter ini pengamatan yang dilihat adalah mencit yang terlihat
lemas, mencit diam dan tidak banyak melakukan aktivitas apapun disuatu tempat.
Pada Tabel 12 penurunan aktivias gerak terjadi pada pemberian dosis 175
mg/kgBB (P1) terjadi pada menit ke 240 dan 24 jam sebanyak 1 ekor, sedangkan
pada pemberian dosis 550 mg/kgBB (P2) gejala toksik teramati pada menit ke 30
dan 60 sebanyak 2 ekor, dan pada pemberian dosis 1750 mg/kgBB (P3) gejala
toksik terlihat dari menit ke 60 secbanyak 2 ckor dan 120 sebanyak 1 ckor,
kemudian pada pemberian dosis 5000 mg/kgBB (P4) gejala toksik terlihat pada
menit ke 15 sebanyak 1 ekor dan menit ke 30 sebanyak 3 ekor.

Gejala tersebut dapat merupakan manifestasi adanya aktifitas penenang,
depresan saraf pusat, relaksan otot, paralisis atau anastesi®. Selain memberikan
efek farmakologi ekstrak etanol daun sungkai juga dapat memberikan efek toksik
terhadap hewan uji salah satunya dari senyawa golongan steroid yaitu cardiac
glikosida. Aktivitas senyawaa cardiac glikosida diketahui mempengaruhi sistem
kardiovaskuler, sistem saraf, dan gangguan gastrointestinal. Beberapa efek yang
dapat ditimbulkan oleh cardiac glikosida ialah delirium, depresi, halusinasi
maupun blok jantung. Salah satu efek toksik yang dapat dilihat pada hewan
percobaan adalah penurunan aktivitas gerak, hal ini menandakan adanya efek
delirium dan depresi pada hewan percobaan akibat pemberian ekstrak etanol daun

sungkai.
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Tabel 13. Hasil Pengamatan perubahan pernapasan

Jumlah mencit yang mengalami perubahan pernapasan

Menit ke-
kelompok Perlakuan -
5 10 15 30 60 120 240 24 jam 48 jam 14 hari
K- Na-CMC 0,5% 0O 0 O 0 0 0 0 0 0 0
P1 175 mg/kgBB 0O 0 O 0 O 0 0 0 0 0
P2 550 mg/kgBB 0O 0 0 0 O 0 0 0 0 0
P3 1750 mg/kgBB O o0 o o0 o0 0 0 0 0 0
P4 5000 mg/kgBB 0O 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Menurut Cahyono et al (2009), frekuensi pernafasan dikendalikan oleh
batang otak, walaupun transeksi batang otak diatas tingkat midpontin tetap tidak
mengganggu pengaturan tekanan dasar dari arteri®’. Salah satu sennyawa kimia
yang dapat mempengaruhi pernapasan ialah flavonoid karena flavonoid
merupakan senyawa kimia yang memiliki sifat insektisida. Flavonoid menyerang
beberapa organ saraf sehingga timbul suatu pelemahan saraf. Flavonoid bekerja
sebagai inhibitor pernapasan dan flavonoid juga mengganggu mekanisme energi
didalam mitokondria dengan menghambat sistem pengangkutan elektron®. Pada
tabel 13 diatas tidak terjadinya perubahan pernafasan pada hewan uji yang
diberikan ekstrak etanol daun sungkai, hal ini terjadi karena kemungkinan ekstrak
daun sungkai tidak mempengaruhi fungsi dari batang otak sehingga tidak
terjadinya perubahan pernafasan.

4.6 Nilai Kreatinin

Ginjal merupakan organ eksresi utama dalam tubuh yang mengeluarkan
zat-zat sisa metabolisme yang tidak digunakan lagi dan racun. Fungsi ginjal dapat
diketahui dari kadar kreatinin. Kreatinin adalah hasil pemecahan keratin fosfat
otot yang di produksi oleh tubuh secara konstan tergantung masa otot dan masa
normal dan akan dikeluarkan dari dalam pembuluh darah melalui ginjal. Kreatinin
serum yang mengalami peningkatan kadar Kkreatinin dapat menunjukkan
kegagalan fungsi ginjal®. Kreatinin difiltrasi diglomerulus dan direabsorpsi
ditubular. Beberapa penyebab peningkatan kadar kreatinin didalam darah, yaitu
dehidrasi, kelelahan yang berlebihan, penggunaan obat yang bersifat toksik pada
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ginjal, disfungsi ginjal disertai infeksi, hipertensi yang tidak terkontrol dan
penyakit ginjal*®.

