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ABSTRAK

Benalu mangga (Dendrophthoe pentandra L.) merupakan salah satu benalu yang sering
digunakan oleh masyarakat di Indonesia sebagai antikanker. Tujuan penelitian ini adalah
untuk mengetahui potensi toksisitas pada partisi n-heksan dan partisi metanol herba benalu
mangga menggunakan metode BSLT (Brine Shrimp Lethality Test). Metode penelitian ini
adalah eksperimental post test only control group design. Data diperoleh dari menghitung
jumlah larva yang mati selama 24 jam setelah perlakuan. Analisis data menggunakan metode
analisis probit untuk memperoleh nilai LCso. Hasil penelitian uji toksisitas partisi n-heksan
dan partisi metanol herba benalu mangga menunjukkan toksisitas terhadap larva Artemia
salina Leach dengan nilai LCso <1000 pg/mL.

Kata kunci : Benalu mangga, Partisi, Larva udang, Kematian
ABSTRACT

Mango parasite (Dendrophthoe pentandra L.) is one of the parasite that are often used by
people in Indonesia as an anticancer. The purpose of this study was to determine the potential
for toxicity in n-heksan parition and methanol partition mango parasitic herb using the BSLT
methode (Brine Shrimp Lethality Test). This research method is an experimental post test
only control group design. Data were obtained from counting the number of dead larvae for
24 hours after treatment. Data analysis us probit analysis method to obtain LCso values. The
results of n-hexane partition toxicity test and methanol partition mango parasitic herb showed
toxicity to larvae of Artemia salina Leach with a value of LCso <1000 pg/mL.

Keywords : Mango parasite, Partition, Shrimp larvae, Lethality
PENDAHULUAN yang dapat digunakan sebagai obat tumor
dan kanker yang mudah didapat di
Indonesia karena wilayah Indonesia
sebagian besar adalah dataran rendah
dimana pohon mangga sangat cocok hidup

Indonesia merupakan negara yang
kaya akan berbagai keanekaragaman
hayati berupa jenis tanaman yang

digunakan sebagai obat tradisional. Salah
satu tumbuhan yang sering digunakan oleh
masyarakat sebagai obat tradisional adalah
benalu. Benalu mangga (Dendrophthoe
pentandra) merupakan salah satu benalu

di dataran rendah (Diantika, 2016).

Hasil penelitian mengungkapkan
bahwa kandungan kimia yang terdapat
dalam benalu mangga adalah flavonoid,
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tanin, asam amino, karbohidrat, alkaloid
dan saponin (Amalia, 2017). Flavonoid
utama yang terdapat pada benalu dan
berfungsi  sebagai antikanker adalah
senyawa kuersetin. Senyawa kuersetin
memiliki kemampuan untuk mencegah
kerusakan sel-sel yang disebabkan oleh
radikal bebas (Mandrasari,2014).

Salah satu metode awal untuk uji
toksisitas adalah BSLT (Brine Shrimp
Lethality Test). BSLT merupakan salah
satu metode yang banyak digunakan untuk
pencarian senyawa antikanker yang berasal
dari tanaman. Metode BSLT telah terbukti
memiliki  korelasi dengan  aktivitas
antikanker. Selain itu, metode ini juga
mudah dikerjakan, murah, cepat dan cukup
akurat (Muaja,dkk., 2013).

Penelitian ini dilakukan partisi
menggunakan beberapa macam pelarut
dengan tingkat polaritas berbeda, hal ini
disebabkan  dalam  ekstrak  masih
bercampur  banyak senyawa kimia.
Berdasarkan uraian diatas maka perlu
dilakukan penelitian terkait uji toksisitas
partisi n-heksan dan partisi metanol herba
benalu mangga (Dendrophtho pentandra
L.) sebagai skrining awal antikanker
terhadap larva Artemia salina Leach
dengan metode BSLT (Brine Shrimp
Lethality Test).

