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INTISARI

Penyakit kanker adalah penyebab utama kematian di seluruh dunia. Ada
berbagai pengobatan untuk mencegah dan mengobati kanker, termasuk
pengobatan tradisional, radiasi, dan kemoterapi. Tanaman majapahit, khususnya
daging buahnya, memiliki potensi sebagai pengobatan kanker karena toksisitasnya
terhadap sel kanker, seperti yang terbukti dalam penelitian sebelumnya. Penelitian
ini bertujuan untuk mengeksplorasi kandungan dan kadar senyawa metabolit
sekunder yang memiliki aktivitas antikanker dalam daging buah majapahit
(Crescentia cujete L) menggunakan spektrofotometer UV-Vis, serta menentukan
kadar toksisitas akut (LCso) pada fraksi tersebut terhadap larva udang Artemia
Salina Leach menggunakan metode BSLT. Penelitian ini dilakukan secara
eksperimental dengan memperoleh fraksi ekstrak daging buah majapahit melalui
maserasi menggunakan etanol 96%, diikuti dengan fraksinasi menggunakan tiga
pelarut, yaitu aquades (polar), n-heksana (nonpolar), dan etil asetat (semipolar),
serta dilakukan uji kualitatif dan kuantitatif. Toksisitas fraksi daging buah
majapahit diuji dengan konsentrasi 100ppm, 200ppm, 300ppm, 400ppm, 500ppm,
600ppm, 700ppm, 800ppm, 900ppm, dan 1000ppm terhadap larva udang Artemia
Salina Leach selama 24 jam, dan nilai LCsp dihitung menggunakan analisis probit.
Hasil pengujian menunjukkan bahwa fraksi daging buah majapahit mengandung
flavonoid dengan konsentrasi tertinggi pada etil asetat (5,047%), saponin dengan
konsentrasi tertinggi pada etil asetat (0,665%), tannin dengan konsentrasi tertinggi
pada etil asetat (3,942%), dan alkaloid dengan konsentrasi tertinggi pada etil
asetat (0,078%). Pengujian toksisitas akut menghasilkan nilai LCso sebesar 666,81
ppm untuk fraksi aquades, 519,16 ppm untuk fraksi n-heksana, dan 640,91 ppm
untuk fraksi etil asetat. Berdasarkan nilai LCso yang diperoleh, dapat disimpulkan
bahwa fraksi daging buah majapahit memiliki sifat toksik terhadap larva udang
dan berpotensi sebagai agen antikanker dengan nilai LCsg <1000ppm.

Kata kunci : Antikanker,LCso,Daging Buah Majapahit,Metode BSLT
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BAB I
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Indonesia merupakan salah satu negara yang memiliki keanekaragaman hayati
terbesar di dunia, salah satunya yaitu keanekaragaman tumbuhan. Meskipun
keanekaragaman tumbuhan besar belum semua dilakukan eksplorasi untuk
melihat potensi dari tumbuhan tersebut. Salah satu tanaman yang mendapatkan
perhatian khusus dan tidak terlalu banyak dimanfaatkan adalah majapahit. Di
daerah Indonesia tumbuhan majapahit ini juga disebut tanaman berenuk atau
majapahit (Crescentia Cujete L). Majapahit (Crescentia Cujete L) berasal dari
Amerika dan dapat tumbuh di Indonesia bagian Asia Tenggara dan Asia Selatan
(Rismayani ,2013).

Tumbuhan majapahit memiliki ciri-ciri yaitu akar tunggang, batang berkayu,
tidak berduri, dan kulit beralur, daun yang bulat jorong terbalik, ukurannya
mencapai panjang 20 cm dan lebar 7 em, memiliki bunga tunggal warna putih
kehijauan (Patricius, 2019) dan buah tanaman majapahit ini berupa buni bulat,
berwarna hijau ketika masih muda jika sudah tua berubah warna menjadi coklat.
Buah majapahit biasanya masak pada musim kemarau, daging buah berwarna
putih dan rasanya pahit (Fatmawati, 2015).

Kandungan kimia dari buah majapahit (Crescentia Cujete L) merupakan
alkaloid, flavonoid, saponin, tannin, polifenol, vitamin A,C,E, niasin, riboflavin,
thiamine, karbohidrat dan mineral-mineral yang mencakup natrium, kalium,
kalsium, fosfor dan magnesium (Yani, 2012). Berdasarkan penelitian (Ejelonu
dkk., dalam Fatimah dkk., 2022) menunjukkan bahwa ekstrak buah majapahit
mengandung beberapa senyawa metabolit sekunder antara lain adalah fenol, tanin,
alkaloid, saponin, antrakuinon dan serta flavonoid (Balogun & Sabiu, 2021).
Beberapa senyawa metabolit sekunder seperti saponin, flavonoid, dan tannin
memiliki aktivitas untuk menghambat pertumbuhan sel kanker (Fatimah
dkk.,2022) .



Kanker adalah penyakit yang disebabkan karena sel mengalami pertumbuhan
yang tidak terkendali, karena sel kanker dapat memenuhi sinyal pertumbuhannya
sendiri (Katili dkk., 2015). Kanker juga tidak diketahui dengan pasti tetapi
dipengaruhi banyak faktor seperti merokok, paparan sinar ultraviolet, kurang
aktifitas, obesitas, mengkonsumsi alkohol dan lain-lain (Arter dkk, 2013). Namun
kanker dapat dicegah untuk mengurangi resiko seperti dalam perkembangan obat-
obatan atikanker dilakukan kemoterapi, namun faktor lain yaitu biaya yang mahal.
Hal ini masyarakat mendorong dilakukannya pengobatan menggunakan obtat
tradisional (Muaja dkk., 2013).

Tanaman obat yang mampu mencegah penyakit tertentu dan relatif tidak
memberikan dampak negatif bagi tubuh manusia dan berbagai bagian tumbuhan
yang memiliki senyawa kimia yang khas (Albertus dkk., 2015). Senyawa aktif
yang terdapat dalam tumbuhan hampir selalu toksik pada dosis tinggi. Uji
toksisitas dilakukan untuk memperkirakan resiko yang berkaitan dengan
pemaparan zat kimia dalam kondisi khusus karena kita ketahui bahwa tidak ada
satupun zat kimia yang dikatakan aman (bebas resiko) sepenuhnya, karena zat
kimia akan bersifat toksik pada tingkat dosis tertentu. Uji toksisitas dapat
dilakukan dengan menggunakan larva udang Artemia salina. Larva Artemia salina
merupakan organisme sederhana dari biota laut yang sangat kecil dan mempunyai
kepekaan yang cukup tinggi terhadap toksik (Fitrah dkk., 2018).

Metode yang sering digunakan untuk mengetahui potensi efek sitotoksik suatu
senyawa adalah BSLT (Brine Shrimp Lethality Test). Metode BSLT (Brine
Shrimp Lethality Test) merupakan salah satu metode awal yang digunakan untuk
mengamati toksisitas suatu senyawa dan merupakan metode penapisan untuk
aktivitas antikanker senyawa kimia dalam ekstrak tanaman. Metode BSLT
ditujukan terhadap tingkat kematian larva udang Artemia Salina Leach yang
disebabkan oleh ekstrak uji. Hasil yang didapatkan dihitung sebagai nilai LCsq,
dimana senyawa dengan LCso< 30 ppm dapat berpotensi sebagai suatu senyawa
aktif yang memberikan efek antikanker (Inayah dkk,2013). Berdasarkan pada
penelitian terdahulu menurut (Rahmaningsih, 2016) kandungan bahan aktif pada
tanaman majapahit (Crescentia Cejute L) seperti tannin, steroid, terpenoid dan

saponin. Setelah itu kemudian dilakukan proses pemisahan dengan metode



fraksinasi. Sampel daun majapahit (Crescentia Cejute L) dengan ekstrak diperoleh
dari fraksinasi dengan pelarut yang digunakan pada penelitian ini yaitu aquadest,
n-heksana dan etil asetat. Hasil penelitian menunjukkan bahwa kandungan
senyawa Yyang terkandung dalam tanaman majapahit mampu mengahambat
pertumbuhan sel kanker.

Sehingga maka penulis tertarik untuk melakukan penelitian terhadap
kandungan flavonoid pada ekstrak daun majapahit dengan judul "Uji Toksisitas
Fraksi Ekstrak Aquadest, N-Heksana dan Etil Asetat Daging Buah Majapahit
(Crescentia Cujete L) Terhadap Artemia Salina Leach dengan Metode BSLT
(Brine Shrimp Lethality Test)”.

1.2 Rumusan Masalah

1.2.1 Berapa konsentrasi senyawa metabolit sekunder yang terkandung pada
fraksi ekstrak daging buah majapahit (Crescentia Cujete L) menggunakan
Spektrofotometer UV-VIS?

1.2.2 Berapakah nilai LCso dari ketiga fraksinasi daging buah majapahit
(Crescentia Cujete L) terhadap larva udang Artemia Salina Leach?

1.2.3 Apakah fraksi daging buah majapahit (Crescentia Cujete L) mempunyai

aktivitas antikanker?

1.3 Tujuan Penelitian

1.3.1 Dapat mengetahui konsentrasi senyawa metabolit sekunder yang
tekandung dalam fraksi ekstrak daging buah majapahit (Crescentia Cujete
L) menggunakan Spektrofotometri UV-VIS.

1.3.2 Dapat mengetahui kadar toksisitas (LCso) dari ketiga fraksinasi yang
terkandung dalam ekstrak daging buah majapahit (Crescentia Cujete L)
terhadap larva udang Artemia Salina Leach.

1.3.3 Dapat mengetahui apakah daging buah majapahit (Crescentia Cujete L)

mempunyai aktivitas antikanker atau tidak.



1.4 Batasan Masalah

141

1.4.2
143

Pada penelitian ini bagian tanaman majapahit (Crescentia Cujete L.) yang
digunakan adalah bagian daging buah yang diambil dari Desa Wates,
Sumbergempol, Tulungagung.

Pelarut yang digunakan adalah pelarut polar, non-polar dan semi polar.

Menganalisis metabolit sekunder menggunakan Spektofotometer UV-Vis

1.5 Relevansi Penelitian

Penelitian ini memiliki relevansi pada penelitian terdahulu adalah :

151

1.5.2

Penelitian oleh Fatimah, Rahma Diyan Martha dan Asmarani Kusumawati
pada tahun 2020 yang berjudul “Deteksi dan Identifikasi Senyawa
Flavonoid Ekstrak Etanol Kulit Batang Tanaman Majapahit (Crescentia
Cujete L) dengan LCMS”. Adapun hasil penelitiannya yaitu terdapat 12
jenis senyawa flavonoid yang terkandung pada kulit batang tanaman
majapahit (Crescentia Cujete L).

Penelitian oleh Fatimah, Rahma Diyan Martha dan Danar pada tahun 2022
yang berjudul ‘“Analisis Toksisitas dan Potensi Antikanker Ekstrak
Methanol Daun Majapahit (Crescentia Cujete L) Dengan Metode BSLT
(Brine Shrimp Lethality Test)”. Hasil yang diperoleh adalah ekstral
methanol daun majapahit (Crescentia Cujete L) memiliki potensi sebagai

antikanker.



BAB |1
TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Tanaman Majapahit
2.1.1 Uraian Umum Tanaman Majapahit

Tanaman majapahit (Crescentia Cujete L) berasal dari Amerika dan tersebar
di seluruh daerah tropis termasuk Indonesia. Ciri-ciri tanaman ini memiliki tinggi
10 m dan dapat mencapai 30 m dan berakar tunggang. Batang pohon tanaman
majapahit berkayu, bulat, beralur dan berwarna putih kehitaman. Daun berbentuk
menyirip, lonjong, tepi rata, ujungnya membulat, panjangnya sekitar 10-15 cm
dan lebarnya 5-7 cm (Hendra dkk.,2019). Bunganya simetris tunggal di cabang
dan ranting. Mahkota berbentuk bibir, tabung mahkota membengkong, bentuk
lonceng, berperut dengan lipatan melintang. Panjang putik 2 cm, kepala putik
berbentuk corong, berwarna putih. Buah majapahit (Gambar 2.1) benbentuk bulat
seperti bola voli, berdiameter 13-30 cm, kulit buat tebal dan licin. Biji tanamam
ini banyak, pipih dan tertanam pada daging yang lumat (Hendra dkk,2019).

2.1.2 Deskripsi Tanaman Majapabhit (Crescentia Cejute L)

Tanaman Majapahit (Crescentia Cujete L) sering dikita jumpai dan berada
disekeliling kita. Biasanya ditanam di pekarangan rumah, ditepi-tepi jalan, dihutan
dan di tempat lainnya. Nama lain dari tanaman mapajit ini yaitu Crencentia Cujete
L. Dalam bahasa inggris nama tanaman majapahit ini yaitu calabash tree.
Tanaman majapahit (Crescentia Cujete L) berasal dari daerah tropis dan
subtropics di Amerika yang telah dibudidayakan di Semananjung Yucatan sejak
zaman praHispanic. Manfaat tanaman ini sangat banyak, semua bagian tanaman
telah ditemukan berguna. Kayu dari pohon majapahit (Crescentia Cujete L)
dimanfaatkan untuk gagang alat, iga di kapal dan untuk ternak. Selain itu khasiat
lain juga mempunyai kandungan sebagai antibakteri dan antikanker (Hastuti,
2019).



Dari system taksonomi, tanaman Majapahit (Crescentia Cujete L) dapat
diklasifikasikan sebagai berikut (Materia Medika Indonesia, 2022) :
Kingdom : Plantae (Tumbuhan)
Divisi  : Magnoliophyta (Tumbuhan berbunga)
Kelas  : Dicotyledonae
Bangsa  : Scrophulariales
Suku : Bignoniaceae
Genus  : Crescentia

Spesies  : Crescentia cujete L.

Gambar 2.1 Perbandingan daun dan buah majapahit (Crescentia cujete L.) A.
Buah maja kecil warna kuning; B. Daun maja dengan tiga anak daun; C. Buah
maja besar kulit hijau daging putih atau hitam; D. Daun majapahit bulat telur

memanjang terbalik (Patricius, 2019).

2.1.3 Kandungan senyawa kimia

Pada buah (Crescentia Cujete L) mengandung 2-furocoumarins-psoralen dan
marmelosin (C13H1203) juga dapat mengobati penyakit saluran pernafasan seperti
asma, bronchitis, dan urethritis. Buah dan bijinya diperas digunakan untuk diare,
sakit perut, pilek, bronkitis, dan asma. Kandungan dalam daging pada buah
majapahit alkaloid, flavonoid, saponin, tanin, polifenol dll (Yani, 2012). Menurut
Rismayani (2013), buah maja (Crescentia Cujete L) selain mengandung
marmelosin juga minyak atsiri, pektin, saponin, dan tanin. Senyawa saponin

merupakan glikosida yang memiliki aglikon berupa steroid dan triterpenoid.

