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INTISARI

Kebiul (Caesalpiniabonduc (L) Roxb) merupakan salah satu tanaman
yang digunakan sebagai obat oleh masyarakat, Masyarakat Bengkulu
menggunakan tumbuhan kebiul yaitu bagian bijinya sebagai pengobatan
tradisional, salah satunya sebagai anti kanker.

Metode pembuatan ekstrak dengan maserasi dan diuapkan dengan rotari
evaporator menggunakan etanol 96%. Metode yang digunakan adalah Brine
Shrimp Lethality Test (BSLT) dengan menggunakan larva Artemia Salina Leach.
dibuat menjadi 6 konsentrasi , yaitu konsentrasi 1 ppm, 2 ppm, 4 ppm, 6 ppm, 8
ppm, 10 ppm dengan ditambah kontrol negatif yang hanya berisi air laut dan larva
udang.

Hasil dari analisis mengunakan tabel Probit menunjukan nilai LCgq dari
ekstrak etanol biji kebiul adalah 3,183 ppm, dengan mengunakan SPSS data yang
didapatkan signifikan >0,05. Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa ekstrak
etanol biji kebiul bersifat sangat toksik, hal ini ditandai dengan nilai LCgq < 30
pg/mL,

Kata kunci  : Biji Kebiul, Kanker, BSLT, LCsg
Daftar acuan : 30 (1984-2019)

xiii



BAB |
PENDAHULUAN
1.1 Latar Belakang

Indonesia memiliki sekitar 30.000 spesies tanaman 940 di antaranya
digunakan sebagai tanaman obat. Penggunaan tanaman obat sebagai
pengobatan tradisional merupakan pilihan pengobatan yang kini makin
diminati, terlebih lagi dengan kesadaran untuk kembali ke alam dan juga
karena relatif aman dan murah, bahkan dengan perkembangan yang kini ada
makin mendapat perhatian bagi alternatif pelayanan kesehatan. Dari berbagai
penelitian, obat tradisional telah diakui keberadaannya oleh masyarakat,
dengan demikian meningkatkan manfaat tanaman bagi kesehatan dan
menciptakan kondisi yang mendorong pengembangan obat tradisional
(Hendrawati, 2009).

Salah satunya adalah tanaman kebiul (Caesalpinia bonduc (L)
Roxb)yang bijinya digunakan sebagai obat oleh masyarakat. Tumbuhan
kebiul tumbuh liar dan banyak ditemukan di perkebunan masyarakat yang
bebatasan dengan hutan lindung. Tumbuhan kebiul juga banyak ditemukan di
Pulau Sumatra khususnya di daerah Bengkulu. Masyarakat Bengkulu
menggunakan tumbuhan kebiul sebagai obat yaitu bagian bijinya yang
berkhasiat sebagai obat malaria, sakit perut, batu ginjal, kencing manis, dan
hernia. Biji Kebiul (Caesalpinia bonduc (L) Roxb) merupakan tanaman obat
yang secara turun temurun atau secara empiris yang merupakan famili

Caesalpiniaceae yang memiliki potensi besar untuk dimanfaatkan sebagai



menangkal radikal bebas atau sebagai antioksidan karena kandungan senyawa
yang ada dalam biji kebiul seperti alkaloid, flavonoid, saponin, dan steroid

(sopianti dkk, 2017).

Adapun beberapa tanaman yang memiliki potensi sebagai anti kanker
yang telah diteliti yaitu teh hijau (camellia sinensis L.(kuntze). Senyawa
polifenol, flavonoid dan tanin yang terdapat teh hijau merupakan konstituen
aktif yang memberikan efek antikanker (Tabaga dkk,2015) dan analisis
melaporkan flavonoid dari lengkuas (alfnia galanga) juga memiliki aktivitas
antikanker (ImranM dkk,2007). Berdasarkan penelitian tanaman obat
sebagai antikanker, ekstrak brucea javanica mempunyai senyawa alkaloid
(brucamarine,yatanine) juga memiliki aktivitas antikanker payudara dengan
mempunyai nilai LC50 = 2,69u/mL terhadap sel kanker payudara. Hasil
penelitian (Ngama,2015) menunjukkan bahwa S. delicatula dan Genus
Pteris positif mengandung alkaloid. Dari tumbuhan paku sudah diuji potensi
anti kankernya antara lain Drymoglossum piloselloides (Sahid et al., 2013)
untuk uji antikanker Mengunakan Teknologi yang disebut juga teknik in
vitro. Teknik in vitro ini menggunakan sel line yang dapat diuji dengan uji
MTT (microculture tetrozolium technique) (Pandiangan ddk,2013) dengan
menggunakan parameter LC50 sehingga dapat diketahui adanya potensi
tumbuhan sebagai antikanker (Winarno, 2011).

Pada pengujian ini menggunakan larva udang Artemia salina. Dengan

metode Brine ShrimpLethality Test (BSLT). Metode ini digunakan sebagai

skrining awal untuk tumbuhan yang mempunyai aktivitas antikanker.



Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui potensi anti kanker melalui

pengujian toksisitas Ekstrak Etanol Biji Kebiul (Caesalpinia bonduc (L)

Roxb). Pengukuran toksisitas dinyatakan dengan nilai LC50. Berdasarkan

latar belakang di atas, maka peneliti tertarik melakukan penelitian berupa Uji

Pendahuluan Anti Kanker Dari Ekstrak Etanol Biji Kebiul (Caesalpinia

bonduc (L) Roxb) Dengan Metode Brine Shrimp Lethality Test (BSLT).

1.2 Batasan Masalah

Berdasarkan uraian diatas maka batasan masalah dalam penelitian ini yaitu:

a. Sampel yang digunakan dalam penelitiaan pada Uji Pendahuluan ini
mengunakan biji kebiul (Caesalpinia bonduc (L) Roxb)

b. Biji kebiul di ekstrak dengan metode maserasi dengan menggunakan
pelarut etanol 96 %

c. Metode pada Uji Pendahuluan Anti Kanker biji kebiul (Caesalpinia
bonduc (L) Roxb) ialah menggunakan metode Brine Shrimp lethality Test
(BSLT) menggunakan larva udang Artemia salina.

1.3 Rumusan Masalah

Berdasarkan uraian di atas maka memiliki rumusan masalah penelitiaan ini:

a. Apakah ekstrak biji kebiul (Caesalpinia bonduc (L) Roxb). Memiliki efek
toksisitas terhadap larva Artemia salina Leach?

b. Berapakah nilai LC50 ekstrak biji kebiul (Caesalpinia bonduc (L) Roxb).

Terhadap larva Artemia salina Leach?



1.4 Tujuan Penelitian
Adapun tujuan penelitian yang di miliki adalah sebagai berikut:
a. Untuk mengetahui ada atau tidaknya efek toksik dari ekstrak (Caesalpinia
bonduc (L) Roxb) terhadap larva Artemia salina Leach
b. Untuk mengetahui nilai LC50 ekstrak biji kebiul (Caesalpinia bonduc (L)

Roxb). terhadap larva Artemia salina Leach

1.5 Manfaat Penelitian

Manfaat penelitian dilakukan diantaranya sebagai berikut:

1.5.1 Manfaat Bagi Akademik
Penelitian ini dapat dijadikan dokumentasi tertulis dan di harapkan
dapat dimanfaatkan sebagai masukan yang membangun bagi
perkembangan akademik dan menjadi referensi untuk kelanjutan penelitian

bagi mahasiswa/i selanjutnya.

1.5.2 Manfaat bagi peniliti lanjutan
Penelitian ini dapat dimanfaatkan dan dijadikan referensi untuk
penelitian selanjutnya dan juga untuk menambah wawasan pengetahuan
tentang Uji Pendahuluan Anti Kanker Dari Ekstrak Etanol Biji Kebiul
(Caesalpinia bonduc (L) Roxb). Dengan Metode Brine Shrimp Lethality

Test (Bslt).



1.5.3 Manfaat bagi masyarakat
Penelitian ini dapat menjadi informasi secara ilmiah bagi masyarakat
tentang aktivitas anti kanker dari bji kebiul (Caesalpinia bonduc (L) Roxb)
dan dapat memberikan pengetahuan bagi masyarakat dalam memilih
alternatif obat dari bahan alam untuk mengurangi resiko efek samping

yang ditimbulkan oleh obat kanker.