Berdasarkan hasil pengamatan fisiologi eksresi ginjal mencit putih betina
menunjukkan kadar kreatinin plasma setelah diberikan ekstrak etanol daun
sungkai dapat dilihat pada tabel 14.

Tabel 14. Rata-rata kadar kreatinin serum mencit

Kadar kreatinin serum (mg/dL)

ulangan

Kontrol Pl P2 P3 P4
1 1,2 1,6 1,9 2,3 2,6
2 1,4 1,8 2,1 2,1 2,8
3 0,9 1,7 2 2 2,8
4 1,1 1,6 2,2 2,4 2,6
5 1.4 1,7 2 23 2,7

Rata-ratatSEM  1,2°40,09  1,68°+0,03  2,04°+0,05 2,22°40,07  2,79:0,04
Keterangan :

KK  : Kelompok Kontrol (diberikan Na-CMC dan pakan serta minum standar)
P1 : Perlakuan Dosis 175mg/kgBB

P2 : Perlakuan Dosis 550mg/kgBB

P3 : Perlakuan Dosis 1750mg/kgBB

P4 : perlakuan Dosis 5000mg/kgBB

Pada tabel 14 menunjukkan hasil kadar kreatinin serum setelah diberikan
ckstrak ctanol daun sungkai mengalami perubahan dari kelompok kontrol.
Kelompok perlakuan pemberian ekstrak dengan variasi dosis mengalami
peningkatan yang signifikan. Pada kelompok kontrol rata-rata kadar kreatinin
serum adalah 1,2 mg/dL, kelompok Pl memiliki nilai kreatinin serum 1,68
mg/dL, kelompok P2 dengan nilai kreatinin serum 2,04 mg/dL, kelompok P3 nilai
kreatinin serumnya 2,22 mg/dL dan kelompok P4 mimiliki nilai kreatinin serum
2,7 mg/dL. Kadar kreatinin tersebut sudah melewati batas normal dimana menurut
Arifin et al (2018) kadar normal kreatinin serum mencit adalah 0,2-0,9 mg/dL®®.

Berdasarkan hasil analisa statistik kadar kreatinin serum mencit
menggunakan One Way ANOVA, diperoleh hasil uji ANOVA P (< 0,05) maka
menunjukkan bahwa kadar kreatinin serum mencit berbeda nyata, yang berarti
terdapat pengaruh dalam pemberian ekstrak etanol daun sungkai terhadap kadar

kreatinin mencit.
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Dari data hasil pemeriksaan kadar kreatinin mencit pada masing-masing
kelompok berada pada tingkat melebihi nilai normal. Hal tersebut menandakan
bahwa pemberian ekstrak etanol daun sungkai kepada mencit memberikan
pengaruh terhadap peningkatan kadar kreatinin yang melebihi batas normal, hal
tersebut dapat terjadi karena ginjal mencit mengalami gangguan fungsi dalam
memfiltrasi kreatinin yang ada didalam tubuh secara normal yang akan
dikeluarkan melalui urin. Kadar kreatinin serum meningkat apabila laju filtrasi
glomerulus (LFG) telah menurun 70% dari normal, apabila kadar kreatinin
mengalami peningkatan dua kali lipat dari kadar normal menunjukkan bahwa
ginjal mengalami penurunan fungsi sebesar 50%. Demikian juga peningkatan
kadar kreatinin serum sebesar tiga kali lipat menunjukkan kerusakan ginjal 75%°.
Pada tabel hasil terlihat rata-rata nilai kreatinin serum meningkat dua kali lipat
dari nilai normalnya, artinya ginjal hewan uji yang diberikan ekstrak etanol daun
sungkai mengalami penurunan fungsi sebesar 50%.

4.7 Berat Organ

Pada perameter ini yang diamati peneliti adalah perubahan berat organ
ginjal hewan uji, karena ginjal berperan penting dalam eliminasi produk buangan
yang berasal dari metabolisme endogen maupun metabolisme xenobiotika. Hasil
rata-rata berat organ ginjal setelah diberikan ekstrak etanol daun sungkai dapat
dilihat pada tabel 15.

