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Bakau Kurap (Rhizophora mucronata) memiliki potensi sebagai antibakteri, anti
jamur dan antivirus. Pengujian sitotoksik perlu dilakukan dalam rangka memprediksi
sifat toksik yang terkandung dalam senyawa tumbuhan baik terhadap material
biologik maupun nonbiologik. Pengujian sitotoksik daun Bakau Kurap (Rhizopora
mucronata) menggunakan metode Brine Shrimpt Lethality Test (BSLT) hanya
terbatas pada pelarut polar yaitu methanol dan etanol. Komparasi toksisitas ekstraks
daun Bakau Kurap (Rhizopora mucronata) dengan menggunakan pelarut berbeda
lainnya seperti etanol (polar), etil asetat (semi polar) dan n-heksana (non polar) masih
belum diuji dan apa saja senyawa yang terdapat didalam pelarut yang memiliki nilai
LCso yang paling tinggi. Nilai LCso pada pengujian toksisitik daun Bakau Kurap
(Rhizophora mucronata) menggunakan metode Brine Shrimp Lethality Test (BSLT)
dari ekstrak etanol sebanyak 402.450 ppm, etil asetat 230.977 ppm dan n heksana
180.310 ppm, ketiga ekstrak tersebut bersifat toksik. Senyawa metabolit sekunder
yang terdapat di dalam pelarut yang memilki nilai LCsy yang paling tinggi adalah
Terpenoid, Alkaloid, Keton, fenol, minyak terpentin, minyak atsiri, lemak tak jenuh
dan zat kapur.
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Rhizophora mucronata has potential as antibacterial, antifungal and antiviral.
Cytotoxic testing needs to be done in to predict the toxic properties contained in plant
compounds both for biological and non-biological substances. Cytotoxic testing of
the leaves of Rhizopora mucronata using the Brine Shrimpt Lethality Test (BSLT)
method was limited to polar solvents, namely methanol and ethanol. Comparison of
the toxicity of extracts of the leaves of Rhizopora mucronata using other different
solvents such as ethanol (polar), ethyl acetate (semi polar) and n-hexane (non-polar)
has not yet been tested and what are the compounds contained in the solvent that
have an LCsy value the highest. The LCsy value in the toxic test of the leaves of
Rhizophora mucronata using the Brine Shrimp Lethality Test (BSLT) method of
ethanol extract was 402.450 ppm, ethyl acetate 230.977 ppm and n hexane 180.310
ppm, the three extracts were toxic. The secondary metabolites contained in the
solvent that have the highest LCs value are terpenoids, alkaloids, ketones, phenols,
turpentine oil, essential oils, unsaturated fats and lime.
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BAB |
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Bakau kurap (Rhizophora mucronata) merupakan salah satu jenis mangrove
sejati yang banyak dijumpai di pesisir pantai beriklim tropis dan subtropis termasuk
Indonesia (Kumari et al., 2015). Rhizophora mucronata termasuk ke dalam family
Rhizophoraceae yang banyak di jumpai pada daerah berpasir dan pasang surut air laut
(Poedjiraharjo, et al., 2011). Umumnya Rhizophora mucronata dapat tumbuh hingga
ketinggian 27 m dan diameter 70 cm, batangnya berwarna kulit kayu yang gelap
hingga hitaman serta terdapat celah horizontal. Rhizophora mucronata memiliki akar
tunjang dan akar udara (Candrasyah, 2011). Rhizophora mucronata memiliki daun
tunggal, bersilang berhadapan, berbentuk melebar, melonjong sampai menjorong,
memiliki panjang daun 12-17 cm, lebar 5,5-10 cm. Permukaan atas daun berwarna
hijau sampai hijau tua, sedangkan permukaan bawah daun berwarna hijau kekuningan
dan terdapat berbintik-bintik hitam kecil (Ding Hou, 1958).

Yogananth et al., (2015) melaporkan bahwa daun bakau kurap memiliki
potensi sebagai antibakteri, anti jamur dan antivirus. Meskipun memiliki sifat
antibakteri, anti jamur dan antivirus, ekstrak tumbuhan (termasuk bakau kurap)
berpotensi memiliki sifat toksik yang dapat berdampak negatif terhadap biota akuatik
(Baravalia et al., 2012). Beberapa jenis senyawa metabolit sekunder yang
teridentifikasi pada bakau kurap adalah polifenol, alkaloid, flavonoid, tanin
terhidrolisis, triterpen, inositol, polisakarida, saponin, dan antosianidin (Anjaneyulu
& Rao, 2001). Hasil penelitian. Senyawa flavonoid, tannin, saponin, steroid yang
diekstrak dari berbagai tumbuhan dapat menyebabkan efek toksik pada ikan Zebra
(Danio rerio Hamilton) (Chahardehi et al., 2020). Duan et al., (2018) juga
melaporkan limbah yang mengandung senyawa fenol berpotensi menimbulkan efek
toksik kepada organisme akuatik yang dapat menyebabkan kematian.

Pengujian sitotoksik perlu dilakukan dalam rangka memprediksi sifat toksik
yang terkandung dalam senyawa tumbuhan baik terhadap material biologik maupun

nonbiologik (Parasuraman, 2011). Uji toksisitas adalah kemampuan senyawa kimia



atau suatu molekul yang dapat menimbukan kerusakan pada bagian yang peka baik di
dalam tubuh maupun di luar tubuh makhluk hidup (Durham, 1975). Suatu senyawa
yang tergolong beracun jika senyawa tersebut dapat menimbulkan efek yang
merusak. Efek yang ditimbulakan sangat dipengaruhi oleh kadar toksik (racun) yang
diberikan dengan melakukan pengukuran konsentrasi pada bahan uji yang dapat
mempenagruhi organisme uji (Loomis, 1978; Ambara, 2007)

Brine shrimp (Artemia salina Leach) cytotoxicity assays (BSLT) merupakan
salah satu metode pengujian kadar sitotoksik yang sering digunakan untuk menilai
aktivitas farmakologi dan toksisitas dari suatu ekstrak tumbuhan (Anderson et al.,
1988; McLaughlin, 1991; Parra et al., 2001). Metode ini terus berkembang dan telah
diaplikasikan lebih dari 20 tahun terakhir secara global. Menurut Harmita & Radji
(2006), selain efektif, metode ini tergolong mudah diaplikasikan, cepat, dan murah.
Berbagai ekstrak tumbuhan asli Indonesia yang telah diungkap tingkat toksisitasnya
menggunakan metode ini diantaranya umbi bawang tiwai (Eleutherine bulbosa)
(Lestari et al., 2019) daun manggis (Garcinia mangostana L.) (Pangow, 2018) dan
alga merah (Eucheuma spinosum) (Hamrun et al. 2020). Disamping itu, nilai
toksisitas beberapa ekstrak jenis mangrove juga ikut dilaporkan sebelumnya meliputi
Avicennia marina, Xylocarpus granatum, Sonneratia alba dan Rhizophora mucronata
(Puspitasari & Rozirwan, 2018).

McLaughin et al., (1991) menyatakan bahwa suatu ekstrak dikategorikan
tidak toksik apabila memiliki nilai LCso >1000, dikategorikan toksik apabila memiliki
nilai LCsp <1000 dan di kategorikan sangat toksik apabila memiliki nilai LCsy <30.
Hasil penelitian Ningdyah et al., (2015) mengungkapkan bahwa kulit buah tampoi
(Baccaurea macrocarpa) yang diekstrak dengan pelarut etil asetat cenderung
memiliki sifat toksik yang lebih tinggi dibandingkan dengan pelarut n-heksana dan
metanol.

Salah satu faktor yang mempengaruhi nilai toksisitas suatu ekstrak tumbuhan
yaitu pelarut yang digunakan. Hasil penelitian Ningdyah et al., (2015)
mengungkapkan bahwa kulit buah tampoi (Baccaurea macrocarpa) yang diekstrak

dengan pelarut etil asetat (semi polar) cenderung memiliki sifat toksik lebih tinggi



dibandingkan dengan pelarut methanol (polar) dan n-heksana (non polar). Sejauh ini,
uji sitotoksik daun bakau kurap (Rhizopora mucronata) menggunakan metode BSLT
hanya terbatas pada pelarut polar yaitu methanol (Puspitasari & Rozirwan, 2018) dan
etanol (Saragih et al., 2020). Sementara itu, komparasi toksisitas ekstrak daun bakau
kurap (Rhizopora mucronata) dengan menggunakan pelarut berbeda lainnya seperti
etanol (polar), etil asetat (semi polar), n-heksana (non polar) dan akuades (kontrol)
masih belum diungkap. Sehingga, penelitian ini bertujuan untuk mengkaji sitotoksik
daun bakau kurap (Rhizopora mucronata) yang diekstrak dengan menggunakan tiga
pelarut berbeda (etanol, etil asetat, n-heksana dan akuades) menggunakan metode
BSLT.

1.2 Rumusan Masalah
Berdasarkan uraian latar belakang diatas, maka rumusan masalah dari
penelitian ini adalah ini sebagai berikut:

1. Berapakah nilai LCsy pada pengujian toksisitik daun bakau kurap (Rhizophora
mucronata) menggunakan metode Brine Shrimp Lethality Test (BSLT) dari
pelarut etanol, etil asetat n-heksana dan akuades?

2. Apa saja senyawa metabolit yang terdapat di dalam pelarut yang memiliki

nilai LCsy yang paling tinggi?

1.3 Tujuan Penelitian
Adapun tujuan yang diharapkan dari penelitian ini adalah ini sebagai berikut:
1.  Mengetahui nilai LCsy pada pengujian toksisitik daun bakau kurap
(Rhizophora mucronata) dengan menggunakan metode Brine Shrimp
Lethality Test (BSLT) dari pelarut etanol, etil asetat, n-heksana dan akuades
2. Mengetahui apa saja senyawa yang terdapat didalam pelarut yang memiliki
nilai LCsy yang paling tinggi.

1.4 Manfaat Penelitian
Adapun manfaat yang diharapkan dari hasil penelitian ini adalah memberi

informasi ilmiah, pengetahuan serta gambaran kepada masyarakat luas tentang



penemuan senyawa aktif dan kadar toksik yang terdapat pada daun bakau kurap
(Rhizophora mucronata).

