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LAPORAN AKHIR

Judul (Title)
Uji Toksisitas Sub Kronik Ekstrak Daun Ki Hampelas (Sterculia rubiginosa Zoll. Ex Mig.

Latar Belakang (Background)

Uji toksisitas sub-kronis oral adalah suatu pengujian untuk mendeteksi efek toksik yang
muncul setelah pemberian sediaan uji dengan dosis berulang yang diberikan secara oral pada
hewan uji selama sebagian umur hewan, tetapi tidak lebih dari 10% seluruh umur hewan.
Prinsip dari uji toksisitas subkronis oral adalah sediaan uji dalam beberapa tingkat dosis
diberikan setiap hari pada beberapa kelompok hewan uji dengan satu dosis per kelompok
selama 28 atau 90 hari, bila diperlukan ditambahkan kelompok satelit untuk melihat adanya
efek tertunda atau efek yang bersifat reversibel (BPOM RI 2014). Pada penelitian ini
dilakukan uji toksisitas subkronis untuk mengetahui organ yang terpejan dan mungkin
mengalami kerusakan pada rentang waktu tertentu yang diamati secara histopatologi, dalam
hal ini organ yang diamati adalah hati dan ginjal. Daun ki hampelas (Sterculia rubiginosa
Zoll. Ex Miqg) merupakan salah satu tanaman yang dapat dimanfaatkan sebagai obat
tradisional. Tumbuhan ini tersebar di daerah tropis dan sub tropis, khususnya Sumatera.
Berdasarkan penelitian sebelumnya, daun ki hampelas mengandung tanin, flavonoid,
alkaloid, steroid-terpenoid, glikosida, dan fenol dengan total aktivitas antioksidan dan
flavonoid setara dengan kuersetin (Rini Prastiwi, 2018). Ekstrak daun ki hampelas dengan
dosis 50 mg/kgBB efektif sebagai nefroprotektor dan memiliki aktivitas antioksidan (Rini
Prastiwi, 2020). Untuk menjamin keamanan, efektivitas, dan mutu suatu obat harus
menjalani serangkaian pengujian. Setelah dinyatakan mempunyai aktivitas farmakologi
tertentu, dengan serangkaian uji keamanan pada hewan coba yaitu uji toksisitas (Priyanto,
2009). Pada penelitian sebelumnya ditemukan bahwa daun ki hampelas memiliki aktivitas
pada dosis 50 mg/kgBB dan memiliki aktivitas sebagai nefroprotektor dan antioksidan. Pada
uji toksisitas akut tidak terdapat nilai LD50, dimana nilai tersebut menunjukkan 50%
kematian pada hewan uji (Rini Prastiwi et al., 2021). Berdasarkan latar belakang tersebut,
maka perlu dilakukan studi subkronis untuk mengetahui pengaruh pemberian ekstrak etanol
70% daun ki hampelas jangka panjang terhadap fungsi ginjal dan hati tikus putih.

Tujuan Riset (Objective)

Penelitian ini sangat diperlukan dalam pengembangan tanaman di Indonesia dalam hal
mengetahui tingkat keamamanannya. Apakah pemberian ekstrak etanol 70% daun ki
hampelas memiliki efek toksisitas subkronik pada organ hati dan ginjal pada tikus jantan
galur Sprague Dawley., dan akan di ajukan pada skema Penelitian Pengembangan IPTEK
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(PPI)

Metodologi (Method)
4.1, Lokasi dan Waktu Penelitian

Penelitian dilakukan di laboratorium Fitokimia Fakultas Farmasi Universitas
Muhammadiyah Prof Dr. Hamka. Penelitian dilakukan pada sesuai dengan protokol
kesehatan, rencana penelitian tahun 2022.

