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ABSTRACT

A toxicity test is a test to detect the toxic effect of a substance on
a biological system and to obtain typical dose-response data
from the test preparation. This study aims to determine the
content of secondary metabolites from the aqueous extract and
ethanolic extract of gardenia leaves, characterization of
gardenia leaf extract, and acute toxicity using the BSLT method
against Artemia salina Leach shrimp larvae.

Phytochemical screening tests were carried out by the color
change method which included the alkaloid test, flavonoid test,
tannin test, saponin test, and terpenoid test. Extract
characterization tests include determination of water-soluble
extract, determination of ethanol-soluble extract, determination
of water content, and determination of ash content. Acute
toxicity test using the Brine Shrimp Lethality Test (BSLT)
method using Artemia salina Leach shrimp larvae.

The results of the phytochemical screening test for the aqueous
extract of gardenia leaves showed positive results on saponins,
while the phytochemical screening tests on ethanol extracts
showed positive results on alkaloids, flavonoids, saponins,
tannins, and terpenoids. The results of the characterization test
on the aqueous extract of gardenia leaves were that the ethanol-
soluble extract content was 20.19%, the water-soluble extract
content was 23.17 %, the water content was 99.13% and the ash
content was 0.29%. Meanwhile, in the ethanolic extract of
gardenia leaves, the ethanol-soluble extract content was
60.80%, the water-soluble extract content was 57.14 %, the water
content was 7.87% and the ash content was 3.22%. The results
show that gardenia leaves are not toxic with the LC50 value of
the water extract of the gardenia leaves is 1399.64 g/ mL and the
LC50 value of the ethanolic extract of the gardenia leaves is
1080.96 so that it can be used as traditional medicine.

S)esle

Copyright © 2021 IJPE-UN

This open access article is distributed under a Creative Commons Attribution (CC-BY-NC-SA) 4.0 International

license.

98



mailto:nuralifah@uho.ac.id
mailto:nuralifah@uho.ac.id
http://ejurnal.ung.ac.id/index.php/ijpe/index
https://ejurnal.ung.ac.id/index.php/ijpe/article/view/11462#:~:text=https%3A//doi.org/10.37311/ijpe.v1i2.11462

Indonesian Journal of Pharmaceutical Education. 1(2): 98-106

How to cite (APA 6" Style):

Nuralifah., dkk. (2021). Uji Toksisitas Akut Ekstrak Air Dan Ekstrak Etanol Daun Kacapiring (Gardenia
jasminoides Ellis) Terhadap Larva Artemia Salina Leach Dengan Metode Brine Shrimp Lethality Test (BSLT).
Indonesian Journal of Pharmaceutical (e-Journal), 1(1), 98-106.

ABSTRAK

Uiji toksisitas adalah suatu uji untuk mendeteksi efek toksik suatu zat pada sistem biologi dan
untuk memperoleh data dosis-respon yang khas dari sediaan uji. Penelitian ini bertujuan
untuk mengetahui kandungan metabolit sekunder dari ekstrak air dan ekstrak etanol daun
kacapiring, karakterisasi ekstrak daun kacapiring dan toksisitas akut menggunakan metode
BSLT terhadap larva udang Artemia salina Leach.

Pengujian skrining fitokimia dilakukan dengan metode perubahan warna yang meliputi uji
alkaloid, uji flavonoid, uji tanin, uji saponin dan uji terpenoid. Pengujian karakterisasi ekstrak
meliputi penetapan sari larut air, penetapan sari larut etanol, penetapan kadar air dan
penetapan kadar abu. Pengujian toksisitas akut menggunakan metode Brine Shrimp Lethality
Test (BSLT) dengan menggunakan larva udang Artemia salina Leach.

