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Pada hari ini, Jum'at, tanggal Dua Belas, bulan Juni, Tahun Dua Ribu Dua Puluh, yang bertanda
tangan di bawah ini Prof. Dr. Hj Suswandari, M.Pd, Ketua Lembaga Penelitian dan
Pengembangan Universitas Muhammadiyah Prof. DR. HAMKA, selanjutnya disebut sebagai
PIHAK PERTAMA; TUTI WIYATI M.SC., APT., sclanjutnya disebut sebagai PIHAK
KEDUA.

PIHAK PERTAMA dan PTHAK KEDUA sepakat untuk mengadakan Perjanjian Kontrak Kerja
Penelitian yang didanai oleh RAPB Universitas Muhammadiyah Prof. DR. HAMKA

Pasal 1

PIHAK KEDUA akan melaksanakan kegiatan penelitian dengan judul : PENELUSURAN
POTENSI DAUN CAYRATIA TRIFOLIA YANG DIEKSTRAKSI SECARA
SEKUENSIAL SEBAGAI KANDIDAT AGEN HEPATOPROTEKTOR ALAMI dengan
Inaran wajib dan luaran tambahan sesuai data usulan penelitian Bacth 2 Tahun 2019 melalu
simakip.uhamka.ac.id..

Pasal 2
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Rp.13.000.000,- (Terbilang : Tiga Belas Juta) kepada PTHAK KEDUA untuk melaksanakan
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ABSTRAK

Hati merupakan organ terbesar dalam tubuh yang memiliki peran penting dalam metabolisme sel tubuh.
Apabila hati mengalami gangguan maka tidak dapat melaksanakan fungsinya. Gangguan atau kelainan
fungsi hati disebut kerusakan hati. Kerusakan hati dapat dipicu salah satunya oleh senyawa kimia yang
bersifat hepatotoksik. Terapi yang dapat dilakukan untuk mencegah kerusakan hati salah satunya adalah
dengan memberikan hepatoprotektor. Daun galing (Cayratia trifolia L. Domin) mengandung senyawa
antioksidan yaitu fenolik dan flavonoid yang diduga berkhasiat sebagai hepatoprotektor. Kandungan
senyawa antioksidan lain yang juga terkandung dalam daun galing yaitu stilben (resveratrol, viniferin,
ampelopsin) dan flavonoid sianidin. Senyawa antioksidan umumnya larut dalam pelarut polar seperti
etanol, metanol, etil asetat, maupun air. Perolehan kandungan senyawa kimia pada tanaman untuk dapat
memberikan aktivitas farmakologi salah satunya sangat dipengaruhi oleh pemilihan pelarut selama proses
ekstraksinya. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui potensi ekstrak sekuensial daun galing yang kaya
akan senyawa antioksidan sebagai hepatoprotektor alami. Ekstraksi daun galing dilakukan dengan cara
maserasi secara bertingkat (sekuensial) menggunakan n-heksana, etil asetat dan etanol 70%. Ekstrak
ditentukan karakteristiknya meliputi organoleptis, rendemen, kadar air, kadar abu, skrining fitokimia,
penentuan kadar fenolik dan flavonoid serta pola senyawa flavonoid menggunakan KLT. Penelitian ini
didesain menggunakan rancangan acak lengkap dengan menggunakan 5 kelompok tikus, yaitu kelompok
kontrol normal (tanpa induksi dan perlakuan), kelompok kontrol negatif (tanpa perlakuan), kelompok
kontrol positif (memperoleh Legalon yang mengandung Sylimarin), kelompok ekstrak etil asetat serta
kelompok ekstrak etanol 70%. Ekstrak masing-masing diberikan dengan dosis 200 mg/KgBB selama 7
hari secara oral. Bahan penginduksi kerusakan hati menggunakan nitrobenzene. Parameter aktivitas
farmakologi yang diukur antara lain kadar ALT, AST, ALP, bilirubin, MDA dan gambaran histipatologi
hati tikus. Hasil menunjukkan semua perlakuan mampu menurunkan kadar ALP, menurunan kadar AST
dan ALT, kadar Bilirubin total dan direct serta menurunkan kadar MDA.

Kata kunci: Cayratia trifolia L. Domin. Daun galing-galing, Hepatoprotektor.
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BAB 1. PENDAHULUAN

A. Latar Belakang

Penyakit hati merupakan masalah kesehatan dunia bahkan lebih dari 350 juta
jiwa penduduk dunia menderita hepatitis kronik (Park et al. 2010). Data Riset
Kesehatan Dasar menunjukkan prevalensi penyakit hati secara nasional naik dari
25,8% menjadi 34,1% (Kemenkes RI 2018). Penyebab kerusakan hati salah
satunya adalah paparan bahan kimia (Guru Kumar et al. 2011). Nitrobenzen
(C6H5NO2) adalah suatu bahan organik senyawa radikal yang mampu
menyebabkan hepatic centrolobular necrosis. Nitrobenzen menyebabkan
toksisitas pada berbagai organ yaitu anemia hemolitik, kemacetan limfa dan hati,
sumsum tulang dan limfa hematopoises. Paparan kronis nitrobenzene juga dapat
menimbulkan pengembangan anemia hemolitik dan hepatitis toksik (PHE 2018).

Indonesia merupakan salah satu negara yang kaya akan sumber daya alam
hayati tanaman obat (Wasito 2011). Galing merupakan salah satu tumbuhan liar
yang banyak terdapat di Asia Tenggara, termasuk Indonesia. Hampir seluruh
bagian dari tumbuhan ini dapat dimanfaatkan sebagai obat tradisional yang
berkhasiat sebagai antidiabetik, hepatoprotektor, menurunkan kadar kolesterol
dalam darah, meningkatkan kekebalan tubuh, antioksidan, antivirus, antibakteri
dan antikanker (Kumar et al. 2012). Daun galing (Cayratia trifolia L. Domin)
mengandung senyawa antioksidan yang diduga berkhasiat sebagai
hepatoprotektor, yaitu fenolik dan flavonoid. Kandungan senyawa antioksidan
lain yang juga terkandung dalam daun galing yaitu stilben (resveratrol, viniferin,
ampelopsin) dan flavonoid sianidin (Homhual et al. 2014).

Senyawa antioksidan umumnya larut dalam pelarut polar seperti etanol,
metanol, etil asetat, maupun air. Fraksi polar metanol daun galing memiliki daya
antioksidan yang paling aktif terhadap DPPH dengan nilai IC sebesar 125,7 ppm
dan kadar fenol total sebesar 43,3 pg/mL sedangkan fraksi kloroform memiliki
nilai IC sebesar 129,5 ppm dan kadar fenol total sebesar 39,3 pug/mL sehingga
berpotensi memiliki aktivitas yang tidak jauh berbeda. Fraksi polar daun galing

telah diketahui memiliki aktivitas antioksidan (Rumayati dkk 2014). Kumar et al.



(2011) telah membuktikan bahwa ekstrak etanol tanaman galing dengan dosis 200
mg/kgBB mampu melindungi dan mengembalikan fungsi hati tikus yang
sebelumnya diinduksi nitrobenzen. Dengan melihat perkembangan penelitian
terdahulu maka perlu penelitian lebih lanjut untuk melihat daya aktivitas
hepatoprotektor daun galing secara ektraksi sekuensial dengan parameter kadar
ALT, AST, ALP, bilirubin, MDA dan gambaran histopatologi hati tikus sehingga
didapat data akurasi yang lebih baik untuk pengembangan obat herbal
kedepannya.

Pengembangan daun galing sebagai obat herbal harus disertai dengan
pembuatan ekstrak dengan mutu dan kualitas yang baik untuk tujuan memperoleh
khasiat yang maksimal. Dengan demikian, penting untuk dilakukannya
penelusuran potensi daun galing yang diekstraksi secara sekuensial untuk
memperoleh ekstrak yang mengandung kelompok metabolit dengan kepolaran
tertentu dengan kualitas baik sehingga mampu memberikan efektifitas yang
optimal. Hasil penelitian ini diharapkan dapat dijadikan dasar pengembangan daun
galing menjadi suatu kandidat produk herbal terstandar dengan khasiat
hepatoprotektor alami.