4.2. Alat dan Bahan

Tanaman yang digunakan berasal dari Pusat Konservasi Tumbuhan, Kebun Raya Bogor.
Alat yang digunakan pada penelitian ini adalah timbangan analitik, blender, pengayak mesh
40, maserator, rotary evaporator, desikator, microtube, mikropipet, pH meter,
Spektrofotometer UV-Vis, waterbath, alat-alat gelas, pipa kapiler, mikrotip, vortex, sonde,
oven, Centrifuge, pembakar spiritus, mortar, stemper, sonde, spuit, kandang hewan uji,
tempat minum hewan uji, timbangan berat badan tikus, neraca analitik, lemari pendingin.
Bahan yang digunakan pada penelitian ini adalah etanol 70%, Tween 80, HCI , pereaksi
Mayer, pereaksi Dragendorff, pereaksi Bouchardat, gelatin, dapar phospat pH 7, aquadest,
hewan uji, pakan standar hewan uji, kain kassa, kertas saring, kapas. pakan standar, parafin
cair, formalin 10%, alkohol 70%, alkohol 80%, alkohol 96%, alkohol 100%, formaldehid
37%, xylol, entelan, hematoxylin Eosin (HE).

4.3. Penyiapan Simplisia dan Ekstraksi

Daun tanaman Sterculia rubiginosa dikeringkan anginkan, diserbukkan dan diayak dengan
mesh 40. Pembuatan ekstrak dengan metode maserasi dengan pelarut etanol. Hasil ekstraksi
kemudian dipekatkan dengan menggunakan vacum rotary evaporator sampai diperoleh
ekstrak kental. Ekstrak dipekatkan di penangas air suhu 50 derajat C hingga didapatkan
ekstrak  kental. Ekstrak etanol yang selanjutanya akan diuji  aktivitasnya

44, Persiapan Hewan Uji
a. Pengelompokan hewan uji

Rancangan penelitian menggunakan rancangan acak lengkap yang dibagi menjadi 4
kelompok dihitung berdasarkan rumus Federer :
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(B-1) (N=1) 2= 15 ettt ettt beresbe e (5)
4-1) (n-1H>15

3(n-1)>15

3n-3>15

3n>18

n>6

Dimana
t = jumlah kelompok perlakuan

n = jumlah hewan tiap kelompok

Hewan percobaan yang digunakan dalam penelitian ini sebanyak 24 ekor. Masing-
masing dibagi dalam 4 kelompok yang terdiri dari 6 ekor tikus perkelompok.

b. Aklimatisasi

Sebelum dilakukan percobaan, tikus yang akan digunakan dalam penelitian ini
diaklimatisasi selama 7 hari di dalam kandang hewan uji. Dengan perlakuan diberi makan
dan minum setiap hari serta kandang dibersihkan, sehingga tikus dapat menyesuaikan diri
dengan lingkungan yang baru. Hewan uji ditempatkan dalam kandang plastik dengan tutup
terbuat dari kawat ram dan dialasi sekam. Lingkungan kandang dibuat agar tidak lembab,
dan suhu kandang dijaga sesuai dengan suhu ruangan. Hewan uji harus sehat ditandai
dengan bulu hewan uji yang tidak rontok, lincah dan berat badan meningkat. Setelah hari ke-
7 hewan uji dipuasakan sebelum dilakukan perlakuan pemberian dosis toksik ekstrak.

4.5. Penentuan Uji Toksisita Subkronik

Dosis yang digunakan pada penelitian ini merupakan dosis yang ditentukan
menggunakan fixed doses method (BPOM RI 2014).

Uji toksisitas subkronik digunakan dosis:
e  Kelompok | = Kelompok Kontrol normal
e  Kelompok Il =50 mg/kg BB

e  Kelompok Il =200 mg/kg BB
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3 Kelompok IV = 400 mg/kg BB
4.6. Perlakuan Terhadap Hewan Uji

