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ABSTRAK

Ekstrak etanol daun sirsak dilaporkan memiliki efek imunomodulator,
antidiabetes, antinflamasi, menurunkan kadar asam urat dan Kolesterol.
Berdasarkan laporan ini, ekstrak etanol daun sirsak memiliki potensi untuk
dikembangkan menjadi obat herbal terstandar. Sebelum dipasarkan, perlu
dilakukan uji toksisitas untuk mengetahui keamanan ekstrak ini. Penelitian ini
bertujuan untuk mengetahui potensi toksisitas ekstrak etanol daun sirsak terhadap
ginjal mencit. Metode yang digunakan adalah metode Reed dan Muench, nilai
LDso dihitung dan diamati pengaruh ekstrak terhadap ginjal. Penelitian ini
menggunakan 50 ekor mencit yang terdiri dari 25 ekor jantan dan 25 ekor betina,
yang dibagi dalam 5 kelompok. Kelompok kontrol diberi natrium karboksimetil
selulosa (CMC-Na) 0,5% b/v dan kelompok perlakuan diberi ekstrak etanol daun

sirsak (EEDS) dengan dosis 500, 1000, 1500, 2000 mg/kg bb yang diberikan dalam
This awork s licensed under a Creative dosis tunggal secara oral pada hari pertama, selanjutnya dilakukan pengamatan
Commans Attribution-ShareAlike 4.0 gejala toksik, berat badan dan jumlah kematian selama 14 hari. Setelah 14 hari,
International. . . . . . R

http://doi.org/10.32734/idjpcr v6i2.13724 mencit yang masih hidup dikorbankan untuk dilakukan pemeriksaan berat organ

relatif, makropatologi dan histopatologi ginjal mencit. Mencit jantan dan betina
pada kelompok dosis 1500 dan 2000 mg/kg bb menunjukkan gejala toksik. Berat
organ relatif selama 14 hari tidak terdapat perbedaan yang signifikan antara
kelompok. Hasil makropatologi organ, tidak dijumpai perbedaan warna pada
semua kelompok. Pada pemeriksaan histopatologi dapat dilihat kerusakan ringan
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pada organ ginjal pada dosis 1500 dan 2000 mg/kg bb dan hasil LDsy adalah 1819
mg/kg bb yang menunjukkan kategori toksik ringan. Ekstrak etanol daun Sirsak
memiliki efek toksik ringan pada mencit.

Kata Kunci: Toksisitas akut, daun sirsak, histopatologi ginjal, LDso

1. Pendahuluan

Penggunaan bahan-bahan alami asal tumbuhan (herbal) untuk mengobati berbagai penyakit sebenarnya bukan
merupakan hal yang baru bagi masyarakat di Indonesia. Meskipun sempat tergeser oleh adanya modernisasi
di bidang kesehatan, tetapi pada kenyataannya obat-obatan herbal tak kalah ampuh untuk mengobati penyakit.
Obat-obatan herbal cenderung lebih aman karena tidak memberikan efek samping negatif yang terlalu besar
bagi tubuh. Obat-obatan herbal juga cenderung lebih murah. Tidak mengherankan bila tren obat-obatan herbal
kembali marak di kalangan masyarakat Indonesia [1].

Sirsak merupakan tanaman tahunan yang dapat tumbuh dan berbuah sepanjang tahun jika kondisi air
tanah terpenuhi selama pertumbuhannya. Tanaman ini berasal dari daerah tropis di Benua Amerika, yaitu
Hutan Amazon (Amerika Selatan), Karibia, dan Amerika Tengah. Tanaman sirsak memiliki hama spesies
Annona muricata L., merupakan salah satu tanaman dari kelas Dicotyledonae, keluarga Annonaceae, dan
genus Annona. Nama sirsak sendiri berasal dari bahasa Belanda yaitu Zuurzak yang berarti "kantong asam"
[2]. Hasil penelitian menunjukkan bahwa ekstrak etanol daun sirsak memiliki efek nefroprotektif [3-4],
imunomodulator [5], antidiabetes [6], antinflamasi [7], menurunkan kadar asam urat [8] dan kolesterol [9].
Kandungan senyawa kimia yang terkandung dalam daun sirsak diantaranya adalah alkaloid, flavonoid,
saponin, steroid, terpenoid, tanin dan polifenol [10].