AR-RANIRY




BAB II
TINJAUAN PUSTAKA
11.1 Morfologi Bakau Kurap (Rhizophora mucronata)

Bakau kurap (Rhizophora mucronata) memiliki penyebaran yang paling luas
dan memiliki tingkat toleransi terhadap substrat yang bertekstur keras dan berpasir
(Noor et al., 2006). Rhizophora mucronata adalah salah satu jenis tumbuhan yang
dapat tumbuh dengan tegak dan menyebar luas pada berbagai tempat. Menurut
Kusumastanto et al., (2006), menyatakan bahwa jenis Rhizophora sp. merupakan
salah satu ciri khas dan simbolis dari kawasan mangrove. Kawasan tersebut memiliki
lingkungan yang luas dan dapat berkembang dengan pesat ke daerah pedalaman
selama ketersediaan air asin terus berlangsung.

Rhizophora mucronata memiliki kesulitan untuk tumbuh dan berkembang
pada wilayah yang berombak besar dan berpasir terjal serta dengan arus pasang surut
yang kuat. Hal ini disebabkan oleh kondisi yang tidak memungkinkan untuk
terjadinya pengendapan lumpur yang menjadi akan menjadi substrat sebagai tempat
pertumbuhannya (Halidah, 2010). Rhizophora mucronata dapat tumbuh hingga
mencapai ketinggian 27 m dan diameter 70 cm memiliki warna kulit kayu yang gelap
sampal kehitaman serta terdapat celah horizontal. Rhizophora mucronata memiliki
akar udara dan akar tunjang yang dapat tumbuh dari percabangan pada bagian bawah
tubuh batangnya (Candrasyah, 2011).

Sudarmadji (2004) menyatakan bahwa Rhizophora mucronata memiliki
sistem perakaran tunjang dan memiliki akar udara yang tumbuh dari percabangan
bagian bawah tubuhnya, memiliki kulit batang yang kasar dan berwarna abu-abu
kehitaman. Rhizophora mucronata memiliki batang dengan diameter hingga 70 cm
dengan kulit batang berkayu yang berwarna gelap hingga kehitaman dan memiliki
celah horizontal (Sosia et al., 2014).

Rhizophora mucronata memiliki daun tunggal yang bersilang berhadapan,
berbentuk lebar melonjong hingga menjorong, memiliki panjang daun 12-17 cm
dengan lebar 5,5-10 cm, pangkal daun membaji atau runcing, memiliki ujung daun

yang tumpul atau runcing dengan duri (Mucronatus) sepanjang 0,7cm. Bagian atas



daun berwarna hijau hingga hijau tua, sedangkan bagian bawah daun berwarna hijau
kekuning-kuningan dan terdapat bintik kecil yang berwarna hitam. Tangkai daun
berwarna hijau dengan panjang 2-3 cm (Ding Hou, 1958; Backer & Bakhuizen,
1963). Perbungaan pada Rhizophora mucronata adalah menggarpu memiliki gagang
yang berwarna hijau dengan panjang 2-5cm. Bunga Rhizophora mucronata berwarna
hijau kekuningan sampai kecoklatan, memiliki panjang 1,2-1,7 cm dengan diameter
0,5-0,8 cm serta memiliki tangkai bunga dengan panjang kurang lebih 0,6 cm.
Kelopak bunga berwarna hijau kekuning-kuningan hingga hijau kecoklat-coklatan
serta memiliki 2 pasang cuping. Mahkota bunga berbulu dan berwarna putih, dengan
4 pasang benang benang sari yang berwarna coklat muda dan hijau muda.

Rhizophora mucronata memiliki buah dengan bentuk bulat telur memanjang
berukuran 3,5-5 cm dan diameter sekitar 1,5-2,5 cm serta memiliki kulit buah yang
bertekstur kasar berbiji tunggal dan berwarna kecoklatan. Memiliki hipokotil yang
kasar dan berbentuk silindris, serta berintil. Leher kotiledon akan berwarna
kekuningan ketika matang serta panjang hipokotil 26-70 cm dengan diameter 203 cm
(Kusmana et al., 2013; Sosia et al., 2014).
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Gambar 11. 1 Morfologi Rhizhophora mucronata
(Sumber: Noor, Khazali & Suryadiputra, 2012)

11.2 Klasifikasi Bakau Kurap (Rhizophora mucronata)

Menurut Tomlinson (1986), Robertson & Alongi (1992) dan Sambamurty

(2005), menyatakan klasifikasi dari bakau kurap (Rhizophora mucronata) yaitu:

Kerajaan : Plantae
Divisi : Magnoliophyta
Kelas : Magnoliopsida
Subkelas : Rosidae

Ordo : Rhizophorales



Famili : Rhizophoraceae
Genus : Rhizophora

Spesies : Rhizophora mucronata

11.3 Kandungan Senyawa Bioaktif Bakau Kurap (Rhizophora mucronata)

Bakau kurap (Rhizophora mucronata) dikenal sebagai Bakau Asia yang
tersebar luas di sepanjang pesisir pantai daerah tropis dan daerah sub-tropis. Saranraj
& Sujitha (2015), menyatakan berdasarkan penelitian sebelumnya, ekstrak mangrove
berpotensi sebagai antimikroba, antivirus, antikanker, dan antidiabetes. Dari
penelitian sebelumnya, tanaman mangrove terdiri dari beberapa metabolit sekunder
seperti Alkaloid, Saponin, Tanin dan Flavonoid (Edu et al., 2015).

Penelitian sebelumnya juga menyatakan bahwa metabolit tersebut dapat
digunakan sebagai agen antibakteri yang bekerja dengan cara yang berbeda. Alkaloid
diidentifikasi dapat bertindak sebagai pengganggu untuk mengganggu pembentukan
sel mati yang diinduksi. Senyawa alkaloid yang diekstrak dari tumbuhan cabai jawa
(Piper retrofractum) dilaporkan juga efektif digunakan untuk mengendalikan
populasi larva nyamuk (Culex quinquefasciatus) (Wiwattanawanichakun et al.,
2018). Mulyani et al., (2013) menyatakan daun Mangrove yang terdapat di
Kabupaten Ciamis mengandung senyawa metabolit seperti saponin dan flavonoid
yang dapat menghabat pertumbuhan bakteri Aeromonas hydrophila pada Ikan Mas
(Cyprinus carpio L.).

Faisal et al., (2016) melakukan pengujian tentang pengaruh penggunaan
saponin dan serbuk biji pinang dengan dosis tinggi berhasil membunuh ikan lele
dalam jangka waktu yang singkat dan biji pinang juga terdapat senyawa tanin yang
bersifat toksik yang berpengaruh terhadap susunan saraf dan jaringan otak sehingga
menganggu. Senyawa saponin juga digunakan oleh para nelayan untuk membasmi
ikan-ikan kecil sebagai hama pada tambak udang (Chaniago, 2003). Ektrak daun
mengkudu (Morinda citrifolia) mengandung metabolit sekunder seperti polifenol,
alkaloid, flavonoid dan antrakinon yang berpotensi sebagai obat dan menghambat

aktifitas bakteri yang terdapat pada ikan. Daun dan buah mengkudu juga dapat



menjadi pakan harian yang baik untuk ikan terutama pada ikan Nila, pemberian pakan
secara berkala dapat meningkatkan kekebalan tubuh ikan dan dapat mengobati
penyakit Harvest (Aisyah, 2012).

Oktaviani et al., (2019) menanyatakan senyawa metabolit sekunder seperti
alkaloid, saponin, tannin, terpenoid, steroid dan flavonoid yang terdapat didalam
ekstrak daun Sambung Nyawa (Gynura procumbens) sangat berpotensi sebagai obat-
obatan alami dalam bidang farmakologi, pada penelitian yang telah dilakukan daun
Sambung Nyawa dapat meningkatkan ketahanan tubuh ikan kerapu macam
(Epinephelus fuscoguttatus Forsskal) dan mencegah dari serangan Vibrio
alginolyticus. Kinasih et al., (2013) melaporkan daun Babadota (Ageratum
conyzoides Linn) mengandung senyawa Pirolizin alkaloida dengan struktur kimia
berupa Lycopsamin dan Echinatin, yang telah dikembangkan menjadi pestisida alami
meskipun masih dalam skala terbatas. Kedua senyawa tersebut bersifat toksik
terhadap serangga Lepidoptera, larva nyamuk Aedes aegypti dan lkan Mas (Cyprinus

carpio Linn).

11.4 Uji Toksisitik Metode Brine Shrimp Lethality Test (BSLT)

Uji toksisitik merupakan pengujian yang dilakukan untuk mengetahui tingkat
keamanan dari suatu senyawa kimia, baik senyawa kimia itu sendiri maupun yang
terdapat di dalam bahan lainnya seperti pada bahan makanan. Uji toksisitik sendiri
dapat diartikan sebagai pengkajian mekanisme efek toksik yang terdapat pada
berbagai bahan tertentu terhadap makhluk hidup dan sistem biologinya (Setiasih et
al., 2016 ). Pengujian tersebut perlu dilakukan untuk memprediksi kadar kerusakan
yang diakibatkan oleh senyawa terhadap material biologik maupun non non biologik.
Tujuan pengujian tersebut secara umum ditunjukan agar dapat diketahui efek yang
tidak diinginkan oleh suatu obat terutama pada penyakit kanker, gangguan jantung,
iritasi kulit dan mata (Parasuraman, 2011).

Uji pendahuluan toksisitik yang dilakukan pada senyawa aktif yang terdapat
pada ekstrak tanaman dan pengujian dilakukan dengan menggunakan hewan

percobaan (hewan uji). Salah satu hewan yang digunakan dalam melakukan



pengujian senyawa aktif yaitu udang laut (Brine shrimp) atau Artemia salina Leach.
Pada tahun 1755 Artemia salina Leach pertama kali ditemukan di Lymington, Inggris
dan merupakan salah satu jenis udang purba. Artemia salina Leach tergolong
kedalam phylum Arthropoda dan famili Crustacea (udang-udangan) tingkat rendah
(Purwakusuma, 2007).

