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ABSTRAK

UJI TOKSISITAS EKTRAK LAMUN (Enhalus acoroides) DENGAN
PENAMBAHAN CuSOs MENGGUNAKAN METODE BRINE SHRIMP
LETHALITY TEST (BSLT)

Oleh
Novita Amelia Sari Sirait

Kanker merupakan penyakit ganas akibat adanya pertumbuhan sel-sel abnormal
pada jaringan tubuh yang tidak terkoordinasi dan menjadi salah satu penyebab
utama kematian di dunia. Logam berat yang tidak disengaja dikonsumsi masuk ke
dalam tubuh manusia melalui permukaan kulit, sebagian melalui saluran
pernapasan atau pencernaan dan setelah itu terakumulasi seiring waktu. Salah satu
upaya pengembangan alternatif dapat dilakukan melalui pemanfaatan biota laut
seperti lamun Enhalus acoroides. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui
tingkat toksisitas ekstrak etanol daun lamun Enhalus acoroides, menganalisis
pengaruh penambahan CuSOs, dan menentukan nilai LCso sebagai indikator
potensi aktivitas antikanker menggunakan metode Brine Shrimp Lethality Test
(BSLT). Pada penelitian ini digunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL) dua
faktorial dengan 8 perlakuan dan 3 kali pengulangan. Uji toksisitas dilakukan
dengan variasi konsentrasi ekstrak (0 ppm, 125 ppm, 250 ppm, dan 500 ppm)
dengan dan tanpa penambahan CuSO4, dengan konsentrasi CuSOs4 yang
digunakan yaitu 62,5 ppm terhadap larva Artemia salina berumur 48 jam.
Parameter yang diamati adalah kematian 50% hewan uji yaitu Artemia salina.
Metode penelitian yang digunakan yaitu uji fitokimia, analisis FTIR (Fourier-
Transform Infrared Spectroscopy), dan uji BSLT. Berdasarkan hasil uji fitokimia,
ekstrak etanol Enhalus acoroides mengandung senyawa alkaloid, flavonoid,
terpenoid, saponin, tanin, dan steroid. Uji toksisitas dengan metode BSLT
menunjukkan hasil sangat toksik pada kombinasi ekstrak lamun dengan CuSO4
pada konsentrasi 125 ppm, 250 ppm, dan 500 ppm dengan tingkat mortalitas larva
Artemia salina sebesar 90%, dan pada kontrol negatif tingkat mortalitas sebesar
10%. Nilai LCso ekstrak daun lamun Enhalus acoroides sebesar 1,480 ppm,
kombinasi ekstrak lamun dan CuSO4 sebesar 2,501 ppm, dan CuSOs sebesar
11,81 ppm yang menunjukkan bahwa ekstrak tersebut tergolong sangat toksik
terhadap larva Artemia salina pada metode BSLT.

Kata kunci: antikanker, toksisitas, Enhalus acoroides, Artemia salina, Brine
Shrimp Lethality Test (BSLT).



ABSTRACT

TOXICITY TEST OF SEAGRASS (Enhalus acoroides) EXCTRACT
WITH THE ADDITION OF CuSO4 USING THE BRINE SHRIMP
LETHALITY TEST (BSLT) METHOD

By
Novita Amelia Sari Sirait

Cancer is a malignant disease caused by the uncoordinated growth of abnormal
cells in body tissues and is one of the leading causes of death worldwide. Heavy
metals are inadvertently ingested into the human body through the skin, partly
through the respiratory or digestive tracts, and subsequently accumulate over time.
One approach to developing alternatives involves utilizing marine biota such as
the seagrass Enhalus acoroides. This study aims to determine the toxicity level of
the ethanol exctract of Enhalus acoroides seagrass leavess, analyze the effect of
adding CuSOs, and determine the LCso value as an indicator of potential
anticancer activity using the Brine Shrimp Lethality Test (BSLT). A two-factor
completely randomized design (CRD) with 8 treatments and 3 replicates was used
in this study. Toxicity tests were conducted using varying extract concentrations (0
ppm, 125 ppm, 250 ppm, and 500 ppm) with and without the addition of CuSOs,
at a concentration of 62,5 ppm, on 48-hour-old Artemia salina larvae. The
parameter observed was the 50% mortality rate of the test subjects, namely
Artemia salina. The research methods used were phytochemical testing, FTIR
(Fourier-Transform Infrared Spectroscopy) analysis, and the BSLT test. Based on
the results of the phytochemical testing, the ethanol extract of Enhalus acoroides
contains alkaloids, flavonoids, terpenoids, saponins, tannins, and steroids.
Toxicity testing using the BSLT method showed highly toxic results for the
combination of seagrass extract and CuSOg at concentrations of 125 ppm, 250
ppm, and 500 ppm, with a mortality rate of 90% for Artemia salina larvae,
compared to a mortality rate of 10% in the negative control. The LCso values were
1,480 ppm for Enhalus acoroides seagrass leaf extract, 2,501 ppm for the
combination of seagrass extract and CuSQOs, and 11,81 ppm for CuSO4 alone,
indicating that these extracts are highly toxic to Artemia salina larvae in the
BSLT.