Hasil pengujian skrining fitokimia ekstrak air daun kacapiring menunjukkan hasil positif pada
saponin, sedangkan uji skrining fitokimia pada ekstrak etanol menunjukkan hasil positif pada
alkaloid, flavonoid, saponin, tanin dan terpenoid. Hasil pengujian karakterisasi pada ekstrak
air daun kacapiring adalah pada kadar sari larut etanol adalah 20,19%, kadar sari larut air
adalah 23,17%, kadar air 99,13 % dan kadar abu adalah 0,29%. Sedangkan pada ekstrak etanol
daun kacapiring adalah kadar sari larut etanol adalah 60,80%, kadar sari larut air adalah
57,14%, kadar air 7,87 % dan kadar abu adalah 3,22%. Hasil menunjukan bahwa daun
kacapiring tidak bersifat toksik dengan nilai LCsp ekstrak air daun kacapiring adalah 1399,64
pg/mL dan nilai LCs ekstrak etanol daun kacapiring adalah 1080,96 sehingga dapat
dimanfaatkan sebagai obat tradisional.

Kata Kunci: Gardenia jasminoides Ellis, BSLT, Artemia salina Leach, Toksisitas Akut

1. Pendahuluan
Uji toksisitas adalah suatu uji untuk mendeteksi efek toksik suatu zat pada sistem biologi

dan untuk memperoleh data dosis-respon yang khas dari sediaan uji. Bahan alam yang
diduga berpotensi sebagai obat maupun secara empiris telah digunakan masyarakat
sebagai obat, diawali dengan uji toksisitas praklinik untuk memprediksi tingkat
keamanannya, kemudian dilanjutkan dengan uji farmakologi lainnya. Pengujian
toksisitas dapat dilakukan secara in vitro maupun in vivo (Frengki, Roslizawaty, 2014).
Manfaat tanaman obat adalah karena zat yang dikandungnya menghasilkan efek
fisiologis pada tubuh manusia. Beberapa contoh zat tersebut adalah alkaloid, minyak
atsiri, tanin, resin, dan zat berkhasiat lainnya (Olowa & Nuneza, 2013). Pengujian
toksisitas dapat dilakukan dengan menggunakan metode Brine Shrimp Lethality Test
(BSLT). penggunaan larva udang Artemia salina untuk uji BSLT ini ialah sifatnya yang
peka terhadap bahan uji, waktu siklus hidup yang lebih cepat, dan mudah dibiakkan.
Sifat peka Artemia salina kemungkinan disebabkan oleh keadaan membran kulitnya
yang sangat tipis sehingga memungkinkan terjadinya difusi zat dan lingkungan yang
mempengaruhi metabolisme dalam tubuhnya (Mudjiman, 1988).

Menurut World Health Organization (WHO), saat ini, 80% populasi dunia bergantung
pada tanaman untuk perawatan kesehatan utamanya. Salah satu tanaman yang
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digunakan eleh masyarakat secara empiris adalah tanaman kacapiring (Gardenia
jasminoides). Daun kacapiring yang berwarna hijau tua memiliki kandungan klorofil
yang merupakan pigmen alami yang terdapat pada dedaunan. Selain klorofil, daun
kacapiring juga mengandung senyawa flavonoid, saponin, tanin, asam galat dan steroid
Tanaman kacapiring memiliki banyak manfaat, diantaranya dapat dijadikan minyak
atsiri yang dihasilkan dari bunga, dan daunnya dapat digunakan sebagai obat demam,
sesak napas, tekanan darah tinggi (hipertensi) dan sariawan (obat kumur). (Mutiah
dkk., 2018 ; Dalimartha, 2006).

2. Metode

Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental dengan post test only control group
design untuk menguji toksisitas dari ekstrak etanol dan ekstrak air Gardenia jasminoides
terhadap larva Artemia salina Leach menggunakan metode BSLT.

2.1. Bahan

Bahan-bahan yang akan digunakan pada penelitian yaitu ekstrak dan ekstrak air daun
tanaman kacapiring (Gardenia jasminoides Ellis), Artemia salina Leach, etanol 96%,
aquadest, air laut, kertas saring, DMSO (Dimetilsulfoksida), tepung jagung, telur
Artemia salina L. (Great Salt Lake), pereaksi Dragendorf, Pereaksi Meyer, HCl, FeCls,
Magnesium, kloroform. , asam sulfat pekat dan asam asetat anhidrat.