Pengujian dengan menggunakan metode Brine Shrimp Lethality Test (BSLT)
pertama kali ditemukan pada tahun 1956 dan diperkenalkan oleh Michael et al.
Metode tersebut diuji pada senyawa aktif yang terdapat didalam tumbuhan yang
memiliki sifat toksik (racun) hingga dapat membuhun larva Artemia salina Leach
serta dapat digunakan sebagai pengujian praskrining aktivitas antikanker (Meyer et
al., 1982). Metode Brine Shrimp Lethality Test (BSLT) juga menjadi salah satu
metode yang digunakan untuk skrining tanaman herbal yang berpotensi sebagai anti
kanker. Hal ini dikarenakan oleh metode Brine Shrimp Lethality Test (BSLT) dapat
dengan mudah dikembangkan, tidak ada etika ataupun aturan tertentu dalam
penggunaan bahan serta pengujian dilakukan dengan singkat dan lebih murah
(Anderson, 1991).

Nilai mortalitas pada pengujian ditentukan dengan menggunakan analisis
probit, nilai toksisitas pada pengujian ditentukan dengan menggunakan menggunakan
Lethal Concentration (LCsp). Nilai LCso merupakan jumlah kadar senyawa aktif yang
dapat menyebabkan kematian dari 50% hewan yang diuji dalam rentan waktu
tertentu. LCs tidak berfokus pada kerusakan organ atau spesifik tertentu namun pada
total kematian hewan yang diuji sehingga nilai LCsy digunakan pada uji jangka
pendek. Nilai LCsy berfungsi untuk menghitung angka kematian Artemia salina
Leach karena susunan pencernaannya yang tidak sulit serta tingkat sensitifitasnya
yang cukup tinggi (Lu, 1995; Ningdyah, 2015).

I1.5 Artemia salina Leach

Artemia salina Leach atau dikenal juga dengan udang laut (Brine shrimp)
merupakan jenis udang purba yang diperkenalkan seorang ilmuan yang bernama
Linnaeus pada tahun 1778. Awalnya udang laut tersebut bernama Cancer salinus,

akan tetapi pada tahun 1819 namanya diubah menjadi Artemia salina oleh seorang
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ilmuan yang bernama Leach hingga saat ini udang laut tersebut dikenal dengan nama
Artemia salina Leach. Artemia salina Leach hidup di perairan sebagai zooplanktone,
habitatnya memiliki salinitas yang tinggi berkisar 15-300 ppt, suhu 25-30°C, pH 7,3-
8,4 dan oksigen terlarut berkisar 3 mg/L (Mudjiman, 1995). Artemia salina Leach
digunakan untuk menguji kadar toksisitas senyawa kimia yang terdapat pada
tumbuhan (Wilson et al., 2018).

Artemia salina Leach digunakan sebagai hewan pengujian dikarenakan
memiliki respon yang sama dengan mamalia terhadap senyawa kimia. Tipe DNA-
dependant RNA polimerase pada Artemia salina memiliki kesamaan dengan tipe
yang dimiliki olen mamalia (Solis et al., 1993). Artemia salina dikenal memiliki
hubungan dengan screening senyawa potensial anti kanker. Hal ini dikarenakan
kemiripan antara struktur RNA polimerase Il pada Artemia salina dengan dengan
RNA polimerasi Il pada sel HeLa (sel epitel yang berasal dari kanker serviks) (Agiila
etal., 2017).

Gambar Il. 2 Artemia salina Leach

(Sumber : Image Library of Animals in Action)
11.5.1 Klasifikasi Artemia salina Leach
Mudjiman (1995); Kawar (2007), menyatakan Klasifikasi Artemia salina
Leach adalah:

Kerajaan : Animalia

Filum . Arthropoda
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Kelas : Crustacea

Ordo : Anostraca

Famili . Artemidae

Genus . Artemia

Spesies : Artemia salina Leach

11.5.2 Siklus Hidup Artemia salina Leach

Bentuk morfologi dari larva Artemia salina Leach akan berganti sesuai
dengan fase pada siklus hidupnya. Artemia salina Leach pada umumnya terdapat 3
tahapan pada siklus hidupnya, telur, larva (Nauplii) dan Artemia salina Leach dewasa
(Adult). Telur (Kista) Artemia salina Leach berbentuk bulat, memiliki ukuran 0,2
mm-0,3 mm. Selanjutnya telur yang keluar dari cangkangnya akan menjadi larva
(Nauplii). Telur Artemia salina Leach yang berkualitas bagus akan menetas selama
18-24 jam setelah dimasukkan kedalam air laut atau air yang memiliki salinitas yang

tinggi (Reskianingsih, 2014).
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Gambar I1. 3 Siklus Hidup Artemia salina Leach

(Sumber : Genetic Science Learning Center, 2014)
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Perkembangbiakan Artemia salina Leach terbagi menjadi 2 golongan, yaitu
secara partenogenetik dan biseksual. Kedua cara tersebut dapat terjadi secara ovipar
maupun ovovivipar. Perkembangbiakan dengan ovovivipar, anak yang dikeluar dari
dalam tubuh induknya bernama larva (Nauplii), larva tersebut dapat langsung hidup
sebagai Artemia salina Leach dewasa (Reskianingsih, 2014; Aguwitasari, 2020).
Sedangkan perkembangbiakan secara ovipar, induk artemia akan mengeluarkan telur
yang bercangkang tebal yang disebut Siste (Kista dorman). Untuk menjadi larva, telur
tersebut akan melalui proses penetasan terlebih dahulu. Siste yang terlindungi dengan
cangkang tebal dan kuat dapat menetas dalam waktu 24-35 jam pada suhu 25°C dan
pada salinitas yang rendah serta pH sekitar 8 (Kanwar, 2007).

Sepanjang perkembangan hidupnya naupli akan mengalami perubahan bentuk
hingga 15 kali dari instar 1-15. Proses daur hidup Artemia salina Leach dari telur
(Siste/kista dorman), nauplius, dan Artemia salina Leach dewasa mencapai 1-3
minggu. Artemia salina Leach dapat tumbuh dewasa hanya dalam 8 hari dengan
kondisi air yang hangat, makanan berlimpah, dan kadar oksigen tinggi apabila
kondisi tidak ideal dapat membutuhkan waktu hingga 6 minggu (Mudjiman, 1989).

Bentuk naupli dari Artemia salina Leach terdapat antena kecil, antena besar,
mandibula, serta mata. Artemia salina Leach dewasa memiliki panjang 1 cm dan
berat 10 mg serta bagian tubuhnya terdiri dari mandibula, labrum, mata nauplius,
antena, antenula, mata majemuk, kaki torakopoda (11 pasang), kantong telur, ekor,
dan furka. Artemia salina Leach dewasa akan bereproduksi setiap 4-5 hari sekali dan
dapat hidup hingga 6 bulan (Mudjiman, 1989; Jacub, 2019).

11.6 Pelarut Ekstraksi
11.6.1 Etanol

Etanol merupakan pelarut oeganik yang sama seperti senyawa fitosterol yang
tersusun dari atom C, O, dan H. Etanol bersifat polar yang memiliki nilai konstanta
dielektrik yang lebih kecil dari pada air, akan tetapi dengan adanya gugus OH pada
etanol yang dapat berikatan hydrogen dengan gugus OH pada senyawa fitosterol

(Jannah et al., 2019). Etanol dapat digunakan sebagai salah satu pelarut untuk
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ekstraksi karena bersifat polar yang dapat menarik senyawa-senyawa yang larut
dalam pelarut non polar hingga polar. Etanol memiliki indeks plaritas sebesar 5.2 dan
memiliki titik didih 78.5°C (Snyder, 1997; Padmasari et al., 2013). Etanol juga
memiliki kepolaran yang cukup tinggi sehingga dengan mudah untuk melarutkan
senyawa resin, lemak, asam lemak, karbohidrat, minyak dan senyawa organic lainnya
(Jannah et al., 2019).

11.6.2 Etil Asetat

Etil asetat merupakan senyawa aromatic yang memiliki sifat semipolar dengan
rumus CH3CH20C(O)CH3 sehingga dapat mengekstrak senyawa yang bersifat polar
dan nonpolar (Snyder, 1997; Putri et al., 2013). Karena memiliki sifat semipolar, etil
asetat menjadi pelarut volatile dan dapat mudah terbakar, sehingga penguapannya
dilakukan tanpa pemanasan. Etil asetat juga dapat melarutkan senyawa semipolar
pada dinding sel seperti aglikon flavonoid, tidak beracun dan higroskopis. Selain itu,
etil asetat digunakan sebagai pelarut karena etil asetat dapat menemukan senyawa-
senyawa yang memberikan aktivitas antibakteri seperti flavonoid, polihidroksi dan
fenol (Wardhani & Susistyani, 2012)

11.6.3 N-Heksana

N-Heksana merupakan salah satu pelarut yang digunakan dalm proses
ekstraksi senyawa-senyawa yang bersifat non polar karena n-heksana memiliki
beberapa kelebihan, diantaranya yaitu bersifat selektif, stabil, serta menghasilkan
jumlah kecil lilin, albumin dan zat warna (Geunther, 1987; Wahdaningsih et al.,
2014). N-Heksana juga mudah menguap, selekstif dalam menguapkan zat,
mengekstrak zat pewangi dalam jumlah besar (Munawaroh & Handayani, 2010),
karbohidrat ikut terekstrak, sehingga menyebabkan total fenol per berat sampai
menjadi rendah (Astriani et al., 2017).
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11.6.4 Akuades

Akuades merupakan pelarut yang lebih baik dibandingkan dengan hampir
semua pelarut lain dan akuades adalah pelarut yang umum digunakan dalam tahapan
ekstraksi. senyawa yang dapat terlarut dalam akuades meliputi semua senyawa
organik netral yang memiliki gugus fungsional polar seperti glukosa, alkohol,
aldehida dan keton. Kelarutannya disebabkan oleh kecenderungan molekul akuades
untuk membentuk ikatan hydrogen dengan gugus hidroksil glukosa dan alkohol atau
gugus karbonil aldehida dan keton (Adani & Pujiastuti, 2018). Akuades juga
memiliki polaritas yang tinggi sehingga memberi rendemen paing rendah
dibandingkan dengan ekstrak pelarut lain. Hal ini di sebabkan oleh karbohidrat ikut
terekstrak, sehingga menyebabkan total fenol per berat sampai menjadi rendah
(Astriani et al., 2017)
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BAB 111
METODE PENELITIAN

111.1 Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian dilaksakan selama bulan Oktober 2021. Sampel daun bakau kurap
(Rhizophora mucronata) dilakukan di Alue Naga, Kecamatan Syiah Kuala, Kota
Banda Aceh (5.59°98°4”’LU, 95.35°25°9*” BT). Penelitian dan preparasi sampel
dilakukan di laboratorium Ekologi, Program Studi Biologi, Fakultas Sains dan
Teknologi, Universitas Islam Negeri Ar-raniry Banda Aceh. Ekstraksi sampel daun
Bakau kurap (Rhizophora mucronata) dilakukan di Laboratorium Farmokologi
Program Studi Kedokteran Hewan, Fakultas Kedokteran Hewan, dan uji GC-MS
dilakukan di Laboratorium Teknik Pengujian Kualitas Lingkungan, Fakultas Teknik

Kimia Universitas Syiah Kuala, Banda Aceh.