@ Watermarkly



2.1.3.1 Flavonoid

Flavonoid merupakan kelompok senyawa fenolik terbesar di alam.
Banyaknya senyawa flavonoid ini karena banyaknya jenis tingkat hidroksilasi,
alkoksilasi dan glikosilasi pada strukturnya. Flavonoid mempunyai kerangka
dasar karbon yang terdiri dari 15 atom karbon yang membentuk susunan Ce-Cs-
Ce. Lebih dari 2000 flavonoid yang berasal dari tumbuhan tumbuhan telah
diidentifikasi, diantaranya senyawa antosianin, flavonol, dan flavon. Antosianin
(dari bahasa Yunani anthos=bunga, kyanos, biru tua) adalah pigmen berwarna
yang umumnya terdapat di bunga berwarna merah, ungu, dan biru. Pigmen ini
juga terdapat di berbagai bagian tumbuhan lain, misalnya buah tertentu, batang,
daun dan bahkan akar. Flavonoid sebagian besar terhimpun dalam vakuola sel
tumbuhan walaupun tempat sintesisnya ada di luar vakuola (Tatang S, 2019).
Flavonoid merupakan senyawa yang bersifat non polar (Firdiyani,2015).
Flavonoid memiliki sifat fisika yaitu larut dalam air, untuk bentuknya berbentuk
glikosida tereliminasi larut dalam eter (Wahyusi dkk, 2020).
2.1.3.2 Saponin

Saponin memiliki molekul C7H4203, memiliki titik didih sangat tinggi
mencapai 158°C. saponin biasanya disebut nonvolatilem sangat larut dalam air
panas dan membentuk busa koloidal dalam air (Simbolon dkk, 2018). Saponin
merupakan senyawa yang bersifat polar sehingga larut dalam pelarut polar (Fatma
dkk.,23). Saponin dalam kimia organik tidak disarankan, karena banyak
konstituen tumbuhan dapat menghasilkan busa, dan banyak triterpene-glikosida
bersifat amphipolar dalam kondisi tertentu, bertindak sebagai surfaktan.
Penggunaan saponin yang lebih modern dalam bioteknologi adalah sebagai
adjuvant dalam vaksin: Quil A dan turunannya QS-21, diisolasi dari kulit Quillaja
saponaria Molina, untuk menstimulasi baik respon imun Thl dan produksi
sitotoksik T-limfosit (CTLs) terhadap antigen eksogen membuat mereka ideal
untuk digunakan dalam subunit vaksin dan vaksin yang diarahkan melawan
patogen intraseluler serta untuk vaksin kanker terapeutik tetapi dengan efek

samping hemolisis yang telah disebutkan sebelumnya (Tatang S, 2019).



2.1.3.3 Tanin

Tanin adalah suatu senyawa fenolik yang memberikan rasa pahit dan
sepat/kelat, dapat bereaksi dan menggumpalkan protein atau senyawa organic
lainnya yang mengandung asam amino dan alkaloid. Tanin (dari bahasa inggris
tannin, dari bahasa Jerman Hulu Kuno tanna, yang berarti “pohon ek atau “pohon
berangan” pada mulanya merujuk pada penggunaan bahan tannin nabati dari
pohon ek untuk menyamak belulang (kulit mentah) hewan agar menjadi masak
yang awet dan lentur (penyamakan) (Tatang S,2019). Memiliki titik didih 1271°C.
Tannin merupakan senyawa yang bersifat polar (Rizkito dkk.,2017). Tannin
memiliki manfaat sebegai antidiare, astringent, antibakteri, antihiperurisemia,
antioksidan dan antikanker (Patricia dan Mahatmanti, 2019). Senyawa tannin yang
bermanfaat antikanker mekanismenya yaitu sebagai racun perut, menyebabkan
aktivitas enzim terhambat dengan pembentukan ikatan kompleks protein pada
enzim substrat yang dapat menyebabkan gangguan pencernaan dan merusak
dinding sel (Hargono, 2015).
2.1.3.4 Alkaloid

Alkaloid adalah kelompok metabolit sekunder terpenting yang ditemukan
pada tumbuhan. Keberadaan alkaloid di alam tidak pernah berdiri sendiri.
Alkaloid merupakan senyawa yang bersifat polar (Liza dkk.,2020). Golongan
senyawa ini berupa campuran dari beberapa alkaloid utama dan beberapa kecil
(Tatang S,2019) . Alkaloid memiliki sifat fisika yaitu mempunyai salah satu atom
N dari lima atom N yang ada. Atom N ini dapat berupa primer, tersier dan
sekunder yang bersifat basa. Untuk sifat kimia pada alkaloid berupa padatan
kristal tidak larut dengan titik lebur tertentu. Hasil reaksi biasanya berupa N-
oksida (Heliwati, 2018).
2.2 Maserasi

Maserasi ialah cara pemisahan senyawa dari pelarut melalui ekstraksi.
Maserasi juga sebagai perendaman sampel menggunakan pelarut organik dengan
suhu ruang dari 3 kali pengadukan (Prawirodiharjo, 2014). Pada saat proses
perendaman bahan akan terjadi pemecahan dindig sel dan membrane sel
diakibatkan oleh perbedaan tekanan antara luar sel dengan bagian dalam sel
sehingga metabolit sekunder yang ada dalam sitoplasma akan pecah dan terlarut



pada pelarut organic yang digunakan (Novitasari dan Putri, 2016). Ekstraksi
dengan metode maserasi memiliki kelebihan yaitu terjaminnya zat aktif yang
diekstrak tidak akan rusak. Maserasi biasanya digunakan untuk simplisia yang
mengandung zat aktif yang mudah larut dalam penyari, tidak mengandung adanya
benzoin, tidak ada zat pengembang dalam penyari (BPOM,2014).

2.3 Fraksinasi

Fraksinasi merupakan suatu pemisahan senyawa berdasarkan tingkat
kepolarannya agar didapatkan pemurnian senyawa. Adapun prinsip fraksinasi
adalah dengan cara ekstraksi menggunakan pelarut yang sesuai dengan
polaritasnya. Untuk pelarut yang digunakan seperti etil asetat, n-heksana dan
etanol. (Soegandi dkk,2019). Untuk menarik lemak dan senyawa non polar
digunakan n-heksan, etil asetat untuk menarik senyawa semi polar, sedangkan
etanol untuk menarik senyawa-senyawa polar. Dari proses ini dapat diduga sifat
kepolaran dari senyawa yang akan dipisahkan. Sebagaimana diketahui bahwa
senyawa-senyawa yang bersifat non polar akan larut dalam pelarut yang non polar
sedangkan senyawasenyawa yang bersifat polar akan larut dalam pelarut yang

bersifat polar juga (Mutiasari, 2012).

2.4 Pelarut

Pelarut merupakan zat yang berfungsi sebagai media pengikat zat lain
berguna agar ikut terbawa pelarut (Prawirodiharjo E, 2014). Pelarut dapat
dikatakan baik apabila memiliki toksisitas rendah, menguap dengan mudah,
mengawetkan dan dapat mengekstraksi dengan mudah. Faktor-faktor yang
mempengaruhi dalam pemilihan pelarut yaitu keseragaman senyawa yang akan
diekstraksi, jumlah senyawa yang diekstraksi, dalam melakukan penanganan
ekstrak dan laju ekstaksi (Aksara dkk,2013).
2.4.1 Etanol

Etanol merupakan pelarut polar karena memiliki gugus OH dengan ke elektro
negatifan yang sangat tinggi, titik didih pelarut etanol 78,37°C. Menurut Suwadi
(2012) pelarut adalah cairan yang akan menembus dinding sel dan masuk ke

rongga sel yang mengandung zat aktif. Zat aktif ini akan larut karena disebabkan
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adanya perbedaan konsentrasi antara larutan zat aktif di dalam dan di luar sel.
Etanol 96% vyaitu jenis pelarut yang terdeteksi memiliki konsentrasi paling tinggi
dengan waktu terbaik untuk proses maserasi. Etanol 96% memiliki sifat universal,
polar dan mudah didapatkan. Etanol 96% dipilih karena selektif, tidak toksik,
absorbsinya baik dan kemampuan penyariannya yang tinggi sehingga dapat
menyari senyawa yang bersifat polar, non polar dan semi polar (Trifani.,2012).
2.4.2 Aquades

Agquades merupakan air penyulingan yang sama dengan air murni (H20),
aquadest pada dasarnya diperolenh dengan menguapkan air pada temperature
didihnya lalu air didinginkan pada suhu rendah sehingga akan mengembun. Air
hasil pengembunan tersebut adalah aquadest. Untuk titik didih pelarut ini yaitu
100°C (Laurensius,2019).
2.4.3 N-heksana

Heksana merupakan senyawa karbon alkane yang dirumuskan dengan CeHa4,
sifat dari heksana adalah mudah menguap, dapat mengekstrak minyak atsiri, dan
selektif saat menguapkan zat (Hadi,2012). Pelarut ini memiliki titik didih antara
65-70°C.
2.4.4  Etil asetat

Etil asetat merupakan cairan yang jernih, memiliki bau yang khas dan sebagai
perekat resin, rumus etil asetat CH3COOC,Hs. Selain itu etil asetat berfungsi
sebagai pelarut. Titik didih etil asetat ini 77,1°C. Sifat yang dimiliki ialah larut
dalam kloroform, eter dan alkohol. Untuk pembuatannya dilakukan dengan
asterifikasi (Sari, 2015).

2.5 Spektrofotometer UV-Vis

Spektrofotometri UV-Vis adalah alat untuk mengukur serapan yang
dihasilkan dari interaksi kimia dengan radiasi elektromaknetik menggunakan
molekul suatu zat kimia pada area UV-Vis. Kelebihan dari pengujian dengan
spektrofotometri UV-Vis ini tergolong cepat dan dapat mendeteksi panjang
gelombang di fotometer filter (Sahumena, 2020). Prinsip kerjanya menggunakan

teknik analisa spektroskopik yang memiliki sumber radiasi ultraviolet , panjang
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gelombang 190-380nm dan sinar yang tampak 380-780nm menggunakan

instrumen ini.
Tabel 2.1 Radiasi elektromagnetik
Macam Macam Sinar Panjang Gelombang
Sinar X 10-100 pkm
Ultra-violet jauh 10-200 pkm
Ultra-violet dekat 200-400 pkm
Sinar tampak 400-750 pkm
Infra-merah tengah 2,5-50 um
Infra-merah jauh 50-1000 pm
Gelombang mikro 0,1-100 cm
Gelombang radio 1-1000 m

2.5.1 Warna Komplementer

Warna komplementer adalah cahaya putih yang dilalui larutan berwarna
sehingga radiasi dengan panjang gelombang tertentu akan diserap dan radiasi
sinar lainnya akan diteruskan. Absorbansi maksimum dari larutan yang memiliki
warna akan menjadi warna yang berlawanan dengan warna yang diamati (Lusia,
2017). Beberapa warna komplementer yang diserap spektrofotometer UV-Vis
seperti tabel dibawabh ini :

Tabel 2.2 Warna Komplementer

Panjang Gelombang Warnayang diserap ~ Warna komplementer

<400 Ultraviolet -
400-435 Ungu Hijau kekuningan
435-480 Biru Kuning
480-490 Biru kehijauan Jingga
490-500 Hijau kebiruan Merah
500-560 Hijau Ungu kemerahan
560-580 Hijau kekuningan Ungu
595-610 Jingga Biru kehijauan
610-750 Merah Hijau kebiruan

>750 Inframerah -

2.6 Artemia Salina Leach

Artemia Salina Leach (Gambar 2.2) merupakan sejenis udang air asin.
Artemia Salina Leach ini umumnya tumbuh sekita 8-10 nm. Tubuhnya terdiri dari
20 segmen dan ada 10 pasang phyllopodia pipih. Mempunyai cangkang berfungsi
untuk melindungi embrio terhadap kekeringan, benturan keras dan sinar

ultraviolet.
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2.6.1 Klasifikasi

Kingdom : Animalia

Phylum : Anthropoda

Kelas  : Crustacea

Ordo : Anostraca

Family — : Artemiidae

Genus  : Artemia

Spesies : Artemia Salina Leach.
Menurut (Riska, 2022)

Gambar 2.2 Artemia Salina Leach (Hamidi dkk., 2014)

2.6.2 Morfologi Artemia

Artemia dewasa (Gambar 2.4) memiliki ukuran antara 10-20 mm dengan
berat sekitar 10 mg. Bagian kepalanya lebih besar dan kemudian mengecil hingga
bagian ekor. Mempunyai sepasang mata dan sepasang antenulla yang terletak
pada bagian kepala. Pada bagian tubuh terdapat sebelas pasang kaki yang disebut
thoracopoda. Alat kelamin terletak antara ekor dan pasangan kaki paling
belakang. Salah satu antena Artemia jantan berkembang menjadi alat penjepit,
sedangkan pada betina antena berfungsi sebagai alat sensor. Jika kandungan
oksigen optimal, maka Artemia akan berwarna kuning atau merah jambu. Warna
ini bisa berubah menjadi kehijauan apabila mereka banyak mengkonsumsi
mikroalga. Pada kondisi yang ideal seperti ini, Artemia akan tumbuh dengan cepat
(Mudjiman, 2008).

@ Watermarkly
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Kista Artemia berbentuk bulat berlekuk dalam keadaan kering dan bulat
penuh dalam keadaan basah. Warnanya coklat yang diselubungi oleh cangkang
yang tebal dan kuat. Cangkang ini berguna untuk melindungi embrio terhadap
pengaruh kekeringan, benturan keras, sinar ultra violet dan mempermudah
pengapungan (Mudjiman, 2008).