Keywords: anticancer, toxicity, Enhalus acoroides, Artemia salina, Brine Shrimp

Lethality Test (BSLT).
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I. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang
Kanker termasuk ke dalam salah satu dari berbagai masalah utama yang
terjadi pada masyarakat Indonesia dan juga dunia. Kanker adalah penyakit
akibat pertumbuhan tidak normal dari sel-sel pada jaringan tubuh yang
mengalami mutase dan perubahan struktur biokimia. Kanker terjadi karena
adanya kerusakan atau mutase protoonkogen yang dikode untuk protein yang
terlibat dalam induksi proliferasi dan diferensiasi sel, kemudian tumor
supresor gen yang dikode untuk protein yang menghasilkan sinyal
penghambatan pertumbuhan sel dan merangsang apoptosis (Fitriyanti dkk.,
2024).

Menurut World Health Organization (WHO) tahun 2013, kasus pasien
kanker meningkat dari 12,7 juta kasus menjadi 14,2 juta kasus. Hal ini
menyebabkan penyakit kanker menjadi penyebab kematian yang paling
banyak di dunia. Kanker merupakan suatu penyakit yang ditandai dengan
pertumbuhan tidak normal dari sel-sel jaringan tubuh yang mengalami
mutase kemudian tumbuh dan membelah lebih cepat (Kementerian
Kesehatan RI Pusat Data dan Informasi Kesehatan, 2016). Pada zaman
sekarang ini, telah banyak pengobatan yang dilakukan untuk pasien
penderita kanker. Selain pemakaian radioaktif dan pembedahan, juga bisa

dilakukan metode kemoterapi (Hidayah dkk., 2023).

Prevalensi kanker di Indonesia tertinggi untuk pria adalah kanker paru yakni
sebesar 19,4 per 100.000 penduduk dengan rata-rata kematian 10,9 per
100.000 penduduk dan untuk wanita adalah kanker payudara yakni sebesar



42,1 per 100.000 penduduk dengan rata-rata kematian 17 per 100.000
penduduk. Berdasarkan data Riskesdas, prevalensi kanker di Indonesia
menunjukkan adanya peningkatan dari tahun 2013 sebesar 1,4 per 100
penduduk menjadi 1,79 per 1000 penduduk di tahun 2018. Data yang
dimaksud adalah semua jenis kanker yang didiagnosis oleh dokter

(Kementerian Kesehatan RI, 2018).

Lamun merupakan spesies tumbuhan yang toleran terhadap logam dan
memiliki mekanisme pertahanan yang berkaitan dengan antioksidan sel dan
enzim antioksidan. Proses fisiologis ini vital untuk mencegah kerusakan
yang diakibatkan oleh bentuk-bentuk oksigen reaktif karena stress yang
disebabkan oleh kandungan logam. Cekaman polutan seperti logam berat
menyebabkan terhambatnya laju pertumbuhan organisme perairan termasuk
lamun. Senyawa CuSOj4 diketahui dapat meningkatkan produksi radikal
bebas dan stress oksidatif pada sel, sehingga penggunaannya dalam
penelitian toksisitas dapat membantu melihat interaksi antara senyawa
bioaktif alami dengan agen penginduksi toksik. Penambahan CuSO4 dalam
pengujian toksisitas ekstrak lamun dapat memberikan gambaran mengenai
kemampuan senyawa aktif di dalam lamun untuk menetralkan atau

menghambat efek toksik tersebut (Natsir, 2022).

Dalam air, logam berat dapat menjadi sangat berbahaya apabila air tersebut
dikonsumsi secara langsung maka logam berat akan terakumulasi dalam
tubuh dan dapat menyebabkan keracunan. Beberapa diantaranya yang
termasuk ke dalam logam berat adalah krom, kadmium, tembaga, timbal, dan
besi. Logam Cu dapat menyebabkan keracunan dan kerusakan sel pada
ekosistem dalam air seperti ikan-ikan. Pada manusia, konsentrasi yang
berlebih dari logam Cu dapat menyebabkan diare, muntah, dan Wilson

disease (Suprayogi dkk., 2021).