2..2 Determinasi dan Karakteristik Sampel

Determinasi tanaman dilakukan di Laboratorium Biologi Fakultas Matematika dan Ilmu
Pengetahuan Alam, Universitas Halu Oleo. Karakteristik sampel meliputi penetapan
kadar sari larut dalam air, penetapan kadar sari larut dalam etanol, penetapan kadar abu
dan penetapan kadar air dilakukan di Laboratorium Fakultas Farmasi UHO

2.3 Persiapan Sampel

Pengambilan sampel daun daun kacapiring dilakukan di Desa Mowila, Kecamatan
Mowila, Kabupaten Konawe Selatan, Sulawesi Tenggara. Preparasi sampel dilakukan
dengan pengumpulan dan pemilahan daun Gardenia jasminoides, sortasi basah,
pencucian, perajangan, pengeringan dan sortasi kering. Setelah kering, sampel
kemudian dihaluskan dengan pencacah elektrik sehingga dihasilkan simplisia yang
berbentuk haksel kecil dan kemudian disimpan dalam wadah bersih, kering dan
terlindung dari cahaya.

2.4. Pembuatan Ekstrak Air

Daun kacapiring yang telah diperoleh cuci dengan air bersih. daun kacapiring
ditimbang, ditambahkan pelarut akuades dengan perbandingan 1:1. Larutan stok dibuat
dengan cara ditimbang bahan uji sebanyak 100 mg, kemudian dilarutkan dengan air laut
sebanyak 25 ml, hingga diperoleh konsentrasi larutan stok 4000 ppm. Konsentrasi
larutan uji untuk BSLT adalah 10 ppm, 100 ppm, 250 ppm, 500 ppm, 750 ppm, 1000 ppm.

2.5. Pembuatan Ekstrak Etanol

Metode ekstraksi yang digunakan yaitu dengan metode maserasi. Serbuk daun
kacapiring dimasukkan ke dalam wadah tertutup dan direndam dengan menggunakan
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pelarut etanol. Pemisahan residu dan filtrat dilakukan setiap 3 x 24 jam diiringi
penggantian pelarut yang sama. Filtrat dikumpulkan dan dipekatkan dengan rotary
vacuum evaporator pada suhu 50°C hingga diperoleh ekstrak etanol kental daun Gardenia
jasminoides Ellis dan dihitung nilai rendamennya. Larutan stok dibuat dengan cara
ditimbang bahan uji sebanyak 100 mg, kemudian dilarutkan dengan DMSO beberapa
tetes dan dicukupkan dengan air laut sebanyak 25 ml, hingga diperoleh konsentrasi
larutan stok 4000 ppm. Konsentrasi larutan uji untuk BSLT adalah 10 ppm, 100 ppm, 250
ppm, 500 ppm, 750 ppm, 1000 ppm.

2.6. Uji Toksisitas Sampel dengan Metode BSLT

Uiji toksisitas dilakukan dengan metode BSLT dengan cara disiapkan vial untuk tiap
kelompok sesuai tingkat konsentrasi dan dilakukan replikasi sebanyak 3 kali. Uji
toksisitas dilakukan dengan memasukkan 10 larva udang berumur 48 jam bersamaan
air laut ke dalam vial yang telah berisi 2,5 ml larutan ekstrak. Tabung uji lalu diletakkan
di bawah penerangan lampu 5 watt selama 24 jam, kemudian dihitung jumlah larva
udang yang mati. Kriteria standar untuk menilai kematian larva udang adalah bila larva
udang tidak menunjukkan pergerakan selama beberapa detik observasi (Sari, 2006).
Tabel kelompok perlakuan hewan uji dapat dilihat pada Tabel 3.
Tabel 3.Kelompok perlakuan terhadap hewan uji