Cangkang kista Artemia dibagi dalam dua bagian yaitu korion (bagian luar)
dan kutikula embrionik (bagian dalam). Diantara kedua lapisan tersebut terdapat
lapisan ketiga yang dinamakan selaput kutikuler luar. Korion dibagi lagi dalam
dua bagian yaitu lapisan yang paling luar yang disebut lapisan peripheral (terdiri
dari selaput luar dan selaput kortikal) dan lapisan alveolar yang berada di
bawahnya. Kutikula embrionik dibagi menjadi dua bagian yaitu lapisan fibriosa
dibagian atas dan selaput kutikuler dalam di bawahnya. Selaput ini merupakan

selaput penetasan yang membungkus embrio (Isnansetyo dan Kurniastuty, 1995).
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Gambar 2.3 Morfologi Artemia Salina Leach (Isnansetyo dan Kurniastuty, 1995)

Mata nauplivs

Gambar 2.4 Morfologi Artemia Salina Leach Dewasa (Isnansetyo dan
Kurniastuty, 1995)
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2.6.3 Habitat Artemia

Artemia salina Leach memiliki resistensi luar biasa pada perubahan dan
mampu hidup pada variasi salinitas air yang luas dari air laut (2.9 - 3.5ppt) sampai
danau garam salinitas tinggi (25-35ppt), dan masih dapat bertoleransi pada kadar
garam 50ppt (jenuh). Beberapa ditemukan di rawa asin hanya pada pedalaman
bukit pasir pantai, dan tidak pernah ditemui di lautan itu sendiri karena di lautan
terlalu banyak predator. Artemia salina juga mendiami kolom-kolom evaporasi
buatan manusia yang biasa digunakan untuk mendapatkan garam dari lautan
(Mudjiman, 1995).

Insang membantunya agar cocok dengan kadar garam tinggi dengan absorbsi
dan ekskresi ion-ion yang dibutuhkan dan menghasilkan urin pekat dari glandula
maxillaris. Hidup pada variasi temperatur air yang tinggi pula, dari 6-37°C dengan
temperatur optimal untuk reproduksi pada 25°C (suhu kamar). Keuntungan hidup
pada lokasi berkadar garam tinggi adalah sedikitnya predator namun sumber
makanannya sedikit (Emslie, 2003).

2.6.4 Siklus Hidup Artemia

Dalam siklus = hidupnya (Gambar 2.5), proses reproduksi atau
perkembangbiakan dilakukan secara generatif. Dalam proses generatif dihasilkan
telur-telur atau kista yang berbentuk butiran-butiran halus. Apabila berada
ditempat kering atau di air yang bersalinitas tinggi maka Kkista tetap dalam
keadaan dorman atau tidur. Keadaan tersebut dikenal dengan istilah fase
cryptobiosis. Apabila kista tersebut direndam didalam air laut dengan salinitas 30-
35 ppt maka akan terjadi hidrasi (Harefa,2003).

Setelah 24 jam, membran luar akan pecah dan kista menetas menjadi embrio.
Beberapa jam kemudian, embrio berkembang menjadi nauplius dan mampu
berenang bebas di dalam air. Individu yang baru ditetaskan dikenal dengan instar
I. Instar I ini akan berganti kulit menjadi instar 11, demikian seterusnya sampai 15
kali. Setiap tahap pergantian kulit dinamai nomor instar pada tahap tersebut
sehingga pergantian kulit yang terakhir disebut instar XV. Selanjutnya Artemia
berkembang menjadi individu dewasa dengan ukuran 10-20 mm.

Perkembangan Artemia dari proses penetasan sampai menjadi individu

dewasa membutuhkan waktu sekitar 7-10 hari. Pada saat telah menjadi dewasa,
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Artemia siap untuk melakukan proses proses perkawinan. Proses perkawinan pada
Artemia ditandai dengan penempelan individu jantan pada tubuh individu betina

(riding position). Keadaan seperti ini berlangsung hingga telur masak.

-----------

Gambar 2.5 Siklus hidup Artemia Salina Leach (Isnansetyo dan Kurniastuty,
1995).

2.6.5. Reproduksi Artemia

Artemia sp. mempunyai dua macam sistem reproduksi, yaitu secara aseksual
dan seksual. Artemia sp. bereproduksi secara aseksual dilakukan secara
partenogenesis, yaitu proses reproduksi proses reproduksi yang dilakukan oleh
induk betina tanpa adanya pembuahan oleh induk jantan. reproduksi seksual
adalah proses perkawinan antara induk jantan dan betina. Berdasarkan proses
perkembangan Artemia, dapat dilakukan secara ovipar dan ovovivipar.
Perkembangan ovovivipar terjadi pada kondisi optimal, yaitu diawali dengan
menetasnya telur menjadi embrio yang menyelesaikan perkembangannya berubah
menjadi nauplii. Perkembangan ovipar terjadi pada kondisi lingkungan perairan
dengan salinitas tinggi dan bahan pakan sangat kurang, serta fluktuasi oksigen
sangat tinggi, hal ini menyebabkan terbentuknya cyste pada telur (Ramadhon
dkk,2013)
2.6.6 Penetasan Artemia

Penetasan kista Artemia dapat dilakukan (Gambar 2.6) dengan 2 cara, yaitu
penetasan langsung dan penetasan dengan cara dekapsulasi. Cara dekapsulasi
dilakukan dengan mengupas bagian luar kista menggunakan larutan hipoklorit
tanpa mempengaruhi kelangsungan hidup embrio. Cara dekapsulasi merupakan
cara yang tidak umum digunakan pada panti-panti benih, namun untuk

meningkatkan daya tetas dan meneghilangkan penyakit yang dibawa oleh Kkista
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Artemia cara dekapsulasi lebih baik digunakan. Langkah-langkah penetasan kista
Artemia dengan cara dekapsulasi yaitu dengan cara kista artemia dihidrasi dengan
menggunakan air tawar selama 1-2 jam, kemudian Kista disaring menggunakan
plankton net 120 mikronm dan dicuci bersih (Harefa, 1996).Tahap selanjutnya
kista dicampur dengan larutan kaporit/klorin dengan dosis 1,5 ml per 1 gram Kista,
kemudian diaduk hingga warna menjadi merah bata, lalu kista segera disaring
menggunakan plankton net 120 mikronm dan dibilas menggunakan air tawar
sampai bau klorin hilang, barulah siap untuk ditetaskan selanjutnya kista akan
menetas setelah 18-24 jam. Pemanenan dilakukan dengan cara mematikan aerasi
untuk memisahkan cytae yang tidak menetas dengan naupli artemia (Harefa,
1996).
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Gambar 2.6 Penetasan Artemia Salina Leach(Isnansetyo dan Kurniastuty, 1995)

2.7 Uji Toksisitas Terhadap Artemia Salina Leach dengan Metode BSLT
BSLT (Brine Shrimp Lethality Test) adalah salah satu metode untuk
mengetahui ketoksikan senyawa kimia pada ekstrak atau senyawa bahan alam
(Sukardiman, 2004). Metode BSLT dipilih karena metode ini sering digunakan
untuk praskrining terhadap senyawa aktif yang terkandung dalam ekstrak
tumbuhan karena sederhana, cepat, murah, mudah, dapat dipercaya, dan hasilnya
representatif. (Meyer, 1982). Uji toksisitas anticancer menggunakan BSLT ini
dapat ditentukan dari jumlah kematian Artemia salina Leach akibat pengaruh

ekstrak atau senyawa bahan alam. Hasil uji dinyatakan sebagai LCso. Metode ini
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dilakukan dengan menentukan besarnya nilai LCso selama 24 jam. Data tersebut
dianalisis menggunakan probit analisis untuk mengetahui nilai LCso. Jika nilai
LCso masing-masing ekstrak atau senyawa yang diuji kurang dari 1000 pg/mL
maka dianggap menunjukkan adanya aktivitas biologik, sehingga pengujian ini
dapat digunakan sebagai skrining awal terhadap senyawa bioaktif yang diduga
berkhasiat sebagai antikanker (Sunarni dkk.,2003).

Pengujian ini merupakan tahap awal untuk mengetahui apakah senyawa
tersebut berpotensi atau tidak sebagai antikanker yang selanjutnya dapat dilakukan
uji sitotoksik menggunakan biakan sel kanker. Metode BSLT (Brine Shrimp
Lethality Test) memiliki keuntungan, antara lain cepat, murah, sederhana (tidak
memerlukan teknik aseptik), untuk melakukannya tidak memerlukan peralatan
khusus dan membutuhkan sampel yang relatif sedikit dalam pengujian (Mukhtar,
2007).

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

Dalam pegamatan hewan coba yaitu pengamatan gejala klinis, pengamatan
jumlah kematian hewan coba, pengamatan hitopatologi tubuh hewan coba, dan
lain sebagainya sehingga diperoleh data komulatif yang dinyatakan dengan LDso
(medium lethal dose) atau LCso (median lethal concentration). Penulisan LCso
sebaiknya disertai hari, jika tidak disertai maka akan dianggap proses pengerjaan
selama 24 jam (Loomis, 1978).

a. a. Akut . pemaparan bahan kimia selama < 24 jam

b. b. Sub Akut : pemaparan berulang terhadap suatu bahan kimia untuk

jangka waktu 1 bulan

C. C. Subkronik : pemaparan berulang terhadap suatu bahan kimia untuk

jangka 3 bulan



18

d. d. Kronik  : pemaparan berulang terhadap bahan kimia untuk jangka

waktu > 3 bulan.

Efek toksik yang ditimbulkan oleh zat bervariasi, tergantung zat, mekanisme
aksi, besarnya dosis dan target organ. Efek toksik terjadi mulai adanya interaksi
biokimiawi antara zat toksik atau metabolit aktifnya dengan bagian tertentu dari
mahkluk hidupnya (Panjaitan, 2011). Zat kimia yang masuk ke dalam tubuh akan
menimbulkan efek toksik dengan cara berinteraksi langsung dan tidak langsung.
Pada uji toksisitas menggunakan hewan coba Artemia Salina Leach digunakan
pada pengujian toksisitas yaitu pendahuluan sebelum sitotoksik dimana nilai LCso
dari uji toksisitas lebih kecil dari 1000 pug/ml. Parameter yang ditunjukkan pada
Artemia Salina Leach dilihat dari jumlah kematian dari Artemia Salina Leach
(Meyer dkk, 1982; Nur Taslim dkk.,2014). Tingkat toksisitas ditunjukkan pada
table dibawah ini :

Tabel 2.3 Kategori toksisitas bahan (Meyer dkk, 1982; Nur Taslim dkk.,2014).

Penilaian Ketoksikan Penggolongan LCso (ppm)
1. Sangat Toksik <30 ppm
2. Toksik 31 ppm < LC50 < 1000
ppm
3. Tidak Toksik > 1000 ppm

2.8 Uji Toksisitas antikanker dengan metode BSLT (Brine Shrimp Lethality

Test)

Menurut Molyneux (2007) BSLT (Brine Shrimp Lethality Test) dapat
mendeteksi sitotoksik dan bioaktivitas terhadap 9 kB sel karsinoma nasofaring
maupun sel P-388 leukimia manusia secara in vivo seperti antikanker, antitumor
dll. Hal ini dapat menyebabkan senyawa memiliki aktivitas antikanker dideteksi
menggunakan Artemia Salina Leach dengan metode BSLT (Brine Shrimp
Lethality Test). Mekanisme kematian larva berhubungan dengan fungsi senyawa
dalam sel yang menghambat daya makan larva dimana senyawa yang terkandung

tersebut bertindak sebagai stomach poisoning atau racun perut, sehinga senyawa
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yang masuk kedalam tubuh larva mengagalkan timbulnya rasa stimulus untuk
mengenali makananya. (Meyer, 1982).

Persen kematian Artemia Salina Leach dapat dihitung setelah periode
inkubali selama 24 jam setelah pemberian sejumlah larutan uji pada media
hidupnya. Kematian larva udang Artemia Salina Leach dinyatakan berdasarkan
hasil pengamatan menggunakan kaca pembesar dan ditunjukkan dengan tidak ada
molitilas (pergerakan) dari larva udang. Kemudian dihitung efek farmakologisnya
berdasarkan nilai probit (LCso). Kematian larva udang disebabkan karena
mengalami keracunan (toxicity) akibat keberadaan senyawa bioaktif yang masuk
ke dalam tubuhnya. Selain itu, system pertahanan tubuh yang dibentuk larva
udang masih belum mampu untuk menghambat senyawa bioaktif yang terdapat
pada media hidupnya (Kurniawan, 2018).

2.9 Probit

Pada nilai LCso dapat memberikan informasi terkait tingkat toksisitas dari
suatu senyawa. Apabila nilai LCso 1000 mg/L, maka suatu senyawa di duga
memiliki efek toksik (Nguta dalam Mayang dan Santoso, 2020) . Maka untuk
menghitung LCso, dengan analisis probit konsentrasi. Diperoleh dari nilai log
probit presentase (%) kematian hewan uji dan uji konsentrasi yang dihitung

dengan persamaan linier y=mx+b (Singh dan Zahra, 2017).

Tabel 2.4 Nilai % Probit (Hamidi dkk, 2014)

% 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

- 267 295 312 325 336 345 352 359 3.66
10 3.72 3.77 3.82 3.87 392 396 401 405 4.08 4.12
20 4.16 4.19 423 426 425 433 436 439 442 445
30 4.48 450 453 456 459 461 464 467 4.69 4.72
40 475 477 480 482 485 487 490 492 495 497
50 5.00 5.03 505 508 510 513 515 518 520 5.23
60 525 528 531 533 536 539 541 544 547 550
70 552 555 558 561 564 567 571 574 577 581
80 584 588 592 595 599 6.04 6.08 6.13 6.18 6.23
90 6.28 6.34 641 6.48 6.55 6.64 6.75 6.88 7.05 7.33
- 00 01 02 03 04 05 06 07 08 09
99 733 737 741 746 751 758 7.65 7.75 7.88 8.09
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2.10 Hipotesis

2.10.1 Metabolit sekunder yang diujikan pada Spektrofotometri UV-Vis dan
mengetahui hasil persen dari flavonoid, saponin, tannin dan alkaloid.

2.10.2 Hasil nilai dari LCso (bias dilihat dari tabel probit).

2.10.3 Untuk mengetahui fraksi daging buah majapahit (Crescentia cujete L)

mempunyai aktivitas antikanker bias dilihat pada tabel kategori toksisitas.



BAB Il
METODE PENELITIAN

3.1 Alat dan Bahan
3.1.1 Alat

Alat yang digunakan dalam penelitian ini meliputi timbangan analitik,
blender, batang pengaduk, ayakan mesh 80, corong pisah (Pyrex), beaker
gelas(Pyrex), oven, rak tabung, ratory vacum evaporator, aquarium, lampu, kaca
pembesar (Joyko), lampu, kertas saring, pot salep,botol kaca, pipet, erlenmeyer
(Pyrex), cawan porselin, aerator, aluminium foil, spektrofotometri UV-Vis.
3.1.2 Bahan

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini meliputi serbuk daging buah
majapahit (Crescentia Cujete L.), etanol 96%, N-Heksana, aquadest, etil asetat,
DMSO (Dimethyl sulfoxide), air laut, ragi, larva udang Artemia Salina Leach,
asam sulfat, kalium dikromat, pereaksi Dragendroff, pereaksi Mayer, FeCls,

garam ikan.