BAB |1
TINJAUAN PUSTAKA
2.1 Kajian Teori
2.1.1 Tumbuhan Kebiul (Caesalpinia bonduc (L) Roxb)

Kebiul merupakan tumbuhan berbiji tunggal, batangnya memanjang
dan seluruh permukaan batang berduri. Biji kebiul banyak digunakan oleh
masyarakat Bengkulu Selatan sebagai obat untuk pengobatan berbagai
pernyakit seperti malaria, sakit kepala, kencing manis, batu ginjal dan batu
empedu. Berdasarkan pengalaman masyarakat, pengobatan menggunakan
biji (Caesalpinia bonduc (L) Roxb) ini mempunyai efek penyembuhan
yang baik (Uyatmi, 2016).

a. Taksonomi Tumbuhan Kebiul

Gambar 1.Tanaman biji kebiul (Caesalpinia bonduc (L) Roxb)
Klasifikasi dalam sistematika tumbuhan

Divisio : Magnoliophyta

Subdivisio : Magnoliopsida

Class . Angiospermae

Ordo : Fabales

Familia : Fabceae

Genus . Caesalpinia

Spesies . ( Caesalpinia bonduc L (Roxb)).



b. Morfologi Tanaman Kebiul
1. Daun
Berbentuk oval,ujung tumpul pada tanaman muda dan ujung
runcing pada tanaman tua, posisi daun sejajar, memiliki tangkai
daun,pertulangan daun.
2. Batang
Batang menjalar, sepanjang batang dipenuhi dengan duri, warna
kulit batang muda hijau sedang batang yang sudah tua berwarna
coklat, merambat pada batang lain, panjangnya dapat mencapai
puluhan meter.
3. Buah Kebiul
Buah muda berwarna hijau dan jika tua berwarna coklat tua, buah
dipenuhi dengan duri yang tajam. Dalam tiap buah terdapat 4 sampai 6
biji. dan buahnya memiliki kulit yang dilengkapi dengan duri-duri
yang kaku tergantung daerah tumbuhnaya.
4. Daging Kebiul
Daging biji kebiul terasa pahit dan kelat, warna daging buah kebiul
putih susu, dan kulitnya warna hijau.
5. Biji Kebiul
Biji berbentuk bulat Biji muda berwarna hijau dengan kulit biji
yang lunak. Biji tua berwarna abu-abu dengan kulit biji yang sangat
keras. Biji terbungkus dalam kelopak yang dipenuhi dengan duri. Biji

kebiul yang sudah tua dapat disimpan hingga puluhan tahun tanpa



terjadi kerusakan, biji kebiul berbagai mcam bentuk tergantung tempat
tumbuh adang yang berbentuk lonjong, bulat dan ada yang berbentuk
tidak beraturan kulit luar biji terdiri dari tiga lapisan inti biji
mengandung dua kotiledon, berbentuk sirkuler atau oval, diameter
1,23 1,27 cm, rasanya sangat pahit, berbau tidak enak dan membuat
mual.
6. Habitat Alami Tanaman Kebiul

Tanaman kebiul hidup di hutan yang lembab dengan tanah basah,
terlindung oleh tanaman besar sehingga sinar matahari agak terhalang.
Tekstur tanah lembut seperti tanah liat, tanaman ini banyak ditemukan
diperbatasan hutan lindung dengan hutan tanaman rakyat (daerah

perkebunan tradisional penduduk di sekitar hutan (Kusrahman,2012)

2.1.2 Kandungan pada biji kebiul
Biji Kebiul Memiliki Ekstrak Sebagai Berikut:
1. Tanin

Tanin adalah senyawa metabolit sekunder yang terdapat pada
beberapa tanaman. Tanin mampu mengikat protein, sehingga protein
pada tanaman dapat resisten terhadap degradasi oleh enzim protease di
dalam silo ataupun rumen (Kondo et al., 2004). Tanin selain mengikat
protein juga bersifat melindungi protein dari degradasi enzim mikroba
maupun enzim protease pada tanaman (Oliveira et al., 2009), sehingga
tanin sangat bermanfaat dalam menjaga kualitas silase. Tanin merupakan

senyawa kimia yang tergolong dalam senyawa polifenol (Deaville et al.,



2010). Tanin mempunyai kemampuan mengendapkan protein, karena
tanin mengandung sejumlah kelompok ikatan fungsional yang kuat
dengan molekul protein yang selanjutnya akan menghasilkan ikatan
silang yang besar dan komplek yaitu protein tanin. Tanin mempunyai
berat molekul 0,5-3 KD. Tanin alami larut dalam air dan memberikan
warna pada air, warna larutan tanin bervariasi dari warna terang sampai
warna merah gelap atau coklat, karena setiap tanin memiliki warna yang
khas tergantung sumbernya (Ahadi, 2003). Tanin dibagi menjadi dua
kelompok yaitu tanin yang terhidrolisis dan tanin yang terkondensasi.
Tanin yang terhidrolisis merupakan polimer gallicatau ellagic acid
berikatan dengan ester dan sebuah molekul gula, sedangkan tanin
terkondensasi merupakan polimer senyawa flavonoid dengan ikatan

karbon-karbon (Westendarp, 2006).
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Gambar 2. Struktur Tanin
. Flavonoid

Flavonoid merupakan salah satu kelompok senyawa metabolit
sekunder yang paling banyak ditemukan di dalam jaringan tanaman
(Rajalakshmi dan S. Narasimhan, 1985). Flavonoid termasuk dalam
golongan senyawa phenolik dengan struktur kimia C6-C3-C6. Kerangka
flavonoid terdiri atas satu cincin aromatik A, satu cincin aromatik B, dan

cincin tengah berupa heterosiklik yang mengandung Oksigen dan bentuk
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teroksidasi cincin ini dijadikan dasar pembagian flavonoid ke dalam sub-
sub kelompoknya. Sistem penomoran digunakan untuk membedakan
posisi karbon di sekitar molekulnya. Beberapa fungsi flavonoida adalah
pengatur  tumbuh, pengatur  fotosintesis,kerja  mikroba dan
antivirus.Flavonoida dalam tubuh bertindak menghambat enzim
lipooksigenase yang berperan dalam biosintesis prostaglandin. Hal ini
disebabkan karena flavonoida merupakan senyawa pereduksi yang baik

sehingga akan menghambat reaksi oksidasi (Robinson, 1995).

Gambar 3. Strouktur Flavonoid
. Alkaloid

Alkaloid adalah suatu golongan senyawa organik yang terbanyak
ditemukan di alam. Hampir seluruh senyawa alkaloid berasal dari
tumbuh-tumbuhan dan tersebar luas dalam berbagai jenis tumbuhan.
Alkaloid merupakan senyawa yang bersifat basa yang memiliki satu atau
lebih atom N dan berbentuk heterosiklik. Alkaloid sering kali bersifat
racun bagi manusia dan banyak dari alkaloid yang memiliki aktivitas
fisiologi yang menonjol sehingga banyak dimanfaatkan dalam bidang
pengobatan. Umumnya alkaloid ini berbentuk kristal (Harbone, 1987).
Semua alkaloid mengandung paling sedikit satu atom nitrogen, biasanya
bersifat basa dan sebagian besar atom nitrogen ini merupakan bagian dari
cincin heterosiklik. (Lenny. 2006). Ada tiga pereaksi yang sering

digunakan dalam skrining fitokimia untuk mendeteksi alkaloida sebagai
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pereaksi pengendapan yaitu pereaksi Mayer, pereaksi Bouchardat, dan
pereaksi Dragendorff . (Lenny. 2006).
™
_~N
Gambar 4. Struktur alkoloid

. Streroid/Triterpenoida

Terpenoid (atau isoprenoid-nya), sebuah subclass dari prenyllipids
(terpene, prenylquinones, dan sterol), terpenoid mewakili kelompok
tertua produk molekul kecil disintesis oleh tanaman dan merupakan
produk alami yang paling banyak. Terpenoid merupakann hasil
modifikasi dari terpen, dimana gugus-gugus metil diganti dengan atom
oksigen atau dihilangkan. Beberapa ahli menggunakan istilah terpen yang
mencakup pengertian lebih luas dari terpenoid.Senyawa terpen telah lama
dikenal, berhubunngan dengan minyak-minyak essential yang termasuk
dalam minyak esensial, resin, steroid dan karet. Terpen adalah
hidrokarbon yang biasanya mengandung satu atau lebih C=C ikatan
rangkap, sedangkan terpenoid adalah turunan terpen yang mengandung
oksigen. Pada umumnya, terpen banyak digunakan untuk berbagai
kepentingan praktis, khususnya dalam industri aroma dan rasa, serta
dalam industri farmasi dan kimia (Leray; 2011)

CH, CH,
CHy )

CHy
CHy

=
HO

Gambar 5. Struktur Steroid
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2.1.3 Simplisia
Menurut Farmakope Herbal Indonesia edisi pertama (2009), simplisia
adalah bahan alam yang telah di keringkan yang di gunakan untuk
pengobatan dan belum mengalami pengelolahan kecuali dinyatakan lain,
suhu pengeringan simplisia tidak lebih dari 60° C.
a. Menurut Materi Medika Indonesia (1989), simplisia dapat digolongkan
dalam tiga kategori yaitu:
1. Simplisia Nabati
Simplisia nabati adalah simplisia yang berupa tanaman utuh, bagian
tanaman atau eksudat tanaman. eksudat adalah isi sel yang secara
spontan keluar dari tanaman atau isi sel yang dengan cara tertentu di
pisahkan dari tanamannya dan belum berupa zat kimia.
2. Simplisia Hewani
Simplisia hewani adalah simplisia yang berupa atau bagian hewan
zat-zat yang di hasilkan oleh hewan dan belum berupa zat kimia murni.
Contoh : minyak ikan (oleum jecorisasseli)dan madu (meldeparntum).
3. Simplisia Pelikan atau mineral
Simplisia pelikan adalah simplisia yang berupa bahan-bahan pelikan
(mineral) yang belum di olah atau telah diolah dengan cara sederhana
dan belum berupa zat kimia. Contoh : serbuk seng, dan serbuk tembaga