METODE PENELITIAN
Alat dan Bahan

Bahan yang digunakan adalah n-
heksan p.a, metanol p.a, etanol 96%, herba
benalu mangga, aquades, larva Artemia
salina Leach, ragi, garam, serbuk Mg,
HCI, asam galat, kuersetin, piperin,
pereaksi meyer, dragendorf, wagner dan
DMSO. Alat yang digunakan adalah

Oktober 2019
aerator, lampu, gelas ukur, bekerglass,
tabung reaksi, mikropipet, corong pisah.
Determinasi Tanaman

Determinasi tanaman dilakukan di
Laboratorium Ekologi dan Viosistematik
Departemen Biologi Fakultas Sains dan

Matematika  Universitas  Diponegoro
(UNDIP).
Pembuatan Simplisia

Pengambilan  sampel tanaman

herba benalu mangga dilakukan di desa
Karangsari, kecamatan  Karanganyar,
kabupaten Pekalongan, provinsi Jawa
Tengah. Pengolahan sampel dimulai
dengan membersihkan tanaman dari sisa-
sisa tanah dan kotoran yang menempel,
kemudian dicuci menggunakan air yang
bersih dan megalir. Bagian tanaman yang
digunakan yaitu semua bagian tanaman
benalu mangga yang kemudian dilakukan
perajangan dengan dipotong kecil-kecil.
Sampel dilakukan pengeringan
menggunakan oven dengan shu 65-70°C
sampai kering. Sampel yang sudah kering
disortasi kembali untuk memisahkan
bagian yang ada cemaran, bagian yang
rusak dan pengotor lainnya. Simplisia
kering dibuat serbuk menggunakan
blender, kemudian diayak dengan ayakan
40 mesh, lalu disimpan dalam wadah
tertutup.

Uji Pendahuluan Serbuk Simplisia

Serbuk simplisia herba benalu
mangga dilakukan uji  pendahuluan
meliputi uji organoleptis dan uji kadar air.

Pembuatan Ekstrak

Dua kilogram serbuk herba benalu
mangga dimaserasi emnggunakan pelarut
etanol 96% sebanyak 10 L selama lima
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hari pada suhu ruang. Maserat disaring
menggunakan kain flanel hingga didapat
filtrat I. Residu dimaserasi kembali dengan
6 L etanol 96% selama tiga hari dan
didapat filtrat Il. Hasil filtrat | dan 1l
dijadikan satu, kemudian di evaporasi
untuk  memisahkan pelarut. Esktrak
dimasukkan ke dalam waterbath hingga
didapatkan ekstrak yang kental dan pekat.
Ekstrak yang diperoleh disimpan dalam
lemari pendingin suhu 0-3°C
menggunakan wadah tertutup rapat.

Pembuatan Partisi n-heksan dan

Metanol

Sebanyak 10 gram ekstrak dipartisi
dengan 50 mL pelarut n-heksan p.a dan 50
mL pelarut metanol p.a menggunakan
corong pisah dan didiamkan selama 24 jam
hingga terbentuk dua lapisan. Pisahkan
lapisan n-hkesan dan lapisan metanol,
kemudian  masing-masing  ditampung
dalam cawan yang telah ditimbang. Hasil
partisi n-heksan dan metanol diuapkan di
dalam waterbath kemudian ditimbang.

Skrining Fitokimia
1) Uji Alkaloid

Sampel ditambah 4 mL HCI 2N,
kemudian dibagi menjadi tiga tabung
reaksi. Tabung pertama ditetesi pereaksi
Meyer, tabung kedua ditetesi pereaksi
Dragendorf dan tabung ketiga ditetesi
pereaksi Wagner masing-masing dua tetes.
Uji positif ditunjukkan dengan
terbentuknya endapan putih atau kuning
pada uji Meyer, endapan jingga atau merah
pada uji Dragendorf dan endapan jingga
pada uji Wagner (Hanani, 2016).
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2) Uji Flavonoid

Sampel ditambahkan 3 mL metanol
kemudian ditambhkan serbuk Mg dan 10
tetes HCI pekat, kemudian dikocok kuat-
kuat. Uji  positif ditunjukkan oleh
terbentuknya warna merah (Kalkon),
kuning (Auron) atau jingga (flavon)
(Hanani, 2016).

