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Abstrak : Benalu teh (Loranthus sp) merupakan salah satu tanaman obat tradisional di Indonesia
yang telah digunakan sebagai antikanker. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui potensi
toksisitas pada partisi n-heksan dan partisi metanol dari ekstrak benalu teh dengan metode Brine
Shrimp Lethality Test (BSLT). Digunakan 10 larva Artemia salina Leach berumur 48 jam pada
masing-masing kelompok uji, yang dibagi dalam 5 kelompok dengan 3 kali replikasi. Bahan uji
adalah ekstrak benalu teh dengan konsentrasi 2, 4, 6, 10 dan 12 pg/mL. Partisi n-heksan 2, 4, 6, 10
dan 12 pg/mL dan partisi metanol 2, 6, 12,15 dan 20 pug/mL. Data diperoleh dari menghitung
jumlah larva yang mati 24 jam setelah perlakuan. Dilakukan analisis probit untuk memperoleh
data LCso (Lethal Concentration 50%). Hasil menunjukkan bahwa partisi metanol memiliki
toksisitas tertinggi dengan nilai LCso sebesar 3,8 pg/mL. Sedangkan pada ekstrak nilai LCso
sebesar 7,9 pg/mL dan pada partisi n-heksan sebesar 4,7 pg/mL. Golongan senyawa yang
berpotensi sebagai antikanker adalah flavonoid.

Kata kunci : Benalu teh, Ekstrak, Partisi, Larva udang, LCso.

PENDAHULUAN tumbuhan inang untuk kelangsungan

Benalu merupakan tumbuhan yang hidupnya. Tanaman benalu teh (Loranthus

merugikan yakni sekelompok tumbuhan sp) secara empirik dapat digunakan untuk

parasit obligat yang hidup dan tumbuh pada
batang (dahan) pohon tumbuhan lain, tetapi
di sisi lain tumbuban ini juga dapat
memberikan manfaat bagi manusia. Benalu
teh adalah tumbuhan yang hidupnya
menumpang pada tumbuhan teh (Thea

sinensis L) dan menghisap makanan dari

mengobati kanker (Ulumi, 2013).

Masih sedikitnya penelitian tentang
tanaman benalu teh maka dari itu penliti ingin
mengetahui efek toksisitasnya. Salah satu uji
pendahuluan yang dapat dilakukan adalah
dengan metode Brine Shrimp Lethality Test

(BSLT) dengan menggunakan larva udang
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laut Artemia Salina Leach. Metode ini
merupakan penapisan awal dalam upaya
pencarian senyawa anti kanker karena hasil
dari uji toksisitasnya memiliki korelasi
positif dengan aktivitas sitotoksik antikanker.
Artemia secara luas telah digunakan untuk
pengujian aktivitas farmakologi ekstrak suatu
tanaman. Artemia juga merupakan hewan uji
yang digunakan untuk praskrining aktivitas
antikanker di National Cancer Institude
(NCI), Amerika Serikat. Uji BSLT dengan
hewan uji artemia dapat digunakan untuk
skrining awal terhadap senyawa-senyawa
yang diduga berkhasiat sebagai antikanker
karena uji ini mempunyai kolerasi yang
positif dengan potensinya sebagai antikanker
maupun fisiologis aktif tertentu (Wongkar,
dkk., 2015).

Berdasarkan hasil penelitian yang
dilakukan oleh Padli (2010) disebutkan
bahwa ekstrak metanol benalu teh berpotensi
sebagai antikanker, dimana senyawa aktif

yang memiliki  bioaktivitas  sebagai
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antikanker merupakan senyawa metabolit
sekunder. Sementara itu, senyawa metabolit
sekunder memiliki kepolaran yang berbeda-
beda. Oleh sebab itu, untuk memperoleh
senyawa metabolit sekunder yang lebih
spesifik dilakukan proses partisi untuk
mengambil senyawa metabolit sekundernya.
Variasi pelarut yang berbeda kepolaran akan
mengefektifkan pemisahan senyawa
metabolit sekunder dan menghasilkan
senyawa metabolit sekunder yang lebih
spesifik.