111.2. Jadwal Pelaksanaan Penelitian
Berdasarkan pelaksanaan penelitian, berikut ini merupakan tabel rincian

waktu penelitian:

Tabel I11. 1 Rincian Jadwal Penelitian
Bulan
No. Kegiatan Oktober November Desember

112|314 |1,2|3|4|1|2 3|4

Koleksi dan Preparasi
1. | Sampel Daun Bakau
kurap

Penetasan Larva

Artemia salina Leach

3. | Pembuatan Larutan Uji
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Uji Toksisitik dengan
4. | Metode Brine Shrimp
Lethality Test (BSLT)

Identifikasi Gas
Chromatography and
Mass Spectrometry
(GC-MS)

6. | Analisis Data

111.4 Alat dan Bahan
111.4.1. Alat

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah pisau, blender, lampu
neon 40 watt, vial, ayakan, tabung piala, toples, Vacum rotary evaporator, penangas,
wadah plastik, aerator, selang aerator, spatula, batang pengaduk, corong, mikropipet,
timbangan analitik, beaker gelas, gelas ukur, labu ukur, dan GCMS (Shimadzu
QP2010 SE).

111.4.2 Bahan

Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah daun bakau kurap
(Rhizopora mucronata), Artemia salina, etanol 98%, etil asetat, n-heksana, air laut,
akuades dan larutan DMSO (Dimetilsulfoksida).

I11.5 Rancangan Penelitian

Penelitian ini menggunakan metode metode BSLT. Tahapan penelitian
meliputi preparasi sampel daun Bakau kurap (Rhizopora mucronata), ekstraksi
sampel, penetasan larva udang (Artemia salina Leach), pembuatan larutan uji, uji

toksisitas pada larva udang, dan identifikasi GC- MS.
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111.6. Prosedur Kerja
111.6.1. Koleksi dan Preparasi Sampel Daun Bakau Kurap

Sebanyak 2 kg sampel daun bakau kurap (Rhizopora mucronata) segar diperoleh
dari wilayah pesisir Alue Naga, Kota Banda Aceh. Daun sampel kemudian
dibersihkan dan digunting berukuran kecil. Selanjutnya daun dikeringkan dengan cara
diangin-anginkan dalam suhu ruangan selama 7 hari. Daun bakau kurap kering
kemudian dihaluskan dengan blender dan disaring menggunakan ayakan hingga
didapat serbuk halus kering (Rohmah & Wulandari, 2019)

Tahapan ekstraksi diawali dengan memasukkan serbuk daun bakau kurap ke
dalam 5 tabung piala masing-masing sebanyak 100 g dan dimaserasi dengan pelarut
berbeda yaitu etanol, etil asetat, n-hexana (Pure analysis Merck) dan akuades masing
masing sebanyak 1 L (perbandingan 1:10) selama 24 jam. Hasil rendaman disaring
untuk memisahkan filtrat dan residunya. Perendaman dilakukan sebanyak dua kali
sampal filtrat mendekati jernih (Ayyida, 2014). Filtrat hasil dari meserasi digabung
dan diuapkan pelarutnya menggunakan Vacum rotary evaporator (Buchi R300;
Switzerland) pada suhu mendekati titik didih dari masing-masing pelarut (etanol:
78.37°C, etil asetat: 77.1°C, n-heksana 69°C dan akuades 100°C) sampai diperoleh
ekstrak kental. Ekstrak kental yang sudah didapat kemudian diuapkan diatas penangas
air pada suhu 45°C sampai diperoleh ekstrak kental kering (Bertomi, 2010).

111.6.2. Penetasan Larva Artemia salina Leach

Telur Artemia salina Leach diperoleh dari pedagang ikan hias lokal yang
berlokasi di Kecamatan Baiturrahman, Kota Banda Aceh. Penetasan telur Artemia
salina mengacu pada protokol Lestari et al., (2019). Secara singkat, telur Artmeia
salina dengan berat 50-150 mg direndam dalam aquades selama kurang lebih 1 jam.
Selanjutnya telur disaring dan ditetaskan dalam wadah plastik bervolume 500 ml air
laut steril (salinitas 30 ppt, pH 7-8, suhu 28-29°C) serta dilengkapi dengan aerasi dan
lampu penerangan 40 Watt (24 jam). Telur Artemia salina dibiarkan selama 36-48

jam hingga menetas menjadi nauplii. Larva Artemia salina yang sudah berumur 48
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jam dan memiliki pergerakan aktif akan dipilih untuk digunakan dalam pengujian
(Leboe et al., 2018).

111.6.3. Pembuatan Larutan Uji

Ekstrak kering yang didapat pada tahapan meserasi, ditimbang masing-masing
sebanyak 2 g dan ditempatkan pada labu erlenmeyer 1 L. Masing-masing ekstrak
dilarutkan dengan beberapa ml air laut steril (pelarut standar). Jika ekstrak tersebut
tidak larut maka ditambahkan DMSO beberapa tetes, akan tetapi tidak melebihi 0,5
pL. Setelah dihomogekan, ditambahkan air laut steril hinggal 1 L kemudian
digunakan sebagai larutan induk dengan konsentrasi 2000 ppm. Dari larutan induk
tersebut dibuat variasi konsentrasi di dalam vial yaitu 100, 250, 500 dan 1000 ppm.
(Vitalia et al., 2016).

111.6.4. Uji Toksisitik dengan Metode Brine Shrimp Lethality Test (BSLT)
Sebanyak masing masing 20 ekor larva Artemia salina dimasukkan ke dalam vial
berisi ektrak dengan konsentrasi 100, 250, 500 dan 1000 ppm sebanyak 10 mL (Sangi
et al, 2012). Vial-vial pengujian kemudian diletakkan pada tempat yang
mendapatkan penerangan (lampu 40 Watt) selama 24 jam, dengan kisaran suhu
ruangan 28°C-29°C. Setiap konsentrasi dari masing-masing pelarut dilakukan 5 kali
pengulangan. Pengamatan mortalitas (ditandai dengan tidak adanya pergerakan
selama beberapa detik observasi dan cenderung berada pada dasar wadah) dilakukan
setiap 6 jam selama 24 jam (Ramadhani, 2009).
111.6.5. Identifikasi Gas Chromatography and Mass Spectrometry (GC-MS)
Kandungan senyawa metabolik sekunder pada masing masing ekstrak
diidentifikasi dengan menggunakan GCMS (Shimadzu QP2010 SE) pada kolom Rxi-
1ms kondisi suhu oven (50°C-290°C), Interface (290°C), Kontrol mode (split),
tekanan (20.8 psi), total flow (23.7 ml/min), split ration: (200:1), split flow (199
ml/min), gas pembawa (Helium), dan detector (MSD) (Sukadar et al. 2008).
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111.6.6. Analisis Data

Data persentase kematian Artemia salina antar pelarut disajikan dalam bentuk
nilai rata-rata dan standar deviasi. Nilai LCsg24jam untuk masing-masing pelarut
ditentukan menggunakan analisis probit (probability unit). Signifikansi mortalitas
Artemia salina antar pelarut pada jam ke-24 diukur menggunakan anova satu arah
pada selang kepercayaan 95% (P < 0.05). Analisis probit dan anova dilakukan dengan
bantuan perangkan lunak SPSS Kandungan senyawa metabolik sekunder pada

masing masing ekstrak disajikan dan dianalisis secara deskriptif.
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BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN
IV.1 Hasil Penelitian
IV.1.1. Estrak Bakau Kurap (Rhizophora mucronata)

Jumlah rendemen daun bakau kurap yang dihasilkan dari masing-masing pelarut
yaitu 14.7 g (14.7%) untuk etanol, 4.4 g (4.4%) untuk etil asetat dan 1.92 g (1.92%)
untuk n-heksana dan (Tabel 4.1). Ektrak daun bakau kurap menggunakan pelarut
etanol dan etil asetat memiliki tekstur kental dan berwarna hijau pekat. Sementara itu,
ektrak daun bakau kurap menggunakan pelarut n-heksana memiliki tekstur kental,
berminyak dan berwarna hijau pekat.