B. Permasalahan penelitian

Berdasarkan latar belakang yang telah diuraikan, alasan pemilihan ekstrak etil
asetat dan etanol 70% adalah karena kedua ekstrak tersebut memiliki aktivitas
antioksidan dan kadar total fenol yang tidak jauh berbeda. Adapun masalah yang
diangkat dalam penelitian ini adalah apakah ekstrak etil asetat dan etanol 70% daun
galing memiliki aktivitas sebagai hepatoprotektor pada tikus putih jantan yang
diinduksi nitrobenzene yang dilihat dari parameter kadar ALT, AST, ALP,
bilirubin, MDA dan gambaran histipatologi hati tikus?

C. Tujuan penelitian

Tujuan penelitian ini adalah untuk mengetahui adanya aktivitas
hepatoprotektor ekstrak etil asetat dan ekstrak etanol 70% daun galing terhadap
kadar ALT, AST, ALP, bilirubin, MDA dan melihat gambaran histipatologi hati

tikus.



BAB 2. KAJIAN PUSTAKA

A. State of the Art

Penyakit hati merupakan masalah kesehatan dunia bahkan lebih dari 350 juta
jiwa penduduk dunia menderita hepatitis kronik (Park et al. 2010). Penyakit hati
umumnya disebabkan oleh bahan kimia beracun (antibiotik tertentu, kemoterapi,
aflatoksin), menkonsumsi alkohol, infeksi dan kelainan autoimun (Kumar et al.
2011). Salah satu senyawa kimia yang dapat menyebabkan kerusakan hati yaitu
nitrobenzen (C6H5NO2). Nitrobenzene adalah cairan yang mudah menguap yang
dapat dengan mudah memperoleh akses ke tubuh melalui inhalasi, penetrasi kulit
dari uap dan penyerapan kulit dari cairan tersebut. Kumar et al. (2011) melaporkan
penggunaan nitrobenzena sebagai induksi dalam pengujian hepatoprotektor
tanaman galing sebanyak 50 mg/kgBB, dimana dosis tersebut menunjukan efek
hepatotoksik pada hewan coba. Beberapa parameter kerusakan organ hati yang bisa
diukur pada hewan coba antara lain kadar ALT, AST, ALP, bilirubin, MDA
(Kumar et al. 2011).

Aspartate Aminotranferase (AST atau SGOT) dan Alanine Aminotranferase
(ALT atau SGPT) merupakan enzim yang dijadikan indikator yang sensitif
terhadap adanya kerusakan sel hati. AST adalah enzim yang terdapat dalam sel
jantung, hati, otot skeletal, ginjal, otak, pankreas, limpa, dan paru. Enzim ini akan
dikeluarkan ke sirkulasi apabila terjadi kerusakan atau kematian sel. ALT biasanya
meningkat lebih tinggi dari AST pada obstruksi saluran empedu ekstra hepatik akut.
Jika didapatkan peningkatan >1000 U/L, kemungkinan terdapat penyakit hepatitis
virus, iskemik hati atau kerusakan hati karena toksin atau obat (Sulaiman dkk.
2012).

Bilirubin merupakan hasil akhir dari katabolisme eritrosit yang prosesnya
terjadi di hati. Peningkatan kadar bilirubin terkonjugasi lebih sering terjadi akibat
peningkatan pemecahan eritrosit, sedangkan peningkatan bilirubin tidak
terkonjugasi lebih cenderung akibat disfungsi atau gangguan fungsi hati. Nilai
normal total < 1.4 mg/dL, langsung < 0.40 mg/dL (Kemenkes RI 2011). Fahrudin
(2015) melaporkan bahwa senyawa fenol juga berpotensi sebagai hepatoprotektor

karena mampu menurunkan kadar enzim hepar didalam darah. MDA merupakan



indikator kerusakan hati dan salah satu senyawa produk oksidasi lipid dalam tubuh
yang digunakan sebagai indikator terjadinya proses oksidasi lipid akibat radikal
bebas (Momuat et al. 2011). Parameter kerusakan hati yang lainnya adalah alkaline
phospatase (ALP), ALP merupakan enzim yang berasal dari jaringan, tulang, hati
dan plasenta terutama berasal dari hati. Enzim ini disebut alkaline karena bekerja
baik pada pH 9 (Sulaiman dkk. 2012).

Sampai saat ini, belum ada obat yang disetujui sebagai hepatoprotektor.
Hepatoprotektor adalah suatu istilah yang diberikan pada obat atau obat herbal yang
dapat melindungi hati atau memulihkan hati (Mu’nim 2011). Salah satu obat herbal
yang sudah dipercaya sebagai agen heaptoprotektor adalah Silymarin. Cara kerja
Silymarin sebagai hepatoprotektor yaitu menurunkan pembesaran hati dengan
menghambat siklus 5-lipoksigenase dan menghambat produksi leukotrien dan
radikal bebas pada sel Kuppfer hati. Selain itu, silymarin pada sel hepatosit dapat
menghambat produksi lipid peroksidase dan kerusakan sel (Loguercio 2011).

Indonesia merupakan salah satu negara yang kaya akan sumber daya alam
hayati dan salah satu keanekaragaman hayati adalah tanaman obat (Wasito 2011).
Salah satu keanekaragaman hayati yang perlu dimanfaatkan adalah tumbuhan
(Cayratia trifolia (L.) Domin), yang juga dikenal dengan nama Galing. Galing
merupakan salah satu tumbuhan liar yang banyak terdapat di Asia Tenggara,
termasuk Indonesia. Galing merupakan tumbuhan yang termasuk ke dalam
keluarga Vitaceae dan biasanya tumbuh dihabitat terestrial (hutan tropis primer,
hutan hujan sekunder, hutan pesisir) dengan kondisi terbuka dan terpapar sinar
matahari. Galing adalah tumbuhan herba merambat dan memanjat dengan
menggunakan sulurnya untuk tumbuh lebih tinggi (Feriadi dkk. 2018). Hampir
seluruh bagian dari tumbuhan ini dapat dimanfaatkan sebagai obat tradisional yang
berkhasiat sebagai antidiabetik, hepatoprotektor, menurunkan kadar kolesterol
dalam darah, meningkatkan kekebalan tubuh, antioksidan, antivirus, antibakteri dan
antikanker (Kumar et al. 2012). Seluruh bagian galing dilaporkan memiliki
metabolit sekunder alkaloid, steroid, terpenoid, flavonoid, dan tannin (Kumar et al.
2012) daunnya mengandung stilben (resveratrol, piceid, viniferin, ampelopsin) dan

flavonoid sianidin (Roat et al. 2017).



Kumar dkk. (2011) melaporkan, ekstrak etanol daun galing dengan dosis 200
mg/kg BB yang diberikan selama 7 hari mampu melindungi kerusakan hati pada
tikus yang diinduksi oleh nitrobenzen. Hasil penelitian uji aktivitas antioksidan
secara invitro yang dilakukan Rumayati dkk. (2014) melaporkan bahwa ekstrak
metanol daun galing memiliki kandungan total fenol 43 ug/mL. Ekstrak metanol
tersebut memiliki aktivitas antioksidan terhadap DPPH dengan nilai IC50 sebesar
125,7 ppm. Pengembangan daun galing sebagai agen hepatoprotektor harus disertai
dengan pembuatan ekstrak dengan mutu dan kualitas yang baik untuk tujuan
memperoleh khasiat yang maksimal. Dengan demikian, penting untuk
dilakukannya penelusuran potensi daun galing yang diekstraksi secara sekuensial
untuk memperoleh ekstrak yang mengandung kelompok metabolit dengan
kepolaran tertentu dengan kualitas baik sehingga mampu memberikan efektifitas

yang optimal.

B. Roadmap Penelitian

Gambar 1. Roadmap Penelitian



BAB 3. METODE PENELITIAN

A. Pola Penelitian

Pola pada penelitian ini meliputi:

1.

10.