(Agoes, 2007).
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b. Pengelolahan Simplisia
Pengumpulan Bahan Baku Kadar senyawa aktif dalam suatu
simplisia berbeda-beda antara lain tergantung pada bagian tanaman yang
digunakan, umur tanaman atau bagian tanaman pada saat panen, waktu
panen, dan lingkungan tempat tumbuh. Waktu panen sangat erat
hubungannya dengan pembentukan senyawa aktif di dalam bagian
tanaman yang akan dipanen. Waktu panen yang tepat pada saat bagian
tanaman tersebut mengandung senyawa aktif dalam jumlah terbesar
(Soegihardjo, 2013).
1. Sortasi Basah
Sortasi basah adalah pemilihan hasil panen ketika tanaman
masih segar. Sortasi dilakukan terhadap tanah dan kerikil, rumput-
rumputan, dan tanaman lain atau bagian lain dari tanaman yang tidak
digunakan serta bagian tanaman yang rusak (dimakan ulat atau
sebagainya) (Soegihardjo, 2013).
2. Pencucian
Pencucian bertujuan untuk menghilangkan kotoran dan
mengurangi  mikroba-mikroba yang menempel pada bahan.
Pencucian harus dilakukan dalam waktu yang sesingkat mungkin
untuk menghindari larut dan terbuangnSya zat yang terkandung
dalam simplisia. Pencucian harus menggunakan air bersih, seperti air

dari mata air, sumur atau PAM (Soegihardjo, 2013).
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3. Perajangan
Perajangan dapat dilakukan dengan pisau, dengan alat peranjang
khusus sehingga diperoleh rajangan tipis atau dengan potongan
ukuran yang dikehendaki. Semakin tipis bahan yang dikeringkan
semakin cepat penguapan air, sehingga mempercepat proses
pengeringan semplisia (Soegihardjo, 2013).
4. Pengeringan
Tujuan pengeringan untuk mendapatkan simplisia yang tidak
mudah rusak, sehingga dapat disimpan dalam waktu yang lama.
Dengan mengurangi kadar air dan menghentikan reaksi enzimatis
akan dicegah penurunan atau kerusakan simplisia.
5. Sortasi Kering
Sortasi setelah pengeringan merupakan tahap akhir pembuatan
simplisia. Tujuan sortasi kering untuk memisahkan benda-benda
asing dan pengotor-pengotor lain yang masih ada dan tertinggal pada
simplisia kering.
6. Pengepakan atau penyimpanan
Simplisia dapat rusak atau berubah mutunya karena berbagai
faktor luar dan dalam antara lain, cahaya, oksigen, reaksi kimia,
penyerapan air, pengotoran, serangga, dan kapang. Selama
penyimpanan ada kemungkinan terjadi kerusakan pada simplisia.
Penyimpanan bisa disimpan pada wadah tertutup baik, wadah

tertutup rapat dan wadah tertutup kedap (Depkes,1995).
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2.1.4 Ekstraksi

Ekstrak adalah sediaan kental yang diperolen dengan mengekstraksi

senyawa aktif dari simplisia nabati dan hewani menggunakan pelarut yang

sesuai, kemudian semua atau hampir semua pelarut diuapkan dan massa

atau serbuk yang tersisa diperlukan sedemikian sehingga memenuhi baku

telah ditentukan (Depkes, 2000).

a.

1.

Proses Pembuatan Ekstrak
Pembuatan Serbuk Simplisia

Proses awal pembuatan ekstrak adalah tahapan pembuatan serbuk
simplisia kering. Dari simplisia dibuat serbuk simplisia dengan
peralatan tertentu sampai derajat kehalusan tertentu. Semakin halus
serbuk simplisia maka proses ekstraksi makin efektif dan efisien, akan
tetapi semakin rumit untuk tahapan filtrasi (Depkes, 2000).
Cairan Pelarut

Cairan pelarut dalam proses pembuatan ekstrak adalah pelarut yang
optimal untuk senyawa kandungan aktif sehingga senyawa tersebut
dapat dipisahkan dari bahan dan dari senyawa kandungan lainnya, serta
ekstrak hanya mengadung sebagian besar senyawa kandungan yang
diinginkan. Dalam hal ekstrak total, maka cairan pelarut dipilih yang
melarutkan hampir semua metabolit sekunder yang terkandung. Faktor
utama untuk pertimbangan pada pemilihan cairan penyari adalah

selektivitas, kemudian bekerja dan proses dengan cairan tersebut,
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ekonomi, ramah lingkungan dan keamanan. Terdapat tiga golongan
pelarut yaitu :
Pelarut Polar

Pelarut polar adalah senyawa yang memiliki rumus umum R-OH
dan menunjukan adanya atom hidrogen yang menyerang atom
elektronegatif (Oksigen). Pelarut dengan tingkat kepolaran tinggi
merupakan pelarut yang cocok untuk semua jenis zat aktif karena di
samping menarik senyawa-senyawa yang bersifat polar, pelarut ini juga
tetap dapat menarik senyawa-senyawa dengan tingkat kepolaran lebih
rendah. Contoh pelarut diantaranya : air, methanol, etanol, dan asam
asetat (Marjoni, 2016).
Pelarut Semipolar

Pelarut semi polar adalah pelarut yang memiliki molekul yang
tidak mengandung ikatan O-H. Pelarut semi polar memiliki tingkat
kepolaran yang lebih rendah dibandingkan dengan pelarut polar. Pelarut
ini baik digunakan untuk melarutkan senyawa-senyawa yang bersifat
semipolar dari tumbuhan. Contoh : Aseton, etil asetat, diklorometon
(Marjoni, 2016).
Pelarut Non Polar

Pelarut non polar merupakan senyawa yang memiliki konstan
dielektrik yang rendah dan tidak larut dalam air. Pelarut ini baik

digunakan untuk menarik senyawa-senyawa yang sama sekalitidak larut
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dalam pelarut polar seperti minyak. Contoh : Heksana, Kloroform, dan
Eter (Marjoni, 2016).
Separasi Dan Pemurnian

Tujuan dari tahap ini adalah menghilangkan atau memisahkan
senyawa yang tidak dikehendaki, semaksimal mungkin tanpa
berpengaruh pada senyawa kandungan yang dikehendaki sehingga
diperoleh ekstrak yang lebih murni.
Pemekatan

Pemekatan berarti peningkatan jumlah partikel solute (senyawa
terlarut serta penguapan pelarut tanpa sampai menjadi kondisi kering
tetapi ekstrak hanya menjadi kental. (Marjoni, 2016)..
Pengeringan Ekstrak

Pengeringan berarti menghilangkan pelarut dari bahan sehingga
menghasilkan serbuk. Masa kering-rapuh tergantung proses dan
peralatan yang digunakan. Rendemen
Rendemen adalah perbandingan antar ekstrak yang diperoleh dengan

simplisia awal.

% Rendemen = berat ekstrak yang diperoleh X 100%
berat sampel yang digunakan

Tujuan dari Ekstrak
Tujuan dari ekstrak adalah untuk menarik semua zat dan

kemponen kimia yang terdapat dalam simplisia
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2.1.5 Toksisitas

Toksisitas dapat diartikan suatu keadaan yang menandai adanya efek
toksik atau racun yang terdapat pada suatu bahan sebagai sediaan dosis
tunggal atau campuran. Untuk mengetahui tingkat toksistas terhadap
organisme hidup dapat dilakukan cara uji hayati atau uji toksisitas. Uji
hayati adalah percobaan yang menggunakan organisme hidup untuk
mengetahui adanya pengaruh dari suatu senyawa. Uji toksisitas dapat
memberi informasi tentang pengaruh senyawa kimia terhadap organisme
yang diuji, seperti hambatan pada pertumbuhan, tingkat kematian,
perubahan perilaku, abnormalitas fungsi organ tubuh dan gangguan-
gangguan fisiologis lainnya (Ulfa,2017). Berdasarkan postulat Paracelcus,
bahwa sifat toksik suatu tokson sangat ditentukan (oleh dosis (konsentrasi
tokson pada reseptornya). Artinya kehadiran suatu zat yang berpotensial
toksik di dalam suatu organisme belum tentu menghasilkan juga
keracunan, misal insektisida rumah tangga (DDT) dalam dosis tertentu
tidak akan menimbulkan efek yang berbahaya bagi manusia. Namun,pada
dosis tersebut memberikan efek yang mematikan bagi serangga. Hal ini
disebabkan karena konsentrasi tersebut berada jauh dibawah konsentrasi

minimal efek pada manusia. Uji toksisitas toksisitas terbagi menjadi:

a. Toksisitas Akut

Uji toksisitas akut adalah salah satu uji praklinik. Uji ini dirancang
untuk mengukur derajat efek toksik suatu senyawa yang terjadi dalam

waktu singkat, yaitu 24 jam setelah pemberiannya dalam dosis tunggal.
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Pengamatan dilakukan 24 jam pertama sejak diberikan perlakuan, dan
7-14 hari pada kasus tertentu. Uji toksisitas akut digunakan untuk
menetapkan nilai LDso dari suatu zat toksik. Penentuan nilai LDso pada
pengujian toksisitas akut merupakan tahap awal untuk mengetahui
keamanan suatu zat yang akan digunakan manusia dosis secara tunggal.
Nilai LDso digunakan dalam penilaian rasio manfaat dan daya racun
yang dinyatakan sebagai indeks terapi obat sehingga semakin besar
indeks terapi maka semakin aman obat tersebut digunakan (Ulfa,2017).
. Toksisitas Subkronis

Uji toksisitas subkronis adalah uji untuk mengetahui toksisitas
suatu senyawa yang dilakukan pada hewan coba dengan sedikitnya tiga
tingkat dosis, umumnya dalam jangka waktu 90 hari. Toksisitas
subkronik adalah efek yang ditimbulkan setelah penggunaan bahan-
bahan yang bersifat toksik selama beberapa minggu atau bulan. Uji
Toksisitas subkronik dilakukan dengan memberikan dosis berulang
selama jangka waktu kurang lebih 10% dari masa hidup hewan. Uji
subkronis juga digunakan untuk memberikan informasi mengenai target
organ dan potensi terjadinya akumulasi senyawa kimia pada organisme
(Ulfa,2017).
. Toksisitas Kronis