3) Uji Saponin

Sampel ditambahkan 10 mL air panas
kemudian ditambahkan beberapa tetes HCI
2N. Uji  positif  ditunjukkan  oleh
terbentuknya busa permanen +15 menit
(Hanani, 2016).

4) Uji Tanin

Sampel ditambah 5 mL air panas,
kemudian tambahkan 3 tetes FeCl3. Uji
positif ditunjukkan oleh terbentuknya
warna biru kehitaman, biru tua, hitam
kehijauan (Hanani, 2016).

5) Uji Fenol

Empat gram sampel ditambah 1 mL
metanol, kemudian ditambahkan beberapa
tetes pereaksi FeCI3 1%. Uji positif
ditunjukkan oleh terbentuknya warna
hijau, merah, biru, ungu, hitam pekat
(Atmoko, 2009).

6) Uji Terpenoid/steroid

Sampel ditambah 2 mL kloroform,
ditambah 10 tetes asam asetat, kemudian
ditambahkan 3 tetes asam sulfat pekat. Uji
positif menunjukkan dengan terbentuknya
wran merah (terpenoid) dan hijau (steroid)
(Hanani, 2016).

7) Uji Kromatografi Lapis Tipis (KLT)

Sampel ditotolkan pada lempeng silika
GF254 yang telah diaktifkan selama 30
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menit dengan oven pada suhu 60-80°C.
Penotolan dilakukan dengan jarak 1 cm
dari tepi bawah dengan pipa kapiler,
kemudian dikeringkan dan dielusi dengan
menggunakan fase gerak kloroform
metanol (5 mL: 5 mL). Pembanding yang
digunakan yaitu asam galat, kuersetin dan
piperin. Hasil penampakan noda dapat
dilihat melalui lampu UV 254 nm dan 366
nm, kemudian dihitung nilai Rf.

Uji Toksisitas dengan Metode BSLT
Penyiapan larva Artemia salina Leach

Penyiapan larva Artemia salina
Lech dilakukan dengan menetaskan telur
larva selama 48 jam sebelum dilakukan
uji. Penetasan dilakukan dalam wadah
yang diisi dengan 1 L air laut buatan yang
sudah disaring terlebih dahulu. Sebanyak 1
gram telur larva Artemia salina leach
dimasukkan ke dalam wadah. Nyalakan
aerator dan diletakkan di  bawah
pencahayaan lampu, biarkan sampai 24
jam. Larva Artemia salina Leach yang
hidup akan mengendap. Larva Artemia
salina Leach vyang hidup selanjutnya
dipindahkan kedalam gelas piala, dan
dibiarkan lagi hingga 24 jam berikutnya
dengan tetap berada di bawah pencahayaan
lampu, hingga larva Artemia salina Leach
berumur 48 jam. Tambahkan larutan ragi
0,006% sebagai pakan setelah larva
berumur 24 jam.

Pembuatan Larutan

a. Air laut buatan

Pembuatan air laut  buatan
dilakukan dengan mencampurkan 1 L
air dengan garam ikan sebanyak 35
gram agar didapatkan tingkat salinitas
35%0 sebagai media penetasan telur
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Artemia salina Leach (Agqiila, dkk,
2017).

. Larutan induk

1). Larutan induk partisi metanol

Hasil partisi metanol ditimbang
sebanyak 10 mg dan dilarutkan
menggunakan DMSO sebanyak 300
pL, kemudian tambahkan air laut
buatan ad 10 mL hingga diperoleh
larutan induk 1000 ppm. Larutan yang
diperoleh selanjutya dipipet masing-
masing sebanyak 10 pL, 30 pL, 50 pL,
70 pL dan 90 pL. masing-masng
direplikasi sebanyak tiga kali.