3.2 Populasi Penelitian
Populasi dalam penelitian ini adalah daging buah Majapahit (Crescentia

Cujete L.) yang terdapat di kabupaten Tulungagung, Jawa Timur.

3.3 Sampel Penelitian
Sampel dalam penelitian ini yaitu daging buah Majapahit (Crescentia Cujete
L.) diperoleh di Desa Wates, Kecamatan Sumbergempol, Kabupaten Tulungagung

dan sudah dideterminasi di Laboratorium Materia Medika Batu, Malang.

3.4 Variabel Penelitian

Variabel penelitian yaitu segala sesuatu dalam bentuk apapun yang ditetapkan
oleh peneliti sebagai hal yang akan digunakan untuk dipelajari sehingga diperoleh
informasi tentang hal tersebut untuk diambil kesimpulannya (Sugiyono, 2013).
Variabel yang digunakan dalam penelitian ini yaitu, variabel bebas, variabel

kontrol dan variabel terikat.
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3.4.1 Variabel Bebas

Variabel bebas merupakan variabel yang dapat menjadi penyebab atau
mempengaruhi perubahannya (Sugiyono, 2013). Variabel bebas yang digunakan
dalam penelitian yaitu ekstrak etanol daun jinten dan variasi konsentrasi ekstrak
etanol daging buah majapahit (Crescentia Cujete L.) yaitu konsentrasi 100 ppm,
200 ppm, 300 ppm, 400 ppm, 500 ppm, 600 ppm, 700 ppm, 800 ppm, 900 ppm
dan 1000 ppm yang dilakukan pengujian toksisitas akut menggunakan metode
BSLT.
3.4.2 Variabel Kontrol

Variabel kontrol yang digunakan dalam penelitian yaitu :
a. Usia larva Artemia salina Leach adalah 24 jam
b. Air laut buatan yang digunakan dengan kadar 5 per mil
c¢. PH air laut yang digunakan yaitu 7 sampai 8
d. Suhu dalam proses penetasan sekitar 25°C sampai 30°C
e. Tempat yang digunakan untuk percobaan BSLT
3.4.3 Variabel Terikat

Variabel terikat merupakan variabel yang menjadi akibat atau yang
dipengaruhi oleh adanya variabel bebas (Sugiyono, 2013). Variabel terkait yang
digunakan dalam penelitian yaitu senyawa apa saja yang terdapat pada ekstrak
daging buah majapahit (Crescentia Cujete L) dan berapa nilai LCsp yang akan
diperoleh.
3.5 Metode Penyarian

Maserasi merupakan proses perendaman serbuk simplisia kering
menggunakan pelarut pada suhu ruangan, dengan beberapa kali pengadukan.
Selama proses perendaman terbentuklah perbedaan tekanan di dalam dan juga di
luar sel, sehingga metabolit sekunder yang ada dalam sitoplasma akan terlarut
dalam pelarut organik secara sempurna.
3.5.1 Determinasi Tanaman

Sampel daging buah majapahit (Crescentia Cujete L.) dideterminasi di UPT

Materia Medika Batu Malang, Jawa Timur. Tujuan dilakukan determinasi untuk
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memperoleh kebenaran identitas dari tanaman yang akan diteliti, dan menghindari
kesalahan dalam pengumpulan bahan awal (Diniatik,2015).
3.5.2 Pembuatan Simplisia

Pembuatan simplisia daging buah majapahit (Crescentia Ceujete L.)
memerlukan tahap sebagai berikut :
3.5.2.1 Penyiapan bahan

Pada pengambilan sampel dipilih buah yang masih berkulit hijau, langsung
dipetik kemudian dibelah untuk diambil dagingnya. Untuk waktu pemetikan buah
dan pengambilan daging buah majapahit (Crescentia Ceujete L.) jangan terlalu
lama karena akan mengalami perubahan warna hitam. Buah yang digunakan yang
masih muda mempunyai tempering lunak, daging buahnya cenderung berwarna
putih dan agak keras (Fatmawati,2015).
3.5.2.2 Sortasi basah

Pada proses ini merupakan pemilahan hasil panen ketika sampel tanaman
yang masih segar. Bertujuan untuk memisahkan pengotor anorganik meliputi
tanah, kerikil atau benda-benda asing yang terdapat dari luar tanaman dan untuk
memisahkan pengotor organik.
3.5.2.3 Pencucian

Pada proses pencucian dilakukan untuk menghilangkan kotoran yang melekat
pada simplisia, pencucian menggunakan air bersih yang mengalir sampai daging
buah majapahit (Crescentia Ceujete L.) benar-benar terhindar dari kotoran
ataupun benda asing (Handoyo dkk,2020).
3.5.2.4 Perajangan

Pada proses perajangan dilakukan menggunakan pisau, ukuran pemotongan
simplisia harus sama. Bahan yang telah dirajang dengan ukuran yang sama
bertujuan untuk membantu mempercepat proses pengeringannya (Handoyo
dkk,2020).
3.5.2.5 Pengeringan

Pada proses pengeringan merupakan suatu pengukuran kadar air dalam
jumlah yang sedikit dari bahan atau sampel dengan bantuan energi panas.
Bertujuan untuk mengurangi kandungan air yang ada di dalam bahan atau sampel

sehingga bahan tidak mudah rusak untuk disimpan dalam jangka waktu yang
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lama. Pengeringan dapat dilakukan dengan 2 cara yaitu menggunakan paparan
sinar matahari langsung dan menggunakan oven. Untuk sampel daging buah
majapahit ini di keringkan dengan oven pada suhu 60°C agar senyawa yang
terkandung tidak mengalami kerusakan apabila digunakan pada suhu lebih dari
60°C (Shahdadi dkk,2015).
3.5.2.6 Sortasi kering

Pada proses ini merupakan pemilahan bahan atau sampel setelah mengalami
proses pengeringan. Untuk pemilahan dilakukan dengan cara bahan yang rusak
akibat pengeringan kemudian ditimbang untuk mengetahui rendemen dari hasil
proses pasca panen.
3.5.3 Uji susut pengeringan simplisia

Uji susut pengeringan bertujuan untuk memberikan batasan maksimal
besarnya senyawa yang hilang pada saat proses pengeringan Menurut Departemen
Kesehatan RI. Uji susut pengeringan dilakukan dengan cara menimbang daging
buah majapahit (Crescentia cujete L) segar dan belum melalui proses pengeringan
dan setelah melakukan proses pengeringan (Wahdaningsih dkk., 2014). Syarat
dari susut pengeringan <10%. Untuk rumus perhitungan uji kadar sebagai berikut:

Susut pengeringan (%) :g X 100% (DepKes RI, 2014)
Keterangan : A = bobot basah (g)
B = bobot kering (g)

3.5.4. Uji kadar air simplisia

Uji  kadar air bertujuan untuk menetapkan residu air setelah proses
pengeringan, Menurut Departemen Kesehatan RI (2014) uji kadar air dilakukan
dengan cara menimbang 10 gram serbuk simplisia yang telah ditara dan
ditimbang. Pengeringan serbuk simplisia menggunakan oven pada suhu 105°C
kemudian dicatat hasil yang telah diperoleh. Syarat dari uji kadar air menurut

Farmakope Indonesia <10%.

3.6 Pembuatan ekstrak daging buah majapahit (Crescentia Cujete L.)
Pembuatan ekstrak daging buah majapahit (Crescentia Cujete L.) dengan

menggunakan metode maserasi. Metode maserasi digunakan karena prosedur dan
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peralatan yang digunakan sederhana dan tidak melalui pemanasan tidak mudah
terurai dan dapat menghindari kerusakan senyawa yang terkandung dalam bahan
alam (Tetti, 2014).

Pertama-tama yang dilakukan dengan cara menimbang serbuk daging buah
majapahit (Crescentia Cujete L.) sebanyak 500 gram. Lalu ditambah dengan
pelarut etanol 96% sebanyak 5.000 mililiter atau hingga terendam. Serbuk yang di
dalam bejana atau botol disimpan dalam ruangan yang terlindungi sinar matahari
secara langsung. Kemudian proses perendaman dilakukan pengocokan yang
berulang agar dapat mempercepat waktu penyari dalam mengekstraksi sampel
(Fitrah dkk, 2022). Setelah serbuk disaring akan dihasilkan maserat. Maserat ini
selanjutkan dilakukan remaserasi untuk menarik kadungan senyawa yang masih
tertinggal pada saat maserasi (Chairunnisa dkk, 2019). Kemudian maserasi
dilakukan dengan penguapan pelarut dengan filtrate hasil remaserasi dipekatkan
dengan menggunakan oven 80°C untuk memisahkan pelarut dengan ekstrak

sehingga diperoleh ekstral kental daging buah majapahit (Crescentia Cejute L.).

3.7 Pemeriksaan karakteristik
3.7.1 Rendemen Ekstrak

Rendemen adalah perbandingan antara ekstrak yang diperoleh dengan
simpilisia awal. Pengukuran rendemen dilakukan dengan membandingkan dengan
ekstrak yang dihasilkan dan diperoleh. Ekstrak kering diperoleh dari pengeringan
sampel di dalam oven sampai mendapatkan berat yang konstan. Perhitungan
dilakukan untuk mengetahui presentase jumlah bahan yang tersisa pada proses
ekstraksi dan mengetahui tingkat kefektifan dari proses yang dihasilkan (Toar,
2020). Semakin tinggi nilai rendemen menunjukkan bahwa ekstrak yang
dihasilkan semakin besar. Rendemen yang baik adalah 100% (Vogel dkk.,1996).

Rumus % rendemen (DepKes, 2014) :

Bobot ekstrak yang dihasilkan

% Rendemen = X 100%

Bobot awal serbuk simplisia
3.7.2 Uji Bebas Etanol
Uji bebas etanol bertujuan untuk mengetahui ada atau tidaknya kandungan

etanol dalam ekstrak daging buah majapahit (Crescentia Cujete L.) sehingga
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didapatkan ekstrak yang murni. Cara melakukan uji bebas etanol yaitu tambahkan
2 tetes asam sulfat pekat dan 1 ml kalium dikromat masukkan ke dalam ekstrak
daging buah majapahit (Crescentia Cujete L.) hingga homogen. Apabila muncul
warna jingga menjadi hijau tua kebiruan maka ekstrak tersebut mengandung
etanol (Kurniawati.,2015).
3.7.3 Uji Kualitatif
3.7.3.1 Skrining Fitokimia

Skrining fitokimia adalah pengujian kandungan senyawa yang terdapat pada
suatu ekstrak bertujuan untuk zat-zat kimia didalamnya dapat diidentifikasi.
Prinsip pengujian ini yaitu kandungan senyawa ekstrak daging buah majapahit
(Crescentia Cujete L.) adanya perubahan warna, pembentukan busa dan
munculnya endapan (Wulandari, 2015).
3.7.3.2 Flavonoid

Uji flavonoid ekstrak daging buah majapahit (Crescentia Cujete L.) jika
menunjukkan hasil positif (+) adalah membentuk warna atau jingga (Ergina,
2014). Pengujian ini dilakukan menambahkan 0,2 gr sampel masukkan ke dalam
tabung reaksi tambahkan 0,05 gr serbuk Mg dan 1 ml HCI pekat. Lalu dikocok
kuat (Arel dkk., 2018).
3.7.3.3 Saponin

Uji saponin ekstrak daging buah majapahit (Crescentia Cujete L.) jika
menunjukkan hasil positif (+) adalah membentuk busa tetap stabil selama kurang
lebih 7 menit (Ningsih, 2016). Busa yang terjadi pada uji saponin ini karena
senyawa saponin mengandung sebagian larut air dan sebagian larut dalam pelarut
non polar (Latifah, 2016). Pengujian ini dilakukan menambahkan sampel 0,2 gr
masukkan ke dalam tabung reaksi tambahkan aquadest kemudian tambah 2 tetes
HCI.
3.7.3.4 Tanin

Uji tannin ekstrak daging buah majapahit (Crescentia Cujete L.) jika
menunjukkan hasil positif (+) adalah membentuk warna hitam kehijauan setelah
ditambah FeCls (Harborne, 2006). Pengujian ini dilakukan dengan menambahkan
0,2 gr sampel tambah DSMO 1 ml. Lalu larutan dipindahkan ke dalam tabung

reaksi 1 ml. Tetesi dengan FeCls 2-3 tetes. Penggunaan FeCls bertujuan untuk
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menentukan apakah sampel mengandung gugus fenol. Adanya gugus fenol
ditandai warna hiam kehijauan setelah ditambahkan dengan FeCls.
3.7.3.5 Alkaloid

Uji alkaloid ekstrak daging buah majapahit (Crescentia Cujete L.) jika
menunjukkan hasil positif (+) adalah membentuk endapan warna jingga
(Harborne, 1987). Endapan tersebut adalah kalium alkaloid yang ditandai dengan
ikatan kovalen koordinat dengan K* sebagai ion logam. Pengujian ini dilakukan
dengan cara menambahkan 0,2 gr sampel dengan DMSO 1 ml, lalu diaduk hingga
larut. Kemudian pindah 1 ml larutan sampel ke dalam tabung reaksi, tambahkan
dengan pereaksi dragendroff dalam tabung reaksi lalu dikocok hingga larut.