Telah banyak dilakukan penelitian efek farmakologis dari daun sirsak [5-9], perlu dilakukan uji
toksisitas untuk mengetahu keamanan dari daun sirsak. Uji toksisitas akut adalah salah satu uji praklinik yang
penting untuk menentukan efek toksik suatu senyawa yang akan terjadi pada waktu yang singkat setelah
pemberiannya dalam takaran tertentu [11]. Prinsip uji toksisitas akut oral yaitu, sediaan uji dalam beberapa
tingkat dosis diberikan pada beberapa kelompok hewan uji dengan satu dosis per kelompok, kemudian
dilakukan pengamatan terhadap adanya efek toksik dan kematian [12]. Tujuan uji toksisitas akut adalah untuk
mendeteksi toksisitas intrinsik suatu zat, menentukan organ sasaran dan kepekaan spesies dan untuk
memperoleh nilai LDso suatu bahan/sediaan dan penentuan penggolongannya dalam pelabelan [12]. Tujuan
lain dilakukannya uji toksisitas akut yaitu untuk mengetahui hubungan antara dosis dengan timbulnya efek
seperti perubahan perilaku, koma, dan kematian, mengetahui gejala-gejala toksisitas akut sehingga bermanfaat
untuk membantu diagnosis adanya kasus keracunan dan untuk memenuhi persyaratan regulasi jika zat uji akan
dikembangkan menjadi obat [13].

Ginjal merupakan salah satu organ vital yang berfungsi sebagai pembentukan urin, mengatur
keseimbangan asam basa, mengatur produksi eritrosit, sintesis glukosa, mengatur keseimbangan air dan urin
dan keseimbangan elektrolit. Fungsi ginjal dapat menurun disebabkan karena salah satu faktor yaitu adanya penyakit
pada organ ini. Pada berbagai keadaan yang menghalangi fungsi ginjal maka akan menimbulkan gagal ginjal akut
maupun kronik [14].

Berdasarkan uraian diatas, ekstrak etanol memiliki berbagai efek farmakologis. Sebelum dipasarkan,
perlu dilakukan uji toksisitas untuk mengetahui keamanan ekstrak ini. Penelitian ini bertujuan untuk
mengetahui potensi toksisitas ekstrak etanol daun sirsak.

2. Metode

Penelitian ini menggunakan metode eksperimental dengan tahapan penelitian yaitu pengumpulan
tumbuhan, identifikasi tumbuhan, pembuatan simplisia, pembuatan ekstrak, pengujian efek toksisitas akut
secara oral terhadap mencit jantan dan betina, pengamatan gejala toksik, berat badan, berat organ relatif,
kematian mencit, penentuan LDsp menggunakan metode Reed dan Muench, pemeriksaan makropatologi dan
histopatologi organ ginjal mencit.
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2.1. Bahan

Bahan tumbuhan yang digunakan dalam penelitian ini adalah daun sirsak (Annona muricata L.). Bahan
kimia yang digunakan yaitu akuades (air suling), CMC-Na (Sodium Carbocymethyl Cellulose), formaldehid
37 %, NaH,PO., dan NaHPQO,. Bahan yang digunakan untuk pembuatan preparat histopatologi adalah larutan
hemotaksilin, larutan eosin, etanol 70%, etanol absolut, silol, parafin cair dan cairan perekat (DPX).

2.2 Hewan Penelitian

Hewan yang digunakan dalam penelitian ini adalah mencit (Mus musculus) betina dan jantan sebanyak
50 ekor yaitu 25 ekor jantan dan 25 ekor betina dengan berat badan 20-30 g. Mencit diaklimatisasi terlebih
dahulu selama 14 hari di dalam kandang, diberi makan pelet dan minum air suling.

2.3 Penyiapan Bahan Tumbuhan
2.3.1 Pengumpulan Bahan Tumbuhan

Pengumpulan bahan dilakukan secara purposif yaitu bahan tumbuhan diambil dari satu tempat saja
tanpa membandingkan dengan tumbuhan yang sama dari daerah lain. Sampel yang digunakan adalah daun
sirsak (Annona muricata L.) yang diperoleh dari Dusun 4, Desa Durin Tonggal, Kecamatan Pancur Batu,
Kabupaten Deli Serdang, Provinsi Sumatera Utara.

2.3.2 ldentifikasi Tumbuhan
Identifikasi tumbuhan daun sirsak dilakukan di Herbarium Medanese (MEDA), Fakultas Matematika
dan llmu Pengetahuan Alam, Universitas Sumatera Utara.

2.3.3 Pembuatan Simplisia

Helai daun sirsak ke 4 dan 5 disortir dan dipisahkan antara tangkai dan daunnya, dibersihkan dari
pengotor, dicuci bersih dengan air mengalir, ditiriskan lalu ditimbang beratnya sebagai berat basah, dirajang,
kemudian dikeringkan di dalam lemari pengering hingga kering dan rapuh (mudah dipatahkan), ditimbang
berat keringnya, selanjutnya simplisia kering diserbuk dengan blender dan disimpan dalam kantong plastik
kering, diberi etiket kemudian disimpan di tempat yang terlindung dari cahaya matahari langsung.

2.4. Pemeriksaan Karakterisasi Simplisia
2.4.1. Pemeriksaan makroskopik

Pemeriksaan makroskopik dilakukan dengan mengamati bentuk, ukuran, warna, bau dan rasa dari
daun sirsak segar dari simplisia.