Determinasi tanaman yang dilakukan di Balai Penelitian dan
Pengembangan Botani “Herbarium Bogoriense” LIPI, Kebun Raya Bogor.
Penyiapan bahan baku daun galing: pengumpulan bahan yang diperoleh
dari Tuban, Jawa Timur dan pembuatan serbuk simplisia daun galing.
Pembuatan ekstrak sekuensial (ekstrak etil asetat dan etanol 70%) daun
galing dengan menggunakan metode maserasi
Pemeriksaan karakteristik mutu ekstrak, meliputi perhitungan rendemen,
organoleptik, kadar air, kadar abu, dan skrining fitokimia (identifikasi
keberadaan alkaloid, flavonoid, fenolik, steroid, terpenoid, saponin, dan
tanin).
Penentuan pola senyawa flavonoid pada ekstrak sekuensial menggunakan
metode KLT dengan fase diam adalah plat silika gel GF254. Fase gerak
yang digunakan adalah kloroform:aseton:asam formiat (10:2:1). Sistem
visualisasi menggunakan sinar UV 254 dan 365 nm serta pereaksi deteksi
sitroborat dan uap ammonia.
Penentuan kadar fenolik ekstrak menggunakan baku pembanding asam
galat dan pereaksi Folin-Ciocalteu yang diukur dengan spektrofotometer
UV-Vis pada panjang gelombang maksimal sekitar 600-800 nm.
Penentuan kadar flavonoid ekstrak menggunakan baku pembanding
kuersetin dan pereaksi AICI3. Absorbansi dengan spektrofotometer UV-Vis
pada panjang gelombang maksimal sekitar 400-600 nm.
Penentuan dosis dan pembuatan larutan uji dan pembanding (Legalon yang
mengandung Sylimarin dengan dosis 7,20 mg/250 gBB tikus).
Persiapan hewan coba meliputi: aklimatisasi dan pengelompokan hewan
coba
Perlakukan hewan coba meliputi: induksi nitrobenzene dengan dosis 50
mg/kgBB kecuali kelompok normal serta treatment hewan coba pada tiap
kelompok uji menggunakan 1 dosis ekstrak yaitu 200 mg/kgB. Lama waktu

treatment adalah 7 hari.



11. Penentuan kadar AST dan ALT serum darah tikus.

12. Penentuan kadar ALP pada serum darah tikus.

13. Penentuan kadar bilirubin pada serum darah tikus.

14. Penentuan aktivitas antioksidan in vivo dengan mengukur kadar MDA pada
darah tikus menggunakan spektrofotometer.

15. Pembuatan preparat dan pengamatan histopatologi organ hati menggunakan
mikroskop.

16. Pengumpulan dan analisis data.

B. Diagram Alir Penelitian

[ ASPEK YANG DITELITI ]‘ TARGET LUARAN YANG
D : | DICAPAI

INDIKATOR CAPAIAN

Gambar 2. Diagram Alir Penelitian



BAB 4. HASIL DAN PEMBAHASAN

A. Hasil Determinasi Daun Galing

Determinasi tanaman dilakukan di Pusat Penelitian Konservasi Tumbuhan dan
Kebun Raya — LIPI kebun raya Bogor. Hal ini bertujuan untuk mengetahui keaslian
dan kebenaran jenis tanaman yang akan digunakan, dengan demikian kesalahan
dalam pengumpulan bahan baku yang akan diteliti dapat terhindarkan. Berdasarkan
surat yang diterbitkan LIPI nomor B-2883/IPH.3/KS/ VII/2019Hasil determinasi
menunjukan bahwa benar tanaman yang digunakan merupakan daun Galing
(Cayratia trifolia (). Domin).
B. Hasil Ekstraksi Daun Galing

Tabel 1. Hasil Ekstraksi Daun Galing

No. Jenis Hasil
1 Daun galing segar 10,0 kg
2 Serbuk daun galing 1,5 kg
3 Ekstrak etil asetat daun galing 26¢g
4 Ekstrak etanol 70% daun galing 3195 ¢g
5 Rendemen ekstrak etil asetat 1,73%
6 Rendemen ekstrak etanol 70% 21,30%

Daun galing segar diperoleh dari wilayah Tuban, Jawa Timur. Tujuan
pengeringan adalah untuk mendapatkan simplisia yang tidak mudah rusak dan tidak
ditumbuhi jamur dalam penyimpanan jangka lama, menghemat tempat
penyimpanan, serta menghentikan proses enzimatik sehingga metabolisme
golongan senyawa yang ada dalam daun galing dapat dihentikan (Nuria dkk. 2009).
Tujuan pembuatan serbuk adalah untuk memperbesar luas permukaan sehingga
mempercepat proses ekstraksi karena dengan memperbesar luas permukaan akan
memperbesar kontak antara serbuk dan pelarut semakin besar (Sa’adah dkk. 2015).

Serbuk daun galing kemudian diekstraksi dengan metode maserasi bertingkat.
Maserasi dipilih karena cara pengerjaan dan peralatan yang relatif sederhana,
mudah dan menghindari kerusakan zat aktif akibat pemanasan. Maserasi bertingkat
dimulai dari menggunakan pelarut non polar-semi polar-polar yaitu menggunakan
pelarut n-heksan, etil asetat, etanol 70%. Tujuan menggunakan pelarut yang bersifat

non polar (n-heksan) terlebih dahulu untuk menarik senyawa yang bersifat non-



polar begitupun dengan pelarut semi polar (etil asetat) untuk menarik senyawa semi
polar, sehingga dengan mudah pelarut polar (etanol 70%) akan menarik senyawa
polar akan lebih maksimal tanpa adanya gangguan senyawa dari golongan
kepolaran yang berbeda (Permadi 2015). Rumayati (2014) menyebutkan hubungan
antioksidan dengan kandungan total fenol fraksi n-heksan, kloroform dan metanol
daun galing berturut-turut memiliki nilai IC5y sebesar 592,1, 129,5 dan 125,7.
Tingkat kekuatan antioksidan pada range 100-250 menurut Jun (2003) termasuk
dalam golongan sedang sedangkan range 250-500 termasuk kedalam golongan
lemah. Berdasarkan hasil uji didapat hasil rendemen ekstrak etil asetat sebesar
1,73% dan rendemen ekstrak etanol 70% sebesar 21,30% (Tabel 1).
C. Hasil Karakteristik Ekstrak Daun Galing

Uji Organoleptik dilakukan untuk mengetahui karakteristik dari serbuk dan
ekstrak daun galing meliputi bentuk, bau, rasa, dan warna. Hasil uji organoleptik
dapat dilihat pada Tabel 2.

Tabel 2. Hasil Uji Organoleptik Ekstrak

' Parameter
Jenis Bentuk Bau Rasa Warna
Serbuk Kering Khas Pahit Hijau
Ekstrak Etil asetat Kental Khas Pahit Hijau
Ekstrak Etanol 70%  Serbuk Khas Pahit Coklat

Tabel 3. Hasil Uji Kadar Abu dan Kadar Air

Sampel Parameter
p Kadar Abu Kadar Air
Ekstrak
Etil Asetat 0,955 % 4,56 %
Ekstrak 6.985 % 12,77 %

Etanol 70 %

Pengujian kadar abu dilakukan untuk memberikan gambaran kandungan
mineral internal dan eksternal yang berasal dari proses awal sampai terbentuknya
ekstrak. Kadar abu berkaitan dengan mineral, baik senyawa organik seperti protein,
lemak, karbohidrat maupun anorganik seperti air dan garam yang diperoleh secara
internal maupun eksternal (Depkes RI 2000). Hasil kadar abu menunjukkan ekstrak
ekstrak eil asetat sebsar 0,955% dan etanol 70% sebesar 6,986% (Tabel 3).
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Pengujian kadar air dilakukan dengan tujuan untuk memberikan batasan
maksimal kandungan air di dalam simplisia, karena dengan jumlah kandungan air
yang tinggi dapat menyebabkan simplisia mudah ditumbuhi media jamur dan
bakteri sehingga dapat merusak kandungan senyawa di dalam simplisia (DepKes
RI 2000). Menurut DepKes (1995) kadar air ekstrak kental memiliki range 5-30%.
Dari Tabel 3 diketahui bahwa konsistensi ekstrak berdasarkan parameter kadar
airnya masuk kriteria ekstrak kental yang baik. Namun nilai kadar air > 10%
berpotensi lebih mudah terkontaminasi. Tingginya kadar air dapat disebabkan
absorpsi air ke dalam ekstrak saat proses penyimpanan akibat lingkungan yang
lembab (Saifudin et al. 2011). Agar ekstrak tidak mudah terkontaminasi dan mudah
ditumbuhi bakteri maka disimpan dalam desikator yang berisikan silika gel agar
tidak.