Dari uraian diatas, pada penelitian ini
akan dilakukan uji toksisitas partisi n-heksan
dan metanol herba benalu teh dengan metode
BSLT. Hasil penelitian ini dalam jangka
panjang diharapkan dapat menjadi landasan
ilmiah dan kajian pendahuluan pemanfaatan
bahan ekstrak benalu teh untuk obat herbal

dan fitofarmaka yang berguna pada masa

yang akan datang.
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METODE PENELITIAN

1. Alat dan Bahan

Alat-alat yang digunakan dalam
penelitian ini antara lain timbangan
analitik (OHAUS), pisau, blender, toples
maserasi, batang pengaduk, kaca arloji,
cawan penguap, alat rotary evaporator
(HEIDOLPH), kain flanel, kertas saring,
alumunium foil, statif, corong Kkaca,
erlenmeyer, beaker glass, gelas ukur,
corong pisah, labu ukur, oven, alat vortex,
sudip, pot salep, pipet tetes, mikro pipet,
pipet volume, tabung reaksi, rak tabung
reaksi, wadah penetasan, aerator, lampu
penetasan, inkubator, lampu UV dan
seperangkat alat KLT.

Bahan-bahan yang digunakan dalam
penelitian ini antara lain benalu teh, larva
udang (Artemia Salina Leach), metanol, n-
heksan, etanol 96%, kloroform, DMSO, asam
galat, quersetin, piperin, gelatin, serbuk Mg,
natrium karbonat, asam klorida, pereaksi

Meyer, pereaksi Dragendorf, FeCls, pereaksi
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Folin-Ciocalteu, ragi roti, garam dan
aquadest.

2. Prosedur Kerja

a. Ekstraksi

Serbuk simplisia herba benalu teh
ditimbang sebanyak 1,4 kg dimasukkan
ke dalam bejana maserasi dan ditambah
7 L etanol 96% sampai terendam
sempurna dan  dicampur hingga
homogen. Campuran dimaserasi pada
suhu ruang selama 5 hari dan dilakukan
pengadukan satu kali 1 jam per hari.
Maserat disaring dengan menggunakan
kain flanel melalui corong sehingga
menghasilkan filtrat (filtrat 1), lalu
ampas kembali dimaserasi dengan
ditambah 4 L etanol 96% selama 3 hari,
hingga filtrat hampir tidak berwarna dan
didapat filtrat 2, selanjutnya hasil dari
filtrat 1 dan filtrat 2 dijadikan satu dan
diuapkan pelarutnya dengan

menggunakan vakum rotary evaporator
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pada suhu 50°C sampai diperoleh
ekstrak kental.
. Partisi Ekstrak

Ekstrak pekat herba benalu teh
sebanyak 10 gram kemudian di partisi
dengan pelarut n-heksan dan metanol.
Sampel dimasukkan kedalam corong
pisah kemudian ditambahkan 50 mL
pelarut n-heksana kemudian dikocok
dan didiamkan selama 24 jam.
Kemudian disaring dan lapisan n-
heksan ditampung pada wadah yang
telah  ditara.  Kemudian  residu
ditambahkan 50 mL pelarut metanol
kemudian dikocok dan didiamkan
selama 24 jam. Kemudian disaring dan
lapisan metanol ditampung pada wadah
yang telah ditara. Kemudian diuapkan
dengan penangas air.
. Uji Kromatografi Lapis Tipis (KLT)

Identifikasi KLT dilakukan dengan
menggunakan plat silika G60 F254)

(Merck) Noda-noda pada permukaan
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plat diperiksa dibawah sinar UV pada
panjang gelombang 254 nm dan 366 nm
kemudian noda yang timbul dihitung

nilai Rf nya.

. Penyiapan larva Artemia salina Leach

Penyiapan larva Artemia salina
Leach dilakukan dengan menetaskan
telur Artemia salina Leach selama 48
jam sebelum dilakukan uji. Disiapkan
wadah modifikasi untuk penetasan larva
Artemia salina Leach. Wadah yang
sudah siap diisi dengan 1 L air laut
buatan yang sudah disaring terlebih
dahulu. Sebanyak 1 gram telur Artemia
salina Leach dimasukkan ke dalam
wadah. Nyalakan aerator dan diletakkan
dibawah pencahayaan lampu dan
biarkan sampai 24 jam. Larva Artemia
salina Leach yang hidup akan
mengendap. Larva Artemia salina
Leach yang hidup selanjutnya
dipindahkan ke dalam gelas piala dan

dibiarkan lagi hingga 24 jam berikutnya
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dengan  tetap  berada  dibawah
pencahayaan lampu hingga larva
Artemia salina Leach berumur 48 jam.
Ditambahkan larutan ragi 0,006%
setelah larva Artemia salina Leach
berumur 24 jam.
. Pembuatan Larutan
1) Air Laut Buatan
Pembuatan air laut buatan
dilakukan dengan mencampurkan 1
liter air dengan garam ikan sebanyak
35 gr agar didapatkan tingkat salinitas
35%0 sebagai media penetasan telur
Artemia salina Leach (Agiila, dkk.,
2017).
2) Pembuatan Larutan Induk
a) Larutan induk ekstrak
Hasil ekstrak ditimbang
sebanyak 10 mg dan dilarutkan
dengan pelarut DMSO sebanyak
300 pl kemudian di tambahkan air

laut buatan hinggal0 mL sehingga

diperoleh larutan induk 1000 ppm.