3.8 Uji Kuantitatif
3.8.1 Uji Kadar Senyawa Ekstrak Daging Buah Majapahit (Crescentia Cujete
L.) Menggunakan Spektrofotometri UV-Vis

Uji kadar senyawa adalah pengujian lanjut dari skrining kimia untuk menguji
kadar senyawa ekstrak daging buah majapahit (Crescentia Cujete L.) dengan
menggunakan spektrofotometer UV-Vis dengan persamaan regresi linier senyawa
standar.
3.8.2 Flavonoid

Uji kadar flavonoid dalam ekstrak daging buah majapahit (Crescentia Cujete
L.) dengan cara membuat larutan standar flavonoid lalu preparasi sampel dan
penentuan kadar (Rajendra, 2014). Pembuatan larutan standart dengan membuat
larutan induk quersetin 100mg/l, caranya adalah 10 mg quersetin dilarutkan
aquadest ad 100 ml. Kemudian membuat seri konsentrasi 1 mg/l, 5 mg/l, 10 mg/l,
25 mg/l, dan 50 mg/l. Ambil 0,1 ml larutan sampel atau standar, tambahkan
dengan 0,1 ml Al>Cls 2%, homogenkan dengan vorteks, diamkan selama 60 menit
pada suhu ruang. Tambahkan akuades hingga volum 1 ml. Akan terbentuk larutan
berwarna merah jika terdapat flavonoid. Lalu ukur absorbansi dengan
spektrofotometer pada A 420 nm dan kemudian dihitung persamaan linier y = a +

b(x) (Oluwaseun, 2018).
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3.8.3 Saponin

Uji kadar senyawa saponin ekstrak daging buah majapahit (Crescentia Cujete
L.) dengan cara cara membuat larutan standar saponin lalu preparasi sampel dan
penentuan kadar. Pembuatan larutan standart dengan 100 mg/l adalah 10 mg
saponin dilarutkan dengan etanol 20% sampai 100 ml lalu membuat seri
konsentrasi 1 mg/l, 5 mg/l, 10 mg/l, 25 mg/l, dan 50 mg/l. Untuk sampel ekstrak
kental, sampel dihaluskan kemudian ditimbang sebanyak 0,5 g, lalu dilarutkan
dalam etanol 90% sebanyak 10 ml, homogenisasi larutan dengan vortex,
kemudian dipanaskan pada waterbath pada suhu 55 °C selama 90 menit. Larutan
kemudian disaring dengan kertas saring. Ampas dilakukan reekstraksi dengan
etanol 90% sebanyak 10 ml . Kedua filtrat dicampur dan dipanaskan pada suhu 90
°C sampai tertinggal separuhnya. Larutan kemudian dipindahkan ke corong pisah,
lalu ditambahkan dengan dietil eter 40 ml lalu larutan dikocok dan didiamkan
sampali larutan terpisah. Ambil fase bawah. Tambahkan dengan 60 ml n butanol
lalu ditambahkan dengan NaCl 5% sebanyak 10 ml dan saring. Filtrat yang
didapat kemudian dikeringkan pada suhu 60 °C dalam oven. Akan didapatkan
saponin kering. Kemudian larutkan isolat saponin dengan etanol 20% sebanyak 5
ml. penentuan kadar saponin dengan cara 5 ml sampel ditambah 0,5 ml FeCls
0,IM dan 0,5 ml KsFe(CN)s 0,008 M. Diukur absorbansinya menggunakan
spektrofotometri 645 nm dan dihitung persamaan linier y = a + b(x) (Cinelo dkk.,
2014).
3.8.4 Tanin

Uji kadar senyawa tannin dalam ekstrak daging buah majapahit (Crescentia
Cujete L.) dengan cara pembuatan larutan sandart tannin lalu dilanjutkan preparasi
sampel dan penentuan kadar larutan induk 50 mg/l dengan melarutkan tannic acid
5mg dalam etanol 20% ad 100 ml kemudian lalu membuat seri konsentrasi 1 mg/I,
5 mg/l, 10 mg/l, 25 mg/l, dan 50 mg/l (Rajendra, 2014). Selanjutnya membuat
preparasi sampel 0,1 gr ekstrak kental lalu dilarutkan dengan 10 ml methanol p.a
dan diamkan 30 menit kemudian disari dengan vacum filter dan disentrifugasi
dengan kecepatan 3000 rpm. Kemudian selanjutnya penentuan kadar tannin
adalah dengan 5 ml sampel ditambah 0,5 ml FeCl3 0,1 M dan 0,5 ml KzFe(CN)s

0,0008M aduk ad larut lalu diamkan 30 menit. Larutan encerkan dengan
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kloroform hingga volume 10 ml kemudian diukur absorbansi menggunakan
spektrofotometri pada 620nm dengan dihitung persamaan linier y = a + b(X)
(Rajendra, 2014).
3.8.5 Alkaloid

Uji kadar senyawa alkaloid dalam ekstrak daging buah majapahit (Crescentia
Cujete L.) dengan cara pembuatan larutan standart lanjut preparasi sampel dan
penentuan kadar (Rajendra, 2014). Pembuatan larutan standart dengan membuat
larutan induk quinine 100mg/l, caranya 10mg quinine dilarutkan menggunakan
20% etanol ad 100ml lalu membuat seri konsentrasi 1 mg/l, 5 mg/l, 10 mg/l, 25
mg/l, dan 50 mg/l. Selanjutnya membuat preparasi sampel dengan 0,1 gr ekstrak
kental ditambah 10 ml kloroform dengan memasukka dalam corong pisah lalu
kocok dan diamkan hingga menjadi dua fase. Kemudian ambil fase atas
digunakan proses selanjutnya. Proses preparasi standart dengan cara 5 ml quinine
tambahkan 1 ml HCI 2N, brom kresol hijau 5ml dan buffer fosfat 5ml lalu aduk ad
larut. Selanjutnya penentuan kadar alkaloid dengan cara 1 ml larutan sampel fase
atas diencerkan dalam kloroform hingga volume 5ml, lalu diukur absorbansi
menggunakan spektrofotometri pada 470 nm dan dihitung dengan persamaan
linier y = a + b(x) (Rajendra, 2014).

3.9 Fraksinasi Daging Buah Majapahit (Crescentia Cujete L.)

Fraksinasi adalah suatu proses pemisahan senyawa berdasarkan tingkat
kepolarannya. Fraksinasi pada penelitian ini menggunakan pelarut N-heksan
sebagal pelarut non polar, menggunakan pelarut etil asetat sebagai pelarut semi
polar dan menggunakan pelarut aquadestilata sebagai pelarut polar. Penelitian ini
dilanjutkan dengan proses fraksinasi dan akan di dapatkan fraksi-fraksi yang
mengandung senyawa yang berurutan (Purwanto, 2015).

Ekstrak yang diperoleh dilakukan fraksinasi. Sebanyak 20 gram ekstrak
daging buah majapahit dilarutkan dengan aquadest 50 ml hingga larut, kemudian
dimasukkan ke dalam corong pisah dan ditambahkan dengan pelarut n-heksana
sebanyak 50 ml, setelah itu dikocok dalam corong pisah ad homogen. Setelah itu
akan terbentuk 2 fase, kemudian ditambahkan dengan pelarut etil asetat sebanyak

50 ml, dikocok lagi dalam corong pisah ad homogeny dengan 3 replikasi. Setelah
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itu terbentuk 2 fase, lalu ditambahkan secara berulang hingga bening. Kemudian
hasil fraksi ditampung pada wadah (Kinam dkk, 2021).
3.10 Potensi Antikanker dengan metode BSLT (Brine Shrimp Lethality Test)

BSLT (Brine Shrimp Lethality Test) adalah metode uji ketoksikan yang
mempunyai Kkorelasi positif terhadap aktivitas antikanker (Sukardiman, 2004).
Metode BSLT (Brine Shrimp Lethality Test) dipilih karena dipertimbangkan tidak
membutuhkan waktu yang lama, murah, akurat, mudah dan membutuhkan sampel
yang sedikit. Hewan coba yang digunakan adalah Artemia Salina Leach karena
memiliki respon terhadap senyawa kimia yang mirip dengan mamalia (Panjaitan,
2010).

3.10.1 Penetasan Artemia Salina Leach

Untuk melakukan penetasan yaitu air laut buatan yang telah diaerasi
masukkan ke dalam aquarium untuk penetasan. Aquarium harus dibagi menjadi 2
bagian dengan satu sisi gelap dan satu sisi terang dipisahkan menggunakan sekat
yang berlubang. Pada bagian terang aquarium suhunya 25°C sampai 30°C,
diberikan lampu dengan tujuan agar suhu burayak tetap. Untuk bagian gelap
aquarium untuk menetaskan siste Artemia, menetas dalam waktu 24 jam hingga
36 jam kemudian menjadi burayak. Burayak akan berenang dan berpindah menuju
bagian yang terang dan meninggalkan cangkangnya pada bagian gelap melalui
sekat. Warna burayak yang baru menetas adalah kemerahan. Setelah + 2 hari
burayak mendapatkan makan melalui ragi untuk dapat bertahan hidup.

Untuk ragi yang akan dibuat suspense harus dioven terlebig dahulu pada suhu
100°C selama 10 menit bertujuan untuk menghindari adanya jamur ataupun
bakteri yang tumbuh pada ragi dapat mempengaruhi perkembangan burayak.
Suspense ragi dibuat dengan cara yaitu campuran 3 mg ragi dan 5 ml air laut
buatan.

3.10.2 Pembagian Perlakuan dengan Kelompok

Pada pembagian perlakuan ini menggunakan hewan uji larva udang Artemia

Salina Leach. Larva udang akan dibagi menjadi 10 kelompok uji dan dilakukan

replikasi sebanyak 3 kali, seperti table dibawah ini (Tabel 3.1)
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Tabel 3.1 Pembagian Perlakuan

Konsentrasi Replikasi Hewan Uji
100 ppm 3 30
200 ppm 3 30
300 ppm 3 30
400 ppm 3 30
500 ppm 3 30
600 ppm 3 30
700 ppm 3 30
800 ppm g8 30
900 ppm 3 30
1000 ppm 3 30

Kontrol Negatif

3.10.3 Uji Toksisitas Metode BSLT (Brine Shrimp Lethality Test)

Uji toksisitas akut menggunakan Artemia Salina Leach yang dilakukan
dengan cara memasukkan larva ke dalam flakon, flakon tersebut berisi 5 ml air
laut buatan. Kemudian larva-larva tersebut diberikan 1 ml larutan uji dan di beri 1
tetes ragi untuk makanan larva. Lalu dilakukan pengamatan pada larva selama 24
jam. Larva dianggap mati jika tidak menunjukkan pergerakan selama 10 detik
(Fadhli & Hasanah, 2019).

Untuk selanjutnya melakukan pengamatan yaitu menghitung presentase
kematian larva Artemia Salina Leach pada setiap konsentrasi. Hasil yang
diperoleh dari perkalian rasio dengan 100%, dengan menghitung larva yang mati
dibagi dengan larva awal lalu dikalikan 100% pada setiap konsentrasinya.
Kemudian perbandingan kontrol negatif dan analisis probit. Efek toksisitas
dilanjutkan untuk analisis persen (%) kematian larva. Rumus seperti dibawah ini :

jumlah larva mati
% larva = - — X 100%
jumlah larva yang diuji

Dari data kematian larva Artemia Salina Leach yang diperoleh lalu dilakukan
menentuan nilai probit seperti tabel dan menggunakan persamaan regresi linier
seperti dibawah ini :

Y=Bx X A
Keterangan : Y = log konsentrasi dan X = angka probit.

Dengan keterangan diatas kemudian dihitung LCso dengan menempatkan

nilai probit (Sumihe dkk., 2014).
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3.11 Kerangka Metode Brine Shrimp Lethality Test (BSLT)

Menimbang garam laut 35 gram dimasukkan ke dalam aquarium
kecil. Dan dilarutkan dalam 1000 ml aquades

v

Masukkan telur udang Artema Salina Leach ke dalam aquarium

v

Diamati setelah 48 jam bertujuan untuk melihat apakah larva
udang sudah terbentuk dengan sempurna atau belum

\

Jika sudah, maka larva udang siap untuk di uji toksisitas dengan
cara : berbagai konsentrasi yaitu
100,200,300,400,500,600,700,800,900,1000 ppm yang sudah
dilarutkan dengan DMSO akan diteteskan ke hewan uji yaitu larva
udang dan diamati selama 10 detik. Berapakah udang yang mati.

@ Watermarkly
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BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Determinasi Tanaman :

Determinasi tanaman majapahit dilakukan di Materia Medika, Batu Malang.
Hasil determinasi menunjukkan bahwa sampel yang digunakan merupakan daging
buah majapahit (Crescentia cujete L.) dengan kunci determinasi 1b-2b-3b-4b-6b-
7b-9b-10b-11b-12b-13b-14b-15b-16b-286a-287a:Bignoniaceae-1b-3a:Crescentia-
3:C.cujete. Hasil surat dtereminasi tanaman majapahit terdapat pada Lampiran 1.
Menunjukkan bahwa morfologi habitus : pohon tinggi = 10 m. Batang: berkayu,
bulat, percabanagan sympodial, membulat, panjang 10-15 cm, lebar 5-7 cm,
bertangkai pendek, hijau, pertulangan menyirip, hijau. Bunga: tunggal, di cabang
dan ranting, kelopak membentuk corong, ujung bercangap, hijau pucat, benang
sari empat, panjang = 2cm, putih, putik panjang = 2 cm, kepala putik bentuk
corong putih, mahkota bentuk bibir, putih. Buah: Buni, bulat, diameter + 20 cm,
hijau kekuningan. Biji: kotak, panjang £ 5 mm, coklat. Akar: tunggang, putih

kotor.

4.2 Pembuatan Simplisia

Pembuatan simplisia daging buah majapahit (Crescentia cujete L.) dilakukan
dengan mengumpulkan daging buah majapahit sebanyak 2.948 gram yang masih
segar. Proses pembuatan simplisia dilanjutkan dengan sortasi basah untuk
memisahkan benda asing atau kotoran yang menempel pada sampel, sehingga
daging buah bersih dan dilanjutkan dengan pencucian dengan air mengalir
sebanyak tiga kali bertujuan untuk menghilangkan kotoran atau pengotor lain
yang masih menempel pada sampel. Daging buah majapahit (Crescentia cujete L.)
yang telah dicuci kemudian dilakukan proses pengeringan dengan menggunakan
oven pada suhu 60°C.

Berdasarkan penelitian Indri Novia dkk (2021) oven pada suhu 60°C akan
menghasilkan kadar air yang rendah dibandingkan dengan sinar matahari
langsung. Proses pengeringan juga dapat dipengaruhi pada saat lamanya

pengeringan. Keuntungan menggunakan pengeringan dengan oven Vyaitu
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pengurangan kadar air yang membutuhkan waktu sigkat dan menjamin produk
lebih baik daripada menggunakan paparan matahari langsung (Wahyuni
dkk.,2014).

Simplisia yang sudah kering selanjutnya dilakukan sortasi kering. Pada sortasi
kering ini bertujuan untuk memisahkan benda asing atau bagian tanaman yang
tidak digunakan yang masih tertinggal atau menempel pada simplisia. Simplisia
kering kemudian dihaluskan agar menjadi serbuk dan diayak menggunakan
ukuran 80 mesh bertujuan untuk menyeragamkan ukuran serbuk, karena semakin

kecil ukuran partikel maka semakin luas permukaan simplisa.