Lamun tumbuh di daerah pesisir terutama laut dangkal dengan substrat pasir,
pasir berlumpur, dan pecahan karang. Salah satu jenis lamun yang
keberadaannya melimpah dan memiliki kandungan antioksidan adalah
Enhalus acoroides. Namun pemanfaatan lamun belum banyak dilakukan di
Indonesia (Badriyah dkk., 2023). Lamun mampu menghasilkan metabolit
sekunder. Kandungan senyawa bioaktif yang umumnya terdapat pada lamun
(Enhalus acoroides) adalah tanin, alkaloid, flavonoid, triterpenoid, saponin,
dan steroid. Senyawa bioaktif yang terkandung dalam lamun (Enhalus
acoroides) berpotensi besar dikembangkan sebagai antibakteri, antioksidan,

dan antikanker (Mardiyanti dkk., 2024).

Uji toksisitas adalah suatu uji untuk mendeteksi efek toksik suatu zat pada
sistem biologi dan untuk memperoleh data dosis-respon yang khas dari
sediaan uji. Uji toksisitas dapat terbagi menjadi toksisitas akut dan kronis.
Perbedaan keduanya terletak pada lama waktu efek toksik dari logam berat
atau zat berbahaya yang diberikan. Pada toksisitas akut, jangka waktu yang
diberikan sebagai efek toksik adalah jangka waktu panjang. Sementara
toksisitas kronis, efek dari zat berbahaya dengan jangka waktu yang pendek.
Selain itu, efek yang mempengaruhi toksiknya suatu zat adalah frekuensi
paparan, lama waktu paparan, jenis polutan, konsentrasi polutan, kondisi
selama pengujian, dan jenis hewan uji yang digunakan (Suprayogi dkk.,
2021).

Brine Shrimp Lethality Test (BSLT) sebagai salah satu metode yang dapat
digunakan untuk menilai toksisitas dari suatu bahan atau senyawa yang
berasal dari alam. Hasil dari uji toksisitas yang dilakukan dengan metode
BSLT ditentukan berdasarkan Lethal Concentration (LCso) dari jumlah
Artemia salina yang mati akibat pengaruh pemberian ekstrak bahan alam
(Kurniawan dan Ropiqa, 2021). Metode ini juga banyak digunakan karena
tergolong mudah dilakukan, sederhana, biaya yang relatif murah
dibandingkan dengan uji toksisitas metode lain, cepat, dan juga dapat
dipercaya (Kawung dkk., 2022). Penggunaan larva udang Artemia salina
untuk uji BSLT ini ialah sifatnya yang peka terhadap bahan uji, waktu siklus



hidup yang lebih cepat, dan mudah dibiakkan. Sifat peka Artemia salina
kemungkinan disebabkan oleh keadaan membrane kulitnya yang sangat
tipis sehingga memungkinkan terjadinya difusi zat dan lingkungan yang

mempengaruhi metabolisme dalam tubuhnya (Nuralifah dkk., 2021).

Penelitian ini dilakukan untuk mengetahui tingkat toksisitas pada daun
lamun (Enhalus acoroides) dengan menggunakan pelarut etanol 96%
sehingga pada penelitian ini akan dilakukan uji toksisitas ekstrak etanol
daun lamun (Enhalus acoroides) terhadap Artemia salina dengan

penambahan CuSO4 menggunakan metode BSLT.

1.2 Tujuan

1. Mengetahui tingkat toksisitas ekstrak lamun (Enhalus acoroides) terhadap
larva Artemia salina pada metode BSLT.
2. Menganalisis pengaruh penambahan CuSO4 pada ekstrak etanol daun

lamun (Enhalus acoroides) terhadap toksisitas larva Artemia salina.

3. Menentukan nilai LCso (Lethal Concentration 50%) sebagai indikator

potensi aktivitas antikanker dari ekstrak daun lamun (Enhalus acoroides).

1.3 Manfaat

1. Untuk memberikan informasi tentang tingkat toksisitas ekstrak lamun
(Enhalus acoroides) terhadap larva Artemia salina menggunakan metode
BSLT.

2.Untuk mengetahui pengaruh penambahan CuSO4 pada ekstrak etanol daun
lamun (Enhalus acoroides) terhadap toksisitas larva Artemia salina.

3. Untuk menentukan nilai LCso sebagai indikator potensi aktivitas

antikanker dari ekstrak daun lamun (Enhalus acoroides).