b)
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Larutan yang diperoleh selanjutnya
dipipet masing-masing sebanyak
20 pL, 40 pL, 60 pL, 100 pL dan
120 pL. Masing-masing di
replikasi sebanyak 3 replikasi.
Larutan induk partisi n-heksan
Hasil partisi n-heksan ditimbang
sebanyak 10 mg dan dilarutkan
dengan pelarut DMSO sebanyak
300 pl kemudian di tambahkan air
laut buatan hingga 10 mL sehingga
diperoleh larutan induk 1000 ppm.
Larutan yang diperoleh selanjutnya
dipipet masing-masing sebanyak
20 pL, 40 pL, 60 pL, 100 pL dan
120 pL.. Masing-masing di
replikasi sebanyak 5 replikasi.
Larutan induk partisi metanol
Hasil partisi metanol ditimbang
sebanyak 10 mg dan dilarutkan
dengan menggunakan  pelarut
DMSO sebanyak 300 pl kemudian

di tambahkan air laut buatan
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hingga 10 mL sehingga diperoleh Efektivitas partisi n-heksan dan
larutan induk 1000 ppm. Larutan metanol herba benalu teh dianalisis
yang diperoleh selanjutnya dipipet dengan  melakukan  uji  statistik
masing-masing sebanyak 20 pL, parametrik One Way ANOVA dengan
60 pL, 120 pL, 150 pL dan 200 pL. tingkat kepercayaan 95%. Sebagai
Masing-masing  di replikasi syarat melakukan uji statistik, maka
sebanyak 5 replikasi. dilakukan uji normalitas yaitu Shapiro-
f. Uji Toksisitas Wilk dan uji homogenitas dengan

Semua labu ukur diletakkan dibawah Tuckey. Apabila hasil data tidak

lampu pijar selama 24 jam dan diamati
terhadap kematian larva udang Artemia
salina Leach. Selanjutnya dihitung
jumlah larva udang yang mati. Data

yang dikumpulkan adalah data primer

terdistribusi normal maka selanjutnya
dilakukan uji  Kruskal-Wallis (non-
parametrik) untuk mengetahui apakah
terdapat perbedaan jumlah rata-rata

kematian larva yang signifikan pada

yang didapatkan dari jumlah larva semua kelompok perlakuan tiap

udang yang mati 24 jam setelah konsentrasi (syahdana, 2017).

perlakuan pada tiap-tiap konsentrasi HASIL PENELITIAN

ekstrak, partisi n-heksan dan metanol 1. Ekstraksi Simplisia

herba benalu teh. Analisis data Tabel 1

Persentase rendemen ekstrak herba

benalu teh (Loranthus sp)
Sampel Berat awal (kg) Berat akhir (g) Rendemen (l;o)

dilakukan untuk mencari nilai LCs

dengan menggunakan analisis probit

Ekstrak 1.4 120,73 8.62

(Fikri, 2018). Simplisia  herba  benalu  teh

. Analisis Dat i i
g. Analisis Data (Loranthus sp) diekstraksi menggunakan
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metode maserasi. Prins

ip dari metode

Tabel 3
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Hasil identifikasi skrining fitokimia

maserasi ini adalah pelarut akan masuk Metabolit Hasil
Sekunder
ke dalam sel melewati dinding sel. Ekstrak Partisi  Partisi
n- Metanol
Ekstrak herba benalu teh (Loranthus heksan
Fenol + + +
sp) yang dihasilkan sebesar 120,73 gram Flavonoid + - +
Alkaloid
dan nilai rendemen sebesar 8,62%. - Mayer + + +
- Wagner + + +
2. Partisi Ekstrak - Dragendorf + + +
Tanin + - +
Tabel 2 Saponin - - -
Rendemen partisi n-heksan dan partisi Steroid + + +
metanol dari ekstrak herba benalu teh Terpenoid - - -
Moo e Dedtaval Bemsin Rendefion Pt Keterangan : (+) terdeterksi; (-) tidak
1.  nheksan 10 0.43 43 terdeteksi
2. Metanol 10 3 30