2.4.2. Pemeriksaan mikroskopik

Pemeriksaan mikroskopik dilakukan terhadap serbuk simplisia daun sirsak. Serbuk simplisia
ditaburkan di atas kaca objek yang telah ditetesi dengan larutan kloralhidrat dan ditutup dengan kaca penutup,
kemudian diamati di bawah mikroskop.

2.4.3. Penetapan kadar air
Penetapan kadar air dilakukan dengan metode Azeotropi (destilasi toluen) [15].

2.4.4. Penetapan kadar sari larut dalam air

Sebanyak 5 g serbuk simplisia dikeringkan dimaserasi selama 24 jam dalam 100 mL campuran air dan
kloroform (2,5 mL kloroform dalam air sampai 1000 mL) dalam labu bersumbat sambil sesekali dikocok
selama 6 jam pertama, kemudian dibiarkan selama 18 jam. Disaring, sejumlah 20 mL filtrat diuapkan sampai
kering dalam cawan dangkal berdasar rata dan telah ditara, sisanya dipanaskan pada suhu 105°C sampai bobot
tetap. Kadar sari larut dalam air dihitung terhadap bahan yang telah dikeringkan di udara [16].

2.4.5. Penetapan kadar sari larut dalam etanol

Sebanyak 5 g serbuk simplisia yang telah dikeringkan dimaserasi selama 24 jam dalam 100 ml etanol
96% dalam labu bersumbat sambil dikocok sesekali selama 6 jam pertama, kemudian dibiarkan selama 18 jam.
Disaring, 20 mL filtrat diuapkan sampai kering dalam cawan berdasar rata yang telah ditara dan sisa filtrat
dipanaskan sampai kering pada suhu 105°C sampai bobot tetap. Kadar sari larut dalam etanol dihitung terhadap
bahan yang telah dikeringkan [16].
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2.4.6. Penetapan kadar abu total

Sebanyak 2 g serbuk simplisia yang telah digerus dan ditimbang seksama dimasukkan dalam kurs
porselin yang telah dipijar dan ditara, kemudian diratakan kurs dipijar perlahan, kemudiaan naikkan suhu
bertahap hingga 600°C sampai arang habis, jika arang masih tidak dapat dihilangkan, ditambahkan air panas,
saring melalui kertas saring bebas abu. Pijarkan sisa dan kertas saring dalam kurs yang sama. Masukkan filtrat
ke dalam kurs, uapkan, pijarkan hingga bobot tetap, timbang. Kadar abu dihitung terhadap bahan yang telah
dikeringkan [16].

2.4.7. Penetapan kadar abu yang tidak larut dalam asam

Abu yang diperoleh dalam penetapan kadar abu total dididihkan dalam 25 ml asam klorida 2 N selama
5 menit, bagian yang tidak larut dalam asam dikumpulkan, disaring melalui kertas saring bebas abu dan dicuci
dengan air panas, dipijarkan kemudian didinginkan dan ditimbang sampai bobot tetap. Kadar abu yang tidak
larut dalam asam dihitung terhadap bahan yang telah dikeringkan [16].

2.5. Skrining Fitokimia
Skrining fitokimia dari serbuk simplisia meliputi pemeriksaan golongan senyawa alkaloida, glikosida,
antrakuinon glikosida, flavanoida, saponin, dan steroida/triterpenoida [16].

2.6. Penyiapan ekstrak etanol daun sirsak

Sebanyak 900 g serbuk simplisia daun sirsak dimasukkan ke wadah kaca berwarna gelap, kemudian
dituangi dengan etanol 96% sebanyak 6750 mL. Ditutup dan dibiarkan selama 5 hari dari terlindung cahaya
sambil sering diaduk, diserkai dan diperas. Ampas dicuci dengan etanol 96% dipindahkan ke dalam bejana
tertutup, dibiarkan di tempat sejuk, terlindung dari cahaya selama 2 hari, selanjutnya disaring. Maserat etanol
yang diperoleh diuapkan dengan menggunakan rotary evaporator pada temperatur + 40 °C sampai diperoleh
ekstrak kental kemudian dipekatkan dengan pemanasan di penangas air pada temperatur + 40 °C.

2.7. Pengujian Efek Toksik

Pengujian efek toksisitas meliputi pembuatan EEDS, pengujian toksisitas akut meliputi gejala-gejala
klinis, kematian hewan, LDs, penimbangan berat badan, makropatologi dan histopatologi. Rekomendasi
persetujuan etik penelitian diperoleh dari Komite Etik Penelitian Hewan FMIPA USU dengan nomor
00233/KEPH-FMIPA/2022.