Uji toksisitas subkronik dengan dosis 50 mg/kg BB, 200 mg/kg BB dan 400 mg/kg BB.
Sebelum diberikan ekstrak daun ki hampelas, tikus dipuasakan terlebih dahulu selama 12
jam sebelum diberikan sediaan uji. Toksisitas subkronik pengamatan dilakukan selama 28
hari. Semua hewan coba diamati setiap hari untuk perubahan berat badan dan kematian
selama 28 hari. Pada hari ke 38 hewan tersebut menjalani puasa semalaman dan kemudian
dikorbankan untuk pengamatan organ ginjal dan hati. Pada organ hati dilihat inti piknotik
dan diameter vena sentralis, sedangkan pada ginjal dilihat penutupan tubulus dan jarak
kapsul bowman. Pemeriksaan juga dilakukan terhadap SGOT, SGPT, Kreatinin dan Ureum.
(Abid & Mahmood 2019).

4.7. Pemeriksaan Mutu ekstrak

Pemeriksaan organoleptis dan kandungan senyawa kimia : Organoleptis meliputi bentuk,
warna , bau an rasa dari ekstrak. ldentifikasi kandungan metabolit sekunder dilakukan
terhadap senyawa alkaloid, flavonoid, terpenoid/steroid, fenolik, saponin dan atrakuinon
mengacu pada pustaka dari Dep Kes RI (1995).

4.8. Penetapan Kadar Fenol Total

Penetapan kadar fenol dalam ekstrak menggunakan metode dari Farasat et al. [2014) dengan
sedikit modifikasi. Sebanyak 20 pL ekstrak ditambah dengan 100 uL Reagen Folin-C (
1:10), dishaker selama 60 detik kemudian didiamkan selama 4 menit. Selanjutnya
ditambahkan 80 pL larutan Natrium karbonat (Na2CO3) 7,5% dalam air, dishaker 60 detik.
Campuran diinkubasi pada suhu ruang di tempat gelap selama 2 jam. Dibaca pada panjang
gelombang 600 nm. Kurva kalibrasi digunakan asam galat.

4.9. Penetapan Kadar Flavonoid Total

Penetapan kadar flavonoid total ditentukan dengan metode Farasat et al. (2014). Sebanyak
20 pL ekstrak metanol ditambahkan 20 pL ditambahkan AICI3.6H20 10% , kemudian
ditambahkan 20 pL natrium asetat 1 M dan 180 pL aquadest. Larutan tersebut dishaker 60
detik diinkubasi pada suhu kamar selama 30 menit. Intensitas warna dibaca pada panjang
gelombang 415 nm. Kadar flavonoid total yang ditetapkan dihitung berdasarkan kesetaraan
terhadap kuersetin ( mgQE/gram).
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Hasil dan pembahasan

Uji toksisitas subkronik merupakan suatu pengujian untuk mendeteksi efek toksik yang
muncul setelah pemberian sediaan uji dengan dosis berulang yang diberikan secara oral pada
hewan uji selama sebagian umur hewan, tetapi tidak lebih dari 10% seluruh umur hewan.
Prinsip dari uji toksisitas subkronis oral adalah sediaan uji dalam beberapa tingkat dosis
diberikan setiap hari pada beberapa kelompok hewan uji dengan satu dosis per kelompok
selama 28 atau 90 hari, bila diperlukan ditambahkan kelompok kontrol untuk melihat
adanya efek tertunda atau efek yang bersifat reversibel (BPOM RI 2014).

Pengamatan selama 28 hari tikus tidak menunjukan gejala toksik seperti kematian,
perubahan tingkah laku seperti lemas, kejang, diare berlebih, tidak terjadi kerontokan, dan
tidak terjadi perubahan warna feses maupun urin. Hewan coba aktif dan dapat merespon
terhadap rangsangan seperti sentuhan, serta tidak ada kematian pada hewan uji setelah
pemberian ekstrak selama 28 hari. Data dari rasio bobot ginjal menggambarkan bahwa
sediaan uji daun ki hampelas pada pemberian 28 hari tidak berpengaruh terhadap rasio bobot
ginjal. Grafik hasil rasio bobot ginjal pada uji toksisitas subkronik dapat dilihat pada Tabel 1.