Uji Toksisitas Kronis zat uji diberikan selama sebagian besar masa
hidup hewan uji, dengan durasi 2-7 tahun bergantung pada umur

spesies. Spesies dipilih dari hasil uji subkronis sebelumnya, studi
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farmakodinamik atas beberapa spesies hewan dan mungkin dapat juga
pada manusia dengan dosis tunggal yang memungkinkan sebagai uji
coba. Pengujian minimum dilakukan pada dua peringkat dosis dengan
jalur pemberian jalur penggunaan dimaksud pada penggunan dari bahan
uji tersebut. Evaluasi yang di lakukan meliputi seluruh hewan
ditimbang seminggu sekali, pemeriksaan badan lengkap seminggu
sekali, uji kimia darah, analisis air kencing, pemeriksaan sebagai obat
berdasarkan besarnya dosis yang dapat menyebabkan kematian 50%
pada hewan uji dengan satuan berat badan setelah pemberian
hematologi dan uji fungsi atas seluruh hewan pada interval 3 sampai 6
bulan dan atas seluruh hewan yang sakit atau abnormal. Uji toksisitas
kronik meliputi juga uji karsinogenitas dan uji toksisitas reproduksi
(Siwiendrayanti, dkk., 2016). Setiap zat kimia baru harus terlebih
dahulu dilakukan penelitian mengenai sifat-sifat ketoksikannya sebelum
diperbolehkan digunakan secara luas. Oleh karena itu dalam proses
pemanfaatan dan pengembangan obat tradisional bersumber hayati,
harus dilakukan beberapa langkah pengujian sebelum digunakan dalam
pelayanan kesehatan. Setelah diketahui obat alam tersebut berkhasiat
secara empiris, maka dilakukan uji praklinik untuk menentukan
keamanannya melalui uji toksisitas dan menentukan khasiat melalui uji
farmakodinamik serta uji klinik pada orang sehat dan orang sakit.
Setelah terbukti manfaat dan keamanannya, maka obat tradisional

tersebut dapat digunakan dalam pelayanan kesehatan (Ulfa,2017).
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2.1.6 Metode Uji Toksisitas (Simple Bench Top Biassays)

Uji toksisitas diperuntukkan dalam dua hal yaitu untuk evaluasi
keamanan senyawa dan untuk mendeteksi aktivitas antikanker suatu
senyawa. Ada beberapa metode untuk melakukan uji ini yang disebut
Simple Bench Top Bioassays, yaitu sebagai berikut:

a. Brine Shrimp Lethality Test (BSLT)

Berdasarkan pemikiran bahwa efek farmakologi adalah
toksikologi sederhana pada dosis yang rendah dan sebagian besar
senyawa antikanker adalah sitotoksik, maka Brine Shrimp Lethality Test
dapat digunakan sebagai uji pendahuluan senyawa antikanker. Senyawa
yang mempunyai kemampuan membunuh larva udang Artemia salina
diperkirakan juga mempunyai kemampuan membunuh sel kanker dalam
kultur sel. Hasil uji toksisitas dengan metode ini telah terbukti memiliki
korelasi dengan daya sitotoksis senyawa anti kanker. Berdasarkan
penelitian Meyer terhadap jenis euphorbiaceae, dari 24 jenis yang aktif
(sel leukimia secara in vitro), 14 di antaranya toksik terhadap larva
udang laut (Artemia salina). Pengujian ini adalah uji letalitas yang
sederhana dan tidak spesifik untuk aktivitas antikanker, tetapi
merupakan indikator toksisitas yang baik dan menunjukkan korelasi
kuat dengan pengujian antikanker lainnya seperti uji sitotoksisitas dan
uji leukimia tikus (Meyer, dkk., 1982).

Metode ini juga digunakan untuk mendeteksi keberadaan senyawa

toksik dalam proses isolasi senyawa dari bahan alam yang berefek
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sitotoksik dengan menentukan harga LCso dari senyawa aktif. Apabila
nilai LCso < 1000 mcg/ml, maka senyawa tersebut bersifat toksik dan

memiliki potensi sitotoksik (Ulfa,2017).

Tabel 1. Kategori toksisitas berdasarkan nilai LCgg

Kategori Nilai LCsq (ug/ml)
Sangat toksik <30
Tidak toksik >1000

(Wagner dkk (1993)
Metode ini banyak digunakan dalam tahap praskrining misalnya pada:
Enam jenis kultur sel line tumor pada manusia di laboratorium Purdue
Cancer Center. Beberapa obat antikanker telah diuji dengan
menggunakan metode BSLT, di antaranya Podofilotoksin dan
Adriamisin.  Podofilotoksin memberikan nilai LCso, 4mcg/ml,
sedangkan nilai LCso Adriamisin sebesar 0,08 mcg/ml. Oleh karena itu
pengujian ini merupakan tahap awal untuk mengetahui apakah senyawa
tersebut berpotensi atau tidak sebagai antikanker yang selanjutnya dapat
dilakukan uji sitotoksik menggunakan biakan sel kanker (Meyer, dkk.,
1982).
Beberapa kelebihan dari uji toksisitas dengan BSLT antara lain:
1. Merupakan metode penapisan farmakologi awal yang mudah,
cepat, dan relative tidak mahal.
2. Metode yang telah teruji hasilnya dengan tingkat kepercayaan
95% untuk mengamati toksisitas suatu senyawa dalam ekstrak

kasar tumbuhan.



23

3. Metode ini sering digunakan dalam tahap awal isolasi senyawa
toksik yang terkandung dalam suatu ekstrak. Metode ini sering
dihubungkan sebagai metode penapisan untuk mencari senyawa
antikanker dari tumbuhan (Ulfa,2017).

b. Crown Gall Tumors on Potato Discs
Crown gall merupakan penyakit neoplastik pada tanaman yang
disebabkan oleh bakteri gram negatif bernama Agrobacterium
tumafaciens yang mengandung plasmid penginduksi tumor. Tahun 1980,
Galsky meneliti tentang penghambatan pertumbuhan tumor crown gall
pada media kentang (Solanum tuberosum) menggunakan ekstrak etanol
dan n-heksan dari 41 jenis spesies euphorbiaceae. Metode ini relatif cepat
pengerjaannya, tidak mahal, aman dan menghemat penggunaan hewan uji,
walaupun diperlukan teknik pengerjaan yang aseptis (Laughlin, dkk.,
1998).
c. Frond Inhibition of Lemna
Lemna minor (duckweed) adalah tanaman air bersifat monokotil yang
tumbuh mengapung di permukaan air dan berukuran kecil. Uji
menggunakan Lemna minor merupakan uji pendahuluan yang dilakukan
terhadap bahan yang dapat menghambat dan meningkatkan pertumbuhan
tanaman. Melalui pengujian ini diamati bahwa senyawa antitumor alami
juga dapat menghambat peartumbuhan lemna, walaupun korelasinya

dengan pengujian antitumor kurang baik. Oleh karena itu, pengujian ini
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lebih diarahkan untuk pencarian herbisida dan stimulant pertumbuhan
tanaman yang baru (Laughlin, dkk., 1998)
. Kultur Sel MTT (Microculture Tetrazolium Salt)

MTT assay merupakan metode yang penggunaannya sudah banyak
diaplikasikan dalam berbagai bidang. Metode ini dapat digunakan untuk
mengukur proliferasi sel secara kolorimetri. Metode MTT relatif cepat,
sensitif, akurat, digunakan untuk mengukur sampel dalam jumlah besar
dan hasilnya bisa untuk memprediksi sifat sitotoksik suatu bahan. Metode
didasarkan pada perubahan garam tetrazolium(3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-
2,5-difeniltetrazoliumbromida) (MTT) menjadi formazan dalam
mitokondria yang aktif pada sel hidup. MTT diabsorbsi ke dalam sel
hidup dan dipecah melalui reaksi reduksi oleh enzim reduktase dalam
rantai respirasi mitokondria menjadi formazan yang terlarut dalam SDS
10% berwarna ungu. Konsentrasi formazan yang berwarna ungu dapat
ditentukan secara spektrofotometri visibel dan berbanding lurus dengan
jumlah sel hidup karena reduksi hanya terjadi ketika enzim reduktase yang
terdapat dalam jalur respirasi sel pada mitokondria aktif. Semakin besar
absorbansi menunjukkan semakin banyak jumlah sel yang hidup (Doyle
dan Griffiths, 2000).Brine Shrimp Lethality Test merupakan metode yang
paling disarankan oleh Meyer dalam uji toksisitas karena memiliki
korelasi dengan tingkat kepercayaan 95% terhadap uji spesifik kanker.