Tabel 15. Rata-rata berat organ ginjal setelah diberikan ekstrak etanol daun

sungkai
No. Perlakuan Rata-rata berat Rata-rata berat Persentase bobot
badan mencit (gr) + organ ginjal (gr) = ginjal dari berat
SD SD badan (%)

1 Kontrol 25,52+ 1,56 0,18 £0,01 0,71 + 0,00

2 Pl 24,87 + 1,40 0,16 = 0,02 0,68 + 0,00

3 P2 24,31 £2.51 0,20 £ 0,05 0,86 = 0,00

4 P3 27,03 + 1,85 0,16 0,02 0,60 + 0,00

5 P4 26,23+ 1,89 0,20 = 0,04 0,80 + 0,00
Keterangan:

KK  : Kelompok Kontrol (diberikan Na-CMC dan pakan serta minum standar)
Pl : Perlakuan Dosis 175mg/kgBB
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P2 . Perlakuan Dosis 550mg/kgBB
P3 : Perlakuan Dosis 1750mg/kgBB
P4 : perlakuan Dosis 5000mg/kgBB

Berdasarkan hasil pada tabel diatas rata-rata berat organ ginjal pada hewan
uji mengalami perbedaan antara kelompok kontrol dan kelompok P1, P2,P3 dan
P4, dimana berat organ ginjal kelompok P1, dan P3 lebih kecil dari pada
kelompok kontrol, P2 dan P4, sedangkan untuk kelompok P2 dan P4 rata-rata
bobot organ ginjalnya lebih tinggi dibandingkan kelompok kontrol. Berubahnya
berat organ merupakan salah satu adanya perubahan pada sel-sel organ akibat
paparan bahan kimia atau zat toksik®’.

Menurut Nallakrishna et al (2019) berat normal organ ginjal mencit
berkisar antara 0,16 — 0,22 gram®’. Pada tabel 15 terihat hasil rata-rata berat organ
ginjal berada pada rentang normal artinya pemberian ekstrak etanol daun sungkai
pada hewan uji yang diamati secara makroskopis tidak memberikan dampak
toksik yang berlebihan pada berat organ ginjal hewan uji.

4.8 Pengamatan Histologi Ginjal

Ginjal merupakan organ eksresi utama yang sangat penting dalam
mengeluarkan sisa-sisa metabolisme tubuh, termasuk zat toksik yang tidak
sengaja masuk kedalam tubuh. Pemberian senyawa-senyawa yang bersifat toksik
atau pun senyawa yang bersifat iritatif dapat menimbulkan perubahan-perubahan
degeneratif seperti degenerasi melemak sampai nekrosis®®. Berdasar hasil
pengamatan histologi organ ginjal yang telah diberikan ckstrak etanol daun
sungkai dan dihitung tingkat kerusakan dengan menggunakan metode vanien*’

hasil yang diperoleh dapat dilihat pada tabel 15.

Tabel 16. Skor tingkat kerusakan ginjal mencit

Persentase Derajat Kerusakan Ginjal Mencit

Ulangan Kontrol Pl P2 P3 P4
1 55 534 58,6 52,2 82.4
2 42,8 454 52,8 65,2 107,8
3 37.6 49 4 54,8 78,6 101,6
Rata-RatatSEM  45,1%45.13 49474230 554°P=1,70  6533%7.62 97,26%7,64
Skor 1 1 2 2 3

Ket:
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Superskrip dengan huruf kecil yang berbeda pada kolom menunjukkan perbedaan
yang sangat nyata P(<0,05)

K= Kontrol

P1= Perlakuan dosis 175mg/kgBB

P2= Perlakuan dosis 550mg/kgBB

P3= Perlakuan dosis 1750mg/kgBB

P4= Perlakuan dosis 5000mg/kgBB

Data pada setiap kelompok perlakuan menunjukkan perbedaan rata-rata
derajat kerusakan sel tubulus ginjal mencit berdasarkan perhitungan mean dan
standar deviasi. Pada kelompok kontrol dan P1 persentase kerusakan belum
mencapai 50% atau masih dibawah 50% sehingga memperoleh skor 1 yang
menunjukkan kerusakan sel tubulus yang terjadi masih terbilang rendah.
Sedangkan, kelompok perlakuan P2 dan P3 kerusakan yang terjadi dibawah 70%
mendapatkan skor 2 termasuk dalam kategori kerusakan sedang dan untuk P4
kerusakan yang terjadi mendapat skor 3 dengan persentase hampir 100% schingga
pada perlakuan P4 dengan dosis 5000mg/kgBB mengalami kerusakan sel tubulus
yang tinggi.