No. Kelompok Perlakuan
perlakuan
1 K 10 larva udang tanpa pemberian ekstrak tumbuhan
2 P1 10 larva udang yang diberi ekstrak tumbuhan dengan

konsentrasi 10 ppm dalam media

3 P2 10 larva udang yang diberi ekstrak tumbuhan dengan
konsentrasi 100 ppm dalam media

4 P3 10 larva udang yang diberi ekstrak tumbuhan dengan
konsentrasi 250 ppm dalam media

5 P4 10 larva udang yang diberi ekstrak tumbuhan dengan
konsentrasi 500 ppm dalam media

6 P5 10 larva udang yang diberi ekstrak tumbuhan dengan
konsentrasi 750 ppm dalam media

7 P6 10 larva udang yang diberi ekstrak tumbuhan dengan
konsentrasi 1000 ppm dalam media

Keterangan :

K = kontrol (2,5 mL DMSO dan 2,5 mL air laut)

P = perlakuan

P1 (10 ppm) P2 (100 ppm) P3(250 ppm), P4 (500 ppm), P5 (750 ppm), P6 (1000 ppm)

3. Hasil dan Pembahasan

3.1. Determinasi Tanaman

Determinasi tanaman kacapiring (Gardenia jasminoides Ellis.)  dilakukan untuk
memastikan kebenaran sampel yang digunakan dalam penelitian. Hasil identifikasi
tanaman kacapiring yang dilakukan di Laboratorium Biologi FMIPA Universitas Halu
Oleo menunjukkan bahwa tanaman yang digunakan adalah tanaman kacapiring
(Gardenia jasminoides Ellis.) dengan kunci determinasi 1b-3b-4a.
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3.2. Skrining Fitokimia

Metode skrining fitokimia dilakukan dengan melihat reaksi pengujian warna dengan
menggunakan suatu pereaksi warna. Skrining fitokimia meliputi pemeriksaan
kandungan senyawa alkaloida, flavonoida, terpenoida/ steroida, tanin dan saponin
(Minarno, 2015).

Tabel 7. Hasil skrining fitokimia ekstrak air daun kacapiring

Ekstrak Air Ekstrak Etanol
Uji .
No. Fiok;mia Pereakst Hasil Ket Hasil Ket
1 Alkaloid Mayer Tidak terbentuk - Terbentuk +
endapan putih endapan putih
2 Flavonoid Serbuk Mg Tidak terbentuk Terbentuk +
+ HClI warna merah, - warna merah
kuning atau jingga
3 Tanin FeCl31 % Tidak terbentuk - Terbentuk +
warna hijau warna hijau
kehitaman kehitaman
4 Terpenoid Asam Tidak terbentuk - Terbentuk +
asetat warna merah atau warna merah
anhidrat + violet
H>504
5 Saponin  Air panas Terbentuk busa + Terbentuk +
dan HCl yang stabil busa yang
stabil
Keterangan :

(-) : Tidak mengandung golongan senyawa metabolit sekunder
(+): Mengandung golongan senyawa metabolit sekunder

3.3 Karakteristik Ekstrak

Karakterisasi ekstrak daun kacapiring dilakukan sebagai upaya untuk mendapatkan
ekstrak yang aman, memiliki mutu ekstrak yang baik, terstandar dan stabilitasnya teruji
(Suharti et al., 2017). Karakterisasi yang dilakukan meliputi parameter spesifik ekstrak
yaitu penentuan kadar sari larut air dan sari larut etanol, dan parameter non spesifik
meliputi penentuan kadar air dan kadar abu.