Tabel 1V. 1 Rendemen Daun Bakau Kurap yang di Maserasi Dengan Pelarut Berbeda

Pelarut Serbuk (gr) Ekstrak (gr) Rendemen (%)
Etanol 100 14.7 14.7

Etil Asetat 100 4.4 4.4
N-Heksana 100 1.92 1.92
Akuades 100 11.87 ALk 1Ly

1VV.1.2. Uji Brine Shrimp Lethality Test (BSLT)

Laju mortalitas Artemia salina akibat paparan ektrak daun Bakau Kurap antar
pelarut (etanol, n-heksana dan etil asetat) dengan konsentrasi 100 ppm pada jam ke-6
memiliki nilai yang sama yaitu masing-masing sebesar 5% sedangkan pada pelarut
akuades tidak terjadi kematian. Peningkatan mortalitas Artemia salina tertinggi pada
jam 12, 18 dan 24 terjadi pada pelarut n-heksana yaitu mencapai 10%3.54%,
23+4.47% dan 43+7.58%. Mortalitas komulatif Artemia salina pada jam ke-24 untuk
masing-masing pelarut yaitu 36+4.18% (etanol), 35+6.12% (etil asetat), 43+7.58%
(n-heksana) dan 5+0 (akuades) (Gambar IV.1). Tidak ditemukan perbedaan yang
signifikan terhadap nilai mortalitas Artemia salina akibat paparan ektrak daun
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bakau kurap menggunakan pelarut etanol, n-heksana dan etil asetat dengan
konsentrasi 100 ppm hingga jam ke-24 (p> 0.05) (Tabel 1V.2).

Laju mortalitas Artemia salina dengan konsentrasi 250 ppm antar pelarut (etanol,
n-heksana dan etil asetat) pada jam ke-6 yaitu masing-masing 11.67+2.89%, 10+0%,
6.25+2.5% sedangkan pada pelarut akuades tidak terjadi kematian (Gambar 4.1).
Peningkatan mortalitas Artemia salina tertinggi pada jam 12, 18 dan 24 terjadi pada
pelarut n-heksana yaitu mencapai 14+8.22%, 30+9.35% dan 48x7.58%. Mortalitas
komulatif Artemia salina pada jam ke-24 untuk masing-masing pelarut yaitu
43+4.43% (etanol), 42+8.37% (etil asetat), 48+7.58% (n-heksana) dan 6+2.24
(akuades). Tidak ditemukan perbedaan yang signifikan terhadap nilai mortalitas
artemia akibat paparan ektrak daun bakau kurap menggunakan pelarut etanol, n-
heksana dan etil asetat dengan konsentrasi 250 ppm hingga jam ke-24 (p> 0.05)
(Tabel 1V.2).

Pada konsentrasi 500 ppm laju mortalitas Artemia salina antar pelarut (etanol, n-
heksana dan etil asetat) pada jam ke-6 yaitu masing-masing 9+4.18%, 13.75+£4.79%,
8+3.46% sedangkan pada pelarut akuades tidak terjadi kematian. Peningkatan
mortalitas Artemia salina tertinggi pada jam 12, 18 dan 24 tetapa terjadi pada pelarut
n-heksana yaitu mencapai 35+6.12%, 46+6.52% dan 68+8.37%. Mortalitas komulatif
Artemia salina pada jam ke-24 untuk masing-masing pelarut yaitu 52+5.70%
(etanol), 56+16.36% (etil asetat) 68+8.37% (n-heksana) dan 11.24+4.79 (akuades)
(Gambar 4.1). Analisis statistik menunjukkan adanya signifikansi terhadap nilai
mortalitas Artemia salina akibat paparan ektrak daun bakau kurap menggunakan
pelarut n-heksana dan etil asetat dibandingkan dengan pelarut etanol pada konsentrasi
500 ppm di jam ke-24 (p< 0.05) (Tabel I1V.2).

Laju mortalitas Artemia salina akibat paparan ektrak daun Bakau Kurap antar
pelarut (etanol, n-heksana dan etil asetat) dengan konsentrasi 1000 ppm pada jam ke-
6 yaitu masing-masing 8+2.74%, 50+14.58%, 39+6.52% sedangkan pada pelarut
akuades tidak terjadi kematian. Peningkatan mortalitas Artemia salina tertinggi pada
jam 12, 18 dan 24 terjadi pada pelarut etil asetat yaitu mencapai 87+10.37%,
96+5.48% dan 99+2.24%. Mortalitas komulatif Artemia salina pada jam ke-24 untuk

22



masing-masing pelarut yaitu 61+7.42% (etanol), 99+2.24% (etil asetat) 99+2.24% (n-
heksana) dan 13+3.08 (akuades) (Gambar IV.1). Analisis statistik menunjukkan
adanya signifikansi terhadap nilai mortalitas Artemia salina akibat paparan ektrak
daun bakau kurap menggunakan pelarut etanol dibandingkan dengan pelarut n-
heksana dan etil asetat pada konsentrasi 1000 ppm di jam ke-24 (p< 0.05) (Gambar
IV.1).
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Gambar 1V. 1 Persentase mortalitas Artemia salina selama uji toksisitas
menggunakan ektrak bakau kurap dengan variasi pelarut dan konsentrasi. (A) Pelarut
etanol, (B) Pelarut Etil Asetat, (C) Pelarut N-Heksana, (D) Pelarut Akuades

IVV.1.3 Hasil LC50
Nilai LCs-24 jam terendah diperoleh pada daun bakau kurap yang diekstrak
menggunakan pelarut n-heksana diikuti dengan pelarut etil asetat dan pelarut etanol
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yaitu masing-masing sebesar 180.310 ppm, 243.551 ppm dan 402.450 ppm.
Berdasarkan klasifikasi toksisitas ketiga ekstrak tersebut termasuk kedalam kategori
toksik (Meyer et al., 1982). Nilai LCsp-24 jam tertinggi diperoleh pada daun bakau
yang diekstrak mengunakan pelarut akuades yaitu sebesar 31984.781 dan termasuk
kedalam kategori tidak toksik (Meyer et al., 1982). (Tabel IV.2)

Tabel 1V. 2 Nilai LCs-24 Jam Daun Bakau Kurap (Rhizophora mucronata) yang
Diekstrak dengan Pelarut Berbeda Terhadap Artemia salina Leach

Mortalitas Artemia salina (% )

Pelarut LCso-24 Jam
100 ppm 250 ppm 500 ppm 1000 ppm ppm
Akuades 5%0 6+224 1124+479 13+3.08 31984.781
Etanol 36 +4.18 43 +4.47 52 +5.70 61 +7.42 402.45

Etil Asetat 35+6.12 42+8.37 56 + 16.36 99+2.24 243.551
N-Heksana 43+7.58 48+7.58 68 + 8.37 99+2.24 180.31

IV.1.4 Kandungan Senyawa Metabolit Sekunder

Sebanyak 26 senyawa metabolik sekunder berhasil terindentifikasi pada daun
bakau kurap yang diekstrak menggunakan pelarut n-heksana. Sementara itu, daun
bakau kurap yang diekstrak dengan pelarut etanol dan etil asetat hanya menghasilkan
masing-masing 12 dan 13 senyawa metabolik sekunder. Golongan senyawa yang
berhasil terindifikasi meliputi alkaloid (2-Pentanol, 2-methyl- (CAS) 2-Methyl-2-p.,
Cyclopentanol, 1-methyl-., 2-Hexen-1-ol,(E)-(CAS)trans-2-Hexen-1-., Tetradecanoic
acid., Tetradecanoic acid, ethyl ester (CAS) Ethyl., Hexadecanoic acid, methyl ester
(CAS) Me., Hexadecanoic acid (CAS) Palmitic acid., Hexadecanoic acid, ethyl ester
(CAS) Ethyl., 1-Octadecene (CAS) alpha-Octadecene., Oleic Acid., dan Elaidic acid,
(E)-9-Octadecenoic acid ethyl.,2-Pentanol, 2-methyl- (CAS) 2-Methyl-2-p., dan
Cyclopentanol, 1-methyl-), lemak (1-Heneicosanol), lemak tak jenuh (Dodecanoic
acid (CAS) Lauric acid., dan Dodecanoic acid, ethyl ester (CAS) Ethyl la),
Terpenoid (1,8-Cineole), minyak atsiri (Borneol L., dan 1-Heptadecene), zat kapur
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(Camphor), dan golongan minyak terpentin (Alpha.-Pinene), keton (2-Hexanone n-
Butyl methyl ketone), fenol (Styrene Benzene, ethenyl-., dan Benzene, 1,3,5-trimethyl-
(CAS) 1,3,5-Tri) (Tabel 1V.3).

13,801,567 g

Q

Q

C

©

©

C

>

Q0

<

[

=

-—

© :

(b)) &

o = 2| 2 o

[ L
g H‘ ‘ 5 ig g ;
h: %, | F 0,8 LI P
| I'\rlfaﬁ? %‘ : 3 l g |k S\| LU
\'\““-' I‘ | H \ ’ i ; | ? ‘ M‘ J""'ju M .
DA O T T N S T O e S
e " 100 200 23

Time (min)

Gambar 1V.2 Pola kromatogram GC-MS daun Bakau Kurap (Rhizophora

mucronata) ekstrak N-Heksana
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Tabel 1V. 3 Hasil Identifikasi GC-MS pada Ekstrak Daun Bakau Kurap dengan

Pelarut N-Heksana

Peak . Area . Height Secondary
No. R.Time Area %) Height %) A/H Compound Name Metabolite Name

1 3303 12083470 1033 1718205 360 703 2. entanol, 2-methyl- (CAS)2- Alkaloid
Methyl-2-p

2 3.872 8721684  7.45 2436692 5.11 3.58  2-Hexanone n-Butyl methyl ketone Ketone

3 4.007 4357983  3.72 1458529 3.06 2.99  Cyclopentanol, 1-methyl- Alkaloid

4 4746 4361698 373 1076554 226 405 ool oL (BR(CASIIANSZ e

5 5.451 1769678  1.51 586152 1.23 3.02  Styrene Benzene, ethenyl- Fenol

6 6296 5183841 443 1487122 312 349 .ALPHA.-PINENE, Minyak

terpentine

7 7474 2083391 178 869760 182  2.40 183”;6%6' ety (CAS) Fenol

8 7.671 6406498 547 3269122 6.85 1.96  5-Hexen-2-one (CAS) Allylacetone Alkaloid

9 7783 31024291 2651 13652178 28.63 227  18-Cineole Terpenoid

10 9414 1145290 098 641318 134 179 Camphor Zat kapur

11 9936 1608656 137 739347 155 218 BORNEOLL Minyak atsiri

12 15427 3814019 326 1530693 3.21 2.49  Dodecanoic acid (CAS) Lauricacid | emak tak jenuh

13 15618 203 %0 B0l 1384576 f 29 161 DodecnoigERd, ethylicster (CAS) :
Ethyl la Lemak tak jenuh

14 17028 1544383 132 593163 124 260 lBle”éggs (RS renol

15 17.662 2628818 2.25 1254610 2.63 2.10  Tetradecanoic acid Alkaloid
Tetradecanoic acid, ethyl ester .