2.8. Uji toksisitas akut
Penelitian ini dilakukan berdasarkan metode Reed and Muench [15]. Hewan uji yaitu mencit (Mus

musculus) jantan dan betina sebanyak 50 ekor dengan bobot 20-30 g. Mencit dibagi dalam 5 kelompok, tiap
kelompok terdiri dari 10 ekor mencit yaitu mencit jantan dan 5 ekor mencit betina dan 5 ekor mencit jantan.
Kelompok 1 sebagai kontrol, 2-5 sebagai kelompok perlakuan. Pembagian kelompok sebagai berikut:

Kelompok 1: Kontrol, diberi larutan suspensi CMC-Na 0,5% b/v

Kelompok 2: Perlakuan, diberi ekstrak etanol daun sirsak dosis 500 mg/kg bb

Kelompok 3: Perlakuan, diberi ekstrak etanol daun sirsak dosis 1000 mg/kg bb

Kelompok 4: Perlakuan, diberi ekstrak etanol daun sirsak dosis 1500 mg/kg bb

Kelompok 5: Perlakuan, diberi ekstrak etanol daun sirsak dosis 2000 mg/kg bb

2.9. Pengamatan
Penimbangan mencit dilakukan pada hari ke-0, kemudian pada hari ke-1 diberi sediaan uji secara oral
dan dilakukan pengamatan selama 14 hari [18].

2.9.1. Gejala Toksik
Pengamatan dilakukan setiap hari, setelah pemberian diamati adanya kejang, salivasi, diare, lemas,
tidur dan koma [19].

2.9.2. Pengamatan Berat Badan

Mencit ditimbang setiap hari selama 14 hari untuk melihat adanya pengaruh EEDS terhadap berat
badan mencit. Perubahan berat badan mencit dianalisis seminggu sekali. Pada akhir penelitian, hewan yang
masih bertahan hidup ditimbang dan kemudian dikorbankan dengan cara dislokasi leher.



Indonesian Journal of Pharmaceutical and Clinical Research Vol.06, No.02 (2023) 034-046 38

2.9.3. Pengamatan Kematian Hewan

Mencit diamati kematiannya dari hari pertama sampai hari terakhir. Mencit yang mati setelah
pemberian suspensi sediaan segera mungkin di bedah pada bagian perut secara melintang dan diambil organ
ginjal. Hewan uji yang masih hidup sampai akhir terakhir, dikorbankan secara fisik dengan dislokasi leher,
selanjutnya dibedah, ditimbang dan diambil organnya.

2.9.4. Penentuan LDsp
Penentuan LDsg dilakukan dengan metode Reed dan Muench [17]. Persamaan untuk mendapatkan

LDsp yaitu :

h= 50—a

b—-a

i=log % g= hxi,y=g +log s, LDso= anti log y

Dimana:

h: Ukuran jarak

a: Presentase kematian yang lebih kecil dan paling dekat dari 50%

b: Presentase kematian yang lebih besar dan paling dekat dari 50%

i: Kenaikan dosis

k: Dosis yang menyebabkan kematian yang lebih besar dan paling dekat dari 50%

s: Dosis yang menyebabkan kematian yang lebih kecil dan paling besar dari 50%

g: Hasil perkalian antara kematian dosis dengan ukuran jarak

y: Hasil penambahan antara g dan log s

2.9.5. Pengamatan Berat Organ Relatif

Organ ginjal dicuci dengan natrium klorida, dikeringkan terlebih dahulu dengan kertas penyerap dan
ditimbang. Hasil yang dianalisis adalah berat organ relatif, yaitu berat organ dibagi berat badan.

2.9.6. Makropatologi Organ

Organ ginjal yang diamati secara visual yaitu mengamati warna, permukaan, bentuk, konsistensi
organ. Perubahan warna menjadi salah satu parameter terjadinya efek toksik yang bertujuan mendapatkan
informasi mengenai toksisitas zat uji yang berkaitan dengan organ sasaran dan efek terhadap organ tersebut
[20].

2.9.7. Histopatologi Organ

Organ ginjal dicuci dengan natrium klorida, ditimbang dan dimasukkan kedalam pot berisi formalin
10%. Organ-organ tersebut dikirim untuk diobservasi di bagian histopatologi kedokteran Universitas Sumatera
Utara, untuk pembuatan preparat histopatologi dilakukan di Laboratorium Patologi Anatomi Rumah Sakit
Vina Estetica, Medan, Sumatera Utara. Dilakukan pengamatan preparat histopatologi dengan menggunakan
mikroskop untuk melihat adanya perubahan atau kerusakan struktur histopatologi ginjal.

2.9.8. Analisis Data

Pengamatan berat badan dan organ relatif dianalisis dengan menggunakan uji normalitas, jika normal
dilanjutkan dengan Two Way Analysis of Variance (ANOVA) dan dilanjutkan dengan uji Post Hoc Tukey
menggunakan program Statistic Product and Service Solutions (SPSS).

3. Hasil dan Pembahasan
3.1. Hasil Identifikasi Tumbuhan

Identifikasi tumbuhan yang dilakukan oleh Herbarium Medanense (MEDA), Universitas Sumatera
Utara Medan menunjukkan bahwa tumbuhan yang diteliti adalah tumbuhan daun sirsak (Annona muricata L.)
suku Annonaceae.