Walaupun MTT juga memberikan hasil yang sama dengan BSLT, namun
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BSLT lebih mudah dikerjakan, sederhana, murah dan cepat (Meyer, dkk.,
1982).
2.1.7 Artemia Salina Leach
Artemia merupakan zooplankton dari anggota crustacea Yyang
digunakan sebagai pakan alami lebih dari 85% jenis hewan budidaya. Hidup
di danau-danau garam yang ada diseluruh dunia. Artemia toleran terhadap
selang salinitas yang sangat luas, mulai dari nyaris tawar hingga jenuh
garam. Secara alamiah, salinitas danau di mana artemia hidup sangat
bervariasi, tergantung pada jumlah hujan dan penguapan yang terjadi.
Apabila kadar garam kurang dari 6%, telur artemia akan tenggelam
sehingga tidak bisa menetas. Apabila kadar garam lebih dari 25%, telur akan
tetap berada dalam kondisi tersuspensi sehingga dapat menetas dengan
normal. Artemia mempunyai nilai gizi tinggi, dapat menetas dengan cepat,
ukurannya relatif kecil dan pergerakan lambat serta dapat hidup pada
kepadatan tinggi. Artemia secara umum mempunyai dua tipe reproduksi
yaitu ovipar dan ovovivipar. Artemia dewasa hanya akan memproduksi kista
ketika keadaan lingkungan memburuk, misalkan kadar garam lebih dari 150
ppt dan kandungan oksigen rendah. Kista akan menetas menjadi larva jika
lingkungan kembali membaik (Mudjiman, 1989).
Telur Artemia atau kista berbentuk bulat berlekuk dalam keadaan
kering dan bulat penuh dalam keadaan basah. Warnanya coklat yang
diselubungi oleh cangkang yang tebal dan kuat. Cangkang Artemia berguna

untuk melindungi embrio terhadap pengaruh kekeringan, benturan keras,
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sinar ultraviolet dan mempermudah pengapungan. Kista Artemia yang
ditetaskan pada salinitas 15-35 ppt akan menetas dalam waktu 24-36 jam,
larva Artemia yang baru menetas disebut nauplii yang akan mengalami 15

kali perubahan bentuk selama pertumbuhannya (Mudjiman, 1989)

Gambar 6. Artemia salina Leach (Khumaidi, 2012)

Klasifikasi ilmiah (Mudjiman, 1989)

Kingdom : Animalia
Filum : Anthropoda
Kelas : Crustace
Bangsa - Anostraca
Suku . Artemidae
Marga . Artemia
Jenis : Artemia salina
2.1.8 Kanker

a. Pengertian Kanker
Kanker merupakan suatu penyakit yang disebabkan pertumbuhan sel-sel
jaringan tubuh tidak normal (tumbuh sangat cepat dan tidak terkendali),
menekan jaringan tubuh sehingga mempengaruhi organ tubuh (Chotimah,
2014). Penyakit kanker menurut Sunaryati merupakan penyakit yang

ditandai pembelahan sel tidak terkendali dan kemampuan sel-sel tersebut
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menyerang jaringan biologis lainnya, baik dengan pertumbuhan langsung di
jaringan yang bersebelahan (invasi) atau dengan migrasi sel ke tempat yang
jauh (metastasis) (Chotimah, 2014).
. Faktor Penyebab Penyakit Kanker

Penyebab kanker berupa gabungan dari sekumpulan faktor genetik dan
lingkungan (Chotimah, 2014).menyebutkan bahwa, faktor penyebab
tumbuhnya kanker bersifat internal dan eksternal. Faktor internal
diantaranya yaitu faktor keturunan, baik dari pihak orang tua secara
langsung maupun nenek moyang, daya tahan tubuh yang buruk Faktor
eksternal seperti pola hidup tidak sehat di antaranya mengonsumsi makanan
dengan bahan Kkarsinogen, makanan berlemak, minuman beralkohol,
kebiasaan merokok, diet salah dalam waktu lama; sinar ultraviolet dan
radioaktif; infeksi menahun/ perangsangan/ iritasi; pencemaran lingkungan
atau polusi udara; obat yang mempengaruhi hormon; berganti-ganti
pasangan (Chotimah, 2014).
. Gejala-Gejala Penyakit Kanker

Gejala kanker timbul dari organ tubuh yang diserang sesuai dengan
jenis kanker, gejala kanker pada tahap awal berupa kelelahan secara terus
menerus, demam akibat sel kanker mempengaruhi sistem pertahanan tubuh
sebagai respon dari kerja sistem imun tubuh tidak sesuai (Chotimah,
2014).Gejala kanker tahap lanjut berbeda-beda. Perbedaan gejala tergantung
lokasi dan keganasan sel kanker. Menurut Sunaryati gejala kanker yaitu

penurunan berat badan tidak sengaja dan terlihat signifikan, pertumbuhan
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rambut tidak normal, nyeri akibat kanker sudah menyebar (Chotimabh,
2014).
d. Jenis-jenis Penyakit Kanker
Jenis-jenis kanker vyaitu; karsioma, limfoma, sarkoma, glioma,
karsinoma in situ.

1. Karsinoma merupakan jenis kanker berasal dari sel yang melapisi
permukaan tubuh atau permukaan saluran tubuh, misalnya jaringan
seperti sel kulit, testis, ovarium, kelenjar mucus, sel melanin, payudara,
leher rahim, kolon, rektum, lambung, pankreas (Chotimah, 2014).

2. Limfoma termasuk jenis kanker berasal dari jaringan yang membentuk
darah, misalnya sumsum tulang, lueukimia, limfoma merupakan jenis
kanker yang tidak membentuk masa tumor, tetapi memenuhi pembuluh
darah dan mengganggu fungsi sel darah normal (Chotimah, 2014).

3. Sarkoma adalah jenis kanker akibat kerusakan jaringan penujang di
permukaan tubuh seperti jaringan ikat, sel-sel otot dan tulang. Glioma
adalah kanker susunan saraf, misalnya sel-sel glia (jaringan panjang) di
susunan saraf pusat. Karsinoma in situ adalah istilah untuk menjelaskan
sel epitel abnormal yang masih terbatas di daerah tertentu sehingga
dianggap lesi prainvasif (kelainan/ luka yang belum menyebar
(Chotimah, 2014).

e. Terapi Penyakit Kanker
Terapi kanker dapat dilakukan dengan terapi medis dan non medis.

Terapi medis dilakukan dengan pembedahan, radiasi radioterapi,
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kemoterapi, imunoterapi, terapi gen (Chotimah, 2014). Terapi non medis
dilakukan melalui terapi alternatif dan keagamaan. Terapi dilakukan dengan
cara terapis membantu pasien menyadari adanya stres, mengelola stres,
terapis memberikan dukungan moral pada pasien kanker, tetap aktif dan
bergembira, berempati, memahami beban mental yang dialami penderita
dalam pemulihan kanker, hal demikian dilakukan agar pasien lebih optimis
dalam menjalankan hidup, membuang dendam dan kebencian (Chotimah,
2014)
2.2 Kerangka Konsep

Kerangka konsep dari penelitian ini dapat dilihat pada gambar di bawah ini:

Tanaman biji kebiul Ekstrak biji kebiul (Caesalpinia
(Caesalpinia bonduc (L) Brox) bonduc (L) Brox)

v

Uji Pendahuluan Anti Kanker
Dari Ekstrak Etanol Biji Kebiul
(Caesalphinia Boundoc (L)
Robx).

v
4 R

metode Brine Shrimp lethality
Test (BSLT) yaitu uji toksisitas
senyawa terhadap larva udang

Artemia salina.

- J

Gambar 7. Kerangka Konsep




BAB Il
METODE PENELITIAN
3.1 Tempat dan Waktu penelitian
Penelitian ini dilakukan dilaboratorium Farmakognosi dan kimia
Akademi Farmasi Al-Fatah Bengkulu dengan waktu selama 4 bulan dari
bulan Desember sampai dengan bulan Mei 2020
3.2 Alat dan Bahan Penelitian

3.2.1 Alat

Alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah blender (sharp),
oven, alat-alat gelas seperti (cawan penguap, pipet volume(tyrex), glas ukur,
beker, corong), waterbath Sendok tandu, Timbangan digital mikropipet,
aquarium, vial dan alumunium foil.

3.2.2 Bahan

Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah ekstrak biji
kebiul, etanol 96%, Aquadestilata, air laut, larva udang, dan ragi DMSO

3.3 Prosedur Kerja Penelitian
3.3.1 Pembuatan Simplisia

a. Pengambilan Sampel

Sampel yang digunakan pada penelitian ini adalah biji kebiul
(Caesalpinia bonduc L (Roxb)) yang diambil dari desa Bukit Harapan

D4 kecamatan pinang raya, kabupaten bengkulu utara Pengelolaan

Sampel
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b. Pencucian
Dilakukan untuk menghilangkan tanah dan pengotor lainnya yang
melekat pada buah. Pencucian dilakukan dengan air bersih, misalnya
dari mata air, air sumur atau air PAM. Pencucian dilakukan sesingkat
mungkin agar tidak menghilangkan zat berkhasiat dari buah tersebut.
c. Pengeringan
Pengeringan diilakukan dengan cara menjemur langsung ke sinar
mata hari dengan dialasi kain hitam pada permukaannya.
d. Pemecahan
Pemecahan dilakukan untuk mempermudah proses pengeringan,.
Sebelum dipecahkan biji kebiul di jemur dalam keadaan utuh,
Pemecahan dapat dilakukan dengan mengunakan penokok (palu atau
batu), atau dengan alat mesin pemecah khusus sehingga diperoleh biji
yang utuh.
e. Sortasi Kering
Dilakukan untuk memisahkan benda-benda asing seperti bagian-
bagian biji tanaman yang tidak diinginkan dan pengotoran-pengotoran
lain yang masih ada dan tertinggal pada simplisia kering. Proses ini
dilakukan secara manual.
3.3.2 Ekstrak Biji Kebiul dengan Metode Maserasi
Pembuatan Ekstrak Biji Kebiul Buatlah simplisia biji kebiul
dengan cara menyiapkan kebiul lalu dihaluskan dengan menggunakan