Analisis data dilakukan dengan metode One Way ANOVA vyang
sebelumnya telah dilakukan uji normalitas dan homogenitas dengan hasil uji
menunjukkan nilai sig P(>0,05) yang berarti data homogen dan terdistribusi
normal. Berdasarkan hasil One Way ANOVA menunjukkan bahwa perlakuan
yang diberikan kepada mencit mengalami perbedaan secara nyata terhadap
skoring kerusakan ginjal mencit, perubahan histologi yang terjadi yaitu nekrosis
(piknotik, karioreksis, kariolisis) sel tubulus ginjal mencit.

Hasil pemeriksaan mikroskopik organ ginjal mencit ditunjukkan pada

gambar dibawah ini:
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Gambar 14. Gambar histologi mencit kontrol normal a. Glomerulus, b. Kapsul
bowman, ¢. Ruang bawman, d. Tubulus proksimal, e. Tubulus distal (HE, 40x10).

Pemeriksaan histologi organ ginjal mencit yang dilakukan pada hari ke 19
setelah dilakukan pengamatan toksistas tertunda dan pembuatan preparat
histologi. Hasil pengamatan pada preparat histologi ginjal mencit untuk kelompok
kontrol ditunjukkan pada gambar 15, terlihat glomerulus dalam keadaan normal
yang tertutup secara keseluruhan oleh kapsul bowman dan sel tubulus masih

tersusun rapi dan padat.

Gambar 15. Gambar histologi mencit P1 diberikan ekstrak etanol daun sungkai
dosis 175mg/kgBB a. Sel tubulus yang mengalami piknotik, b. Sel tubulus yang
mengalami karioreksis (HE, 40x10).

Pada P1 histologi ginjal terlihat sel tubulus mengalami piknotik dan
karioreksis namun pada perlakuan ini hasil yang diperoleh tidak berbeda nyata
dengan kelompok kontrol berdasarkan tabel kriteria termasuk dalam kerusakan
ringan dengan nilai skor 1. Kerusakan yang terjadi pada ginjal terutama bentuk
kerusakan pada tubulus, selain diakibatkan oleh iskemia ginjal juga disebabkan
oleh zat-zat yang bersifat toksik. Jaringan yang nekrosis secara mikroskopik akan
mengalami berbagai perubahan berupa piknosis, karioreksis ataupun kariolisis.

Menurut Aliah (2017) piknotik merupakan sel yang ditandai dengan melisutnya



48

inti sel dan peningkatan basophil kemudian DNA berkondensasi menjadi massa
yang melisut padat. Sedangkan karioreksis, fregmen dari inti sel yang piknotik
tadi yang selanjutnya dalam 1-2 hari inti dalam sel yang mati benar-benar

menghilang. Tahapan nekrosis yang terakhir ialah Kkariolisis atau basofilia

kromatin memudar®’,

Gambar 16. a. Sel tubulus yang Gambar 17. a. Sel tubulus yang
mengalami degenerasi melemak, b. Sel mengalami piknotik, b. Sel tubulus
tubulus karioreksis c¢. Sel tubulus Yyang mengalami Kkarioreksis c. Sel
kariolisis  (dosis  550mg/kgBB,HE, tubulus yang mengalami Kkariolisis
40x10) (dosis 1750mg/kgBB, HE, 40x10).

Pada P2 dan P3 (Gambar 16 dan 17) terlihat histologi ginjal mengalami
nekrosis dan degenerasi melemak pada sel tubulus dengan tingkat kerusakan
sedang dan berdasarkan kategori mendapatkan nilai skor 2. Menurut Manullang et
al (2018) degenerasi melemak merupakan akumulasi droplet lemak berbutir
(vakuola) yang terjadi didalam sitoplasma sel. Degenerasi melemak pada ginjal
dapat ditemukan di daerah korteks, terutama pada tubulus ginjal. Keadaan tersebut
menandakan terjadinya keracunan tubular yang disebabkan oleh zat toksik seperti
logam berat dan racun tumbuhan®®.