Tabel 4. Hasil Karakterisasi Ekstrak Air dan Ekstrak Etanol

Jenis Karakterisasi Ekstrak Air Ekstrak Etanol Standar
Kadar air 99,13% 7,87 % <10%
Kadar abu 0,29% 3,22% <7%
Kadar sari larut air 23,17 % 57,14 % >18,00%
Kadar sari larut etanol 20,19% 60,80% >6,30%

Berdasarkan tabel 4 Hasil pengujian kadar air pada ekstrak air daun kacapiring adalah
99,13%. Kadar air pada ekstrak tidak memenuhi persyaratan yaitu <10% (Depkes, 2008).
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Tingginya kadar air pada ekstrak air ini dikarenakan daun yang digunakan untuk
ekstraksi adalah daun segar dengan pelarut air sehingga kadar airnya tinggi. Tinggi
rendahnya kadar air suatu ekstrak akan mempengaruhi mutu dari ekstrak tersebut,
dimana semakin sedikit kadar air pada ekstrak maka semakin sedikit kemungkinan
ekstrak terkontaminasi oleh pertumbuhan jamur . Kadar air dalam sediaan obat
tradisional termasuk ekstrak tidak boleh melebihi batas 10%. Kadar air yang melebihi
10% dapat mengakibatkan ekstrak akan mudah ditumbuhi jamur (Ratnani dkk., 2015).

Penentuan kadar abu bertujuan untuk mengukur jumlah komponen anorganik atau
mineral yang tersisa setelah proses pengabuan (Sutomo dkk., 2017). Kadar abu terkait
dengan kemurnian dan kontaminasi dalam ekstrak. Kadar abu yang melebihi 7%
menunjukkan bahwa ekstrak tercemar logam-logam mineral yang akan menjadikan
mutu atau kualitas ekstrak terganggu (Setyorini et al., 2016).

Penentuan kadar sari larut dalam air dan penetapan kadar sari larut etanol bertujuan
untuk menunjukkan jumlah zat atau senyawa yang dapat disari oleh air maupun etanol.
Penentuan kadar sari tersebut sangat penting, karena dapat memberikan gambaran
mengenai besarnya zat atau senyawa terlarut dan merupakan bagian yang
dimanfaatkan sebagai bahan obat (Zulharmita dkk., 2012). Kadar sari larut air dan sari
larut etanol ekstrak etanol daun kacapiring yaitu sebesar 57,14% dan 60,80 %. Hal ini
menunjukkan ekstrak daun kacapiring memiliki kelarutan yang lebih tinggi dalam
etanol dibandingkan dalam air, ini berarti kandungan senyawa kimia yang larut dalam
etanol lebih banyak dibandingkan senyawa kimia yang larut air karena sifat semipolar
etanol yang dapat menarik senyawa yang bersifat polar maupun non polar, sedangkan
air yang bersifat lebih polar dibandingkan etanol tidak mampu menarik senyawa
nonpolar.

3.4. Uji Toksisitas dengan Metode Brine Shrimp Lethality Test (BSLT)

Metode BSLT (Brine Shrimp Lethality Test) sering digunakan untuk praskrining terhadap
senyawa aktif yang terkandung dalam ekstrak tumbuhan karena sederhana, cepat,
murah, mudah, dapat dipercaya, dan hasilnya representative (Made et al., 2013).
Penggunaan Artemia salina Leach dalam metode BSLT dikarenakan memiliki kesamaan
tanggapan/respon stress yang sama dengan manusia, yaitu respon perilaku dan
fisiologis terhadap stressor lingkungan (Ajrina, 2013). Total larva yang digunakan pada
seluruh percobaan dengan 3 kali percobaan/replikasi adalah 210 ekor. Total kematian
larva diperoleh dengan menjumlahkan kematian larva, dibagi dengan total larva yang
digunakan setiap konsentrasi dan dikalikan dengan 100%. Nilai LCso dapat dilihat dari
analisis probit dengan menggunakan MiniTab 17 for Windows pada tabel 5.
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Tabel 5. Hasil pengukuran nilai LCs ekstrak air dan etanol daun kacapiring

Sampel Konsentrasi LCso (ug/mL/
(ppm) ppm)
0
10
Ekstrak air daun 100
Kacapiring 250 1399,64
500
750
1000
0
10
Ekstrak etanol daun 100 1080,96
kacapiring 250
500
750
1000