blender sampai berbentuk serbuk Kemudian timbang simplisia tersebut
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sebanyak 650 gr dan siapkan etanol 96%. Masukan sampel (serbuk biji
kebiul) 650 gr dan etanol 96% sebanyak 3 lier kedalam botol gelap
selama 24 jam sesekali dilakukan pengocokan kemudian ekstrak disaring
untuk mendapatkan ekstrak cair, kemudian dilakukan pengulangan
sebanyak 3x remaserasi dengan pelarut yang sama, hingga didapatkan
filtrat bening. Filtrat bening yang didapat diuapkan dengan cawan
penguap sehingga didapatkan ekstrak kental.
3.4 Uji Toksisitas
Beberapa hal yang perlu dipersiapkan untuk uji toksisitas dengan
metode BSLT (Brine Shrimp Lethality Test) adalah sebagai berikut:
3.4.2 Penyiapan Larva Artemia Salina Leach
Sebanyak 100 mg telur Artemia Salina Leach, direndam dalam
wadah yang berisi 500 ml air laut.
3.4.3 Penetasan Telur Artemia
Wadah penetasan disekat menjadi dua bagian, yaitu bagian yang
besar dan bagian yang kecil, lalu diberi lubang pada sekatnya,
setelah air laut dimasukkan ke dalam wadah, telur Artemia salina
Leach ditaburkan ke dalam bagian yang kecil kemudian bagian
atasnya ditutup dengan aluminium foil sedangkan bagian yang besar
dibiarkan terbuka menghadap lampu (16 watt), setelah 2x24 jam
telur artemia yang telah menetas akan berenang menuju tempat
terang. Telur Artemia yang berumur 48 jam setelah menetas siap

digunakan sebagai hewan uji (Laughlin, dkk., 1998)
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3.4.4 Pembuatan Larutan Uji
Siapkan 21 vial untuk tiap kelompok (7 kelompok reflikasi 3 kali ).
Pada uji toksisitas ini dibuat larutan stock (induk) sebesar 100 mg sampel
(ekstrak etanol) dilarutkan sampai 10 mL dengan DMSO. Pengujian
dilakukan dengan mengunakan larutan uji 10 ml air laut di tambahkan 10
ekor larva Artemia salina leach dan 1 tetes ragi DMSO (0,6 mg/mL)
sebagai makananya.larutan uji di buat 1, 2, 4, 6, 8 dan 10 ppm dalam air
laut, maka dari larutan stok tersebut dipipet ke dalam vial masing-masing
menggunakan mikropipet.
a. pembuatan larutan 1000 ppm (larutan stok 1) ekstrak biji kebiul
(Caesalpinia bonduc L (Roxb)) ditimbang sebnyak 100 mg kemudian
d larutkan dengan 100 ml air laut, kemudian pembuatan larutan 100
ppm (larutan stok Il) dipipet 10 ml dari larutan stok | kemudian
dicukupkan dengan air laut hingga 100 ml.
1. Untuk membuat konsentrasi 1 ppm, di pipet 0,1 ml larutan stock Il
lalu dicukupkan volumenya hingga 10 ml.
2. Untuk konsentrasi 2 ppm, di pipet 0,2 ml larutan stock Il lalu
dicukupkan volumenya hingga 10 ml.
3. Untuk konsentrasi 4 ppm, di pipet 0,4 ml larutan stock Il lalu
dicukupkan volumenya hingga 10 ml.
4. Untuk konsentrasi 6 ppm, di pipet 0,6 ml larutan stock Il lalu

dicukupkan volumenya hingga 10 ml.
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5. Untuk konsentrasi 8 ppm, di pipet 0,8 ml larutan stock Il lalu
dicukupkan volumenya hingga 10 ml.
6. Untuk konsentrasi 10 ppm, di pipet 1 ml larutan stock Il lalu
dicukupkan volumenya hingga 10 ml.
7. Untuk kontrol negatif (-) di pipet 10 ml air laut tanpa ektrak.
b. Pembuatan Larutan Ragi DMSO
Ditimbang ragi sebanyak 0,6 mg lalu dilarutkan dalam 10 ml air laut
3.4.5 Pelaksanaan Uji
Pengujian dilakukan dengan cara memasukkan masing-masing
sampel ke dalam vial Selanjutnya vial diisi air laut 1 ml lalu dimasukkan
10 ekor Artemia salina Leach. Umur 48 jam yang sehat (bergerak aktif)
dipilih secara acak lalu dimasukkan ke dalam vial yang berisi sampel
yang bebas pelarut menggunakan pipet tetes kemudian dicukupkan air
laut sampai 10 ml. Tambahkan Satu tetes suspensi ragi MDSO (0,6mg/10
ml air laut) ditambahkan ke dalamnya sebagai makanan Artemia salina
Leach. Vial diletakkan dibawah lampu (16 watt) penerangan selama 24
jam. Setelah 24 jam jumlah larva yang mati dihitung dengan bantuan
kaca pembesar.
3.5 Analisis Data
Data diperoleh dari pengamatan dengan menghitung persen (%) kematian
artemia pada tiap konsentrasi. Artemia yang mati dibagi jumlah artemia total
dikali 100% untuk tiap replikasi, kemudian dihitung nilai LC50, Perhitungan

data kematian artemia mengunakan 3 cara yaitu Nilai Probit,Excel dan SPSS.



BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN
4.1 Hasil
Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan tentang “Uji
Pendahuluan Anti Kanker Dari Ekstrak Etanol Biji Kebiul (Caesalpinia
bonduc (L) Roxb).” yang telah dilaksanakan pada bulan Mei 2019
dilaboratorium Kimia akfar Al-Fatah Bengkulu, diperoleh hasil sebagai
berikut:
4.1.1 Hasil Dan Pembahasan
a. Hasil Perhitungan Rendemen Ekstrak Biji Kebiul

Tabel Il. Hasil Perhitungan Rendemen Ekstrak Biji Kebiul

Bahan Berat simplisia Pelarut Berat ekstrak hasil Hasil
kering yang maserasi Rendemen
diekstraksi

Biji kebiul 650 gram 4 liter 75,03 gram 11,54%

Berat Ekstrak Yang didapatkan

Rendemen (100%) = X 100%

Berat simplisia

_ 75,03 gr
650 gr

X '100% = 11,54 %

Menurut farmakope herbal Indonesia nilai suatu rendemen merupakan
standar dalam penemuan obat baik dari bahan alam maupun sintetis. Secara
kuantitas metabolit sekunder ada tiga golongan sala satunya yaitu ditemukan
sebagai senyawa utama dalam prosentasi lebih besar dari 0,01% dari berat
simplisia(>100mg/kg simplisia). Pada penelitian ini sebagai pembanding

yaitu sebagai nilai rendemen perbandingan yaitu biji pinang (Areca Cathecu

L), dikarenakan sampel yang digunakan sama-sama biji dengan hasil
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rendemen 16,50% pada biji pinang sedangkan biji kebiul yang didapatkan
11,54%. Hal ini dapat disimpulkan bahwa nilai rendemen yang dihasilkan
tidak begitu berjauhan dari nilai rendemen pembanding sehingga dapat
dinyatakan bahwa ektrak biji kebiul memenuhi kuantitas metabolit sekunder
utama.

4.1.2 Uji BSLT (Brine Shirmp Lethality Test)

Skrining toksisitas ekstrak etanol biji kebiul (Caesalpinia bonduc (L)
Roxb). dengan metode BSLT (Brine Shirmp Lethality Test) menggunakan
larva Artemia salina Leach berumur 48 jam, yang diberikan ektrak dengan
konsentrasi 1, 2, 4, 6, 8, 10 ppm. Brine Shrimp Lethality Test (BSLT) adalah
suatu metode skrining untuk menentukan toksisitas suatu senyawa atau
ekstrak bahan-bahan alami yang bersifat sitotoksik dengan menggunakan
hewan coba larva Artemia salina Leach. Penetasan telur larva Artemia
salina Leach dapat dilakukan dalam aquarium yang berbentuk kotak dengan
menggunakan NaCl atau air laut buatan namun bedasarkan penelitian
(panggabean 1984) yang sudah melakukan pengujian lebih baik
mengunakan air laut alami sebagai media perkembang biakannya. Proses
penetasan, larva akan berpindah dari daerah gelap ke daerah yang terang
melalui sekat yang berlubang. Pada bagian terang diberi penerangan cahaya
lampu yang sesuai untuk penetasan, yaitu sebesar 16 watt dengan suhu
berkisar 25-30°C. Setelah melalui proses penetasan selama 24 jam, telur
menjadi larva atau dengan nama lain nauplii. Pada fase nauplii ini terjadi

fase paling aktif dimana sel naupli membelah secara mitosis sehingga
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identik dengan sel kanker. Nauplii yang berumur dibawah 48 jam
mempunyai epitel saluran pencernaan yang belum dapat berkontak dengan
medium eksternal dan nauplii ini hanya hidup dari kantung kuning telurnya.
Sehingga fase ini cocok untuk diujidengan metode BSLT. Berikut ini hasil
pengujian BSLT dari ekstrak etanol biji kebiul (Caesalpinia bonduc (L)
Roxb).