4.3 Pemeriksaan Karakteristik
4.3.1 Uji Susut Pengeringan Simplisia

Uji susut pengeringan dilakukan agar mengetahui berapa besar senyawa yang
hilang yang terkandung pada simplisia yang hilang pada saat proses pengeringan
(Najib dkk.,2018). Berdasarkan tabel 4.1 dapat disimpimpulkan yang terkandung
pada daging buah majapahit (Crescentia Cujete L.) sehingga hasil uji susut
pengeringan diperoleh 17,87%. Hasil dari susut pengeringan dapat dipengaruhi
oleh suhu, lamanya proses pengeringan pada daging buah majapahit (Crescentia
Cujete L.), sehingga mengalami penyusutan dari berat awal buah segar 2,948
gram menjadi 0,527 gram daging buah kering. (Kemenkes RI,2013).
Tabel 4.1 Hasil uji susut pengeringan daging buah majapahit (Crescentia Cujete)

Sampel Bobot Awal Bobot Akhir  %Hasil

Daging buah majapahit (Crescentia Cujete L.)  2948kg S27gr 17,87%

4.3.1 Uji Kadar Air Simpisia

Uji kadar air dilakukan agar dapat mengetahui kualitas simplisia daging buah
majapahit (Crescentia Cujete L. ) yang akan dilakukan untuk penelitian. Apabila
kadar air memenuhi dengan syarat maka kandungan air yang terdapat pada
simplisia akan diminimalisir sehingga dapat mencegah terjadinya tumbuhnya
bakteri atau mikroorganisme pada simplisia. Syarat kadar air simplisia <10%
(Voight,1994; Yuri dkk.,2017). Hasil dari uji kadar air sebesar 3,7%, disimpulkan

bahwa telah memenuhi syarat.
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Tabel 4.2 Hasil uji kadar air simplisia daging buah majapahit (Crescentia Cujete)

Sampel Bobot Awal  Bobot Akhir  %Hasil

Daging buah majapahit (Crescentia 10 gram 9,63 gram 3,7%
Cujete L.)

4.4 Pemeriksaan Karakteristik Ekstrak Daging Majapahit (Crescentia cujete

L.)
4.4.1 Uji Bebas Etanol

Uji bebas etanol ekstrak daging majapahit (Crescentia cujete L.) dilakukan
bertujuan untuk memastikan ekstrak yang dihasilkan dari proses pemekatan telah
terbebas dari etanol. Hasil uji bebas etanol ekstrak daging majapahit menunjukkan
bahwa ekstrak telah terbebas dari etanol ditandai dengan perubahan warna dan
hasilnya tidak mengandung etanol, gambar dapat dilihat pada lampiran.

Tabel 4.3 Uji Bebas Etanol

Sampel Perlakuan Hasil  Perubahan Warna
Ekstrak Daging 2 tetes H2SOq4, dan 1 - Coklat menjadi
buah Majapahit ml K2Cr207 Coklat kehitaman

(Crescentia cujete L.)

Keterangan : ( (+) Terdapat etanol dan (-) Tidak terdapat etanol
4.4.2  Uji Rendemen Ekstrak Daging Buah Majapahit

Bobot ekstrak daging buah majapahit (Crescentia cujete L.) yang dihasilkan
sebanyak 50 gram dengan bobot simplisia awal sebanyak 500 gram. Hasil dari uji
randemen ekstrak daun majapahit (Crescentia cujete L.) sebanyak 10%, hal
tersebut menunjukkan bahwa nilai yang dihasilkan pada randemen ekstrak cukup
kecil. Kecilnya randemen ekstrak yang dihasilkan dipengaruhi oleh beberapa
faktor seperti ukuran partikel, waktu ekstraksi, jenis dan jumlah pelarut (Charisma
2020). Senyawa ekstrak daging buah majapahit bersifat non polar sehingga waktu
ekstraksi dengan etanol menghasilkan nilai rendemen yang cukup kecil (Elyta
dkk.,2018).

Tabel 4.4 Rendemen Ekstrak Daging Buah Majaphit

Sampel Bobot Bobot Hasil
Simplisia Ekstrak
Daging Buah Majapahit (Crescentia 500 gr 50 gr 10%

cujete L.)
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4.5 Fraksinasi

Fraksinasi merupakan pemisahan senyawa berdasarkan tingkat kepolarannya.
Dalam penelitian ini menggunakan pelarut aquadest sebagai pelarut polar, pelarut
n-heksana sebagai pelarut non-polar dan pelarut etil asetat sebagai pelarut semi
polar. Akhir dari fraksinasi akan didapatkan fraksi-fraksi yang mengandung
senyawa yang secara berurutan dari senyawa polar, non-polar dan semi polar
(Purwanto, 2015).

Ekstrak daging buah majapahit (Crescentia cujete L.) dilarutkan dengan
aquadest sebanyak 50 ml dimasukkan dalam labu pisah dan ditambahkan n-
heksana sebanyak 50 ml kemudian dihomogenkan secara perlahan lalu diamkan
hingga terjadi pemisahan antara n-heksana dan aquadest. Fraksi n-heksana
dipisahkan dari fraksi aquades. Fraksinasi dilanjutkan dengan menggunakan
pelarut etil asetat 50 ml dengan proses yang sama dengan n-heksana. Fraksinasi
dilakukan replikasi 3 kali. Fraksi n-heksana, etil asetat dan aquadest diuapkan
menggunakan waterbath pada suhu berbeda tergantung titik didih pelarut yang
digunakan (Retnowati dkk., 2015).

Hasil dari fraksinasi menunjukkan fraksi n-heksana berada diatas sedangkan
fraksi aquades terletak dibawah, karena aquades memiliki berat jenis (1g/mL)
yang lebih besar daripada berat jenis n-heksana (86,18 g/mL). Hasil fraksi etil
asetat berada dilapisan atas dan aquades dibawah karena etil asetat memiliki berat
jenis (1,326 g/mL) dari pada aquades (Max R.J dkk.,2021). Menurut prinsip like
dissolve like yaitu senyawa polar akan larut dalam senyawa polar, sedangkan

senyawa non polar akan larut dalam senyawa non polar (Elyta dkk.,2018).

4.6 Uji Kualitatif
4.6.1 Skrining Fitokimia

Skrining fitokimia fraksi daging buah majapahit (Crescentia cujete L.)
bertujuan untuk mengetahui kandungan senyawa yang terdapat pada fraksi daging
buah majapahit (Crescentia cujete L.). Berdasarkan penelitian yang dilakukan
oleh Fatimah dkk (2022) bahwa ekstrak etanol daun majapahit mengandung

senyawa metabolit sekunder diantaranya flavonoid, saponin, tanin, dan alkaloid.
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Tabel 4.5 Hasil skrining fitokimia

Fraksi Flavonoid Alkaloid Saponin Tanin
Agquadest + + + +
N-heksana + + + +
Etil asetat + + + +

4.6.2 Uji Flavonoid

Uji flavonoid dilakukan dengan cara mengambil sampel fraksi daging
majapahit (Crescentia Cujete L.) sebanyak 0,2 gram masukkan kedalam
beakerglass tambahkan dengan 1 ml DMSO aduk hingga larut. Kemudian
masukkan 1 ml larutan sampel kedalam tabung reaksi tambahkan HCI pekat 2-3
tetes dan logam Mg secukupnya. Penambahan logam Mg dan HCI pekat larutan
sampel bertujuan untuk mereduksi inti benzopiron yang terdapat pada struktur
flavonoid dalam larutan sampel, sehingga terbentuk perubahan warna merah atau
jingga (Ergina dkk, 2019). Hasil uji flavonoid pada fraksi daging majapahit
(Crescentia cujete L.) adalah positif dengan terbentuknya perubahan warna jingga.
Uji flavonoid pada sampel fraksi aquadest daging buah majapahit (Crescentia
cujete L.) menghasilkan perubahan warna jingga yang artinya sampel fraksi
aquadest menghasilkan reaksi positif. Kemudian sampel fraksi etil asetat daging
buah majapahit (Crescentia cujete L.) menghasilkan perubahan warna jingga yang
artinya sampel fraksi etil asetat menghasilkan reaksi positif. Selanjutnya, sampel
fraksi n-heksana daging buah majapahit (Crescentia cujete L.) menghasilkan
perubahan warna jingga kekuningan. Hasil dari ketiga fraksi tersebut pada uji
flavonoid menghasilkan reaksi positif.
4.6.3 Uji Saponin

Uji saponin dapat dilakukan dengan mengambil fraksi daging buah majapahit
(Crescentia cujete L.) sebanyak 0,2 gram masukkan kedalam beaker glass lalu
ditambahkan dengan 1 ml DMSO dan aduk hingga larut. Kemudian masukkan 1
ml larutan sampel kedalam tabung reaksi dan ditambahkan dengan aquadest
setelah itu dikocok dengan kuat hingga terbentuk busa setelah itu didiamkan 15
menit. Hasil positif uji saponin dapat ditandai dengan terbentuknya busa yang
stabil. Busa yang dihasilkan pada uji saponin dikarenakan adanya glikosia yang

membentuk busa dalam air dan dapat terhidrolisis menjadi glukosa. Uji saponin
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pada sampel fraksi aquadest daging buah majapahit (Crescentia cujete L.)
menghasilkan busa dan uji saponin pada fraksi etil asetat daging buah majapahit
(Crescentia cujete L.) terdapat adanya busa. Kemudian uji saponin fraksi n-
heksana daging buah majapahit (Crescentia cujete L.) terdapat adanya busa (Yuri
dkk., 2017).
4.6.4 Uji Tanin

Uji tanin pada fraksi daging buah majapahit (Crescentia cujete L.) dapat
dilakukan dengan mengambil 0,2 gram hasil fraksi daun majapahit dan masukkan
kedalam beakerglass. Setelah itu ditmbahkan 1 ml DMSO dan aduk hingga larut.
Kemudian masukkan 1 ml larutan sampel kedalam tabung reaksi dan
ditambahkan larutan FeCls 1% sebanyak 2-3 tetes. Hasil positif uji tannin dapat
ditandai dengan perubahan warna hitam kehijauan. Penambahan FeCls digunakan
untuk menentukan adanya gugus fenol pada sampel. Uji tannin pada sampel
daging buah majapahit (Crescentia cujete L.) memperoleh hasil positif yang
ditandai dengan warna hitam kehijauan (Yuri dkk., 2017). Uji tannin pada sampel
fraksi aquadest daging buah majapahit (Crescentia cujete L.) menghasilkan
perubahan warna hitam kehijauan yang artinya sampel fraksi aquadest daun
majapahit (Crescentia cujete L.) menghasilkan reaksi positif. Uji tannin pada
sampel etil asetat daging buah majapahit (Crescentia cujete L.) menghasilkan
perubahan warna hitam kehijauan yang artinya sampel fraksi etil asetat daging
buah majapahit (Crescentia cujete L.) menghasilkan reaksi positif. Kemudian
fraksi n-heksana daging buah majapahit (Crescentia cujete L.) menghasilkan
perubahan warna hitam kehijauan yang artinya sampel fraksi n-Heksana daging
buah majapahit (Crescentia cujete) menghasilkan reaksi positif.
4.6.5 Uji Alkaloid

Uji alkaloid dilakukan dengan cara mengambil sampel fraksi daging buah
majapahit (Crescentia cujete L.) sebanyak 0,2 gram masukkan kedalam
beakerglass dan tambahkan dengan 1ml DMSO aduk hingga larut. Kemudian
masukkan 1 ml larutan sampel kedalam tabung reaksi dan tambahkan pereaksi
Dragendroff. Hasil positif akan ditunjukkan dengan terbentuknya endapan jingga
hingga kuning. Uji alkaloid pada sampel fraksi aquadest daging buah majapahit

(Crescentia cujete L.) menghasilkan perubahan menjadi jingga terdapat endapan
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atau 2 lapisan. Uji alkaloid pada fraksi etil asetat daging buah majapahit
(Crescentia cujete) menghasilkan perubahan warna menjadi kuning dan terdapat
endapan atau 2 lapisan (Yuri dkk., 2017). Kemudian fraksi n-heksana
menghasilkan perubahan warna menjadi kuning terdapat adanya endapan atau 2
lapisan. Hasil dari uji alkaloid pada ketiga fraksi daging buah majapahit

(Crescentia cujete L.) menghasilkan reaksi positif.

4.7 Uji Kuantitatif
4.7.1 Uji Kadar Senyawa Ekstrak Daging Buah Majapahit (Crescentia cujete
L.) Menggunakan Spektrofotometri UV-Vis

Spektrofotometri UV-Vis merupakan alat yang digunakan untuk mengukur
serapan yang dihasilkan dari interaksi kimia yaitu antara radiasi elektromaknetik
dengan molekul. Prinsip kerja spektrofotometri UV-Vis adalah mengukur jumlah
cahaya didalam gelombang yang transmisi dengan larutan energi cahaya yang
akan diabsorbansikan (Nurul A.,2016). Kelebihan dari spektrofotometeter adalah
untuk mendetaksi panjang gelombang dari sinar uv dengan alat seperti prisma
sebagai pengurai warna.

Penetapan kadar senyawa ekstrak daging buah majapahit (Crescentia cujete
L.) dilakukan di Universitas Muhammadiyah Malang. Pada proses pengujian
kadar senyawa diperlukan larutan standart berupa quersetin untuk senyawa
flavonoid, larutan standart saponin untuk senyawa saponin.larutan standart tannic
acid untuk senyawa tanin, dan larutan standart berupa quinine untuk senyawa
alkaloid. Setelah penentuan larutan standart masing-masing senyawa dilakukan
untuk pengukuran absorbansi pada larutan standart sebagai pembanding.

Tabel 4.6 Hasil kadar total senyawa pada ekstrak daging buah majapahit

(Crescentia cujete L.), yaitu sebagai berikut:

Fraksi Flavonoid Saponin Tanin Alkaloid
Aquades 1,125 0,259 0,859 0,047
N-heksana 1,814 0,346 1,143 0,056
Etil asetat 5,047 0,665 3,492 0,078

Pada tabel diatas dapat dilihat diketahui bahwa fraksi daging buah majapahit
(Crescentia cujete L.) mengandung beberapa metabolit sekunder yaitu flavonoid,

saponin, tanin dan alkaloid sehingga diperlukan uji kuantitatif untuk mengetahui



41

persentase dari. masing-masing metabolit sekunder tersebut. Kadar hasil
spektrofotometer yang lebih kecil pada aquades dibandingkan dengan etil asetat
dapat terjadi karena perbedaan sifat fisikokimia antara kedua pelarut tersebut
(Skoog dkk.,2007). Kemungkinan aquades memiliki kemampuan yang lebih
rendah untuk mengekstraksi senyawa-senyawa tertentu dari sampel, sehingga
hasilnya lebih rendah. Namun, pernyataan tersebut mencerminkan pemahaman
umum mengenai perbedaan sifat fisikokimia antara aquades dan etil asetat sebagai
pelarut. Aquades adalah air murni atau air destilasi yang umumnya digunakan
sebagai pelarut netral, sedangkan etil asetat adalah pelarut organik yang memiliki
daya ekstraksi yang lebih tinggi terhadap senyawa-senyawa non-polar.