Nekrosis tubulus proksimal dapat ditandai dengan adanya penyempitan
pada lumen tubulus proksimal. Penyempitan sel-sel tubulus ginjal diakibatkan
oleh sel-sel epitel tubulus proksimal membengkak dengan sitoplasma granuler.
Hal ini terjadi karena adanya pergeseran air ekstraseluler ke dalam sel. Terjadinya
pergeseran cairan ini disebabkan oleh zat toksin yang mengakibatkan perubahan
muatan listrik permukaan sel epitel tubulus, transpor aktif ion dan asam organik,
serta kemampuan mengkonsentrasikan dari ginjal yang akhirnya mengakibatkan

tubulus rusak’’.
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Gambar 18. a. Sel tubulus yang mengalami degenerasi melemak, b. Sel tubulus
yang mengalami piknotik, c¢. Sel tubulus yang mengalami karioreksis, d. Sel
tubulus yang mengalami kariolisis (dosis 5000mg/kgBB, HE, 40x10).

Sedangkan pada kelompok perlakuan P4 merupakan kelompok yang
paling banyak mengalami nekrosis sel tubulus dan degenerasi melemak dengan
skor yang diperoleh 3 berdasarkan tabel kategori termasuk dalam kerusakan
tinggi. Menurut manullang et al, (2018) tanda utama terjadinya keracunan tubular
berupa degenerasi melemak dan nekrosis pada sel tubulus. Degenerasi melemak
disebabkan oleh substansi zat toksik, defisiensi nutrisi, defisiensi substansi
lipotrofik dan diet lemak tinggi. Sedangan nekrosis atau kematian sel yang
merupakan kerusakan lanjutan dari degenerasi parenkimatosa yang bersifat
irreversibel. Proses kematian sel berlangsung lebih cepat dari pada proses
regenerasi, sehingga sel-sel yang mati terakumulasi pada jaringan. Sel yang mati
akan dikenali tubuh sebagai benda asing schingga sel yang mati tersebut selalu
dikelilingi oleh sel-sel yang radang®®.

Pemberian ekstrak etanol daun sungkai dengan dosis variasi terhadap
mencit menunjukkan gambaran degenerasi melemak dan nekrosis pada sel ginjal
mencit dengan tingkat degenerasi yang tergolong cukup berat, sehingga dapat
mempengaruhi fungsi fisiologis dari organ ginjal mencit yang ditandai dengan
kadar kreatinin serum diatas normal. Selain disebabkan oleh kandungan senyawa
alami yang terkandung pada daun sungkai kerusakan sel yang terjadi juga
dimungkinkan diakibatkan oleh kondisi lingkungan mencit baik kandang,
makanan yang diberikan kurang variatif, hewan uji yang mengalami tingkatan
stress, peningkatan H202 dan faktor internal lainnya yang diduga menjadi faktor

terjadinya kerusakan pada sel ginjal mencit.



V. KESIMPULAN DAN SARAN
5.1 Kesimpulan

1. Pemberian ekstrak etanol daun sungkai hingga dosis 5000mg/kgBB
menyebabkan kerusakan organ ginjal yang dilihat dari nilai kreatinin dan
histologi. Namun, tidak menyebabkan kematian pada hewan uji, sehingga
nilai semu LDso yang di peroleh termasuk dalam rentang toksisitas sedang/
toksik ringan.

2. Pemberian ekstrak etanol daun sungkai dosis 175-5000mg/kgBB pada
hewan uji menyebabkan penurunan aktivitas gerak/motorik sehingga
hewan uji lebih banyak tidur.

3. Pemberian ekstrak etanol daun sungkai pada dosis 175-5000mg/kgBB
dapat meningkatkan nilai kreatinin serum hewan uji dua kali lipat diatas
normal.

4. Pemberian c¢kstrak etanol daun sungkai dengan variasi dosisl175-
5000mg/kgBB berpengaruh secara nyata terhadap gambaran kerusakan
histologi ginjal hewan uji.