Tabel I11. Data Hasil Pengamatan Kematian Larva Udang Artemia
Salina Leach Dengan Menggunakan Metode BSLT (Brine Shirmp
Lethality Test) Setelah 24 Jam Perlakuan

Sampel | Replikasi | Jumlah Larva Udang Yang Mati Tiap Konsentrasi | Kontrol

Uji ppm pg/ml (10 Ekor) O]
lppm |2 ppm | 4ppm | 6ppm | 8 ppm | 10ppm
Ektrak | 1 1 1 2 3 3 5 0
Etanol | 2 0 1 1 3 4 5 0
3 0 1 2 3 4 6 0
Total Kematian 1 3 5 9 11 16 0
% Kematian 3,3% 10% 16,6% | 30% | 36,6% | 53,3% |0

Total kematian dihitung dengan menjumlahkan larva yang mati pada
setiap konsentrasi, perhitungan persentase kematian larva pada setiap
konsentrasi diperoleh dari total kematian larva pada tiap konsentrasi dibagi
dengan jumlah total larva awal pada tiap konsentrasi dikali 100%. Untuk
menghitung LCsy dapat mengunakan tiga cara yaitu dengan manual
mengunakan Tabel Probit, Excel dan SPSS

a. Perhitungan Secara Manual Mengunakan Tabel Probit

Tabel 1V. Penetapan LCxg

Konsentrasi Log Konsentrasi % Kematian Probit
1 0 33 3,12
2 0,30 10 3,72
4 0,60 16,6 4,01
6 0,77 30 4,48
8 0,90 36,6 4,64
10 1,0 53,3 5,08
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Untuk mempermudah pengamatan tentang pengaruh konsentrasi ekstrak
etanol biji kebiul (Caesalpinia bonduc (L) Roxb) terhadap persentase
kematian larva artemia salina leach dapat dilihat pada grafik hubungan antara

konsentrasi ekstrak biji kebiul dengan persen kematian larva.

REGRESI LINEAR

60 y = 5,2855x - 2,3416
50 _ R? = 0,9841

2
< 40
'—
< 30 B %Kematian
=
Y20
X 10 —— Linear
(%Kematian)
0
0 5 10 15

KONSENTRASI PPM

Gambar 8. Hubungan Antara Nilai Konsentrasi Dengan Nilai %
Kematian

Didapatkan persamaan garis lurus hubungan antara Y (nilai probit dari
persentase kematian) dengan X (log konsentrasi) adalah Y= ax + Db
perhitungan dapat dilihat dilampiran 7. Perhitungan dianalisis dengan
menggunakan persamaan regresi linear dengan melakukan transformasi data
konsentrasi ke bentuk logaritma serta mengubah nilai persen kematian larva
kedalam satuan probit (Tabel 1V). Nilai koefisien determinasi (R?) dari
persamaan regresi yang dihasilkan adalah 0,984. Yang mana nilai (R) yang
terbaik itu mendekati angka satu (1) yang mana maknanya yaitu terbentuk
garis lurus. Pengujian terhadap ekstrak etanol biji kebiul (Caesalpinia bonduc

(L) Roxb) dilakukan dengan memasukkan Nilai log konsentrasi dan nilai
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probit pada grafik linear sehingga diperoleh hasil pengolahan data persamaan
regresi Y =5,2855x + 2,3416 dengan R? = 0,9841. Nilai Y tersebut digunakan
untuk mencari nilai LCso. Dengan memasukkan nilai Y = 5, maka akan
diperoleh nilai X = 0,5029 Untuk menghitung nilai LCsq yaitu didapatkan dari
Antilog X. Hasil LC50 yang diperoleh yaitu sebesar 3,183 ppm

b. Perhitungan Data Mengunakan Exsel

Tabel V. Nilai Persamaan Regresi Pada Excel

Slop (a) Intercept (b) Significance F

1,874111608 3,047884312 0,006936642
Dari tabel diatas dimasukan ke persamaan regresi Y = ax + b, maka

didapatkan nilai x = 1,041 LCsp antilog x =1,041 atau 10,99 ppm. Perhitungan
data dapat dilihat pada lampiran 7. Menurut Doyle et al. (2000) suatu ekstrak
dikatakan aktif jika LC50 kurang dari 1000 pug/mL. LC50. Penelitian Meyer
et al. (1982) juga melaporkan bahwa suatu ekstrak menunjukkan aktivitas
ketoksikan Sangat toksik <30, Toksik 30-1000, Tidak toksik >1000 dalam uji
BSLT jika ekstrak dapat menyebabkan kematian 50% hewan uji pada
konsentrasi kurang dari 1000 ppm. LCsy (Lethal Concentration 50)
merupakan konsentrasi zat yang menyebabkan terjadinya kematian pada 50 %
hewan percobaan yaitu larva artemia salina leach. Berdasarkan nilai LC50
yang diperoleh dapat dikatakan ekstrak etanol biji kebiul (Caesalpinia bonduc
(L) Roxb) pada percobaan ini bersifat sangat toksik karena hasil yang
didapatkan kurang dari (<30) terhadap larva artemia salina leach sehingga

memiliki potensi sebagai senyawa antikanker.
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Perhitungan Dengan Mengunakan SPSS
Tahapan uji menggunakan aplikasi SPSS pada anova satu arah, yaitu
diawali dengan uji normalitas, pada uji normalitas mengunakan uji
kolmogorov-smirnov dan shapiro-wilk didapatkan hasil signifikan P>0,05
hal ini berarti menunjukkan adanya perbedaan yang bermakna pada tiap
kelompok perlakuan.
1. Uji Normalitas
Uji normal melihat nilai signifikan shapiro-wilk. Uji shapiro-wilk
dapat digunakan jika sampel kita kurang dari 50. Hasil uji normalitas
dengan metode shapiro-wilk cukup membaca pada nilai signifikan. Jika
nilai signifikan P< 0,05 maka data tidak terdistribusi normal, jika nilai
signifikan P> 0,05 maka data terdistribusi normal. Jadi dapat
disimpulkan bahwa data pada setiap variabel berdistribusi normal
dengan nilai signifikan P>0,05. Sehingga uji dapat dilanjutkan ketahap
selanjutnya, data dapat dilihat pada lampiran 8.
2. Uji Homogenitas
Hasil uji homogenitas dapat dilihat dari nilai signifikan, dimana
nilai signifikan 0,074 > 0,05 maka dapat disimpulkan data tersebut
homogen, data dapat dilihat pada lampiran 8.
3. Uji One Way Anova
Anova satu arah Uji One Way Anova digunakan apa bila data yang
akan dianalisis terdiri dari satu variabel terikat dan satu variabel bebas.

Anova bertujuan untuk melihat apakah ada perbedaan rata-rata dari
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konsentrasi ppm data yang diperoleh melihat nilai signifikan. Dari hasil
uji anova artinya ada perbedaan yang bermakna ditunjukkan nilai
signifikansi 0,023 <0,05 diantara perlakuan konsentrasi. Data dapat
dilihat pada lampiran 8.

. Uji Duncan

Tahap terakhir yaitu uji Duncan uji ini dilakukan untuk melihat
konsentrasi mana yang paling baik atau berkhasiat. Uji ini menunjukkan
pada setiap perlakuan konsentrasi 10 ppm menyebabkan persen
kematian larva tertinggi, sedangkan pada konsentrasi 1 ppm
menyebabkan persen kematian larva terendah. Hal ini menunjukkan
bahwa semakin tinggi konsentrasi ekstrak maka semakin tinggi juga
jumlah kematian larva. Data dapat dilihat pada lampiran 8.

Pada penelitian ini didapatkan bahwa ekstrak biji kebiul
(Caesalpinia bonduc L (Roxb)). mempunyai potensi toksisitas. Hal
tersebut berkaitan dengan senyawa yang terdapat dalam biji kebiul yaitu
fenolik, flavonoid dan tanin, di mana pada kadar tertentu memiliki
potensi toksisitas serta dapat menyebabkan kematian larva. Mekanisme
kematian larva berhubungan dengan fungsi senyawa fenolik, flavonoid
dan tanin dalam biji kebiul yang dapat menghambat daya makan larva
(antifedant). Menurut Cahyadi (2009) cara kerja senyawa-senyawa
tersebut adalah dengan bertindak sebagai stomach poisoning atau racun
perut. Oleh karena itu, bila senyawa-senyawa ini masuk ke dalam tubuh

larva, alat pencernaannya akan terganggu. Selain itu, senyawa ini
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menghambat reseptor perasa pada daerah mulut larva. Hal ini
mengakibatkan larva gagal mendapatkan stimulus rasa sehingga tidak
mampu mengenali makanannya sehingga larva mati kelaparan.
Senyawa flavonoid dan tanin mempunyai mekanisme efek
antikanker masing-masing. Menurut Woo et al., (2013), mekanisme
flavonoid sebagai antikanker ada beberapa teori. Flavonoid sebagai
antioksidan yaitu melalui mekanisme pengaktifan jalur apoptosis sel
kanker. Mekanisme apoptosis sel pada teori ini akibat fragmentasi
DNA. Fragmentasi ini diawali dengan dilepasnya rantai proksimal
DNA oleh senyawa oksigen reaktif seperti radikal hidroksil. Efek
lainnya adalah Flavonoid juga berfungsi untuk mengurangi resistensi

tumor terhadap agen kemoterapi.



BAB V

KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

1.

5.2 Saran

Ekstrak etanol biji kebiul (Caesalpinia bonduc L (Roxb)) memiliki
potensi toksik terhadap larva Artemia salina Leach dengan
menggunkan metode Brine Shrimp Lethality test (BSLT) dan
berpotensi sebagai antikanker.

Hasil perhitungan nilai LCsy dari ekstrak etanol biji kebiul
(Caesalpinia bonduc L (Roxb)) dengan mengunakan Microsoft Office
Excel adalah 10,99 ppm dengan mengunakan Nilai Probit sebesar
3,183 ppm sedangkan dengan mengunkan SPSS data yang didapatkan

signifikan >0,05 sehingga diklasifikasikan memiliki efek toksik.

5.2.1 Bagi Akademik

Pada penelitian ektrak etanol biji kebiul (caesalpinia bonduc (L) roxb)

perlu dilakukan pengembangan lanjutan karna biji kebiul yang mempunyai

potensi sebagai antikanker.