2). Larutan induk partisi n-heksan

Hasil partisi n-heksan ditimbang
sebanyak 10 mg dan dilarutkan
menggunakan DMSO sebanyak 300
pL, kemudian tambahkan air laut
buatan ad 10 mL hingga diperoleh
larutan induk 1000 ppm. Larutan yang
diperoleh selanjutya dipipet masing-
masing sebanyak 10 pL, 30 pL, 50 pL,
70 pL dan 90 pL. masing-masng
direplikasi sebanyak tiga kali

. Pelaksanaan uji toksisitas

Pelaksanaan uji dilakukan dengan
memasukkan larva Artemia salina
Leach yang telah berumur 48 jam
kedalam sub-kelompok perlakuan yang
berisi masing-masing larutan uji partisi
n-heksan dan partisi metanol dengan
konsentrasi 1pg/mL, 3 pg/mL, 5
pg/mL, 7ug/mL, 9 pg/mL serta larutan
kontrol. Masing-masing tabung uji
berisi 10 ekor larva Artemia salina.
Tabung uji kemudian diletakkan di
bawah penerangan selama 24 jam,
kemudian dihitung jumlah larva yang
mati. Analisis data dilakukan untuk
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mencari nilai LC50 menggunakan tabel
probit (Fikri, 2018).

HASIL DAN PEMBAHASAN

Pada penelitian ini terlebih dahulu
dilakukan determinasi tanaman.
Determinasi  tanaman  dilakukan  di
Laboratorium Ekologi dan Biosistematik
Departemen Biologi Fakultas Sains dan
Matematika,  Universitas  Diponegoro
(UNDIP) Semarang, Jawa Tengah. Hasil
determinasi menunjukkan bahwa tanaman
yang digunakan dalam penelitian ini
merupakan tanaman benalu mangga
(Dendrophthoe pentandra L.) dari family
Loranthaceae.

Herba benalu mangga selanjutnya
dibuat simplisia dan didapat serbuk kering
sebanyak 5 kg. Simplisia herba benalu
mangga (Dendrophthoe pentandra) yang
diperoleh diekstraksi menggunakan
metode maserasi dimana pelarut akan
masuk melewati dinding sel. Hasil
randemen ekstrak herba benalu mangga
yang diperoleh yaitu sebesar 6,52%.

Ekstrak herba benalu mangga
selanjutnya dilakukan proses partisi yaitu
proses pemisahan dengan menggunakan
pelarut yang memiliki tingkat kepolaran
yang berbeda. Pelarut yang digunakan
yaitu pelarut metanol dan n-heksan.
Tujuan dilakukan proses partisi yaitu
untuk memperoleh senyawa metabolit
sekunder yang lebih spesifik (Desianti,
2014).

Hasil partisi metanol yang didapat
sebanyak 2,66 gr dan partisi n-heksan
sebanyak 0,24 gr. Nilai randemen partisi
metanol lebih besar dibandingkan dengan
partisi n-heksan. Hal ini diduga senyawa
metabolit sekunder dalam herba benalu
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mangga lebih bersifat polar, hal tersebut
dikuatkan dari teori bahwa nilai randemen
yang tinggi menunjukkan komponen
bioaktif yang terkandung di dalamnya
(Nurhayati et al, 2009). Hasil persentase
rendemen partisi metanol dan partisi n-
heksan dapat dilihat pada tabel di bawah
ini:
Tabel 1. Hasil rendemen partisi

Patsi | Wamaflrge | oopats | Rademen
(g (%)
Metanol Coklat tua pekat 2,66 26,6
n-helksana Colclat tua pekat 0,24 24