D. Hasil Penapisan Fitokimia Daun Galing

Penapisan fitokimia dilakukan untuk mengetahui senyawa metabolit sekunder
yang terkandung didalam ekstrak daun galing. Hasil penapisan fitokimia daun
galing dapat dilihat pada tabel 6.

Tabel 4. Hasil Penapisan Fitokimia

Uji Penapisan Ekstrak Etil Ekstrak Etanol

Alkaloid + +

Flavonoid + +

Saponin - -

Fenolik + +

Tanin - +

Steroid + -

Keterangan : (+) = terdeteksi

(-) =tidak terdeteksi

Dari Tabel 4 diperoleh alkaloid, flavanodi, fenolik dan steroid positif. Alkaloid
yang terbentuk dari endapan karena penggantian lignan. Atom hidrogen yang
memiliki pasangan elektron bebas pada alkaloid mengganti ion iod dalam pereaksi
Dragendorff dan Mayer. Alkaloid positif ditunjukkan dengan endapan putih oleh
pereaksi Mayer, endapan merah jingga oleh pereaksi Dragendorff dan endapan
coklat oleh pereaksi Bouchardat. Senyawa flavonoid yang ada sehingga
menimbulkan reaksi warna merah yang merupakan ciri adanya flavonoid (Robinson

1995). Pada pengujian fenolik, pereaksi FeCl; digunakan untuk mengidentifikasi
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senyawa fenol/polifenol. Penambahan FeCl; akan menimbulkan warna biru tua,
biru kehitaman, atau warna hitam kehijauan.

Hasil penelitian ini juga sejalan dengan Kumar et al. (2012) yang menyatakan
bahwa hasil dari skrining fitokimia ekstrak daun Cayratia trifolia didapat hasil
positif mengandung senyawa flavonoid, tanin, steroid, dan hasil negatif pada uji
saponin. Sedangkan hasil skrining pada tanin ekstrak etil tidak terdeteksi, dan
steroid ekstrak etanol juga tidak terdeteksi.

E. Hasil Penentuan Kadar Fenol Total

Senyawa fenol terdiri dari beraneka ragam struktur dengan ciri khas berupa
cincin aromatik yang mengandung satu atau dua gugus hidroksil. Senyawa fenol
memiliki beberapa sifat antara lain: mudah larut dalam air sehingga senyawanya
bersifat polar, cepat membentuk kompleks dengan protein dan sangat peka terhadap
oksidasi enzim (Rondang dkk. 2017). Tanaman galing diketahui memiliki metabolit
sekunder seperti flavonoid dan fenolik. Daunnya mengandung senyawa diantaranya
stilben, reveratrol, piceid, viniferin, dan ampelopsin (Kumar et al. 2012).

Ampelopsin dan viniferin merupakan dimer atau senyawa kimia yang terdiri
dari dua molekul yang identik dengan stilben, senyawa tersebut memiliki aktivitas
biologi salah satunya anti hepatotoksik. Sedangkan senyawa stilben merupakan
senyawa polifenol yang memiliki efek antioksidan, senyawa tersebut diduga yang
berperan dalam mengurangi radikal bebas dan memiliki aktivitas antioksidan. Uji
kandungan fenol total bertujuan untuk mengetahui jumlah fenol yang terdapat
dalam sampel. Uji kandungan fenol total dilakukan dengan metode Folin-Ciocalteu.
Reaksi yang terjadi adalah reaksi reduksi-oksidasi. Senyawa fenolik mereduksi
fosfomolibdat fosfotungstat dalam Folin-Ciocalteu membentuk molibdenum yang
berwarna biru (Tursiman dkk. 2012). Adapun reaksi reagen Folin-Ciocalteu dengan
senyawa fenol dilihat pada Gambar 1.

Berdasarkan hasil dari spektrofotometer Uv-vis didapat hasil panjang
gelombang yaitu 743,50 nm dengan absorbansi sebesar 0,455, kemudian dilakukan
operating time dan didapat senyawa akan stabil dengan pelarutnya setelah 30 menit,
kemudian dilakukan pembuatan kurva kalibrasi asam galat sebagai pembanding

yang digunakan pada pembacaan fenol total.
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Gambar 3. Kurva Kalibrasi Fenol Total

Pembuatan kurva kalibrasi berguna untuk menentukan kadar fenol total dalam
sampel melalui persamaan regresi dari kurva kalibrasi. Penentuan kadar fenol total
dilakukan dengan menggunakan metode pembanding asam galat yaitu GAE (Gallic
Acid FEkivalen) dimana dalam 1 g ekstrak dibandingkan dengan jumlah berapa
banyak mg asam galat yang didapat dari hasil pembacaan menggunakan
spektrofotometer UV-Vis.

Tabel 5. Hasil Kadar Fenol Total Ekstrak Daun Galing

Jenis Ekstrak Kadar Fenol Total
(mgGAE/g sampel)+SD
Etil Asetat 18,2831 + 0,141
Etanol 70% 23,8707 + 0,191

Berdasarkan hasil Tabel 5 menunjukan bahwa senyawa fenolik lebih banyak
terekstrak pada ekstrak etanol daripada ekstrak etil asetat. Hal ini dikarenakan sifat
fenol yang mudah larut dalam air sehingga senyawanya bersifat polar (Rondang
dkk. 2017).

Senyawa fenol menghambat radikal bebas dengan cara mendonorkan
protonnya dan membentuk radikal yang stabil. Terbentuknya radikal stabil ini
dikarenakan elektron bebas yang terdapat pada radikal distabilkan oleh delokalisasi

elektron dengan adanya resonansi pada cincin aromatik (Tursiman dkk. 2012).
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F. Penetapan Flavonoid total
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Gambar 4. Grafik kurva kalibrasi Kuersetin
Kadar flavonoid total ditentukan dengan kurva standar kuersetin pada beberapa

konsentrasi yaitu 15; 26,5; 38; 49,5 dan 61 ppm. Penentuan kadar flavonoid total
dengan metode alumunium klorida. Prinsip penetapan kadar flavonoid metode
alumunium klorida dimana flavon dan flavonol memiliki gugus hidroksil, dengan
pereaksi alumunium klorida akan terjadi pembentukan kompleks antara alumunium
klorida dengan gugus keto pada atom C-4 dan gugus hidroksi pada atom C-3 atau
C-5 yang stabil terhadap asam. Penggunaan kuersetin sebagai pembanding karena
kuersetin merupakan flavonoid golongan flavonol yang memiliki gugus keto pada
atom C-4 dan juga gugus hidroksil pada atom C-3 dan C-5 yang bertetangga dan
penambahan Natrium asetat guna mendeteksi gugus hidroksil C-7 pada flavon dan
flavonol (Hanani 2015).

Tabel 6. Hasil Penetapan Flavonoid Total

Rerata kandungan

Jenis Ekstrak flavonoid (mgQE/g ekstrak) + SD
Ekstrak Etil Asetat 17,9825 + 0,8939
Ekstrak Etanol 70 % 27,9528+0,61866

Hasil dari regresi linier kurva kalibrasi kuersetin kemudian digunakan untuk
menentukan kadar flavonoid total pada ekstrak etil asetat dan etanol 70% daun
galing yang didapat dari hasil pembacaan dengan spektrofotometer UV-Vis. Dari

penetapan kadar flavonoid total diperoleh Dari hasil tersebut pada ekstrak etanol
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70% memiliki kadar flavonoid yang lebih besar dibandingkan ekstrak etil asetat
(Tabel 6).
G. Hasil Indentifikasi Senyawa Flavonoid Dengan Metode KL'T

Pemisahan senyawa flavonoid daun galing dilakukan dengan metode
kromatografi lapis tipis (KLT). KLT merupakan suatu metode pemisahan suatu
senyawa berdasarkan perbedaan dua fase yaitu fase diam dan fase gerak. Fase diam
yang digunakan adalah plat silika gel yang bersifat polar. Silika gel GF254
digunakan sebagai fase diam karena merupakan fase diam yang sering digunakan
dan pemisahannya dapat diatur dengan penggunaan pelarut pengelusi berdasarkan
jenis senyawa yang ingin dielusi. Silika gel GF254 mengandung indikator
flourosensi yang ditambahkan untuk membantu penampakkan bercak tak warna
pada plat yang telah dikembangkan (Gritter 1991). Plat KLT silika gel GF254
diaktifasi dengan cara dioven pada suhu 105°C selama 30 menit untuk
menghilangkan air yang terdapat pada plat KLT sehingga daya serap plat menjadi
maksimal (Sastrohamidjojo 2007).