5.2 Saran
Disarankan kepada peneliti selanjutnya untuk mengetahui pengaruh
ckstrak etanol daun sungkai agar meneliti dengan parameter lain seperti toksisitas

sub-kronik atau kronik.
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LAMPIRAN

Lampiran 1. Bagan Alur Penelitian

Penyiapan sampel dan pembuatan simplisia

Pembuatan Ekstrak Etanol Daun Sungkai

Uji karakteristik spesifik dan non spesifik

Uji skrining fitokimia

Uji toksisitas akut

58

Mencit putih jantan yang berbadan sehat sebanyak 35 ekor dengan bobot
badan 20-30 gram. Mencit dibagi ke dalam 5 kelompok perlakuan secara
acak dengan masing-masing kelompok terdiri dari 7 ekor mencit putih jantan.

Mencit di aklimatisasi selama 7 hari dengan pakan standar dan minum
yang cukup. Selama waktu aklimatisasi berat badan naik tidak lebih dari
10% serta menunjukan tingkah laku normal.

Randomisasi
K- P1 P2 P3 P4
| [ l | I
Na- CMC Ekstrak Ekstrak 700 Ekstrak Ekstrak
175 mg/kgBB 2800 11.200
mg/kgBB mg/kgBB mg/kgBB

Masing-masing mencit diberikan perlakuan lalu diamati uji toksisitas
tertunda sclama 4 jam, kematian sctelah 24 jam. Hewan diamati sclama
14 hari untuk mendeteksi tanda-tanda toksisitas yang tertunda

Diukur nilai LD50

Organ ginjal diambil
untuk pemeriksaan
histologi




Lampiran 2. Pembuatan simplisia dan pembuatan ekstrak daun sungkai

Daun Sungkai

—— Disortasi basah

Dicuci

— Disortasi kering

Serbuk simplisia daun sungkai

selama 5x24 iam

Ampas

— Dirajang kecil-kecil

—— Dihaluskan dengan menggunakan grinder

— Dimeserasi dengan pelarut destilasi 70%

Diserkai campuran dengan kertas saring
— Dicuci ampas dengan etanol 70%

— Disimpan dan didiamkan selama 2x24 jam

—— Dienapkan Maserat

Filtrat

Dilakukan evaporasi
dengan menggunakan
Rotary evaporator

Ekstrak kental

59



Lampiran 3. Pembuatan suspensi Na CMC 0,5%

Na CMC

— Ditimbang sebanyak 0,5 gram

Dikembangkan dalam aquades yang
dipanaskan pada suhu 60°C

—— Dipanaskan selama + 30 menit

Dihomogenkan

— Dicukupkan hingga 10 Oml

Suspensi Na CMC 0,5%

60
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Lampiran 4. Pembuatan Simplisia Daun Sungkai

Gambar a Gambar b

Gambar d

Gambar g

Keterangan:

Daun sungkai

Proses perajangan

Simplisia daun sungkai

Serbuk simplisia daun sungkai
Proses maserasi dan penyaringan
Proses evaporator

Ekstrak kentak daun sungkai

Uji kadar abu

Uji kadar air

SR SO A0 o
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Lampiran 5. Pengamatan Uji Toksisitas

Gambar a Gambar b

' Gambar ¢

Keterangan:
a. Pembagian hewan uji sesuai kelompok
b. pengamatan toksistas tertunda

c. pengamatan toksisitas tertunda
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Lampiran 6. Pembuatan Preparat Histologi Ginjal

Gambar a

Gambar d

i teliR
& oo

Mo
MADE I CHI

Gambar g Gambar h

Keterangan:

Pemotongan organ ginjal yg telah direndam formalin
. Organ ginjal dimasukkan kedalam kaset

Prosesing jaringan/ perendaman dengan etanol

. Pemblokan jaringan dalam parafin

Pemotongan jaringan menggunakan mikrotom
Jaringan yang sudah dipotong

Proses pewarnaan jaringan

Jaringan yang sudah diberi pewarnaan

Pemeriksaan mikroskopik jaringan organ ginjal

PR RO D O
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Lampiran 7. Uji ANOVA Terhadap Kadar Kreatinin Serum
One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test

Unstandardiz
ed Residual
N 25
Mean 0E-7
Normal Parameters™  Std. - eSS
Deviation
Most Extreme Absolute 135
Differences Positive ,090
Negative 135
Kolmogorov-Smirnov Z 676
Asymp. Sig. (2-tailed) 750

a. Test distribution 1s Normal.
b. Calculated from data.