Berdasarkan tabel 5, ekstrak etanol dan ekstrak air daun kacapiring bersifat tidak toksik
terhadap larva udang Artemia salina Leach. Menurut (Alam, 2002) ekstrak dikatakan
bersifat toksik jika LCso< 1000 ppm. LCso (Lethal Concentration 50) merupakan
konsentrasi zat yang menyebabkan terjadinya kematian pada 50% hewan percobaan
yaitu larva Artemia salina Leach. Hasil LCs ini sesuai dengan kurva yang ditunjukan
pada Gambar 1 di bawah ini :

Probability Plot for mortalitas Ekstrak Air Daun Kacapiring Probability Plot for MORTALITAS
Normal - 95% (1 Normal - 95% C1
Probit Data - ML Estimates Probit Data - ML Estimates
99
Table of Statistics & Table of Statistics
Mean 139964 Mean 1080.96
StDev 635401 95 StDev  696.526
Median 133964 %0 Median  1080.96

QR 857.143 IQR 939.599

Percent
5858838 8§

w B
Percent
By

-

20
// o
5
-1000 0 1000

3000 4000 6000 1
A B -2000 -1000 L] 1000 2000 3000 4000 5000

KONSENTRASL
(@) (b)
Gambar 1. Kurva analisis probit ekstrak daun kacapiring (a) ekstrak air (b) ekstrak
etanol

konsent rasi

Berdasarkan kurva pada Gambar 1 menunjukan bahwa setiap konsentrasi terjadi
kenaikan tingkat mortalitas dari larva udang, hal ini disebabkan karena semakin tinggi
konsentrasi suatu zat yang diberikan, semakin besar pula jumlah larva udang yang mati.
Tingkat mortalitas yang paling tinggi terjadi pada konsentrasi 1000 pg/mL. Dengan kata
lain, semakin tinggi konsentrasi yang diberikan semakin besar pula keracunan yang
ditimbulkan. Gejala keracunan timbul secara perlahan-lahan dalam waktu yang lama
sesudah pemberian suatu zat. Artinya keracunan belum langsung terjadi pada saat
pemberian suatu zat, namun zat tersebut diekskresikan dulu sehingga dengan waktu
yang lama pengaruhnya baru terlihat. Mekanisme kematian larva Artemia salina Leach

104



Indonesian Journal of Pharmaceutical Education. 1(2): 98-106

berhubungan dengan fungsi senyawa alkaloid, flavonoid dan saponin pada ekstrak
daun kacapiring.

Cara kerja senyawa alkaloid adalah dengan bertindak sebagai stomach poisoning atau
racun perut. Senyawa ini akan menghambat reseptor perasa pada daerah mulut larva.
Hal ini mengakibatkan larva gagal mendapatkan stimulus rasa sehingga tidak mampu
mengenali makanannya dan akibatnya larva mati kelaparan sedangkan senyawa
golongan saponin dapat mengikat oksigen yang terdapat didalam air sehingga kadar
oksigen didalam air menurun dan larva Artemia salina Leach dapat mengalami
kematian karena kekurangan oksigen. Flavonoid bertindak sebagai antioksidan yang
mencegah terjadinya fragmentasi DNA oksigen reaktif seperti radikal hidroksil yang
memicu kerusakan sel yang mengawali timbulnya sel kanker. Senyawa golongan
flavonoid juga dapat mempercepat proses apoptosis sel yang mengakibatkan kematian
sel.

4. Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian dapat disimpulakan bahwa Kandungan metabolit
sekunder yang terdapat pada ekstrak etanol daun kacapiring yaitu flavonoid, alkaloid,
tanin, terpenoid dan saponin sedangkan pada ekstrak air daun kacapiring yaitu saponin.
Hasil uji toksisitas akut ekstrak air daun kacapiring terhadap hewan uji Artemia salina
Leach senyawa memiliki nilai LCso sebesar 1399,64 ppm dan uji toksisitas akut ekstrak
etanol daun kacapiring terhadap hewan uji larva Artmemia salina Leach senyawa
memiliki nilai LCso sebesar 1080,96 ppm dengan interprestasi tidak toksik.
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