Eluen yang digunakan sebagai fase gerak untuk mengidentifikasi flavonoid
pada tanaman galing dilakukan orientasi terlebih dahulu untuk menentukan
komposisi fase gerak yang paling optimal. Hasil orientasi menunjukan bahwa
komposisi fase gerak yang paling optimal adalah kloroform: aseton: asam format
(10:2:1). Analisa KLT juga menggunakan kuersetin sebagai pembanding.

Bejana yang digunakan terlebih dahulu dijenuhkan supaya seluruh permukaan
bejana terisi uap eluen sehingga rambatan yang dihasilkan baik dan beraturan.
Penjenuhan dilakukan dengan tujuan untuk memperoleh homogenitas dalam bejana
dan meminimalkan peguapan pelarut dari lempeng KLT (Kusnadi 2017).

Setelah jenuh dilakukan penotolan sampel pada plat KLT dimasukkan
kedalam bejana yang berisi fase gerak yang sudah jenuh, dilihat sampai tanda batas
atas plat dan deteksi senyawa yang diidentifikasi dibawah sinar UV dengan panjang
gelombang 254 nm dan 366 nm. Panjang gelombang 254 nm untuk melihat bercak
pada plat KLT sedangkan UV pada panjang gelombang 366 nm digunakan untuk
melihat warna atau bercak yang tidak terlihat pada panjang gelombang 254 nm

(Kusnadi 2017).
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Tabel 7. Bercak yang tampak dalam pereaksi sitroborat

Sebelum semprot Semprot sitroborat

Sampel Rf  Sinar

UV 254 UV 366 UV 254 UV 366
tampak

Kuersetin 0,62 Coklat pemada Hlj.a N Pemadaman Hlj.a u
man kekuningan kekuningan
Ekstrak pemada S N
Etanol 70% 0,6  Coklat man Biru hijau Pemadaman  Biru hijau
Ekstrak Etil 0.72 i pemada Orange, Pemadaman Orange,
Asetat man  merah muda merah muda
Tabel 8. Bercak yang tampak dalam pereaksi uap amonia
Sinar .
Sampel Rf  tampak Sebelum semprot Uap amonia
UV 254 UV 366 UV 254 UV 366
Kuersetin 0,58 Coklat pemada Hlj.a u Pemadaman Hitam
man kekuningan
Ekstrak pemada o Biru hijau
Etanol 70% 0,33 Coklat man Biru hijau Pemadaman (pudar)
_ Warna
Ekstrak Etil 0.71 i pemada Orange, Pemadaman  pudar atau
Asetat man  merah muda .
menghilang

Berdasarkan Tabel 7, senyawa flavonoid untuk ekstrak etanol 70%
menghasilkan warna biru hijau, sedangkan untuk ekstrak etil asetat menghasilkan
warna orange merah muda setelah disemprot dengan pereaksi deteksi sitroborat
pada UV 366 nm. Hasil ini sesuai dengan pernyataan yang dikemukakan oleh
Markham (2005) bahwa terdeteksi adanya flavonoid jika timbul pemadaman bercak
pada UV 254 nm, sedangkan pada UV 366 nm flavonoid berflouresensi kuning
(orange), merah muda, biru, hijau pada lempeng KLT setelah penyemprotan dengan
pereaksi deteksi sitroborat. Pereaksi semprot sitroborat merupakan pereaksi
spesifik berkepekaan tinggi untuk mendeteksi flavonoid.

Berdasarkan Tabel 8, senyawa flavonoid untuk ekstrak etanol 70% biru-
hijau berkurang atau redup, sedangkan untuk ekstrak etil asetat menghasikan warna
hijau berkurang atau redup setelah diuap ammonia pada UV 366 nm. Hal ini sesuai
dengan pernyataan yang dikemukakan oleh Hanani (2015) bahwa terdeteksi adanya
flavonoid jika timbul perubahan warna sedikit atau tanpa perubahan pada UV 366

nm.
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Jarak pengembangan dari suatu senyawa pada kromatogram biasanya
dinyatakan dengan nilai Rf yaitu jarak yang ditempuh oleh tiap bercak dari titik
penotolan diukur ke pusat bercak. Nilai Rf biasanya berkisar antara 0,2 — 0,8 dan
nilai Rf ini sangat berguna untuk mengidentifikasi suatu senyawa. Dari hasil Tabel
6 dan Tabel 7 diketahui bahwa ekstrak etanol 70% daun galing memiliki nilai Rf
hampir mirip atau mendekati dengan pembanding kuersetin yang artinya bahwa
keduanya mengandung senyawa flavonoid yang jenisnya sama yaitu golongan
flavonol. Flavonol umumnya terdapat dalam bentuk glikosida dalam bentuk
umumnya seperti kaemferol, kuersetin dan mirisetin (Arifin 2018).

H. Aktivitas Hepatoprotektor terhadap Kadar ALP

Aktivitas hepatoprotektor pada ekstrak etil asetat dan ekstrak etanol 70%
daun galing didasari oleh kandungan senyawa aktifnya. Senyawa aktif yang diduga
memiliki daya hepatoprotektor yaitu senyawa flavonoid dimana senyawa ini
merupakan senyawa metabolit sekunder yang memiliki struktur inti Cs.C3-Cs yaitu
dua cincin aromatik yang dihubungkan dengan 3 atom C, biasanya dengan ikatan
atom O yang berupa ikatan heterosiklik (Hanani 2015). Senyawa flavonoid memiiki
daya hepatoprotektor salah satunya dengan cara menekan pembentukan radikal

bebas dengan cara penghambatan enzim atau pengelatan ion logam yang terlibat
dalam produksi radikal bebas (Suhartono 2016).

Alkalin phospat (ALP) merupakan salah satu enzim yang terdapat dalam hati
tepatnya di kanalikuli empedu (Herrington 2016). Pada hewan uji (tikus)
berdasarkan gambaran hematologinya diketahui kadar normal ALP dalam tikus
adalah 56,8-128 U/l (Kusumawati 2016). Berdasarkan hasil pengukuran kadar,
dapat dikatakan hewan uji yang diinduksi dengan nitrobenzen sudah mengalami
kerusakan hati ditandai dengan meningkatnya nilai kadar dari ALP diatas dari
rentang nilai normal pada hewan uji (139,8 + 8,81 U/I) (Tabel 8).

Hasil pengukuran awal kadar ALP setelah 7 hari perlakuan sudah
menunjukan terjadinya penurunan kadar namun belum mencapai efek optimal.
Sehinggal perlakuan terus dilanjutkan hingga 14 hari. Setelah pengukuran 14 hari
akhirnya diperoleh nilai ALP yang mencapai target terapi, yaitu kelompok normal

66 U/L, kelompok postitif 76 U/L, kelompok perlakuan ekstrak etil asetat 105 U/L,
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kelompok perlakuan ekstrak etanol 70 % 89 U/L dan kelompok negatif 139,8 U/L
(hasil tersaji pada Tabel 9).