3.2. Hasil Pemeriksaan Karakteristik Simplisia
3.2.1. Hasil pemeriksaan makroskopik simplisia

Hasil pemeriksaan makroskopik simplisia daun sirsak menunjukkan simplisia berwarna hijau tua,
bertekstur keras, sedikit berbau, tidak berasa dan bentuk daun bulat memanjang.
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3.2.2. Hasil pemeriksaan mikroskopik serbuk simplisia

Hasil pemeriksaan mikroskopik serbuk simplisia daun sirsak yaitu adanya epidermis atas, rambut penutup,
stomata tipe anomositik, pembuluh kayu dengan penebalan tangga. Hasil pemeriksaan mikroskopik serbuk
simplisia daun sirsak dapat dilihat pada Gambar 1.

r

L 4

v a‘

C
Gambar 1. Mikroskopik serbuk simplisia daun sirsak (Annona muricata L.). (a) Epidermis atas, (b)
Stomata tipe anomositik, () Rambut penutup, (d) Pembuluh kayu dengan penebalan tangga.

3.2.3. Hasil pemeriksaan karakteristik serbuk simplisia

Standarisasi suatu simplisia dan ekstrak adalah pemenuhan terhadap persyaratan sebagai bahan obat
dan menjadi penetapan nilai untuk berbagai parameter produk [21]. Hasil pemeriksaan karakteristik serbuk
simplisia daun sirsak dapat dilihat pada Tabel 1.

Tabel 1. Hasil pemeriksaan karakteristik simplisia daun sirsak

No. Karakteristik simplisia Hasil
1 Kadar air 7,95%
2 Kadar sari larut dalam air 24,24%
3 Kadar sari larut dalam etanol 24,03%
4 Kadar abu total 6,43%
5 Kadar abu tidak larut dalam asam 0,89%

Kadar air simplisia daun sirsak yang diperoleh dalam penelitian ini adalah 7,95%, hal ini sesuai dengan standar
kadar air simplisia secara umum dengan syarat yaitu tidak lebih dari 10% [16]. Pemeriksaan kadar air
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dilakukan untuk mengetahui kandungan air dalam simplisia, khusushya yang mudah mengabsorpsi air dan
membusuk akibat kadar air yang tinggi. Kadar air yang tinggi akan meningkatkan pertumbuhan bakteri dan
jamur [15].

Kadar sari larut air simplisia diperoleh 24,24% dan kadar sari larut etanol sebesar 24,03%. Hal ini
menunjukkan bahwa jumlah senyawa polar yang terdapat dalam air lebih besar daripada jumlah senyawa
kurang polar (semi polar maupun non polar) yang dapat terlarut dalam etanol.

Kadar abu total simplisia daun sirsak yang diperoleh dalam penelitian ini adalah 6,43% dan kadar abu
tidak larut dalam asam sebesar 0,89%. Penetapan kadar abu total dilakukan dengan tujuan memberikan
gambaran kandungan mineral internal dan eksternal yang berasal dari proses awal sampai terbentuknya
simplisia. Kadar abu total berkaitan dengan mineral baik senyawa organik maupun anorganik, sedangkan abu
tidak larut dalam asam bertujuan untuk mengetahui jumlah abu yang diperoleh dari faktor eksternal, bersumber
dari pengotor yang berasal dari pasir atau tanah silikat [22]. Monografi dari simplisia daun sirsak tidak
ditemukan di buku Materia Medika Indonesia (MMI), sehingga tidak ada acuan untuk menentukan parameter
karakteristik simplisia tersebut.

3.3. Hasil Skrining Fitokimia Simplisia

Skrining fitokimia yang dilakukan terhadap serbuk simplisia daun sirsak bertujuan untuk mendapatkan
informasi golongan senyawa metabolit sekunder yang terdapat di dalamnya. Hasil skrining fitokimia serbuk
simplisia dapat dilihat pada Tabel 2.

Tabel 2. Hasil skrining fitokimia serbuk simplisia daun sirsak

No Golongan senyawa Hasil
' g y Serbuk simplisia

1 Alkaloida +

2 Glikosida +

3 Saponin +

4 Tanin

5 Flavonoida

6 Steroid/triterpenoid

Keterangan: ( +) positif: mengandung golongan senyawa
(- ) negatif: tidak mengandung golongan senyawa

Tabel 2 menunjukkan bahwa serbuk simplisia daun sirsak memiliki kandungan senyawa kimia alkaloida,
glikosida, flavanoid, saponin, tanin dan steroid/triterpenoid. Hasil uji fitokimia ekstrak etanol daun sirsak dengan
metode Kromatografi Lapis Tipis (KLT) menunjukkan adanya kandungan senyawa-senyawa metabolit sekunder
berupa saponin, terpenoid, steroid, flavonoid, tanin dan alkaloid [23].

3.4. Ekstraksi Daun Sirsak
Ekstraksi daun sirsak dilakukan dengan metode maserasi menggunakan pelarut etanol 96%. Dari
900 g serbuk simplisia yang diekstrak diperoleh ekstrak etanol 150 g (randemen 16%).