Skrining Fitokimia

Tabel 2. Hasil uji skrining fitokimia

Metabolit sekunder Partisi Partisi
Metanol n-heksana

Alkaloid
Mever +
Wagner +
Dragendorff +

Flavoneoid + +

Fenol +

Saponin +

Tanin +

Steroid + +

Terpenoid

Keterangan - (+) terdeteksi , (-) tidak terdeteksi

Hasil uji  skrining fitokimia
menunjukkan kandungan senyawa
metabolit  sekunder  lebih  banyak

dibadingkan dengan partisi n-heksan. Hal
ini sesuai dengan teori like dissolve like
yaitu senyawa yang bersifat polar akan
tertarik ke pelarut polar (metanol) dan
senyawa non polar akan tertarik ke pelarut
non polar (n-heksana) (Agustina, dkk.,
20118).
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Kromatografi Lapis Tipis (KLT)

Gambar 1
Hasil KLT partisi metanol
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Gambar 2

Hasil KLT partisi n-heksan

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
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 Fos54 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.
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Hasil uji KLT partisi metanol
menghasilkan dua spot noda pemisahan
dengan nilai Rf 0,70 dan 0,90. Diduga
pada sampel partisi metanol mengandung
senyawa flavonoid dan alkaloid karena
memiliki nilai Rf yang sama dengan
pembanding kuersetin yaitu 0,89 dan
pembanding piperin 0,70. Hasil uji KLT
pada partisi n-heksan menghasilkan dua
spot noda dengan nilai Rf 0,76 dan 0,92.
Nilai Rf kuersetin 0,89, sedangkan pada
pembanding piperin nilai Rf 0,71; 0,77;
0,83 dan 0,92.

Hasil uji KLT menunjukkan pada
partisi metanol diduga kandungan senyawa
alkaloid dan flavonoidnya lebih besar
karena senyawa tersebut bersifat polar,
sedangkan pada partisi n-heksan diduga
kandungannya  mungkin  lebihsedikit
sehingga noda yang nampak kurang jelas.
Hasil ini sesuai dengan hasil penelitian
yang telah dilakukan bahwa kandungan
kimia yang terdapat dalam benalu mangga
adalah flavonoid, tanin, asam
amino,karbohidrat, alkaloid dan saponin
(Amalia, 2017).

Uji Toksisitas BSLT

Brine  Shrimp Lethality — Test
(BSLT) merupakan uji pendahuluan yang
mengarah pada uji aktivitas toksik
senyawa metabolit sekunder dengan
menggunakan larva udang Artemia salina
Leach sebagai hewan uji. Pengujian ini
adalah pengujian letalitas yang sederhana
dan tidak spesifik untuk aktifitas
tumor/kanker, tetapi merupakan indikator
toksisitas yang baik dan menunjukkan
korelasi yang kuat dengan pengujian
antikanker/antitumor yang lainnya
(Setyowati dan Cahyanto, 2016). Artemia
salina Leach digunakan sebagai hewan uji
dalam metode Brine Shrimp Lethality Test
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(BSLT) karena memiliki respon yang sama
dengan mamalia sehingga senyawa
maupun ekstrak yang memiliki aktivitas
tersebut dapat terdeteksi dan juga identik
dengan sel kanker yang membelah secara
mitosis (Kurniawan, 2009).

Penelitian ini menggunakan larva
Artemia salina Leach yang berumur 48
jam setelah penetasan karena memiliki
saluran pencernaan yang sudah lengkap
sehingga sensitif terhadap suatu zat yang
diberikan  (Panjaitan, 2011). Proses
penetasan telur larva Artemia salina Leach
yang dilakukan membutuhkan waktu 24
jam menggunakan aerator sebagai sumber
oksigen dan pencahayaan lampu untuk
merangsang proses penetasan sehingga
larva dapat bergerak menuju ruang terang
karena memiliki sifar fotoaksis (Ajrina,
2018).

Tabel 3. Kematian larva setelah
pemberian sampel.