Pada penelitian ini sylimarin digunakan sebagai pembanding pada
kelompok positif. Berdasarkan hasil pengukuran kadar ALP kelompok positif
memiliki nilai kadar ALP yang hampir sebanding dengan kelompok normal. Hal
tersebut menunjukan bahwa legalon mempunyai efek hepatoprotektor yang baik.
Legalom merupakan sebuah produk yang mengandung sylimarin, dimana menurut
review junal Fraschini et al.(2002).Silymarin dapat berperan sebagai peredam
radikal bebas dengan mengganggu proses peroksidasi lipid yang terlibat dalam
kerusakan hati yang diproduksi oleh senyawa toksik.

Tabel 9. Rerata Hasil AkhirPengukuran Kadar ALP

Perlakuan Kadar ALPU/L+ SD
Normal 66 + 6,63
Positif 76 £ 6,30
Negatif 139,8 £ 8,81

Ekstrak etil asetat 105 £9,40
Ekstrak etanol 70% 89 +7.31

Berdasarkan Tabel 8 diketahui ekstrak etil asetat dan etanol 70%
menunjukan penurunan kadar ALP dan memenuhi efek optimal terapi sehingga
dapat dikatakan bahwa ekstrak etil asetat dan etanol 70% memiliki efek
hepatoprotektor. Pada kelompok perlakuan ekstrak etanol 70% memiliki efek
hepatoprotektor yang lebih baik dibandingkan dengan kelompok ekstrak etil asetat.
Hal tersebut didukung dengan hasil pengukuran kadar flavonoid total dimana
ekstrak etanol 70% daun galing memiliki kadar flavonoid yang lebih tinggi
dibandingkan dengan ekstrak etil asetat.

I. Aktivitas Hepatoprotektor terhadap Kadar AST DAN ALT
Alanine Transaminase (ALT) dan Aspartate Transaminase (AST) merupakan
salah satu enzim yang diproduksi di hati dan dikeluarkan kedalam darah sehingga
dengan adanya peningkatan enzim-enzim transaminase dalam serum yang terdiri
dari AST yang disekresikan secara paralel dengan ALT menjadi penanda dini untuk

mendeteksi adanya kerusakan hati (Rahayu 2018).

Kadar nilai normal AST dan ALT pada manusia, untuk kadar AST yaitu 5-35
IU/L dan untuk kadar AST yaitu 5-40 IU/L (pondaag 2014). Kadar nilai normal
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AST dan ALT pada hewan uji tikus putih yaitu untuk kadar AST 45,7-80,8 U/l dan
untuk kadar ALT 17,5-30,2 U/l (Diah 2016). Berdasarkan hasil pada Tabel 10
terlihat adanya perbedaan antara awal dalam kondisi normal sebelum diberikan
perlakuan dan kadar setelah diberikannya nitrobenzen. Hal ini dapat dikatakan
bahwa hewan uji yang diinduksi nitrobenzen sudah mengalami kerusakan hati
ditandai dengan meningkatnya nilai kadar AST dan ALT diatas dari rentang nilai
normal pada hewan uji.

Tabel 10. Kadar AST dan ALT Setelah Induksi Nitrobenzen

AST (U/l) ALT (UN)

Kadar dalam Kadar dalam

Kelompok Tikus kondisi normal Kaq?r setel.ah kondisi normal Kaq?r setel.ah
sebelum diinduksi o diinduksi
. . sebelum diberikan .
diberikan nitrobenzen nitrobenzen
perlakuan
perlakuan
1 50 - 19 -
2 47 - 24 -
Kelompok 3 52 _ 19 _
Normal 4 55 _ 18 _
5 49 - 21 -
1 47 88 28 38
Kel " 2 49 89 20 33
e ommpo 3 51 84 2 35
Negatif
4 46 85 19 34
5 50 83 20 36
1 49 89 20 38
Kel K 2 54 85 24 35
©ompo 3 52 93 18 40
Positif
4 47 90 26 36
5 48 82 19 34
1 50 96 21 35
Kelompok 2 55 94 25 41
Ekstrak Etanol 3 48 87 24 31
70% 4 46 97 23 39
5 51 90 26 36
1 53 97 24 35
Kelompok 2 50 94 22 38
Ekstrak Etil 3 47 96 25 40
Asetat 4 55 87 23 33
5 49 91 22 42

Pengukuran di hari ke-7 menunjukan penurunan kadar AST dan ALT tetapi
belum optimal sehingga dilanjutkan perlakuan selama 14 hari. Pada hari ke-15

dilakukan pengukuran kadar AST dan ALT akhir. Hasil menunjukan bahwa ekstrak
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daun galing yang diberikan selama 14 hari memiliki aktivitas sebagai
hepatoprotektor (Tabel 10).

Kadar AST dan ALT diuji secara statistik menggunakan uji normalitas (uji
Shapiro walk) untuk kadar AST diperoleh data 0,056>0,05 dan untuk kadar ALT
diperoleh data 0,063>0,05 yang artinya data terdistribusi normal, dan uji
homogenitas untuk kadar AST diperoleh data 0,261>0,05 dan untuk kadar ALT
0,235>0,05 yang artinya data memiliki varian yang homogen. Hasil uji ANOVA
untuk kadar AST menunjukan nilai signifikan 0,005<0,05 dan untuk kadar ALT
menunjukan nilai signifikan 0,005<0,05 yang artinya terdapat perbedaan yang
signifikan antar perlakuan terhadap kadar AST dan ALT.

Tabel 11. Hasil Pengukuran Rata-Rata Kadar AST dan ALT

Selama 7 hari Selama 14 hari

Kelompok AST (U/T) ALT (U/T) AST (U/T) ALT (U/N)
+SD +SD +SD +SD

Normal 50,60+ 2,40  20,20+£2,777  50,60+2,40 20,20+ 2,77

Negatif 91,00+ 3,39  36,20+£2,30 94,40+ 3,84 38,20+ 1,92

Positif 85,20+4,32 32,40+ 1,67 62,40+ 3,84 23,80+ 2,58

Ekstrak Etanol 70% 86,80+3,34 33,20+2,07 65,20+ 1,92 24,20+ 2,77

Ekstrak Etil Asetat 88,20+ 3,80 35,40+ 2,70 73,00+ 5,09 29,40+ 0,54

Berdasarkan Tabel 11, diketahui hasil penetapan kadar AST dan ALT pada
kelompok negatif yang diinduksi nitrobenzene meningkatkan menjadi (AST 94,40
+ 3,84 U/I) dan (ALT 38,20 + 1,92 U/I). Hal ini menunjukkan telah terjadi
kerusakan pada hati (Diah 2016).. Peningkatan kadar AST dan ALT disebabkan
karena enzim-enzim transaminase yang terdapat pada sel hepatosit keluar dan
masuk kedalam sirkulasi darah sehingga menyebabkan kadar enzim didalam darah
meningkat. Dari hasil rata-rata kadar AST dan ALT ektrak etanol 70% dan etil
asetat diketahui bahwa ekstrak yang mendekati kelompok kontrol positif adalah
pada ekstrak etanol 70% yaitu masing-masing berurutan 65,20 + 1,92 U/I dan 24,20
+ 2,77 U/I. Hal ini menunjukan kemampuan perlakuan ekstrak etanol 70% sebagai
hepatoprotektor dalam menghambat efek hepatotoksik lebih baik dibandingkan
dengan perlakuan ekstrak etil asetat. Hal ini juga diperkuat dengan hasil
histopatologi yang menunjukan bahwa ekstrak etanol 70% mampu memberikan

hasil sel hepatosit yang lebih baik dari ekstrak etil asetat (Gambar 7).
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Hasil perhitungan jumlah sel inti piknotik menunjukan nekrosis terbesar terjadi
pada kelompok negatif yaitu 72 sel inti piknotik. Semakin besar jumlah sel inti
piknotik artinya semakin parah kondisi kerusakan hatinya (wijayanti 2013). hal ini
membuktikan bahwa pemberian nitrobenzen dapat terjadi kerusakan pada hati
sehingga dapat menimbulkan terjadinya nekrosis pada sel hati. Untuk kelompok
lainnya berdasarkan hasil pengamatan menunjukan kelompok normal mempunyai
jumlah sel inti piknotik yaitu 25, kelompok positif mempunyai jumlah sel inti
piknotik yaitu 33, kelompok perlakuan ekstrak etanol 70% menghasilkan efek
perlindungan yang baik yaitu jumlah sel inti inti piknotiknya 42, dibandingkan
kelompok perlakuan ekstrak etil asetat yaitu 52 , walaupun sama-sama jumlah sel
inti piknotiknya berkurang tetapi kelompok perlakuan ekstrak 70% jumlah sel inti
piknotiknya lebih sedikit dibandingkan dengan kelompok ekstrak etil asetat.