Test of Homogeneity of Variances
kadar kreatinin serum

Levene dfl df2 Sig.
Statistic
1,117 4 20 376
ANOVA
kadar kreatinin serum
Sum of df Mean Square F Sig.
Squares
Berwe 6,261 4 1,565 58,698 ,000
Groups
Within Groups ,533 20 027
Total 6,794 24
kadar Kreatinin serum
kelompok N Subset for alpha = 0.05
perlakuan 1 2 3 4
Kontrol 5 1,2000
P1 5 1,6800
Diincants P2 5 2,0400
P3 4 2,2000
P4 6 2,6333
Sig. 1,000 1,000 140 1,000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 4,918.

b. The group sizes are unequal. The harmonic mean of the group sizes is used. Type |
error levels are not guaranteed.



Dependent Variable: kadar kreatinin serum

Multiple Comparisons

65

(I) kelompok (J) kelompok Mean Std. Sig. 95% Confidence
perlakuan perlakuan Differenc Error Interval

e (I-J) Lower  Upper

Bound  Bound

Pl -,48000° ,10328 ,000 -6954 -,2646

P2 840007 ,10328  ,000 -1,0554  -,6246

Kontrol P3 1,00000° , 10954 ,000 -1,2285 - 7715

P4 1,43333° ,09888 ,000 -1,6396 -1,2271

Kontrol 48000 10328 ,000 2646 ,6954

i P2 -36000° 10328 002 -5754  -1446

P3 -,52000 ,10954 ,000 -,7485 -,2915

P4 -,95333" ,09888  ,000 -1,1596  -,7471

Kontrol ,84000" ,10328 000 ,6246 1,0554

LD o Pl 36000° 10328 002 1446 5754

P3 -,16000 ,10954 ,160 - 3885 L0685

P4 -59333" 09888 000 -7996  -3871

Kontrol 1,00000" ,10954 ,000 7715 1,2285

P3 Pl ,52000° ,10954 ,000 2915 ,7485

P2 16000 ,10954 ,160  -0685 ,3885

P4 -,43333" ,10541 001 -6532 -2135

Kontrol 1,43333° ,00888 000 12271  1,6396

P4 Pl ,95333: ,09888 ,000 7471 1,1596

P2 ,99333° 09888 ,000 3871 ,7996

P3 43333 ,10541 ,001 L2135 ,6532

*. The mean difference is significant at the 0.05 level.



Lampiran 8. Data Skoring Histologi Ginjal Mencit
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Normal Piknotik  Karioreksis  Kariolisis  Total
Kelompok Ulangan
N Skor N Skor N Skor N Skor Skor
Kontrol 1 328 0 86 86 94 188 92 276 55

2 15 0 52 52 62 124 84 252 428

3 16,6 0 26 26 58 11,6 78 234 376

Pl 1 2668 0 34 34 52 104 132 39,6 3534

2 266 0 28 28 3 6 122 36,6 454

3 294 0 1,8 1,8 4 8 132 396 494

P2 I 258 0 36 3,6 62 124 142 42,6 38,6

2 202 0 1 1 34 68 15 45 528

3 21 0 24 24 34 68 152 456 548

P3 I 544 0 38 38 26 52 144 432 3522

2 31 0 3 3 11,6 232 13 39 652

3 348 0 42 42 6,6 132 204 61,2 78,6

P4 1 37.. 0 44 44 78 156 20,8 624 82,4

2 344 0 7 7 24 48 32 96 1078
3 304 0 1,8 1,8 46 92 302 90,6 101,6




Lampiran 9. Uji ANOVA Terhadap Skoring Kerusakan Ginjal Mencit
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Tests of Normality

Kelompok Perlakuan Kolmogorov- Shapiro-Wilk
Smirnov?
Statistic df Sig. Statistic df Sig.
Kontrol 270 3 949 3 564
. Pl dosis 175mg/kgBB 175 3 1,000 3 1,000
Skoring ,
Histelagi P2 dos?s 550mg/kgBB 247 3 969 3,661
P3 dosis 1750mg/kgBB J76 3 1,000 3,983
P4 dosis 5000mg/kgBB 295 3 920 3 451
a. Lilliefors Significance Correction
One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test
Unstandardized
Residual
N 15
; Mean 0E-7
Normal Parameters®® ) 'hyovition  11,32272473
Absolute 151
Most Extreme Differences Positive 51
Negative -, 129
Kolmogorov-Smirnov Z ,385
Asymp. Sig. (2-tailed) ,884
a. Test distribution is Normal.
b. Calculated from data.
Test of Homogeneity of Variances
Skoring Histologi
Levene dfl df2 Sig.
Statistic
1,745 4 10 217
ANOVA
Skoring Histologi
Sum of df Mean F Sig.
Squares Square
Letweeh 5221,109 4 1305277 14373 000
Groups
Within Groups 908,160 10 90,816