3.5. Pengujian Toksisitas Akut
3.5.1. Hasil Pengamatan Gejala Toksik
Hasil pengamatan gejala toksik dapat dilihat pada Tabel 3.
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Tabel 3. Hasil pengamatan gejala toksik

No. Dosis kgg:ﬁﬂ Lemas Tremor Salivasi Urinasi Diare
1 K Jantan - - - + -
Betina - - - + -
2 P1 Jantan - - - + -
Betina - - - + -
3 P2 Jantan - - - + -
Betina - - - + -
4 P3 Jantan + + - + +
Betina + + - + +
5 P4 Jantan + + - + +
Betina + + - + +

Keterangan: K= kontrol CMC-Na 0,5%; P1= dosis 500 mg/kg bb; P2= dosis 1000 mg/kg bb; P3= dosis 1500
mg/kg bb; P4= dosis 2000 mg/kg bb; (-) = tidak menunjukkan gejala toksik; (+) = menunjukkan
gejala toksik

Tabel 3 menunjukkan bahwa setelah pemberian EEDS pada mencit tidak ditemukan gejala toksik pada
kelompok kontrol CMC-Na 0,5%, EEDS dosis 500 dan 1000 mg/kg bb. Pada dosis 1500 dan 2000 mg/kg bb
ditemukan gejala Klinis yaitu lemas, tremor, urinasi dan diare baik pada mencit jantan dan betina. Hal tersebut
menunjukkan adanya hubungan antara dosis efek toksik, dimana makin besar dosis yang diberikan maka makin
besar pula efek toksik yang timbul [20].

3.5.2. Hasil Pengamatan Kematian Hewan
Hasil pengamatan kematian hewan selama 14 hari dapat dilihat pada Tabel 4.

Tabel 4. Hasil pengamatan kematian mencit selama 14 hari

Kelompok Jumlah awal mencit (ekor) Jumlah mencit yang Jumlah mencit yang
mati (ekor) hidup (ekor)
Jantan Betina Jantan Betina Jantan Betina
K 5 5 0 0 5 5
P1 5 5 0 0 5 5
P2 5 5 0 0 5 5
P3 5 5 1 2 4 3
P4 5 5 2 3 3 2

Keterangan: K= kontrol CMC-Na 0,5%; P1= dosis 500 mg/kg bb; P2= dosis 1000 mg/kg bb; P3= dosis 1500
mg/kg bb; P4= dosis 2000 mg/kg bb

Tabel 4 menunjukkan bahwa setelah pemberian EEDS pada kelompok kontrol, dosis 500 dan 1000
mg/kg bb tidak terdapat mencit yang mati, sedangkan pada dosis 1500 mg/kg bb terdapat 3 ekor mencit yang
mati dan pada dosis 2000 mg/kg bb terdapat 5 ekor mencit yang mati. Kematian pada mencit betina lebih banyak
daripada mencit jantan. Perbedaan ketoksikan dapat terjadi karena hewan betina dengan hewan jantan
mempunyai sistem hormonal yang berbeda. Hormon yang diproduksi oleh kelenjar endokrin mempengaruhi
secara langsung perbedaan dari ketoksikan [24].

3.5.3. Nilai LDsp

Daya toksisitas suatu bahan biasanya dihitung dari nilai LDso. Dosis tersebut adalah konsentrasi suatu
bahan yang dapat menyebabkan kematian sampai 50% dari jumlah hewan yang diuji. Nilai LDso digunakan untuk
mengelompokkan dosis toksik dari suatu bahan biasanya bervariasi untuk setiap spesies, sehingga L Dso tersebut
merupakan perkiraan [25]. Asumsi yang dipakai bahwa kematian seekor hewan akibat dosis tertentu akan
mengalami kematian juga oleh dosis yang lebih besar dan hewan bertahan hidup pada dosis tertentu juga akan
tetap bertahan hidup pada dosis yang lebih rendah [20].

Hasil perhitungan berdasarkan metode Reed and Muench. Hasil perhitungan nilai LDs, pada mencit yang
didapat adalah sebesar 1819 mg/kg bb. Menurut BPOM RI (2014) termasuk didalam kategori toksisitas ringan
sebab nilai LDso diantara 500-5000 mg/kg bb [26].
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3.5.4. Hasil Pengamatan Berat Badan

Pengamatan berat badan dilakukan untuk mengetahui perubahan berat badan mencit yang merupakan
salah satu parameter efek toksik selain jumlah kematian dan berat organ. Penimbangan berat badan dilakukan
setiap hari selama 14 hari, kemudian data berat badan dirata-ratakan setiap minggu untuk analisis secara
statistik [19]. Hasil pengamatan berat badan dapat dilihat pada Tabel 5 yang menunjukkan bahwa tidak
terdapat perbedaan yang signifikan pada rata-rata berat badan minggu | dan Il baik mencit jantan dan betina
antara kelompok kontrol dengan perlakuan yang ditunjukkan nilai p>0,05. Dengan demikian dapat dilihat bahwa
pemberian ekstrak etanol daun sirsak tidak berpengaruh terhadap berat badan pada mencit jantan maupun betina.