16 17890 1923169 164 1204368 253 160 hoiriy Alkaloid

17 18.019 716729 0.61 718639 151 1.00 1-Heptadecene Minyak atsiri
Hexadecanoic acid, methy! ester .

18 19270 1021873 0.87 646758 136 158 (A me Alkaloid

19 10734 4377897 374 1812601  3.80  2.42 aHC‘?’éadeca”O'c acid (CAS) Palmitic 5y 10id
Hexadecanoic acid, ethyl ester .

20 19956 4364227 373 2698716 566 162 (cagyray Alkaloid

21 20.076 W 2450108} 00 Grummnot G s ettt A EAGF2I .- Alkaloid
Octadecene

22 21151 1583760 1.35 1136966  2.38 139  Phytol Terpenoid

23 21389 1620499 1.38 699532 147 232  Oleic Acid Alkaloid

24 21582 6158840 526 2366503 = 496 260  idicacid, (E)-9-Octadecenoic Alkaloid
acid ethyl

25 21.838 1540416 1.32 940603 1.97 1.64  Octadecanoic acid, ethyl ester Alkaloid

26 21952 2296041 1.96 1302203  2.73 176  1-Heneicosanol Lemak

Golongan senyawa yang hanya ditemukan pada daun Bakau Kurap yang

diekstrak menggunakan pelarut N-heksana yaitu keton, fenol, zat kapur, minyak

terpentin dan terpenoid. Sementara itu, golongan senyawa alkaloid, dan lemak tak
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jenuh ditemukan pada daun bakau kurap yang diekstrak dengan ketiga pelarut.
Senyawa yang ditemukan pada ketiga pelarut yaitu Hexadecanoic acid (CAS)
Tetradecanoic acid (CAS), dan Dodecanoic acid (CAS) (Tabel 1V.6). Komposisi
senyawa dengan persentase tertinggi pada daun bakau kurap yang diekstrak
menggunakan pelarut n-heksana yaitu masing-masing 1,8-Cineole (28.63%), 2-
Pentanol, 2-methyl- (CAS) 2-Methyl-2-p 7.03%, dan Hexadecanoic acid, Ethyl ester
(CAS) Ethyl 5.66% (Tabel 4.3). Sementara itu, pada pelarut etanol yaitu
Hexadecanoic acid (CAS) Palmitic acid (25.15%), Octadec-9-Enoic acid (22.77%)
dan Ethane, 1,1-diethoxy- (CAS) 1,1-Diethoxye (13.67%) (Tabel 4.4). Pada pelarut
etil asetat yaitu 1(2H)-Naphthalenone, octahydro-4a,8a-dim (33%), n-Hexadecanoid
acid (10.68%) dan Dodecanoid acid (CAS) Lauric acid (10.55%) (Tabel I1V.5).
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Tabel 1V. 4 Hasil Identifikasi GC-MS pada Ekstrak Daun Bakau Kurap dengan

Pelarut Etanol

Peak . Area . Height Secondary
No. R.Time Area %) Height %) AH Compound Name Metabolite Name
1 3413 3711607 960 1973388 1367 188 Cuane Lidiethoxy- (CAS)LI- i on airi
Diethoxye
2 6.662 230812 0.60 100134 0.69 2.31 5 Methyl Furfural Alkaloid
3 8010 461580 119 194438 135 237 3%{@?'0"%'”' 2,3-dihydro-2.5- y pinyak atsiri
4 15.733 4291277 11.10 1536087  10.64 2.79  Dodecanoic acid (CAS) Lauricacid  Lemak tak jenuh
5 15.950 165870 0.43 96887 0.67 1.71  (-)-Caryophyllene oxide Minyak atsiri
6 16.802 218252 0.56 134799 0.93 1.62  Globulol Minyak atsiri
7 17.370 357434 0.92 207977 1.44 1.72  4,8-Dimethyl-Nona-3,8-Dien-2-One  Minyak atsiri
8  17.981 4183986 10.82 1740953 12.06  2.40 aT;téadeca”O'c acid (CAS) Myristic  \jaioig
g OGESRNOT07E0oNN: RSO0 Gl ogiisl e o/l EEIRE RS2 e 0
10 21.731 12024802 31.10 3286904  22.77 3.66  Octadec-9-Enoic Acid Lemak tak jenuh
11 21.947 2740461 7.09 1375276 9.53 1.99 Octadecanoic acid Alkaloid
9,12-Octadecadienoic acid (Z,2)-
12 22.410 566847 147 157968 1.09 3.59 (CAS) Li Alkaloid
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Gambar 1V.4 Pola kromatogram GC-MS daun Bakau Kurap (Rhizophora
mucronata) Etil Asetat
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Tabel 1V. 5 Hasil Identifikasi GC-MS pada Ekstrak Daun Bakau Kurap dengan

Pelarut Etil Asetat

Peak . Area . Height Secondary
No. R.Time Area %) Height (%) A/H Compound Name Metabolite Name
1 13.845 690032 116 421594 231 1.64  .alpha.-Guaiene Minyak Atsiri
2 13.963 1332176  2.24 762290 417 175  Seychellene Minyak Atsiri
5-Azulenemethanol, 1,2,3,4,5,6,7,8-
3 14.154 867273 1.46 374736 2.05 231 octahyd Minyak Atsiri
4 15414 6051413 10.19 1927816 1055 3.14  Dodecanoic acid (CAS) Lauric acid lemak tak jenuh
5 15597 463776 0.78 310278 1.70 1.49  (-)Caryophyllene oxide Minyak Atsiri
6 15733 882026 148 521951  2.86 1.69  1-Hexadecanol Lemak
1(2H)-Naphthalenone, octahydro-
7 16.570 11397349 19.18 5981473 32.74 191 4a,8a-dim Terpenoid
8 17.643 e WRNEEONINIES TE RIS RS IOC IR e 1oladeid (CAS) Myristic _
acid Alkaloid
9 19.249 867095 146 425594  2.33 2.04  Hexadecanoic acid, methyl ester Alkaloid
10 19.714 4706939  7.92 1950946 10.68 241 n-Hexadecanoic acid Alkaloid
11 JPOESERNT D dra o NGl o Tl TN R ety :
ester lemak tak jenuh
12 21.364 5451034 9.18 1237112 6.77 441  Heptadecene-(8)-Carbonic Acid Alkaloid
13 22.649 6266171  10.55 1187168  6.50 5.28  Glyceryl Tridodecanoate Gliseril
Table IV. 6 Similaritas senyawa yang terdapat pada ekstrak daun Bakau kurap yang
diekstrak dengan pelarut Etanol, Etil asetat dan N-Heksana.
Ethanol Etil Asetat Hexane
No Compounds Retention F . Retention e Retention Area
Time Time Time
, (%) : (%) : (%)
(minute) (minute) (minute)
1 Ethane, 1,1-diethoxy- (CAS) 1,1-
' Diethoxye 3.413 9.60 - - -
2. 5 Methyl Furfural 6.662 0.60 - L -
3 5H-1,4-Dioxepin, 2,3-dihydro-2,5-
) dimethyl 8.010 1.19 - - -
4 Dodecanoic acid (CAS) Lauric
) acid 15.733 11.10 15.414 10.19 15.427 3.26
6. (-)Caryophyllene oxide 15.950 0.43 15.597 0.78 -
7. Globulol 16.802 0.56 - e -
8 4,8-Dimethyl-Nona-3,8-Dien-2-
) One 17.370 0.92 - . -
9 Tetradecanoic acid (CAS) Myristic
' acid 17.981 10.82 17.643 5.32 -
10 Hexadecanoic acid (CAS) Palmitic
" acid 20.065 25.11 - - 19.734 3.74
11.  Octadec-9-Enoic Acid 21.731 31.10 - - -
12.  Octadecanoic acid 21.947 7.09 - - -
13 9,12-Octadecadienoic acid (Z,2)-
" (CAS) Li 22.410 1.47 - - -
14.  .alpha.-Guaiene - - 13.845 1.16 -
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38.
39.
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41.
42.

43.

44,
45.
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47.
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Seychellene
5-Azulenemethanol,
1,2,3,4,5,6,7,8-octahyd
1-Hexadecanol
1(2H)-Naphthalenone, octahydro-
4a,8a-dim

Hexadecanoic acid, methyl ester
n-Hexadecanoic acid
Dodecanoic acid, 1,2,3-
propanetriyl ester
Heptadecene-(8)-Carbonic Acid

Glyceryl Tridodecanoate
2-Pentanol, 2-methyl- (CAS) 2-
Methyl-2-p

2-Hexanone n-Butyl methyl
ketone

Cyclopentanol, 1-methyl-
2-Hexen-1-ol, (E)- (CAS) trans-2-
Hexen-1-

Styrene Benzene, ethenyl-

Alpha.-Pinene

Benzene, 1,3,5-trimethyl- (CAS)
1,3,5-Tri

5-Hexen-2-one (CAS)
Allylacetone

1,8-Cineole

Camphor

Borneol L

Dodecanoic acid (CAS) Lauric
acid

Dodecanoic acid, ethyl ester
(CAS) Ethyl la

Benzene, (2-decyldodecyl)- (CAS)
11-Benz

Tetradecanoic acid
Tetradecanoic acid, ethyl ester
(CAS) Ethyl

1-Heptadecene

Hexadecanoic acid, ethyl ester
(CAS) Ethyl

1-Octadecene (CAS) .alpha.-
Octadecene

Phytol

Oleic Acid

Elaidic acid, (E)-9-Octadecenoic
acid ethyl

Octadecanoic acid, ethyl ester

1-Heneicosanol

13.963

14.154
15.733

16.570
19.249
19.714

20.888
21.364
22.649

2.24

1.46
1.48

19.18
1.46
7.92

29.08
9.18
10.55

3.303

3.872
4.007

4.746
5.451
6.296

7.174

7.671
7.783
9.414
9.936

15.427

15.618

17.028
17.662

17.890
18.019

19.956

20.076
21.151
21.389

21.582
21.838
21.952

10.33

7.45
3.72

3.73
151
4.43

1.78

5.47
26.51
0.98
1.37

3.26

191

1.32
2.25

1.64
0.61

3.73

2.09
1.35
1.38

5.26
1.32
1.96
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IVV.2 Pembahasan

Beberapa jenis manggrove telah dilakukan uji sitotoksiknya meliputi
Xylocarpus granatum, Sonneratia alba, Rhizophora mucronata, Avicennia marina,
Rhizophora apiculata dan Acanthus ilicifolius (Puspita & Rozirwan, 2018; Maulana,
2021; Winda 2018). Namun demikian, hanya manggrove dari jenis Rhizophora
apiculata dan Acanthus ilicifolius yang telah di uji sitotoksiknya menggunakan
pelarut berbeda (polar, semi polar dan non polar) (Maulana, 2021; Winda 2018).
Sementara itu, manggrove dari jenis lainnya hanya menggunakan satu jenis pelarut
saja (pelarut polar: metanol) (Puspita & Rozirwan, 2018).