Sampel Konsentrasi | Larvamati | Larvamati | Larva mati
(ug/mL) Replikasi I | Replikasi IT | Replikasi IIT
1 3 4

Partisi
metanol

O] Lh L
o~ S Lh
- - L
[ I - )

Partisi
n-heksana

o Lh s L3 b3
oa on Lh s ba
B T

Pengaruh  berbagai  konsentrasi
terhadap kematian larva Artemia salina
Leach menunjukkan persentase kematian
larva terendah pada konsentrasi 1 pg/mL,
sedangkan persentase kematian larva
Artemia salina Leach yang tertinggi
berada pada konsentrasi 9 pg/mL. Hal
tersebut menunjukkan bahwa besarnya
konsentrasi  sampel yang diberikan
mempengaruhi jumlah kematian larva
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Artemia salina Leach.. Hal ini sesuai
dengan teori yang menyebutkan bahwa
setiap zat kimia bila diberikan dengan
dosis yang cukup besar akan menimbulkan
gejala-gejala (Sangi, dkk., 2012).

Tabel 4 Nilai Lcsp Partisi Metanol

Replikasi | Regresi linier Lcsy Lcsp= 8D

I v=1339x +4414 |59 2,93+0,87
R*=0,571

II y=1,577x+4053 |73
R1=0,939

111 y=1,060x+4.635 |50
R1=0.852

Tabel 5 Nilai Lcsg Partisi n-heksana

Replikasi | Regresi linier Lcsy Lcsp = 58D
1 v =1494 +3949 |59 53,1085
R2=0,797
I v=1624x+3571 |73
R2=0.884
I v=1784x+3.559 |50
R2=0,927

Daya toskisitas suatu senyawa
dapat dilihat dengan menghitung jumlah
kematian larva Artemia salina Leach
dengan menggunakan parameter lethal
concentration ~ (LCso).  Nilai  LCso
merupakan nilai yang menunjukkan
ketoksikan suatu senyawa yang dapat
menyebabkan kematian 50% pada hewan
uji. Semakin kecil nilai LCso menunjukkan
toksisitas senyawa semakin besar dan
begitupun sebaliknya semakin besar nilai
LCso maka semakin kecil tingkat
toksisitasnya (Ramdhini, 2010). Suatu
ekstrak dinyatakan toksik menurut metode
BSLT ini jika memiliki nilai LCs0<1000
png/mL (Anindita, 2009).

Hasil pengujian partisi metanol dan
partisi n-heksana terhadap larva Artemia
salina Leach masing-masing menunjukkan
harga LCso< 1000 pg/mL. Nilai LCso
terkecil didapat pada partisi metanol. Hal
ini  menunjukkan bahwa pada sampel
partisi  metanol  memiliki  aktivitas
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toksisitas lebih besar dibandingkan dengan
partisi n-heksana yang memiliki nilai LCsg
yang lebih besar. Sehingga dapat dikatakan
partisi n-heksan dan partisi metanol dari
herba benalu mangga (Dendrophthoe
pentandra) pada penelitian ini memiliki
toksisitas dan berpotensi sebagai anti
kanker menurut metode BSLT (Brine
Shrimp Lethality Test).

SIMPULAN

Berdasarkan hasil penelitian yang
diperoleh, maka dapat disimpulkan bahwa
partisi n-heksan dan partisi metanol herba
benalu mangga (Dendrophthoe pentandra
L.) menunjukkan toksisitas terhadap larva
Artemia salina Leach dengan nilai LCso
<1000 pg/mL. Partisi metanol herba
benalu mangga (Dendrophthoe pentandra
L.) memiliki toksisitas tertinggi terhadap
larva Artemia salina Leach dengan nilai
LCso sebesar 2,93 pg/mL.

SARAN

Saran yang dapat diberikan untuk
penelitian selanjutnya adalah :

1. Partisi metanol dan partisi n-heksan
herba benalu mangga (Dendrophthoe
pentandra L.) berpotensi untuk diteliti
lebih lanjut sebagai antikanker dengan
menggunakan metode lain.

2. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut
untuk membuat sediaan formulasi dari
herba benalu mangga (Dendrophthoe

pentandra).
3. Partisi n-heksana dan partisi methanol
dari herba benalu mangga

(Dendrophthoe pentandra) berpotensi
untuk diteliti lebih lanjut sebagai
antikanker.
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