Total 6129.269 14
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Skoring Histologi
Kelompok Perlakuan N Subset for alpha = 0.05
1 2 3

Kontrol 3 45,1333
3 3 49,4000 49,4000
175mg/kgBB ’ ’
P2 dosis

' 550mg/keBB 3 55,4000 55,4000

Duncan® ,

P3 dosis 3 65.3333
1750mg/kgBB ’
P4 dosis ;
5000mg/kgBB - ST L
Sig. 236 ,079 1,000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3,000.



69

Lampiran 10. Surat Determinasi Daun Sungkai

HERBARTIUM UNIVERSITAS ANDALAS (ANDA)

Jurusan Biologi FMIPA Universitas Andalas Kampus Limau Manih Padang Sumbar
Indonesia 25163 Telp. +62-751-777427 ext. *811 e-mail: nas_herb@®yahoo.com;
herbariumandaunand@gmail.com

—
Nomor : 226/K-ID/ANDA/IV/2020
Lampiran :-
Perihal : Hasil Identifikasi

Kepada yth,
Eva Melisa
Di

Tempat

Dengan hormat,

Sehubungan dengan surat mengenai bantuan untuk “Identifikasi Tumbuhan™ di Herbarium
Universitas Andalas Jurusan Biologi FMIPA Universitas Andalas, kami telah membantu
mengidentifikasi tumbuhan yang dibawa, atas nama:

Nama : Eva Melisa
No. BP :FIF117012
Instansi : Farmasi, Fak. Kedokteran dan Ilmu Kesehatan,

Universitas Jambi.

Berikut ini diberikan hasil identifikasi yang dikeluarkan dari Herbarium Universitas
Andalas.

No Family Spesies

L Lamiaceae Peronema canescens Jack

Demikian surat ini dibuat untuk dapat digunakan seperlunya.

Padang, 4 Mei 3021
Kepala, ~

A
r. Nurainas

NIP. 196908141995122001
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Lampiran 11. Surat Ethical Clirens

KEMENTERIAN PENDIDIKAN, KEBUDAYAAN,
RISET DAN TEKNOLOGI
UNIVERSITAS ANDALAS
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KETERANGAN LOLOS KAJI ETIK
DESCRIPTION OF ETHICAL APPROVAL

No : YB/UNI6.VKEP-FK2021

Tim Komisi Etik Penelitian Fakultas Kedokteran Universitas Andalas, dalam upaya melindungi Hak
Azazi dan Kesejahteraan Subjek Penelinan kedokteran/kesehatan, telah mengkaji dengan teliti protokol
penelitian dengan judul :

The Research Ethics Committee of Medical Faculty Andalas University, in order to protect human rights
and welfare of medical health research subject, has carefully reviewed the research protocol entitled :

Uji Toksisitas Akut Ekstrak Etanol Daun Sungkai (Peronema cenescens Jack) Terhadap Fungsi
Ginjal Mencit Putih Betina (Mus musculus Linn.)

Nama Penelin Utama . Eva Melisa
Principal Researcher

Nama [nstitusi . Universitas Jambi
Instinunon

Protokol Penelitian tersebut dapat disetujui pelaksanaannya

and approved the research protocol
Padang, 23 Juli 2021
Dekan Fakultas Kedokteran Universitas Andalas Ketua
Dean of Medical Faculty Andalas University Chatrman
e S,
Dr. dr. Afriwardi, SH. Sp.KO, MA i Dr. dr. Yuliarni Syafrita, SpS (K)
NIP 196704211997021001 o NIP 196407081991032001

Keterangan‘noies

Keterangan lolos kaji etik i berlaku satu tahun dan tanggal persetujuan.

This ethical approval (s effective for one year from the due date

Jika ada kejadian serius vang tidak diinginkan (KTD) harus segera dilaporkan ke Komisi Euk Penelsian

If there are Seriouy Adverse Events (SAE) should be immediately reported 1o the Research Eithics Commitice