Kadar AST dan ALT menurun serta jumlah inti piknotik yang sedikit karena
memiliki aktivitas hepatoprotektor. Senyawa yang mempunyai aktivitas sebagai
hepatoprotektor pada daun galing terdapat pada senyawa flavonoid. Senyawa
flavonoid memiliki daya hepatoprotektor salah satunya dengan cara menekan
pembentukan radikal bebas degan cara penghambatan enzim (Suhartono 2016).
Flavonoid merupakan senyawa polar, maka flavonoid akan larut baik dalam pelarut
polar seperti etanol, metanol, butanol, aseton dan lain-lain. Flavonoid akan
terdistribusi secara luas pada jaringan tanaman dalam bentuk glikosida yang
bersifat polar (Khoddami 2013). Hal ini dapat disimpulkan bahwa ekstrak etanol
70% mempunyai aktivitas hepatoprotektor yang lebih baik ditandai dengan
aktivitas penurunan kadar AST dan ALT.

J. Aktivitas Hepatoprotektor terhadap Kadar Bilirubin

Bilirubin terjadi dari hasil peruraian hemoglobin dan merupakan produk antara
dalam proses hemolisis. Bilirubin di metabolisme oleh hati dan dieksresi ke dalam
empedu sedangkan sejumlah kecil ditemukan dalam serum. Peningkatan bilirubin
terjadi jika terdapat pemecahan sel darah merah berlebihan atau jika hati tidak dapat
mensekresikan bilirubin yang di hasilkan (Kemenkes 2011). Bilirubin merupakan
hasil pemecahan sebagian heme dari hemoglobin yang berasal dari sel darah merah
yang sudah tua. Bilirubin dapat bersifat toksik tetapi secara normal dapat dijadikan

menjadi tidak berbahaya dengan cara berikatan dengan albumin, kemudian
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dikonjugasikan dan disekresikan oleh hati (Wang dkk. (2006) dalam Komara dkk.
(2014). Bilirubin dapat dibedakan menjadi 2 jenis, yaitu bilirubin terkonjugasi
(direct) dan bilirubin tak terkonjugasi (indirect) (Pirone dkk. 2009).

Tabel 12. Kadar Rerata Awal Bilirubin Direct dan Bilirubin Total
Setelah Induksi Nitrobenzen

Perlakuan Kadar Kadar Kadar Kadar bilirubin

awal bilirubin awal total setelah
bilirubin direct setelah bilirubin diinduksi

direct diinduksi total nitrobenzen

nitrobenzen
Normal 0,17+0,01 - 0,24+0,02 -
Negatif 0,19+0,03 0,48 +0,08 0,2040,05 0,71+0,03
Positif 0,21+0,03 0,49 +0,02 0,31+0,04 0,77+0,04
Ekstrak etil asetat 0,23+0,02 0,47+0,02 0,30+0,03 0,76+0,02
Ekstrak etanol 0,21+0,02 0,46+0,02 0,32+0,06 0,73+0,03
70%

Dari hasil kadar awal bilirubin direct dan setelah induksi nitrobenzene pada
Tabel 12 diketahui tiap kelompok menunjukkaan bahwa tikus sudah mengalami
kerusakan pada hati setelah diberi induksi nitrobenzen (>0,30mg/dL) (Thapa &
Walia 2007). Hasil juga terlihat pada bilirubin total tikus melebihi range nilai
normal 0,00-0,55 mg/dL(Komara dkk. 2014). Kerusakan yang terjadi pada
hepatosit menyebabkan bilirubin keluar menuju aliran darah dan kadar bilirubin
total dan direct didalam darah meningkat (Panjaitan dkk. 2007 dalam Komara dkk.
2014).

Tabel 13. Kadar Rerata Akhir Bilirubin Direct dan Bilirubin Total
Setelah Induksi Nitrobenzen

Perlakuan Kadar Bilirubin Direct Kadar Bilirubin Total
mg/dL + SD mg/dL + SD
Normal 0,17 £ 0,01 0,24 + 0,02
Negatif 0,37 + 0,04 0,60 + 0,01
Positif 0,22 +0,01 0,33 +0,03
Ekstrak Etil asetat 0,28 + 0,01 0,50 +0,02
Ekstrak Etanol 70% 0,24 + 0,01 0,38 + 0,04

Dilihat dari Tabel 13 menunjukkan hasil rerata yang didapat dari ekstrak
etanol 70% dan ekstrak etil asetat daun galing mampu menurunkan kadar bilirubin
direct dan total. Hasil uji ANOVA satu arah dengan taraf signifikansi (a=0,05) dan
diperoleh nilai Sig. 0,000<0,05 pada masing-masing pengujian bilirubin direct dan
total menunjukkan adanya perbedaan signifikan terhadap penurunan kadar

bilirubin dari masing-masing kelompok. Dari Tabel 13 diketahui bahwa ekstrak
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etanol 70% dan ekstrak etil asetat daun galing mempunyai aktivitas
hepatoprotektor. Ekstrak etanol 70% mempunyai aktivitas lebih baik dibandingkan
dengan etil asetat. Hasil uji Tuckey juga mendapatkan bahwa ekstrak etanol 70%
mempunyai kemampuan yang sebanding dengan kelompok positif (Sylimarin)
dalam menurunkan kadar bilirubin direct dan total (p=0,103 > 0,05 ). Hal ini juga
diperkuat dengan hasil histopatologi yang menunjukkan bahwa ekstrak etanol 70%
mampu memberikan hasil degenerasi sel hepatosit yang lebih baik dari ekstrak etil
asetat ditinjau dari sel piknotik dan sel kuffer dilihat pada Gambar 7.
K. Aktivitas Hepatoprotektor terhadap Kadar MDA
Hepatoprotektor adalah suatu istilah yang diberikan pada obat atau obat

herbal yang dapat melindungi hati atau memulihkan hati (Mun’im 2011). Senyawa
aktif yang diduga memiliki aktivitas hepatoprotektor yaitu senyawa fenol. Senyawa
fenol terdiri dari beraneka ragam struktur dengan ciri khas berupa cincin aromatik
yang mengandung satu atau dua gugus hidroksil. Senyawa fenol memiliki aktivitas
hepatoprotektor salah satunya dengan cara menghambat radikal bebas dengan cara
mendonorkan protonnya dan membentuk radikal yang stabil. Terbentuknya radikal
stabil ini dikarenakan elektron bebas yang terdapat pada radikal distabilkan oleh
delokalisasi elektron dengan adanya resonansi pada cincin aromatik (Tursiman dkk.
2012).

Salah satu indikator kerusakan hati akibat radikal bebas adalah MDA. MDA
merupakan salah satu senyawa produk oksidasi lipid dalam tubuh yang digunakan
sebagai indikator terjadinya proses oksidasi lipid akibat radikal bebas (Momuat et
al. 2011). Pada penelitian ini kurva kalibrasi TEP dibuat terlebih dahulu sebelum
menentukan kadar MDA. TEP akan digunakan sebagai standar, karena TEP
merupakan senyawa prekusor dari senyawa MDA, TEP dalam suasana asam akan
terhidrolisis menghasilkan hemiasetal dan etanol, kemudian hemiasetal akan
terdekomposisi menjadi etanol dan MDA (Widyaningsih dkk. 2015). Larutan TEP
diencerkan dan dibuat menjadi 5 konsentrasi yang berbeda untuk dibuat kurva

kalibrasi. Kurva kalibrasi TEP dapat dilihat pada Gambar 7.
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Hasil persamaan regresi linier dari kurva kalibrasi TEP kemudian digunakan
untuk menentukan kadar MDA. Pengukuran kadar MDA dilakukan dengan metode
Thiobarbituric Acid Reactive Sustance (TBARS). Reaksi antara satu molekul MDA
dengan dua molekul TBA menghasilkan produk akhir yang stabil berupa MDA-
TBA dan akan memberikan warna pink yang dapat diperiksa secara

spektrofotometri pada panjang gelombang 532-535 nm (Tangvarasittichai, 2015).