5.2.2 Bagi Peneliti Lain

a. Mampu melakukan pengujian dengan menggunakan metode lain.
b. Mampu melakukan peningkatan konsentrasi agar dapat mengetahui
apakah etanol biji kebiul (Caesalpinia bonduc L (Roxb)),memiliki

senyawa antikanker
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c. Perlu membandingkan aktivitas antikanker ekstrak etanol biji kebiul
(Caesalpinia bonduc L (Roxb)) dengan obat antikanker lain
5.2.3 Bagi Masyarakat
Masyarakat bisa mengunakan biji kebiul sebagai obat kanker
dalam jangka panjang untuk mengurangi efek samping yang ditimbulkan
dari obat kanker secara kimia dengan menggunakan cara sederhana
dirumah seperti direbus. Namun perlu diketahui karena ini untuk

pemakaian sendiri maka perlu disesuaikan pada saat pembuatan.
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Lampiran 1. Skema Alur Penelitian

Pengumpulan Bahan

[ Pembuatan Ekstrak Biji kebiul

)

J

Ekstrak biji kebiul

v
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v

[ Pengolahan Data ]
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Gambar 9. Skema Alur Penelitian
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Lampiran 2. Skema Kerja Pembuatan Ekstrak biji kebiul (Caesalpinia bonduc
L (Roxb))

Pengumpulan |:> Sortasi Basa

Biji Kebiul
‘ L
Pemecahan <:| Pengeringan

Sortasi Kering :> Pengerlrégan Dengan
ven
Dilakukan Proses <:| Penghalusan Mengunakan
Maserasi Blender
Penguapan Di Waterbath :> Ektrak Kental

Gambar 10. Skema Kerja Pembuatan Ekstrak biji kebiul (Caesalpinia
bonduc L (Roxb))
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Lampiran 3. Skema Kerja pelaksanaan uji BSLT Ekstrak biji kebiul (Caesalpinia
bonduc L (Roxb))

100 mg telur larva di tambah 500 ml air laut

v

Penetasan Telur Larva Selama 2x24 Jam

pembuatan larutan uji konsentrasi 1,2,4,6,8,10 ppm

konsentrasi 1 ppm : 10 larva + 0,1 ml ektrak 1 ppm dicukupkan hingga 10ml
konsentrasi 2 ppm : 10 larva + 0,2 ml ektrak 2 ppm dicukupkan hingga 10mi
konsentrasi 4 ppm : 10 larva + 0,4ml ektrak 4 ppm dicukupkan hingga 10ml
konsentrasi 6 ppm : 10 larva + 0,6 ml ektrak 6 ppm dicukupkan hingga 10ml
konsentrasi 8 ppm : 10 larva + 0,8 ml ektrak 8 ppm dicukupkan hingga 10mi

konsentrasi 10 ppm : 10 larva + 1 ml ektrak 10 ppm dicukupkan hingga 10ml

Pengambilan larva secara acak

Di lakukan replikasi sebanyak 3 kali

Setelah 24 jam pemberian ekstrak, dilakukan perhitungan
jumlah larva yang mati

Menghitung persentase kematian larva
pada setiap konsentrasi

Menentukan LCsq

Gambar 11. Skema Kerja pelaksanaan uji BSLT Ekstrak biji kebiul
(Caesalpinia bonduc L (Roxb))
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Lampiran 4. Pehitungan pengenceran

a. Pembuatan larutan stok (I) 100 mg ekstrak biji kebiul / 0,1 Liter air
laut = 1000 ppm
b. Pembuatan larutan stok (11) 10 ml /0,1 L = 100 ppm

1) 1 PPM
V1.C1=V2.C2
V1.100 ml (stok 1) =10 ml. 1 pg/ml
Vi=0,1 pl

2) 2 PPM
Vi1.C1=V2.C2
V1.100 ml (stok I1) =10 ml. 2 pg/ml
Vi=0,2 ul

3) 4 PPM
V1.C1=V2.C2
V1.100 ml (stok I1) =10 ml . 4 pg/ml
Vi=04 ul

4) 6 PPM
Vi.Ci=V2.C2
V1.100 ml (stok I1) =10 ml . 6 pg/ml
Vi=0,6 ul

5) 8 PPM
V1.C1=V2.C2
V1.100 ml (stok I1) =10 ml. 8 pg/ml
V1=0,8ul

6) 10 PPM
Vi1.C1=V2a.C2
V1.100 ml (stok 11) =10ml. 10 pg/ml
Vi=1ml

Gambar 12. Pehitungan Pengenceran
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Lampiran 5. Perhitungan % Kematian larva udang (Artemia salina Leach)

jumlah total larva yang mati _ Rata — Rata

Rata — Rata = x 100%

tiga kali replikasi "~ Ylarva/vial

Ekstrak Etanol biji kebiul (Caesalpinia bonduc L Roxb))

1. Konsentrasi 1 ppm : 31—0 x 100% = 3,3 %
2. Konsentrasi 2 ppm : 33—0 x100% = 10 %
3. Konsentrasi 4 ppm : 35—0 x 100% = 16,6 %
4. Konsentrasi 6 ppm : 3’;0 x 100% = 30 %
5. Konsentrasi 8 ppm : % x 100% = 36,6 %

6. Konsentrasi 10 ppm: % x 100% = 53,3 %

Gambar 13. Perhitungan % Kematian larva udang (Artemia salina Leach)



Lampiran 6. Harga probit sesuai presentasenya

Persentase Probit

1 S SRR S SRl R R AR (R
0 267 295 312 325 336 345 352 359 3,66
0 372 37 382 387 392 39 401 405 408 412
0 416 419 423 426 429 433 436 439 4442 445
0 448 45 453 456 459 461 464 467 469 47
40 475 4T 48 4B 485 48T 49 492 495 497
50 5 503 505 508 51 513 515 518 52 523
60 525 528 531 533 536 539 541 54 547 S5S
0 552 535 538 561 564 567 571 574 571 58
80 584 588 592 595 599 604 608 613 618 62
9% 628 634 641 648 655 664 675 688 705 733
9 0 o 02 03 04 05 06 07 08 09

133 137 741 746 751 758 765 775 188 809

Sumber : Mursyidi, A. Statistik Farmasi Dan Biologi. Cetakan I. Jakarta: Ghalia

Indonesia, 1984.

Gambar 14. Harga Probit Sesuai Presentasenya
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Lampiran 7 . Pehitungan data Mengunakan Niai Probit dan Excel.

a. Perhitungan Secara Manual Mengunakan Niai Probit

Y=ax +b
Y =5,2855 x + 2,3416

5=5,2855x + 2,3416

_5-2,3416

=0,5029
5,2855

LCsp antilog X = 0,5029 = 3,183 ppm

b. Perhitungan Data Mengunakan Exsel

ANOWA,
df 53 M3 F Significance F | I
Regression 1 1,06745643 106743649 44,15283601  0,006336642
Residual 3 0,07246351 0,024154503
Total 4 1,13992
Coefficients  Standard Error tStat Palve Lower 95% Lipper 95% Lower 93,0%  Upper 95,0%

Intercept 3,047384312 0,212950022 1431267435 0,000739143  2,370182302 3,725386321 2,370182302  3,723586321

0 1,874111608 0,2819158 6647770735 0,006336642  0,976329713 2,771293503 0,976929713  2,771253303
Y =ax+bh.
a= 18741
b= 3,0478

5=1,8741x + 3,0478

_ 5-3,0478
1,8741

=1,041

LC50 Antilog X =1,041= 10,99 ppm

Gambar 15. Pehitungan data Mengunakan Niai Probit dan Excel.
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Lampiran 8. Perhitungan Dengan Mengunakan SPSS

a. Uji Normalitas
Tests of Normality

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk

Konsentrasi Statistic df Sig. Statistic df Sig.
Kematian 1 ppm 275 3 : 060 3 130

2 ppm 335 3 _ 050 3 367

4 ppm 315 3 : 150 3 430

6 ppm 383 3 . 250 3 356

8 ppm 315 3 _ 450 3 470

10 ppm ATS 3 . AT0 3 670

a. Lilliefors Significance Correction

b. Uji Homogenitas

Test of Homogeneity of Variances
Kematian
Levene Statistic df1 drz Sig.
540 5 12 074

c. Uji One Way Anova

ANOVA
Kematian
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 9333 5 1.867 2585 023
Within Groups 8.667 12 122
Total 18.000 17

Gambar 16. Perhitungan Dengan Mengunakan SPSS
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Lampiran 9. Alat Dan Bahan

Alkohol dan ektrak kebiul biji kebiul yang sudah
dipecahkan

3

Beker glass 1000ml Vial 10ml Gelas ukur 10ml

Akuarium Larva udang

Gambar 17. Alat dan Bahan



Lampiran 10. Proses Ekstraksi
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,'% £
Pengeringan dengan
oven

Penimbangan setelah di
oven

Penghalusan dengan

blender

Penimbngan setelah di
haluskan

Biji kebiul di masukan
dalam botol coklat

Hasil maserat

Penguapan di
waterbath

Jumlah ektrak biji kebiul

Gambar 18. Proses Ektraksi



Lampiran 11. Proses Pembuatan Larva Artemia Salina

Timbang Larva 120 Mg

Larut kn 500 ml Air Laut

———

Aguarium Bagian Gelap Dan

Terang

Gambar 19. Proses Pembuatan Larva Artemia Salina
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Lampiran 12. Proses uji bslt

Pembuatan larutan baku

£4)
Air laut sebelum
dimasukkan ke dalam vial

uji selama 1x24 jam

Pengambilan larva udang
sebelum dimasukkan
kedalam vial

Larva udang yang telah di | Menghitung larva yang mati
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Larutan uji yang
telah diencerkan

Memasukkan larva
udang kedalam vial

Gambar 20. Proses Uji Bslt