Dibanding pelarut polar lainnya, nilai toksisitas Rhizophora mucronata masih
lebih rendah dari tumbuhan mangrove jenis Xylocarpus granatum (LCsp-24 jam
1360.43 ppm) dan Sonneratia alba (LCso-24 jam 801.75 ppm) namun lebih tinggi
dari mangrove jenis Avicennia marina (LCsp-24 jam 403.44 ppm). Hasil penelitian
Puspita & Rozirwan (2018) menunjukkan bahwa nilai toksisitas Rhizophora
mucronata yang diekstrak dengan pelarut metanol adalah sebesar 709.7 ppm, lebih
rendah dibanding etanol sebesar 243.551 ppm. Hal ni disebabkan oleh pelarut etanol
(polar) dapat mengikat senyawa metabolit sekunder lebih banyak seperti senyawa
flavonoid.

Hasil penelitian mengungkapkan bahwa pelarut n-heksana memiliki nilai
toksitas yang lebih tinggi dibanding pelarut lainnya. Hasil serupa juga dilaporkan
pada manggrove jenis Acanthus ilicifolius yaitu 245.25 ppm (Winda 2018) dan
sebaliknya pada mangrove jenis Sonneratia alba pelarut etil asetat memiliki nilai
toksisitas yang paling tinggi sebanyak 3.59 ppm (Suryaningrum, 2021).

Hal ini di sebabkan oleh aktivitas sitotoksik dari fraksi non-polar heksana
diduga dari aktivitas senyawa triterpenoid yang terkandung dalam fraksi tersebut.
Daun Bakau Kurap yang yang diekstrak menggunakan pelarut N-heksana dan Etil-
asetat dengan konsentrasi 1000 ppm memiliki nilai mortalitas lebih tinggi dibanding
menggunakan pelarut etanol. Namun demikian daun bakau kurap yang yang diekstrak
menggunakan pelarut N-heksana cenderung memiliki nilai LC50-,4 jam yang lebih

tinggi dibanding dua pelarut lainnya.
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Perbedaan pelarut dalam ekstraksi dapat mempengaruhi kandungan total
senyawa bioaktif (Santoso et al, 2012). Hal ini disebabkan karena perbedaan
polaritas dari pelarut (Megha et al., 2014). Proses ekstraksi dipengaruhi oleh
beberapa faktor, diantaranya jenis pelarut, perbandingan pelarut dengan bahan
ekstraksi, suhu, tekanan dan waktu ekstraksi serta komponen bioaktif tumbuhan.
Jika kondisi suhu dan temperatur sama, maka jenis pelarut dan komponen senyawa
kimia yang terdapat pada tanaman menjadi faktor yang menentukan keberhasilan
proses ekstraksi (Lopez, 2011). Adanya sistem perendaman, maka pelarut akan
menembus dinding sel dan masuk ke dalam sel yang mengandung zat aktif sehingga
akan larut dalam pelarut (Khoiriyah, 2014).

Beberapa jenis tumbuhan nilai tosisitas pada ekstrak etanol (polar) memiliki
nilai yang lebih tinggi dibandingkan n-heksana (non polar). Simorangkir et al.,
(2021), pengujian pada ekstrak daun sarang banua (Clerodendrum fragrans)
mendapatkan hasil dengan pelarut etanol memiliki nilai sitotoksik yang paling tinggi
dibandingkan pelarut etil asetat dan n-heksana dengan masing masing sebanyak 26.25
ppm, 37.50 ppm dan 41.97 ppm.

Vitalia et al., (2016) dari hasil penelitian menunjukkan bahwa nilai LC50 dari
ekstrak daun pletekan (Ruellia tuberosa L.) ekstrak etanol juga memiliki nilai
toksisitas yang tinggi sebesar 142.160 ppm sedangkan etil asetat dan n-heksana
memiliki nilai masing-masing 453.941 ppm dan 1389.31 ppm. Hal ini menunjukkan
bahwa golongan senyawa metabolit sekunder dari golongan polar lebih banyak
terdapat di dalam ekstrak sampel dibandingkan golongan senyawa metabolit non
polar lainnya pada daun Ruellia tuberosa. Rahman & Sasmito (2021), ekstrak etanol
daun Avicennia marina memiliki kadar toksisita yang paling tinggi dibandingkan
dengan pelarut n-heksana dan etil asetat dengan masing-masing nilai 98.55 ppm,
441.39 ppm dan etil asetat 1931.49 ppm.

Nilai normalitas pengujian sitotoksik daun bakau kurap pada konsentrasi 250
ppm tidak menunjukkan perbedaan yang signfikan walaupun ekstrak menggunakan
pelarut yang berbeda, hal ini disebabkan oleh hambatan poliferasi sel dan potensi

ketoksikan suatu senyawa pada ekstrak terhadap sel tidak sampai 50%. Kemampuan
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adaptasi dari artemia terhadap ke tiga ekstrak pada konsentrasi rendah masih cukup
baik sehingga efek toksiknya dapat di minimalisir. Hasil pengujian daun sarang banua
(Clerodendrumfragrans vent Willd) yang dilaporkan Simorangkir et al., (2021) pada
konsentrasi 100 ppm nilai mortalitas juga tidak menunjukkan perbedaan yang
signifikan dengan antar pelarut.

Pengujian sitotoksik ekstrak selada (Lactuca sativa var. crispa) yang
dilakukan Rohman et al., (2019) menunjukkan semua ekstrak memiliki sifat toksisitas
akan tetapi ekstrak n-heksana memiliki sifat toksisitas yang paling tinggi diperoleh
nilai LCsp-24 jam sebesar 170.115 ppm, 322.288 ppm untuk ekstrak etanol, 207,827
ppm untuk ekstrak metanol, dan 1468.261 ppm ekstrak etil asetat.

Herru (2021), menyatakan hasil yang diperoleh dari uji aktivitas sitotoksik
pada daun matoa (Pometia pinnata) dengan metode BSLT vyaitu, fraksi n-heksana
memiliki aktivitas sitotoksik tertinggi sebanyak 419.855 ppm sedangkan yang kurang
aktif sifat sitotoksiknya adalah fraksi metanol dengan nilai LCsp-24 jam 727.78 ppm.
Hafidlo (2014), juga melaporkan hasil pengujian sitotoksik pada ekstrak daun bunga
matahari (Helianthus annus L.) menggunakan pelarut n-heksana, diklorometana dan
metanol diperoleh hasil berturut-turut nilai LCs0-24 jam sebesar 22.175 ppm, 952.625
ppm dan 147.847 ppm.

Rizkina et al.,(2013) melaporkan melakukan penelitian tentang uji toksisitas
ekstrak pigmen kasar mikroalga Spirulina platensis dengan metode BSLT diketahui
nilai LCsy ekstrak pigmen kasar fraksi dietil eter Spirulina platensis (91.2 ppm)
lebih rendah dibandingkan dengan ekstrak metanol (446.68 ppm) dan pigmen kasar
metanol-aseton (134.9 ppm) hal ini disebabkan oleh bahan ekstrak yang terlarut
dalam dietil eter adalah bahan yang memiliki sifat non polar yang diperkirakan
mempunyai sifat toksis terhadap nauplii Artemia sp. yang memberikan tingkat
mortalitas lebih tinggi dibandingkan dengan ekstrak pelarut aseton-metanol.

Ekstrak yang memiliki nilai LCs-24 jam rendah menunjukkan bahwa golongan
senyawa yang terkandung di dalamnya bersifat toksik terhadap Artemia salina L.
Ekstrak n-heksana memiliki nilai LCso paling rendah dibanding ekstrak etanol dan

etil asetat. Hal ini mungkin disebabkan adanya kandungan senyawa aktif yang
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terdapat dalam daun bakau kurap pada ekstrak n-heksana. Kandungan senyawa aktif
yang sitotoksik terhadap Artemia dimungkinkan bersifat non polar (Hafidlo, 2014).
Pelarut seperti etanol yang bersifat polar akan mengekstraksi senyawa fenol. Pelarut
semi polar mampu mengekstrak senyawa fenol, terpenoid, alkaloid, aglikon dan
glikosida. Sedangkan Pelarut non polar dapat mengekstrak senyawa kimia seperti
lilin, lipid dan minyak yang mudah menguap (Hidayah et al., 2018).

Menurut Farida et al., (2009) pengujian ekstrak keladi tikus (Typhonium
divaricatum (L) Decne) dengan ekstrak n-heksana memiliki golongan senyawa yang
toksik terhadap Artemia dengan metode BSLT vyaitu steroid dan terpenoid. Golongan
senyawa tersebut memiliki korelasi positif dengan uji sitotoksik menggunakan
metode MTT (Microculture Tetrazolium Technique) terhadap sel kanker.