Y=0,3220x+0,04
0.8 73 0.7337
0.7 - R=0.9947 0.6392
0.6 0.517
0.5
0.4
0.3 0.2171
0.2
0.1

0.3844

Absorbansi

0 0.5 Kongentrasi. (nmol/ml)5 2 2.5
Gambar 5. Kurva Kalibrasi TEP

Pengukuran kadar MDA menggunakan metode TBA test. Metode TBA test
didasarkan pada reaksi kondensasi antara satu molekul MDA dengan dua molekul
TBA pada kondisi asam. Diukur berdasarkan absorbansi di spektrofotometer uv-vis
pada panjang gelombang 532 nm.

Dari Gambar 6 terlihat bahwa kelompok negatif yang menunjukkan kadar
MDA terbesar dari setiap kelompok (17,7092 nmol/g). Hal ini dapat membuktikan
bahwa pemberian induksi Nitrobenzen dapat menyebabkan jumlah radikal bebas
dalam hati tikus meningkat. Kerusakan hati berupa nekrosis, nekrosis adalah
kematian sel atau jaringan pada organisme hidup, ditandai dengan perubahan
morfologi sebagai tindakan degradasi progresif oleh enzim-enzim pada sel yang
terjejas (Pramono 2012). Menurut Sudiono dkk. (2003) salah satu penyebab
terjadinya nekrosis adalah paparan bahan kimia yang bersifat toksik misalnya
nitrobenzen. Selain itu efek toksik dengan adanya radikal bebas juga terlihat dari
jumlah inti sel piknotik dari pemeriksaan histologi tikus (Taher et al. 2012). Pada
kelompok negatif diketahui juga jumlah inti piknotik sebesar 72 (Gambar 7). Dari
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hasil uji ANOVA juga diketahui bahwa terdapat perbedaan bermakna diantara
kelompok perlakuan (p<0,05).
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Gambar 6. Hasil Kadar MDA Organ Hati

Dari Gambar 6 juga diketahui bahwa kelompok positif (Silymarin) memiliki
kadar MDA rata-rata sebesar 10,6173 nmol/g dimana angka ini mendekati
kelompok normal sebesar 10,1723. Hal ini memperlihatkan bahwa pengobatan
menggunakan silymarin memiliki efek yang optimal. Silymarin merupakan
senyawa kompleks dari delapan senyawa utama yang terkandung dalam Silybum
marianum. Selain silymarin, terdapat tujuh senyawa lain yang termasuk golongan
flavonolignan yaitu silybin A, silybin B, isosilybin A, isosilybin B, silychristin,
isosilychristin, silydianin dan satu senyawa flavonoid yaitu taxifolin (Polyak et al.
2010). Silymarin memberikan efek hepatoprotektif melalui beberapa mekanisme
diantaranya aktivitas antioksidan dan penangkapan radikal bebas, peningkatan
konsentrasi glutathione seluler, stimulasi polimerasi DNA, dan stabilisasi membran
hepatoselular (Shaker E, 2010). Stimulasi polimerase DNA oleh silymarin
menghasilkan peningkatan sintesis RNA ribosom untuk rekontruksi sel hati.
Peningkatan konsentrasi glutamin seluler menstabilkan superoksida dismutase dan
glutathione peroxidase. Silymarin menurunkan pembesaran hati dengan
menghambat siklus 5-lipoksigenase dan menghambat produksi leukotrien dan
radikal bebas pada sel Kuppfer hati. Selain itu, silybin pada sel hepatosit dapat
menghambat produksi lipid peroksidase dan kerusakan sel (Loguercio C, 2011).

Dari rata-rata kadar perlakuan ekstrak, kadar kelompok etanol 70% memiliki

aktivitas yang paling baik dibandingkan etil asetat yaitu dengan kadar MDA sebesar
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12,61 nmol/g dengan jumlah inti piknotiknya pada pemeriksaan histopatologi
sebesar 42 sedangkan kelompok etil asetat kadar MDA yang didapat sebesar 14,58
nmol/g dengan jumlah inti piknotiknya sebesar 52 lebih (Gambar 6). Penurunan
kadar MDA juga sinergis dengan jumlah piknotik, sehingga semakin besar jumlah
sel inti piknotik artinya semakin parah kondisi kerusakan hatinya (wijayanti 2013).
Hasil perhitungan jumlah sel inti piknotik menunjukan nekrosis terbesar terjadi
pada kelompok negatif yaitu 72 sel inti piknotik. PGambaran dari inti piknotik pada
organ hati dapat dilihat pada Gambar 7.

TEN 78 S A

Keterangan: (A) Histopatologi hati kelompok normal. (B) Histopatologi hati kelompok negatif (nitrobenzen)
(C) Histopatologi hati kelompok positif (nitrobenzen + silymarin) (D) Histopatologi hati kelompok ekstrak etil
asetat + nitrobenzen, (D) Histopatologi hati kelompok ekstrak etanol 70% + nitrobenzen, tanda panah
menunjukan nomor (1) Inti Piknotik. (2) Sel Kuffer, (3) Sel Hepatosit, yang berada pada sel hepatosit dan

sinusoid dengan perbesaran 400x.

Gambar 7. Gambaran Histopatologi Hati
Aktivitas antioksidan yang baik dari ekstrak etanol 70% ini juga terkait
dengan kadar total fenol yang lebih tinggi dibandingkan dengan etil asetat. ada
esktrak etanol 70% jumlah inti piknotik yang lebih kecil dari etil asetat dipengaruhi

tingginya senyawa fenol yang didapat dibandingkan dengan etil asetat. Semakin
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tinggi kandungan fenol dalam suatu ekstrak semakin tinggi pula aktivitasnya
sebagai antioksidan (Huang er al. 2005). Hal ini juga didukung oleh penelitian
Hadriyono (2011) terhadap kulit manggis (Garcinia mangostana L) yang
menunjukan bahwa terdapat hubungan yang berbanding lurus antara kandungan
total fenol dan aktivitas antioksidan. Senyawa fenol menghambat radikal bebas
dengan cara mendonorkan protonnya dan membentuk radikal yang stabil.
Terbentuknya radikal stabil ini dikarenakan elektron bebas yang terdapat pada
radikal distabilkan oleh delokalisasi elektron dengan adanya resonansi pada cincin
aromatik (Tursiman dkk. 2012). Hal ini didukung oleh Fahrudin (2015) yang
melaporkan bahwa senyawa fenol juga berpotensi sebagai hepatoprotektor karena
mampu menurunkan kadar enzim hepar seperti AST, ALT, ALP dan bilirubin

didalam darah
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BAB 5. KESIMPULAN DAN SARAN

A. Kesimpulan
Berdasarkan hasil penelitian, dapat disimpulkan bahwa baik pemberian ekstrak

etil asetat maupun ekstrak etanol 70% daun galing mempunyai aktivitas
hepatoprotektor dilihat dengan penurunan kadar ALP, AST dan ALT, bilirubin, dan
MDA. Ekstrak etanol 70% memiliki aktivitas hepatoprotektor lebih baik dari
ekstrak etil asetat dilihat dari kadar ALP, AST dan ALT, bilirubin, dan MDA serta
jumlah inti piknotik yang lebih sedikit dari gambaran histopatologi hati tikus dan
ekstrak etanol memiliki aktivitas hepatoprotektor yang sebanding dengan

Sillymarin (Legalon) sebagai kontrol positif (P > 0,05).

B. Saran

Perlu dilakukan pemeriksaan lanjutan terkait uji toksisitas, pengecekan enzim
antioksidan yang terdapat dalam hati seperti SOD, GSH, Katalase untuk
memastikan jumlah antioksidan yang terdapat didalam ekstrak etanol 70% dan
peningkatan ke tahap fraksinasi sehingga didapat senyawa yang lebih potensial

sebagai agen hepatoprotektor pada daun Galing.
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