Tabel 1. Rataan Bobot Tubuh,Bobot Ginjal dan Rasio Bobot Ginjal
Pada Toksisitas Sub Kronik (Mean + SD)

Kelompok Bobot Bobot Rasio
Tubuh Ginjal Ginjal
(1009) (9/100g)

)]

Normal 1,78 + 150 + 0,84+0,01
0,19 0,18

Dosis 50 mg/kg 1,85 + 156 <+ 0,84+0,02

BB 0,22 0,20

Dosis 200 1,62 + 135 + 0,83+0,01

mg/kg BB 0,12 0,10

Dosis 400 1,77 + 146 + 0,82+0,02

mg/kg BB 0,16 0,14

Pembedahan hewan uji dilakukan pada hari ke 29. Pengamatan meliputi perubahan warna
dan bentuk organ. Dari hasil pengamatan diketahui bahwa tidak ada perubahan yang
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signifikan pada organ hati tikus yang diberikan perlakuan tiap kelompok.

Pengamatan makroskopik terhadap warna, bentuk serta berat hati setelah dilakukan
pembedahan tidak menunjukkan adanya perbedaan pada organ hati antara kelompok normal
dan kelompok uji . Bentuk hati dari setiap kelompok tidak berbeda, bewarna merah tua
sampai merah kecoklatan. Menurut Kumar 2007, warna hati normal yaitu merah tua atau
merah kecoklatan. Pada pemeriksaan berat hati kelompok uji menunjukkan adanya
perbedaan dengan kelompok normal, hal ini disebabkan karena perbedaan berat badan dari
setiap tikus, sehingga menyebabkan pebedaan berat hati antara setiap hewan uji dan
penurunan berat badan dapat disebabkan karena hewan uji stress karena pemberian ekstrak
uji melalui oral, sehingga membuat nafsu makannya berkurang.

Pada identifikasi fenolik menunjukkan hasil positif, dinyatakan positif dengan terbentuknya
warna biru kehitaman setelah penambahan FeCls. Fenolik memiliki cincin aromatik yang
mengandung satu atau dua gugus OH sehingga senyawa fenolik larut dalam air (Maharani et
al. 2013).

Identifikasi flavonoid menunjukkan hasil warna merah yang menandakan positif adanya
kandungan flavonoid sesuai dengan (Rini Prastiwi 2018). Warna merah ini terbentuk akibat
adanya reaksi reduksi pada gugus karbonil menjadi gugus alkohol membentuk senyawa
hidroksi yang berwarna dan warna tersebut kemudian ditarik oleh amil alkohol
(Windyaswari dkk 2018). Pada uji flavonoid, magnesium dan asam klorida akan bereaksi
membentuk gelembung gas Hz, sedangkan logam Mg dan HCI pekat berfungsi untuk
mereduksi benzopiron yang terdapat pada struktur flavonoid sehingga terjadi perubahan
warna menjadi warna merah (Prashant et al. 2011).

Senyawa saponin dinyatakan negatif ditandai dengan tidak terbentuknya buih pada
pengocokan. Saponin merupakan senyawa yang memiliki gugus hidrofilik dan hidrofob.
Gugus hidrofil yang berikatan dengan air sedangkan hidrofob akan berikatan dengan udara.
Setelah terbentuk buih, ditambahkan HCI 2N dengan tujuan untuk menambah kepolaran
sehingga gugus hidrofil akan berikatan lebih stabil dan buih yang terbentuk juga menjadi
lebih stabil (Padmasari dkk. 2013). Hasil yang didapat adalah positif mengandung saponin
sesuai dengan Brahma et al. (2014).