Parameter yang merupakan indikator sensitif untuk mengetahui toksisitas yaitu gejala klinis dan berat badan.
Hewan uji diamati setiap hari untuk gejala klinis dan berat badan diukur secara berkala [27]. Dilakukan pengamatan
terhadap berat badan untuk mengetahui perubahan berat badan mencit yang merupakan salah satu parameter dan efek
toksik [19].

Tabel 5. Berat badan mencit

Rata-rata berat badan mencit (g) £ SD

Mingg Jenis
uke- kelamin K P1 D P2 D p3 D P4 p
o 2088 2658 26,95 %676
Jantan  F & osal + 0120 + 096  + 066
| : 043 037 012 040
2704 2650 26,48 27.06 2650+
Betina + + 0152 + 0020 + o o 01
040 037 037 011 ’
2712 2710 26,96 27;32 2716
Jantan + + 05% + - 0,742 + 09A
| 034 033 o51 % 03 020
2718 2678 26,84 2736 26,95
Betina + + 014 + + + 06A
035 033 018 002 595 0838

Keterangan: K= kontrol CMC-Na 0,5%; P1= dosis 500 mg/kg bb; P2= dosis 1000 mg/kg bb; P3= dosis 1500 mg/kg
bb; P4= dosis 2000 mg/kg bb; SD= standar deviasi; p= angka kebermaknaan

3.5.5. Pengamatan Berat Organ Relatif

Pengamatan gejala toksik dilakukan selama 14 hari. Hasil pengamatan menunjukkan bahwa tedapat 8
ekor mencit yang mati. Jika selama 14 hari tidak ada mencit yang mati maka semua mencit yang masih hidup
dibedah lalu diambil organ ginjalnya untuk dilakukan pemeriksaan berat organ relatif, makropatologi dan
histopatologi. Hasil pemeriksaan berat organ relatif ginjal mencit yang didata pada akhir perlakuan dapat
dilihat pada Tabel 6.

Tabel 6. Berat organ relatif mencit

Rata-rata berat organ relatif £ SD

Qgan K
K P1 P p2 p P3 p P4 p

0,70 0,72 059 066 0,72 072
J + + ’2 + 0117 + 1000 + 1000

0047 0034 009 0,065 0025

Ginjal kiri
066 067 0,74 072
07 * ’ 0,15 ’ ’ ’

B 0049 + 3 + 0118 + 0919 + 0846

0060

0,013

0017
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71 068 073 07
3 0’8%351 N 0'050 N A 096 t 0965
i 0029 0076 0,047 0063
kanan
o+ OB o0& 075 075
8 8 N ; - o7 + 0520
! 0066 0062 0,055 0016

Keterangan: K= kontrol CMC-Na 0,5%; P1= dosis 500 mg/kg bb; P2= dosis 1000 mg/kg bb; P3= dosis 1500 mg/kg
bb; P4= dosis 2000 mg/kg bb; SD= standar deviasi; p= angka kebermaknaan; JK= Jenis Kelamin; J=
Jantan; B= Betina

Hasil uji statistik pada Tabel 6 menunjukkan bahwa tidak terdapat perbedaan yang signifikan pada berat
organ relatif baik mencit jantan dan betina antara kelompok kontrol dengan perlakuan yang ditunjukkan nilai p>0,05.
Dengan demikian dapat dilihat bahwa pemberian ekstrak etanol daun sirsak tidak berpengaruh terhadap berat organ
pada mencit jantan maupun betina. Berat organ relatif ginjal normal berkisaran antara 0,479 - 1,139 [28].

3.5.6. Pemeriksaan Makropatologi Organ
Pemeriksaan makropatologi organ dilakukan dengan mengamati warna, bentuk permukaan dan konsistensi
organ ginjal mencit jantan dan betina. Hasil pemeriksaan makropatologi organ dapat dilihat pada Tabel 7.

Tabel 7 Hasil pemeriksaan makropatologi organ ginjal mencit

Jenis Pengamatan
Kelompok kelami
elamin Warna Permukaan  Konsistensi
Jantan Merah kecoklatan Licin Kenyal
- 0,
Kontrol Na-CMC 0,5% biv Betina Merah kecoklatan Licin Kenyal
. Jantan Merah kecoklatan Licin Kenyal
EEDS Dosis 500 mg/kg bb Betina Merah kecoklatan Licin Kenyal
. Jantan Merah kecoklatan Licin Kenyal
EEDS Dosis 1000 mg/kg bb Betina Merah kecoklatan Licin Kenyal
. Jantan Merah kecoklatan Licin Kenyal
EEDS Dosis 1500 mg/kg bb Betina Merah kecoklatan Licin Kenyal
. Jantan Merah kecoklatan Licin Kenyal
EEDS Dosis 2000 mg/kg bb Betina Merah kecoklatan Licin Kenyal