Menurut Christian (2019) bahwa aquades mungkin tidak efektif dalam
mengekstraksi senyawa-senyawa tertentu dari sampel, sehingga menghasilkan
kadar yang lebih rendah saat diukur dengan spektrofotometer dibandingkan
dengan penggunaan etil asetat sebagai pelarut. Proses fraksinasi sendiri juga
memiliki kelemahan yaitu tidak dapat mengekstraksi senyawa polar yang dapat

bercampur dengan air

4.7 Skrining Potensi Antikanker dengan Metode Brine Shrimp Lethality
Test (BSLT)

Brine Shrimp Lethality Test (BSLT) adalah salah satu metode untuk uji
toksisitas yang memiliki korealsi positif terhadap aktivitas antikanker. Korelasi
positif ditunjukkan antara uji BSLT dan sitotoksisitas pada kultur sel kanker
(Prawirodiharjo E,2014). Hewan uji menggunakan larva udang Artemia Salina
Leach yang memiliki respon terhadap senyawa kimia yang mirip dengan mamalia.
Metode ini dipilih karena tidak membutuhkan waktu yang lama, pengerjaannya
yang mudah dan memerlukan biaya murah.

4.8.1 Pembuatan Air Laut Buatan

Artemia Salina Leach dapat hidup pada air yang mempunyai kadar garam tinggi
serta suhu 25°C hingga 30°C dan memiliki pH air 8-9. Artemia Salina Leach
mempunyai kelenjar garam yang berfungsi untuk mengatur atau menyesuaikan diri
terhadap perubahan kadar garam. Sehingga saat kadar garam meningkat dalam

lingkungannya tidak mempengaruhi kehidupan Artemia Salina Leach. Namun, Air
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laut yang mempunyai kadar garam 5 per mil akan membuat proses penetasan
Artemia Salina Leach berjalan dengan optimal. Pembuatan air laut buatan
menggunakan garam ikan sebanyak 35 gram dilakukan yang dilarutkan dalam
1000 ml aquadest.
4.8.2 Penetasan Artemia Salina Leach

Penetasan Artemia Salina Leach dapat dilakukan dengan memasukkan air laut
buatan kedalam aquarium yang telah dilengkapi dengan aerator. Setelah itu,
masukkan larva Artemia Salina Leach kedalam aquarium dibawah cahaya lampu
dan didiamkan selama 48 jam atau 2 hari (Refli dkk.,2014). Kemudian pada saat
24 jam setelah proses penetasan ditambahkan larutan ragi sebanyak 0,06% sebagai
makanan untuk bertahan hidup. Nauplius Artemia Salina Leach yang telah menetas
ditandai dengan warna kemerah merahan. Warna merah diperoleh dari adanya
cadangan makanan dari larutan ragi. Penggunaan nauplius sebagai larva uji pada
usia 48 jam atau 2 hari dikarenakan sifat nauplius lebih peka terhadap zat yang
masuk dan organ yang dimiliki oleh nauplius sudah lengkap. Sehingga data
kematian nauplius benar disebabkan oleh fraksi ekstrak daging buah majapahit
(Crescentia cujete L.) (Harefa, 2003).
4.8.3 Uji Toksisitas dengan metode Brine Shrimp Lethality Test

Metode BSLT (Brine Shrimp Lethality Test) merupakan salah satu metode
yang digunakan untuk skrining bioaktivitas suatu senyawa murni dengan hewan uji
larva Artemia Salina Leach. Sampel yang digunakan untuk uji toksisitas
menggunakan fraksi daging buah majapahit (Crescentia cujete L.). Fraksi terdiri
dari fraksi aquadest sebagai fraksi polar, etil asetat sebagai fraksi semipolar dan
fraksi n-Heksana sebagai fraksi nonpolar. Hewan uji yang digunakan yaitu larva
udang Artemia Salina Leach dengan 1 wadah berisi 10 ekor. Jadi 30 ekor ini
menggunakan tiga replikasi, bertujuan untuk memberikan dugaan kekeliruan dan
meningkatkan ketelitian pada saat penelitian. Konsentrasi yang digunakan pada
fraksi aquadest, fraksi n-heksana dan fraksi etil asetat daging buah majapahit
(Crescentia cujete L.) adalah 100 ppm, 200 ppm, 300 ppm, 400 ppm, 500 ppm, 600
ppm, 700 ppm, 800 ppm, 900 pmm, 1000 ppm. Perhitungan pembuatan seri

konsentrasi terdapat pada lampiran.
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Tabel 4.7 Hasil Pengamatan Kematian larva udang fraksi aquadest

Konsentrasi R1,R2,R3 Total Rata-rata % Kematian
Kematian kematian
100 ppm 2,11 4 ekor 0,13 13,3
200 ppm 3,2,2 7 ekor 0,23 23,3
300 ppm 3,34 10 ekor 0,33 33,3
400 ppm 54,2 11 ekor 0,36 36,67
500 ppm 5,6,5 16 ekor 0,53 53,3
600 ppm 6,6,5 16 ekor 0,53 53,3
700 ppm 5,5,6 16 ekor 0,53 53,3
800 ppm 6,6,7 19 ekor 0,63 63,3
900 ppm 6,5,5 16 ekor 0,53 53,3

1000 ppm 54,4 13 ekor 0,43 43,3
Kontrol Negatif - - - -

Berdasarkan tabel 4.7 yaitu pengamatan menggunkan fraksi aquadest dengan
berbagai konsentrasi menghasilkan variasi kematian pada larva udang Artemia
Salina Leach. Dapat dilihat pada konsentrasi 800 ppm merupakan banyak
kematian ada 19 ekor yang diamati selama 24 jam. Dan yang paling sedikit yaitu
pada konsentrasi 100 ppm ada 4 ekor saja. Selanjutnya menghitung kematian
dengan menggunakan analisa probit pada mricrosoft excel sebagai berikut :

Tabel 4.8 Data Pengamatan Kematian Larva Udang dengan Analisa Probit Fraksi

Aquadest menggunakan microsoft excel

Concentration (%) ppm Log(ppm) Probit %Dead Mortality Total

0,01 100 2 3,87 13% 4 30
0,02 200 2,301 4,26 23% 7 30
0,03 300 2,477 4,56 33% 10 30
0,04 400 2,602 4,67 37% 11 30
0,05 500 2,699 5,08 53% 16 30
0,06 600 2,778 5,08 53% 16 30
0,07 700 2,845 5,08 53% 16 30
0,08 800 2,903 5,33 63% 19 30
0,09 900 2,954 5,08 53% 16 30
0,10 1000 3,000 4,82 43% 13 30

Berdasarkan tabel 4.8 dapat dihitung nilai LCso dengan cara yang pertama
menggunakan microsoft excel menghitung slope dan intersept. Slope adalah nilai

koefisien regresi untuk variabel X, jika intersept adalah nilai rata-rata variabel Y
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apabila variabel memiliki nilai 0. Nilai slope yaitu 1,2853 dan nilai intersept yaitu
1,3694. Selanjutnya menghitung nilai LCso dengan persamaan y = ax + b, dimana
a adalah nilai slope dan b adalah nilai intersept. Cara yang kedua menggunakan
grafik antara log konsentrasi denga nilai probit yang telah dihasilkan kemudian
dibuat persamaan garis lurus pada kurva. Grafik dapat dilihat seperti berikut:

Probit

y=1.2853x+1.3694
R*=0.8264

Axis Title
L

0 0.5 | 15 2 2.5 3 35
Axis Title

— Probit — Linear (Prabit)

Gambar 4.1 Hasil Analisa Probit Fraksi Aquadest

Berdasarkan grafik probit diatas, dapat dihitung nilai LCso menggunakan
persamaan yaitu y = 1,2853x + 1,3694. Dengan nilai y berisikan nilai transformasi
probit, karena penelitian ini mencari nilai LCsop maka nilai 50 dari LC yang dicari
diubah menjadi nilai probit. Nilai y telah diubah menjadi 5, jadi persamaannya
menjai 5 = 1,2853x + 1,3694 dan menghasilkan nilai LCso sebesar 666,81 ppm
dihitung menggunakan kalkulator antilog.

Grafik diatas juga didapatkan nilai R2. Nilai R? adalah nilai koefisien korelasi
dalam hubungan dua variabel X dan Y, untuk mengukur kuatnya hubungan antara
sumbu X dan Y. dari nilai R? dengan taraf kepercayaan 95% memiliki nilai
0,8264. Nilai tersebut menunjukkan adanya hubungan korelasi yang linier antara
konsentrasi dan probit.

Berdasarkan nilai LCso yang telah dihasilkan maka dapat disimpulkan bahwa
fraksi aquades daging buah majapahit (Crescentia cujete L.) memiliki sifat toksik
karena nilai LCso yang didapat <1000 ppm. Nilai LCso Yyang tinggi atau besar
pada fraksi aquades dalam uji BSLT pada larva udang dapat disebabkan oleh
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adanya faktor-faktor lain yang mempengaruhi toksisitas atau efek biologis

senyawa Yyang diekstraksi. Misalnya, senyawa yang diekstraksi dalam fraksi

aquades mungkin memiliki aktivitas biologis yang rendah atau tidak beracun
terhadap larva udang dalam konsentrasi yang diuji (Saravana dkk.,2019)

Beberapa faktor yang dapat menyebabkan LCso (konsentrasi yang mematikan
50%) lebih tinggi pada fraksi aquadest dalam uji BSLT pada larva udang
dibandingkan dengan fraksi etil asetat dan n-heksana. Beberapa kemungkinan
faktor yang dapat mempengaruhinya adalah (Dhiya dkk.,2016):

1. Komposisi senyawa: Fraksi aquadest mungkin mengandung senyawa-senyawa
yang memiliki toksisitas yang lebih rendah terhadap larva udang dibandingkan
dengan senyawa-senyawa yang terdapat dalam fraksi etil asetat dan n-heksana.
Setiap pelarut mungkin mengekstraksi senyawa dengan kelompok kimia yang
berbeda-beda, dan kelompok kimia tersebut dapat memiliki efek toksik yang
berbeda pada organisme uji.

2. Kelarutan senyawa: Larutan dalam aquadest mungkin memiliki kelarutan yang
lebih rendah untuk senyawa-senyawa yang bersifat toksik terhadap larva
udang dibandingkan dengan larutan dalam fraksi etil asetat dan n-heksana. Hal
ini dapat menyebabkan konsentrasi toksik yang lebih rendah dalam larutan
aquadest, sehingga memerlukan konsentrasi yang lebih tinggi untuk mencapai
LCso.

Tabel 4.9 Hasil Pengamatan Kematian Larva Udang Fraksi N-Heksana

Konsentrasi R1,R2,R3 Jrol e QA % Kematian
Kematian kematian
100 ppm 0,0,1 1 ekor 0,03 3,33
200 ppm 3,3,2 8 ekor 0,26 26,6
300 ppm 43,2 9 ekor 0,3 30
400 ppm 44,4 12 ekor 0,4 40
500 ppm 6,6,4 16 ekor 0,53 53,3
600 ppm 5,7,6 18 ekor 0,6 60
700 ppm 6,5,7 18 ekor 0,6 60
800 ppm 6,7,7 20 ekor 0,66 66,6
900 ppm 7,8,9 24 ekor 0,8 80

1000 ppm 6,5,5 16 ekor 0,53 53,3
Kontrol Negatif - - - -
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Berdasarkan tabel 4.9 yaitu pengamatan menggunkan fraksi n-heksana dengan
berbagai konsentrasi menghasilkan variasi kematian pada larva udang Artemia
Salina Leach. Dapat dilihat pada konsentrasi 900 ppm merupakan banyak
kematian ada 24 ekor yang diamati selama 24 jam. Dan yang paling sedikit yaitu
pada konsentrasi 100 ppm ada 1 ekor saja. Selanjutnya menghitung kematian
dengan menggunakan analisa probit pada mricrosoft excel sebagai berikut :

Tabel 4.10 Data Pengamatan Kematian Larva Udang dengan Analisa Probit

Fraksi N-heksana menggunakan microsoft excel

Concentration (%) ppm Log(ppm) Probit %Dead Mortality Total

0,01 100 2 3,12 3% 1 30
0,02 200 2,301 4,39 27% 8 30
0,03 300 2,477 4,48 30% 9 30
0,04 400 2,602 4,75 40% 12 30
0,05 500 2,699 5,08 53% 16 30
0,06 600 2,778 5,25 60% 18 30
0,07 700 2,845 5,25 60% 18 30
0,08 800 2,903 5,44 67% 20 30
0,09 900 2,954 5,84 80% 24 30
0,10 1000 3,000 5,08 53% 16 30

Berdasarkan tabel 4.10 dihitung nilai LCso dengan cara yang sama dengan
fraksi aquades diatas, menggunakan microsoft excel menghitung slope dan
intersept. Slope adalah nilai koefisien regresi untuk variabel X, jika intersept
adalah nilai rata-rata variabel Y apabila variabel memiliki nilai 0. Nilai slope yaitu
2,2195 dan nilai intersept yaitu -1,0267. Selanjutnya menghitung nilai LCso
dengan persamaan y = ax + b, dimana a adalah nilai slope dan b adalah nilai
intersept. Cara yang kedua menggunakan grafik antara log konsentrasi denga
nilai probit yang telah dihasilkan kemudian dibuat persamaan garis lurus pada
kurva. Grafik dapat dilihat seperti berikut:
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Probit
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<
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é 3
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Axis Title
Probit Linear (Probit)

Gambar 4.2 Hasil Analisa Probit Fraksi N-heksana

Grafik probit diatas, dapat dihitung nilai LCso menggunakan persamaan yaitu
y = 2,2195x — 1,0267. Dengan nilai y berisikan nilai transformasi probit, karena
penelitian ini mencari nilai LCso maka nilai 50 dari LC yang dicari diubah
menjadi nilai probit. Nilai y telah diubah menjadi 5, jadi persamaannya menjai 5 =
2,2195x — 1,0267. dan menghasilkan nilai LCso sebesar 519,16 ppm dihitung
menggunakan kalkulator antilog. Nilai LCsp yang telah dihasilkan maka dapat
disimpulkan bahwa fraksi aquades daging buah majapahit (Crescentia cujete L.)
memiliki sifat toksik karena nilai LCso yang didapat <1000 ppm.. Dan nilai R?
didapatkan sebesar 0,8804 dari fraksi n-heksana daging buah majapahit
(Crescentia cujete L.).