Tanin dikatakan positif apabila terbentuk endapan putih keabuan ketika ditambahkan
gelatin 10% (Windyaswari dkk. 2018). Hasil yang diperoleh berupa endapan putih, dapat
dikatakan positif mengandung tanin sesuai dengan (Rini Prastiwi 2018). Golongan steroid
dan triterpenoid akan membentuk warna apabila direaksikan dengan pereaksi lieberman-
burchard karena gugus OH pada kerangka steroid dan triterpenoid jika direaksikan dengan
asam sulfat pekat, maka asam sulfat pekat dapat menarik air dari senyawa tersebut, sehingga
dengan hilangnya atom hidrogen dan oksigen dalam bentuk air, maka biasanya terbentuk
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ikatan rangkap terkonjugasi atau membentuk senyawa baru yang menghasilkan warna
(Windyaswari dkk. 2018). Hasil yang diperoleh adalah positif.
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Table 1, Phytochemical Results of Ki Hampelas Extract

Compound reactor Result
Alkaloids Bouchardat +
Mayer -
Dragondorf +
Flavonoids Shinoda +
Tannins Gelatin test +
Phenol FeCl3 +
Saponing Foam Reaction -
Triterpenowds & Liberman-Bouchard +
Steroils
9.5 58.6747,87
59 58331572
585
g 58 $7.00 2420
3
=75 5631397
g % ‘
v
5 565
s
555
55
54,5
NORMAL DOSIS 1 DOSIS 2 DOSIS 3
" Kelompok
Figure 1. SGOT levels
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Figure 3, Histopathology of the liver
Information: Trnsverse incision histology of mt liver organ with hemotoxin-cosin staiming at 40x10
magnification, (A) 0.5% NaCUMC, (B) 30 mg/kgBW dose, (C) 200 mg/kgBW dose, and (D) 400 mg/ kgBW dose.
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Figure 10. Kidney Histopathology
Information: Transverse incision  histodogy of mt liver organ with bhemotoxin-cosin staining a1 $0x10
magmfication. (A) 0.5% CMC, (B) 50 mgkgBW dose, (C) 200 mpkgBW dose, and (D) 400 mg/ kgBW dose

Berdasarkan hasil pengamatan histologis struktur organ hati yang disajikan pada
gambar A ( normal), menunjukkan kondisi struktur hati yang normal dengan ciri-ciri nukleus
hepatosit normal, sitoplasma homogen, susunan sel hepatosit teratur, vena sentralis normal,
dan sinusoid utuh. Pada gambar B (dosis 50 mg/kgBB) terlihat sel hepatosit tersusun teratur,
sitoplasma homogen, sinusoid normal, nekrosis nukleus hepatosit dan vena sentralis melebar.
Pada gambar C (dosis 200 mg/kgBB) terlihat sel hapatosit yang tidak beraturan, sinusoid
yang tidak normal, terdapat banyak sel Kupfer, dan diameter vena sentralis melebar. Pada
Gambar D (dosis 400 mg/kgBB) terlihat sususna sel hepatosit yang tidak beraturan, banyak
terdapat sel Kupfer, sinusoid yang tidak normal, terdapat darah dan endotel pada vena
sentralis, terjadi pelebaran diameter vena sentralis dan banyak hepatosit yang kosong. Pada
uji toksisitas subkronik didapat gambaran histopatologi hati pada kelompok perlakuan
menunjukkan adanya efek toksik dibandingkan dengan kelompok normal, terutama
ditunjukkan pada dosis 400 mg/kgBB dimana banyak hepatosit yang kosong, diameter vena
yang kosong, dan banyak terdapat sel Kupfer.
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Berdasarkan hasil histopatologi uji toksisitas subkronik, didapat bahwa data diameter
vena sentralis terdistribusi normal p>0,05, yaitu tidak terdapat perbedaan yang bermakna.
Lalu dilakukan uji homogenitas didapat hasil p>0,05, hasil ini menunjukkan data
terdistribusi homogen. Kemudian dilakukan analisis menggunakan ANOVA, didapat hasil
p<0,05, hasil tersebut menunjukkan adanya perbedaan yang bermakna antara kelompok
normal dengan kelompok uji. Lalu dilanjutkan dengan uji Tukey (Lampiran 15) untuk
melihat adanya perbedaan, didapat hasil semua kelompok uji berbeda bermakna dengan
kelompok normal.
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