Berdasarkan hasil GC-MS senyawa terpenoid diduga bersifat toksik terhadap
Artemia salina Leach. Panjaitan (2014), melaporkan hasil analisi fitokimia
menunjukkan daun bakau kurap (Rhizophora mucronata) mengandung senyawa
tanin, alkaloid dan terpenoid/steroid yang bersifat toksik terhadap larva Artemia
salina Leach. Ratu et al., (2019) melaporkan pengujian daun kemangi (Ocimum
basilicum L.) dengan menggunakan ekstrak n-heksana dan etanol dengan nilai
masing-masing 57.45 ppm dan 80.33 ppm dan hasil identifikasi fitokimia
menunjukkan adanya komponen senyawa terpenoid. Menurut Sukandar et al., (2008)
senyawa terpenoid menjadi salah satu golongan senyawa kimia dalam tanaman yang
memiliki aktivitas antikanker dan antioksidan. Senyawa terpenoid yang terdapat pada
ekstrak n heksana daun bakau kurap (Rhizophora mucronata) meliputi 1.8-Cineolo
dan Phytol, senyawa terpenoid juga teridentifikasi pada pelarut etil asetat 1(2H)-

Naphthalenone,octahydro-4a,8a-dim yang menyebabkan toksik.
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BAB V
KESIMPULAN DAN SARAN

V.1 Kesimpulan
Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan maka dapat disimpulkan
sebagai berikut:

1. Nilai LCsy pada pengujian toksisitik daun Bakau Kurap (Rhizophora
mucronata) menggunakan metode Brine Shrimp Lethality Test (BSLT) dari
ekstrak etanol sebanyak 402.450 ppm, etil asetat 230.977 ppm dan n heksana
180.310 ppm, ketiga ekstrak tersebut bersifat toksik

2. Senyawa metabolit sekunder yang terdapat di dalam pelarut yang memilki
nilai LCsy yang paling tinggi adalah Terpenoid, Alkaloid, Keton, fenol,
minyak terpentin, minyak atsiri, lemak tak jenuh dan zat kapur

V.2 Saran

1. Perlu dilakukan pengujian lebih lanjut untuk mengetahui daun Bakau Kurap
(Rhizophora mucronata) dapat berpotensi sebagai obat antibakteri, antivirus,
dan antijamur.

2. Perlu identifikasi lebih lanjut untuk senyawa metaboli sekunder yang
menyebabkan sitotoksik pada antar pelarut daun Bakau Kurap (Rhizophora

mucronata).
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Lampiran 3

(Dokumentasi Kegiatan)
Gambar Lokasi Pengambilan Sampel
a. Preparasi sampel

Gambar 1. Lokasi pengambilan Gambar 2. Proses pengeringan
sampel sampel

Gambar 3. Sampel dihaluskan Gambar 4. Sampel yang sudah
dengan blender diayak
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Gambar 5. Proses meserasi dengan menggunakan 3 pelarut

Gambar 6. Penyaringan sampel Gambar 6. Penyaringan sampel
ekstrak etanol ekstrak n-heksana
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Gambar 8. Penyaringan sampel Gambar 9. Proses evaporasi
ekstrak Etil Asetat ekstrak

Gambar 1. Penimbangan telur Gambar 2. Perendaman telur Artemia
Artemia salina Leach salina Leach dengan aquades
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Gambar 3. Penetasan Artemia
salina Leach

Gambar 5. Pengukuran DO dan Suhu

Gambar 4. Pengukuran pH
air laut

0
20°C g,
SALINITY

Gambar 6. Pengukuran salinitas
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Gambar 7. Pemt_)_uatan Gambar 8. Ekstrak Daun Bakau Kurap
Larutan Uji (Rhizophora mucronata)

Gambar 9. Pengujian sitotoksik ekstrak etanol
(100 ppm, 250 ppm, 500 ppm & 1000 ppm)
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Gambar 10. Pengujian sitotoksik ekstrak etil asetat
(200 ppm, 250 ppm, 500 ppm & 1000 ppm)
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Gambar 11. Pengujian sitotoksik ekstrak n Heksana
(100 ppm, 250 ppm, 500 ppm & 1000 ppm)

c. Pengujian GC-MS

Gambar 1. Identifikasi kromatogram daun Bakau Kurap (Rhizophora mucronata)

56



Lampiran 4

Tabel Analisi Statistik Mortalitas

Tabel 1. analisis statistik mortalitas100 ppm

Multiple Comparisons
Dependent Variable: Mortalitas 100 ppm

LSD
Mean Difference 95% Confidence Interval
(I) Pelarut (J) Pelarut (I-J) Std. Error Sig. Lower Bound Upper Bound
Etanol EfifASStat™ 100000 3.87298|  .801 -7.4385 9.4385
r N heksana -7.00000  3.87298  .096 -15.4385 1.4385
Etil Asetat Etanol - -1.00000  3.87298  .801 -9.4385 7.4385
il N heksana -8.00000  3.87298 .061 -16.4385 .4385
N heksana Etanol L % 7.00000) $§3.87298| % £096 ~ -1.4385 ~15.4385
Etil Asetat 8.00000 3.87298 .061 -.4385 16.4385

Tabel 2 Analisis statistik mortalitas 250 ppm

Multiple Comparisons
Dependent Variable: Mortalitas 250 ppm

LSD
Mean Difference 95% Confidence Interval
(I) Pelarut (J) Pelarut (1-J) Std. Error Sig. Lower Bound Upper Bound
Etanol _Etil Asetat 1.00000  4.43471 825 -8.6624 10.6624
N heksana L AF -5.00000 & 414347108 w282 ~ -14.6624 4.6624
Etil Asetat ~ Etanol -1.00000,  4.43471, 825  -10.6624 8.6624
N heksana - -6.00000  4.43471 20T -15.6624 3.6624
N heksana Etanol 5.00000 4.43471 .282 -4.6624 14.6624
Etil Asetat 6.00000 4.43471 .201 -3.6624 15.6624
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Tabel 3. Analisis statistik mortalitas 500 ppm

Multiple Comparisons
Dependent Variable: Mortalitas 500 ppm

LSD
Mean Difference 95% Confidence Interval
(I) Pelarut (J) Pelarut (1-J) Std. Error Sig. Lower Bound Upper Bound
Etanol Etil Asetat _____2.00000 SIo7o M. 727 -10.2725 14.2725
N heksana -16.00000*”_  5.25703 .011 -27.5706 -4.4294
Etil Asetat Etanol i -2.00000  5.57592 727 -14.2725 10.2725
N heksana -18.00000*__  5.57592 .008 -30.2725 -5.7275
N heksana ~ Etanol Q5000008 §EO5TOR oL 4.4294 27.5706
Etil Asetat 18.00000" 5.57592 .008 5.7275 30.2725

*. The mean difference is significant at the 0.05 level.

Tabel 4. Analisis statistik mortalitas 1000 ppm

Multiple Comparisons
Dependent Variable: Mortalitas 1000 ppm

LSD
Mean Difference 95% Confidence Interval

(I) Pelarut (J) Pelarut (1-J) Std. Error Sig. Lower Bound Upper Bound
Etanol Etil Asetat e -38@900* 2.94392  .000 -44.4143 -31.5857
1 N heksana __-32_3.0_0000*___ 2204897 |4 .000 -44.4143 -31.5857
Etil Asetat Etanol 38.00000° 2.94392 ~.000 31.5857 44.4143
N heksana .00000 2.94392 ~1.000 -6.4143 6.4143
Nheksana Etanol  38.00000  2.94392 .000 ~ 31.5857 44.4143
Etil Asetat .00000 2.94392 1.000 -6.4143 6.4143

*. The mean difference is significant at the 0.05 level.
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Lampiran 5
Pembuatan Larutan Uji

1. Membuat Larutan Induk Ekstrak Etanol, Etil Asetat, N-Heksana dan Akuades
Larutan induk di buat dengan cara melarutkan 2 gram ekstrak dengan 1 liter

air laut steril (pelarut standar) dengan konsentrasi 2000 ppm.
2. Membuat Varian Konsentrasi Dari Larutan Induk

Larutan induk yang telah dibuat dengan konsentrasi 2000 ppm kemudian
diencerkan menjadi 100, 250, 500 dan 1000 ppm dengan menggunakan rumus
pengenceran.

Rumus pengenceran :

V1x M1=V2x M2

Keterangan :

V1 = Volum larutan induk yang diambil

M1 = Konsentrasi larutan yang diencerkan

V2 = Volum larutan hasil pengenceran

M2 = Konsentrasi larutan hasil pengenceran
a. Larutan 100 ppm

Untuk larutan 100 ppm sebanyak 100 ml diencerkan dari larutan 2000 ppm
maka ; V1 x M1 =V2 x M2

V1x 2000 =100 x 100

V1=100x100
2000
=5ml
Sehingga untuk membuat larutan standar 100 ppm diambil sebanyak 5 ml
larutan dan di encerkan sebanyak 100 ml
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b. Larutan 250 ppm

Untuk larutan 250 ppm sebanyak 100 ml diencerkan dari larutan 2000 ppm
maka ; V1 x M1 =V2 x M2

V1 x 2000 =100 x 250

V1 =100 x 250
2000
=125ml
Sehingga untuk membuat larutan standar 100 ppm diambil sebanyak 12.5 ml
larutan dan di encerkan sebanyak 100 ml

c. Larutan 500 ppm

Untuk larutan 500 ppm sebanyak 100 ml diencerkan dari larutan 2000 ppm
maka ; V1 x M1 =V2 x M2

V1 x 2000 =100 x 500

V1 =100 x 500
2000
=25ml
Sehingga untuk membuat larutan standar 100 ppm diambil sebanyak 25 ml
larutan dan di encerkan sebanyak 100 ml

d. Larutan 100 ppm

Untuk larutan 1000 ppm sebanyak 100 ml diencerkan dari larutan 2000 ppm
maka ; V1 x M1 =V2 x M2

V1 x 2000 =100 x 1000

V1 =100x1000
2000
=50 ml
Sehingga untuk membuat larutan standar 100 ppm diambil sebanyak 50 ml
larutan dan di encerkan sebanyak 100 ml
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