Tabel 7 menunjukkan bahwa makropatologi organ ginjal mencit jantan maupun betina dari semua
kelompok, baik kelompok kontrol maupun perlakuan masih dalam keadaan normal yaitu berwarna merah
kecoklatan, permukaannya licin dan konsistensinya kenyal. Kriteria normal pada organ yaitu bila tidak
ditemukan perubahan warna, perubahan tekstur permukaan dan perubahan konsistensi [29]. Adanya perubahan
warna organ menjadi salah satu parameter suatu efek toksik pada organ. Umumnya toksikan hanya
mempengaruhi satu atau beberapa organ. Hal ini dapat disebabkan lebih pekanya suatu organ, atau lebih
tingginya kadar kimia dan metabolitnya di organ [20].

3.5.7. Pemeriksaan Histopatologi Organ

Pengamatan histopatologi dilakukan pada akhir masa uji, yaitu pada hari ke-15. Mencit yang masih
hidup dibedah untuk diambil organ vitalnya yaitu ginjal. Melalui pengamatan histopatologi ini dapat dilihat
kerusakan organ pada tingkat seluler yang tidak terlihat secara makroskopik Gambar 2.
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Gambar 2. Hasil pemeriksaan histopatologi organ ginjal EEDS mencit jantan dan betina. (a) CMC-Na 0,5%
jantan, (b) CMC-Na 0,5% betina, (c) EEDS Dosis 500 mg/kg bb jantan, (d) EEDS Dosis 500 mg/kg bb betina,
(e) EEDS Dosis 1000 mg/kg bb jantan, (f) EEDS Dosis 1000 mg/kg bb betina, (g) EEDS Dosis 1500 mg/kg
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bb jantan, (h) EEDS Dosis 1500 mg/kg bb betina, (i) EEDS Dosis 2000 mg/kg bb jantan, (j) EEDS Dosis 2000
mg/kg bb betina. 1 = glomerulus normal, 2 = pembesaran glomerulus, 3 = degenerasi hidrofik.

Berdasarkan hasil pemeriksaan histopatologi organ ginjal mencit pada Gambar 2 dapat dilihat bahwa organ
ginjal mencit kelompok kontrol, dosis 500 mg/kg bb, dan dosis 1000 mg/kg bb baik jantan maupun betina masih
mempunyai gambaran histopatologi yang normal yang ditunjukkan dengan adanya glomerulus yang masih utuh
dengan sitoplasma yang berwarna ungu dan sel yang masih utuh.

Kelompok dosis 1500 mg/kg bb dan 2000 mg/kg bb baik jantan maupun betina mengalami kerusakan
yang ditunjukkan dengan adanya glomerulus yang membesar dengan sitoplasma yang berwarna ungu yang
sudah mulai pudar karena terjadi degenerasi hidropik. Hasil dari pengamatan pada semua kelompok menunju

kkan bahwa persen degenerasi hidrofik dan pembesaran glomerulus meningkat seiring dengan
meningkatnya dosis pemberian ekstrak. Degenerasi hidrofik merupakan peristiwa meningkatnya kadar air di
intraseluler yang menyebabkan sitoplasma dan organel-organel membengkak dan membentuk vakuola-vakuola.
Rusaknya permeabilitas membran sel menyebabkan terhambatnya aliran Na*® keluar dari sel sehingga
menyebabkan ion-ion dan air masuk secara berlebihan ke dalam sel. Degenerasi hidropik merupakan respon awal
sel terhadap bahan-bahan yang bersifat toksik, serta merupakan proses awal dari kematian sel [30]. Kadar Na*
intrasel diatur oleh pompa Na* yang memerlukan ATP, jika ATP berkurang maka akan mengakibatkan masuknya
Na* ke intrasel melebihi jumlah normalnya [13]. Kerusakan sel secara terus-menerus akan mencapai suatu titik
sehingga terjadi kematian sel [12]. Paparan zat toksik pada sel apabila cukup lama, maka sel tidak dapat lagi
mengompensasi dan tidak dapat melanjutkan metabolisme [31].

4. Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian ini, ekstrak etanol daun sirsak dosis 500 dan 1000 mg/kg bb tidak
menimbulkan efek toksik. Dosis yang lebih tinggi yaitu 1500 dan dosis 2000 mg/kg bb menimbulkan gejala
toksik berupa lemas, tremor, salivasi, urinasi dan diare pada mencit jantan dan betina dan termasuk kategori
toksik ringan dengan nilai LDso pada mencit 1819 mg/kg bb. Ekstrak etanol daun sirsak tidak berpengaruh
terhadap berat badan mencit jantan dan betina. Selanjutnya, ekstrak etanol daun sirsak dosis 1500 dan 2000
mg/kg bb menyebabkan degenerasi hidrofik dan pembesaran glomerulus.
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