Partisi komponen aktif ekstrak benalu

teh (Loranthus sp) dil

menggunakan variasi

pelarut n-heksan dan metanol. Tujuan

dilakukan proses

akukan dengan mengetahui

keberadaa

Skrining fitokimia bertujuan untuk

n  golongan

pelarut  yaitu senyawa metabolit sekunder yang ada

didalam sampel, serta dapat menjadi

partisi  untuk gambaran kandungan ekstrak secara

memperoleh senyawa metabolit sekunder kualitatif.

yang lebih spesifik (Desianti, 2014).
Nilai rendemen partisi metanol (30%) s e
lebih besar dibandingkan nilai rendemen r S
partisi n-heksan (4,3%). Diduga senyawa
metabolit sekunder dalam herba benalu . 2

teh (Loranthus sp) lebih bersifat polar. @0

3. Skrining Fitokimia

Panjang gelom
254 nm

4. Kromatografi Lapis Tipis (KLT)

E)ang Panjang gelorﬁbang

366 nm
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Gambar 1
Hasil KLT pada ekstrak herba benalu teh
(Loranthus sp)
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Pnjang gelomf)ang Panjang gelorﬁbang
254 nm 366 nm

Gambar 2
Hasil KLT pada partisi n-heksan herba
benalu teh (Loranthus sp)

Panjang gelombang Panjang gelombang
254 nm 366 nm
Gambar 3
Hasil KLT pada partisi metanol herba
benalu teh (Loranthus sp)

Kromatografi Lapis Tipis berguna
untuk mendukung data uji fitokimia
dengan melihat pola spot yang dihasilkan
pada pengamatan di sinar UV.
Kromatografi Lapis Tipis merupakan

suatu metode pemisahan senyawa yang
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didasarkan pada perbedaan distribusi
senyawa pada dua fase, yaitu fase gerak
dan fase diam yang kepolarannya
berbeda. Fase diam yang digunakan
berupa plat silika Geo F2s4 Sedangkan fase
geraknya adalah kloroform:metanol 5:5.
Plat diamati dibawah sinar UV
dengan panjang gelombang 254 nm dan
366 nm. Banyaknya noda yang dihasilkan
menunjukkan banyaknya senyawa yang
terpisahkan. Dari ekstrak dihasilkan 5
noda, pada partisi n-heksan dihasilkan 2
noda, sedangkan pada partisi metanol
dihasilkan 4 noda, diduga menunjukkan
adanya senyawa alkaloid dan flavonoid,
ditunjukkan dengan nilai Rf dan warna
noda yang mirip atau sama seperti

pembanding yang digunakan.
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5. Uji Toksisitas dengan metode BSLT
(Brine Shrimp Lethality Test)

Tabel 4
Kematian larva Artemia salina Leach
setelah pemberian ekstrak, partisi n-
heksan dan partisi metanol dari herba
benalu teh (Loranthus sp)

Sampel | Konsentrasi Kematian larva Artemia salina Leach
(ng/mL) (ekor)
0

Ekstrak

[+ RO N

[Ergye
[(SN=1

Partisi
n-heksan

[Ergye
[SN=1

Partisi
Metanol

[N SN

RSN
0 Ok Ol i w Ol oW ke
WD 00 - G b 00 s Oy da L) e[ Sl L b e
Wl O oW O[S

(SR
[=R¥yS]

Tabel 5
Nilai Mortalitas (LCso) Artemia salina
Leach pada Ekstrak, Partisi n-heksan dan
Partisi Metanol dari Herba Benalu Teh
(Loranthus sp)

Sampel Replikasi Persamaan Regresi LCs; LCsp (pg/mL)

Linier (ng/mL) + 5D
Ekstrak I y=2543x+2.756 78
RI=0918
II y=1714x+3.578 6.8 T9=1.17
RI=0977
11 y=2.134x+2954 01
RI=0.044
Partisi I v=162Tx+4035 30
n-heksan RI=0.051
II v=1698x +3877 4.6 4.7 =080
RI=00965
III v=2.160x +3 408 35
RI=0.960
Partisi I y=0026x +4.3569 ]
Metanal RI=0784
II y=1626x+3945 4.5 38=082
RI=0.045
11 v=1171x+4.288 4.0
RI=0.010

Uji toksisitas dengan metode BSLT

(Brine Shrimp Lethality Test) merupakan
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metode skrining awal anti kanker dengan
menggunaan hewan uji larva Artemia
salina Leach. Suatu senyawa dikatakan
bersifat toksik jika harga LCso < 1000
pmg/mL yaitu konsentrasi dimana suatu
senyawa dapat menyebabkan terjadinya
50% kematian hewan uji larva Artemia
salina Leach (Millati, 2016).