Tabel 4.11 Hasil Pengamatan Kematian Larva Udang Fraksi Etil Asetat

Konsentrasi R1,R2,R3 e RdiyJAla % Kematian
Kematian kematian
100 ppm 2,11 4 ekor 0,13 13,3
200 ppm 0,1,2 3 ekor 0,1 10
300 ppm 3,3,3 9 ekor 0,3 30
400 ppm 3,4,3 10 ekor 0,33 33,3
500 ppm 6,5,5 16 ekor 0,53 53,3
600 ppm 6,6,5 17 ekor 0,56 56,6
700 ppm 6,5,6 17 ekor 0,56 56,6
800 ppm 5,6,7 18 ekor 0,6 60
900 ppm 5,6,6 16 ekor 0,53 53,3
1000 ppm 45,6 15 ekor 0,5 5

Kontrol Negatif - - - -
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Berdasarkan tabel 4.11 yaitu pengamatan menggunkan etil asetat dengan
berbagai konsentrasi menghasilkan variasi kematian pada larva udang Artemia
Salina Leach. Dapat dilihat pada konsentrasi 800 ppm merupakan banyak
kematian ada 18 ekor yang diamati selama 24 jam. Dan yang paling sedikit yaitu
pada konsentrasi 100 ppm ada 4 ekor saja. Selanjutnya menghitung kematian

dengan menggunakan analisa probit pada mricrosoft excel sebagai berikut :
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Tabel 4.12 Data Pengamatan Kematian Larva Udang dengan Analisa Probit

Fraksi Etil asetat menggunakan microsoft excel

Concentration (%) ppm Log(ppm) Probit %Dead Mortality Total
2

0,01 100 3,87 13% 4 30
0,02 200 2,301 3,72 10% 3 30
0,03 300 2,477 4,48 30% 9 30
0,04 400 2,602 4,56 33% 10 30
0,05 500 2,699 5,08 53% 16 30
0,06 600 2,778 5,18 S571% 17 30
0,07 700 2,845 5,18 S57% 17 30
0,08 800 2,903 5,25 60% 18 30
0,09 900 2,954 5,08 53% 16 30
0,10 1000 3,000 5,00 50% 15 30

Berdasarkan tabel 4.12 dihitung nilai LCso dengan cara yang sama dengan
fraksi aquades dan fraksi n-heksana diatas, menggunakan microsoft excel
menghitung slope dan intersept. Slope adalah nilai koefisien regresi untuk variabel
X, jika intersept adalah nilai rata-rata variabel Y apabila variabel memiliki nilai 0.
Nilai slope yaitu 1,6281 dan nilai intersept yaitu 0,4302. Selanjutnya menghitung
nilai LCso dengan persamaan y = ax + b, dimana a adalah nilai slope dan b adalah
nilai intersept. Cara yang kedua menggunakan grafik antara log konsentrasi denga
nilai probit yang telah dihasilkan kemudian dibuat persamaan garis lurus pada

kurva. Grafik dapat dilihat seperti berikut:

probit

s y = 1.6281x + 0.4302
R?=0.8317
4

Axis Title
w

0 0.5 1 1.5 2 2.5 3 3.5
Axis Title

probit Linear (probit)

Gambar 4.3 Hasil Analisa Probit Fraksi Etil Asetat
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Grafik probit diatas, dapat dihitung nilai LCsp menggunakan persamaan yaitu
y =1,6281x + 0,4302. Dengan nilai y berisikan nilai transformasi probit, karena
penelitian ini mencari nilai LCso maka nilai 50 dari LC yang dicari diubah
menjadi nilai probit. Nilai y telah diubah menjadi 5, jadi persamaannya menjai 5
=1,6281x + 0,4302. dan menghasilkan nilai LCso sebesar 640,91 ppm dihitung
menggunakan kalkulator antilog. Nilai LCso yang telah dihasilkan maka dapat
disimpulkan bahwa fraksi aquades daging buah majapahit (Crescentia cujete L.)
memiliki sifat toksik karena nilai LCso yang didapat <1000 ppm. Dan nilai R?
didapatkan sebesar 0,8317 dari fraksi etil asetat daging buah majapahit
(Crescentia cujete L.).

Sifat toksik dari ke tiga fraksi diatas berkaitan dengan adanya kandungan
senyawa metabolit sekunder yang terkandung pada ekstrak daging buah majapahit
(Crescentia cujete L.) meliputi senyawa flavonoid, saponin, tanin dan alkaloid
yang berpotensi sebagai antikanker dengan mekanisme kerja flavonoid dapat
menurunkan aktivitas enzim pencernaan dan penyerapan makanan dan bertindak
sebagai stomach poisoning atau racun perut sehingga larva Artemia salina Leach
menjadi kelaparan dan mati (Nur Wakidatul dkk.,2020. Cara kerja senyawa
metabolit sekunder saponin adalah dengan cara mengikat oksigen dalam air, hal
ini disebabkan saponin mengandung glikosida dalam tanaman yang sifatnya
menyerupai sabun dan larut dalam air dan dapat mengikat oksigen yang terlarut
dalam air sehingga kadar oksigen di dalam air menurun dan dapat mematikan
larva Artemia salina Leach karena kekurangan oksigen (Nur Wakidatul
dkk.,2020). Cara kerja tanin yaitu merupakan senyawa antikanker yang bekerja
sebagai antikoksidan dengan menghambat apoptosis (Fatimah dkk.,2022).
Sedangkan alkaloid dapat membunuh larva udang karena alkaloid merupakan
komponen aktif yang bekerja di saraf yang dapat menyebabkan gangguan

pencernaan karena alkaloid dapat bertindak sebagai racun melalui mulut larva.



BAB V
PENUTUP

5.1 Kesimpulan
Berdasarkan hasil dan pembahasan dalam penelitian dapat diambil beberapa

kesimpulan sebagai berikut:

1. Konsentrasi senyawa metabolit sekunder yang terkandung pada fraksi esktrak
daging buah majapahit (Crescentia cujete L.) dengan menggunakan
Spektrofotometri UV-Vis masing-masing yaitu fraksi aquades kandungan
flavonoidnya sebesar 1,125% untuk n-heksana kandungan flavonoidnya
sebesar 1,814% dan etil asetat kandungan flavonoidnya 5,047%. Fraksi
aquades kandungan saponin sebesar 0,259%, n-heksana kandungan saponin
sebesar 0,346% dan etil asetat kandungan saponin 0,665%. Fraksi aquades
kandungan tannin sebesar 0,859%, fraksi n-heksana kandungan tannin sebesar
1,143% dan etil asetat kandungan tannin sebesar 3,942 dan fraksi aquades
kandungan alkaloid sebesar 0,047, fraksi n-heksana kandungan alkaloid
sebesar 0,056% dan fraksi etil asetat kandungan alkaloidnya sebesar 0,078%.

2. Pada uji toksisitas fraksi ekstrak daging buah majapahit (Crescentia cujete L.)
menggunakan hewan uji larva udang Artemia Salina Leach mendapatkan hasil
fraksi aquadest sebesar 666,81 ppm, fraksi n-heksana sebesar 519,16 ppm dan
sebesar fraksi etil asetat 640,91 ppm.

3. Skrining potensi antikanker ekstrak daging buah majapahit (Crescentia cujete
L.) dengan metode Brine Shrimp Lethality Test (BSLT) menunjukkan adanya
potensi sebagai antikanker denga ditandai nilai LCso <1000 ppm, yaitu fraksi
n-heksana sebesar 519,16 ppm dilihat dari tabel ketoksikan termasuk kategori
toksik terhadap larva udang Artemia Salina Leach.

5.2 Saran

Pada hasil skrining antikanker fraksi ekstrak daging buah majapahit
(Crescentia cujete L.) menunjukkan sampel memiliki potensi sebagai antikanker,
sehingga pada penelitian selanjutnya dapat berupa hewan uji atau sel kanker

secara langsung.
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Lampiran 1. Jadwal Penelitian
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No | Kegiatan BULAN Tempat
10 |11 12|01 |02 |03 |04 |05 |06 | 07 | Stikes Karya Putra
Bangsa
1. | Persiapan Stikes Karya Putra
Bangsa
2. | Penyusunan Stikes Karya Putra
Proposal Bangsa
3. | Seminar l Stikes Karya Putra
Proposal Bangsa
4. | Pengambilan Wates
Sampel Sumbergempol
5. | Determinasi Laboratorium
Tanaman Materia Madika
Batu
6. | Pembuatan . Laboratorium
Simplisia Botani Farmasi
7. | Proses Laboratorium
Maserasi Botani Farmasi
8. | Evaporasi Laboratorium
Universitas
Brawijaya
9. | Fraksinasi Laboratorium
Kimia
10. | Skrining Laboratorium
Fitokimia Kimia
11. | Uji kadar Laboratorium
senyawa UMM
dengan UV-
Vis
12. | Uji BSLT Laboratorium
Kimia
13. | Pengumpulan Stikes Karya Putra
Data Bangsa
14. | Analisis Data Stikes Karya Putra
Bangsa
15. | Penyusunan Stikes Karya Putra
Laporan Bangsa
Akhir
16. | Pengumpulan Stikes Karya Putra
Laporan Bangsa
Akhir
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Lampiran 2. Hasil Determinasi Daging Buah Majapahit (Crescentia cujete L.)

PEMERINTAH PROVINSI JAWA TIMUR

DINAS KESEHATAN A
UPT LABORATORIUM HERBAL A
MATERIA MEDICA BATU <)
Jl. Lahor 87 Kota Batu by by
JI. Raya 228 Kejayan Kabupaten Pasuruan ATy
JI. Kolonel Sugiono 457 — 459 Kota Malang
Email : materiamedicabatu@jatimprov.go.id
Nomor : 074/ 707/ 102.20-A/ 2022
Sifat . Biasa
Perihal : Determinasi Tanaman Majapahit
Memenuhi permohonan saudara :
Nama/NIM : DEWINTA HAPSARI /1913206010
DIRA TARICA PUTRI/ 1913206012

Fakultas : FARMASI, STIKES KARYA PUTRA BANGSA TULUNGAGUNG
1. Perihal determinasi tanaman majapahit

Kingdom : Plantae (Tumbuhan)

Divisi : Magnoliophyta (Tumbuhan berbunga)

Kelas : Dicotyledonae

Bangsa : Scrophulariales

Suku : Bignoniaceae

Marga : Crescentia

Jenis : Crescentia cujete 1.

Nama Umum : Majapahit, mojopahit, mojo, maja, berenuk, berunuk (Jawa); tabu kayu (Melayu);

bila balanda (Makasar); buah no (Ternate).
Kunci Determinasi  : 1b-2b-3b-4b-6b-7b-9b-10b-11b-12b-13b-14b-15b-16b-286a-287a: Bignoniaceae-
1b-3a:Cresentia-3: (" cujete.

2. Morfologi : Habitus: Pohon, tinggi +10 m. Batang: Berkayu, bulat, percabangan simpodial,
beralur, putih kehitaman. Daun: Majemuk, menyirip, lonjong, tepi rata, ujung meruncing, pangkal
membulat, panjang 10-15 cm, lebar 5-7 em, bertangkai pendek, hijau, pertulangan menyirip, hijau. Bunga:
Tunggal, di cabang dan ranting, kelopak bentuk corong, ujung bercangap, hijau pucat, benang sari empat,
panjang +2 crn, putih, putik panjang =2 cm, kepala putik bentuk corong, putih, mahkota bentuk bibir, putih.
Buah: Buni, bulat, diameter +20 cm, hijau kekuningan. Biji: Kotak. panjang +5 mm, coklat. Akar:

Tunggang, putih kotor.
3. Bagian yang digunakan : Daging buah.
4. Penggunaan : Penclitian.
5. Daftar Pustaka

® Van Steenis, CGGJ. 2008. FLORA: untuk Sekolah di Indonesia. Pradnya Paramita, Jakarta.

Demikian surat keterangan determinasi ini kami buat untuk dipergunakan sebagaimana mestinya.

Batu, 02 November 2022
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Lampiran 3. Dokumentasi Penelitian

1. Tanaman Majapahit (Crescentia cujete L.)

Tanaman Majapahit

Buah Majapahit (Crescentia cujete L.)
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2. Pembuatan Ekstrak

67

Penimbangan Simplisia Daging Buah
Majapahit

Proses Pengecilan Partikel
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Proses Maserasi Proses Penyaringan
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Ekstrak Kental

Fraksinasi

Hasil Filtrat Aquades
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Hasil Filtrat N-heksana

Hasil Filtrat Etil asetat
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3. Skrining Fitokimia
a. Uji Flavonoid

Fraksi Aquades Fraksi N-heksana Fraksi Etil asetat

b. Uji Saponin

Fraksi Aquades Fraksi N-heksana Fraksi Etil asetat
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c. Uji Tanin

Fraksi Aguades

Fraksi N-heksana

Fraksi Etil asetat

d. Uji Alkaloid

¥ &
Fraksi Aquades

Fraksi N-heksana

Fraksi Etil asetat
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4. Uji bebas Etanol

Uji Bebas Etanol

5. Uji Toksisitas
a. Pembuatan Konsentrasi

Persiapan Pembuatan ] Seri Konsentrasi
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b. Penetasan dan Pengujian
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Penetasan larva udang

Proses Pengujian

@ Watermarkly



75

Lampiran 4. Orientasi pembuatan seri konsentrasi fraksi daging buah majapahit

(Crescentia cujete L.) yang akan diujikan pada larva udang Artemia Salina Leach.

Hasil Perhitungan Pembuatan Larutan Induk 1000 ppm dalam 100 ml,
membutuhkan 100 mg Ekstrak Kental

1000 ppm = 1000 mg/L

1000 ppm =100 mg/100 Ml

DMSO 1% = Hlo X 100 — 100 mg ekstrak + 1 ml DMSO diadkan 100 ml air

laut buatan

=1ml

Pengenceran konsentrasi :
1. 100 ppm
M1.V1 = M2.V>
100 ppm. V1= 100 ppm. 10 mi
Vi=1ml
2. 200 ppm
M1.V1 = M2.V2
200 ppm. V1= 200 ppm. 10 mi
Vi=2ml
3. 300 ppm
M1.V1 = M2.V2
300 ppm. V1 =300 ppm. 10 ml
Vi=3ml
4. 400 ppm
M1.V1i = M2.V>
400 ppm. V1 =400 ppm. 10 ml
Vi=4ml
5. 500 ppm
M1.V1 = M2.V>
500 ppm. V1 =500 ppm. 10 ml
Vi=5ml



10.

600 ppm

M1.Vi = M2.V2

600 ppm. V1 =600 ppm.10 ml
Vi=6ml

700 ppm

M1.Vi = M2.V2

700 ppm. V1 =700 ppm.10 ml
Vi=7ml

800 ppm

M1.V1i = M2.V2

800 ppm. V1 =800 ppm.10 ml
Vi=8ml

900 ppm

M1.V1i = M2.V>

900 ppm. V1 =900 ppm.10 ml
Vi=9ml

1000 ppm

M1.V1=M2.V>

1000 ppm. V1 = 1000 ppm.10 ml

V1=10ml
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