Hewan uji yang digunakan adalah
larva Artemia salina Leach karena
memiliki respon yang sama dengan
mamalia sehingga senyawa Yyang
memiliki aktivitas pada sistem tersebut
dapat terdeteksi, misalnya tipe DNA-
dependent RNA polymerase pada
Artemia salina Leach serupa dengan
ouabaine-sensitive Na* dan K™ dependent
ATPase yang terdapat pada mamalia
(Fikri, 2018). Selain itu, larva Artemia
salina Leach juga identik dengan sel
kanker yang membelah secara mitosis

(Kurniawan, 2009).
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Larva Artemia salina Leach yang
digunakan untuk pengujian toksisitas
adalah larva dengan umur 48 jam. Hal
tersebut dikarenakan pada umur 48 jam
larva berada pada keadaan paling peka.
Organ-organ pada larva sudah terbentuk
lengkap, salah  satunya  adalah
terbentukya mulut.Dengan terbentuknya
mulut, larva dapat meminum air yang
telah diberi larutan uji (Millati, 2016).

Hasil uji toksisitas yang dilakukan
didapatkan hasil bahwa ekstrak herba
benalu teh (Loranthus sp) memiliki nilai
LCso sebesar 7,9 pg/mL, pada partisi n-
heksan nilai LCso sebesar 4,7 pg/mL,
sedangkan pada partisi metanol nilai LCsg
sebesar 3,8 pg/mL. Pengujian terhadap
ekstrak, partisi n-heksan dan partisi
metanol dari herba benalu teh (Loranthus
sp) masing-masing menunjukkan nilai
LCso< 1000 pg/mL. Sehingga dapat
dikatakan ekstrak, partisi n-heksan dan

partisi metanol dari herba benalu teh
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(Loranthus sp) pada penelitian ini
memiliki  toksisitas dan berpotensi
sebagai anti kanker menurut metode

BSLT (Brine Shrimp Lethality Test).

. Analisis Data

Analisis data yang dilakukan
meliputi uji normalitas, uji homogenitas,
uji one way ANOVA dan uji Tukey.
Dibawah ini tabel hasil dari uji
normalitas.

Uji normalitas yang didapatkan dari
ketiga sampel yaitu ekstrak, partisi n-
heksan dan partisi metanol p=1,000
(p>0,05), yang berarti data berdistribusi
normal.

Uji homogenitas yang didapatkan
adalah p=1,000 (p>0,05), yang berarti
data homogen.

Uji one way ANOVA yang didapatkan
adalah p=0,007 (p<0,05), yang berarti
terdapat perbedaan antar sampel.

Hasil uji Tukey menunjukkan bahwa

terdapat perbedaan bermakna antara
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sampel ekstrak dengan partisi n-heksan
dan partisi metanol dimana nilai
signifikan berturut-turut 0,024 dan 0,006
(p<0,05). Sedangkan pada partisi n-
heksan dan partisi metanol tidak berbeda
bermakna karena nilai signifikan yang
diperoleh sebesar 0,483 yaitu lebih besar
dari 0,05.

Hasil analisis data menunjukkan
bahwa terdapat perbedaan bermakna
antara sampel ekstrak dengan partisi n-
heksan dan partisi metanol, hal tersebut
diduga karena pada ekstrak tidak terjadi
penarikan senyawa metabolit sekunder
yang lebih spesifik sedangkan pada
partisi n-heksan dan partisi metanol tidak
berbeda bermakna, hal tersebut diduga
karena sama-sama dilakukan proses
pemisahan senyawa metabolit sekunder
dengan metode partisi sehingga senyawa
didapat senyawa metabolit sekunder yang

lebih spesifik.
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Berdasarkan hasil penelitian yang
telah dilakukan menunjukan bahwa
partisi n-heksan dan partisi metanol dari
ekstrak herba benalu teh (Loranthus sp)
mempunyai potensi toksisitas dengan

nilai LCso kurang dari 1000 pg/mL.

KESIMPULAN DAN SARAN

A. Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian yang
diperoleh, maka dapat disimpulkan
bahwa. Hasil uji toksisitas pada ekstrak,
partisi n-heksan dan partisi metanol dari
herba benlu teh (Loranthus sp) masing-
masing menunjukkan toksisitas terhadap
larva Artemia salina Leach dengan nilai
LCs< 1000 pg/mL. Partisi metanol
memiliki nilai toksisitas yang paling
tinggi terhadap larva Artemia salina
Leach dengan nilai LCso sebesar 3.8
pug/mL diikuti dengan partisi n-heksan
dan ekstrak dengan nilai LCsg sebesar 4.7

pug/mL dan 7.9 pg/mL
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