1.4 Kerangka Pikir

Daun lamun memiliki senyawa bioaktif seperti tanin, flavonoid, triterpenoid,
steroid, dan alkaloid yang berpotensi memiliki aktivitas toksisitas dan
antikanker. Senyawa bioaktif yang terkandung dalam lamun Enhalus
acoroides berpotensi besar dikembangkan sebagai antibakteri, antikanker,
dan antioksidan. Senyawa-senyawa yang terkandung dalam daun lamun
(Enhalus acoroides) memiliki peran terhadap sel kanker sehingga berpotensi
sebagai agen anti kanker. Peran flavonoid sebagai senyawa anti kanker, yaitu
bersifat antioksidan yang dapat menekan laju pembentukan Reactive Oxygen
Species (ROS) dan menghambat proliferasi sel kanker. Selain itu, senyawa
alkaloid dapat memicu terjadinya apoptosis sel kanker. Lalu, senyawa tanin

dapat mengaktivasi apoptosis sel secara intrinsik dan ekstrinsik.

Untuk mendeteksi potensi tersebut, digunakan metode Brine Shrimp
Lethality Test (BSLT) sebagai uji skrining sederhana yang mampu
memberikan gambaran toksisitas suatu ekstrak terhadap organisme uji
Artemia salina. Tingkat toksisitas pada suatu senyawa dihitung berdasarkan
persentase larva Artemia salina yang mati berdasarkan lethal concentration
50% (LCso). Suatu senyawa dikategorikan menjadi golongan sangat toksik
(LCso0 < 30 ppm), toksik (LCso < 1000 ppm), dan tidak toksik (LCso> 1000
ppm). Jika nilai LCso < 1000 ppm maka senyawa tersebut berpotensi sebagai
agen anti kanker. Artemia salina diketahui memiliki kesamaan genetik
dengan sel kanker yang dapat merespon terhadap kondisi stres, yaitu Heat
Shock Proteins 70 (Hsp 70). Respon yang diberikan oleh larva Artemia
salina terhadap senyawa metabolit sekunder sama dengan mekanisme
penghambatan proliferasi dan pertumbuhan keganasan sel kanker dengan
cara penghambatan transduksi sinyal pada inti sel melalui inhibisi protein
kinase.

Namun, aktivitas biologis suatu ekstrak tidak hanya bergantung pada
kandungan senyawa aktifnya, tetapi juga dapat dipengaruhi oleh keberadaan
logam berat. CuSO4 (tembaga sulfat) dipilih dalam penelitian ini karena

CuSOy4 adalah logam transisi yang umum ditemukan di perairan pesisir



akibat aktivitas antropogenik, serta memiliki kemampuan sekunder sehingga
berpotensi mengubah tingkat toksisitas ekstrak etanol daun lamun (Enhalus
acoroides). CuSO4 juga memiliki kemampuan menghasilkan reactive oxygen
species (ROS) melalui mekanisme reaksi redoks. Oleh karena itu, perlu
dilakukan uji toksisitas Brine Shrimp Lethality Test (BSLT) untuk
mengetahui nilai LCso dari senyawa metabolit sekunder yang terdapat pada
daun lamun (Enhalus acoroides) dengan penambahan CuSO4 menggunakan

metode BSLT.

1.5 Hipotesis

1. Ekstrak etanol daun lamun (Enhalus acoroides) toksik terhadap larva
Artemia salina yang ditunjukkan oleh meningkatnya mortalitas larva
seiring peningkatan konsentrasi ekstrak pada uji BSLT.

2. Penambahan CuSO4 pada ekstrak etanol daun lamun (Enhalus acoroides)
toksik terhadap larva Artemia salina.

3. Nilai LCso ekstrak etanol daun lamun (Enhalus acoroides) berada

dibawah 1000 ppm sehingga berpotensi sebagai agen antikanker.



II. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Daun Lamun (Enhalus acoroides)

2.1.1. Klasifikasi dan Morfologi Daun Lamun (Enhalus acoroides)

Kerajaan : Plantae

Divisi : Trachophyta

Kelas : Magnoliopsida
Bangsa : Alismatales

Suku : Hydrocacharitaceae
Marga : Enhalus

Spesies : Enhalus acoroides (Rawung dkk., 2018).

Reaksi radikal bebas yang berlebihan di dalam tubuh merupakan
penyebab penyakit degenerative misalnya jantung, stroke, dan kanker.
Tubuh memerlukan suatu senyawa untuk menangkal pengaruh radikal
bebas ini. Senyawa yang mampu menyelamatkan sel-sel di dalam
tubuh manusia dari bahaya radikal bebas adalah senyawa antioksidan.
Antioksidan dapat diperoleh dari sumber alami maupun sintetik.
Banyak sumber antioksidan alami yang diperoleh dari laut contohnya
rumput laut, spons, dan mikroalga. Salah satu sumberdaya laut lain
yang masih belum banyak dimanfaatkan di Indonesia adalah lamun.
Lamun adalah tumbuhan berbunga (Angiospermae) yang dapat
tumbuh dengan baik pada lingkungan laut dangkal (Mardiyana dkk.,
2014). Kondisi penyebaran dan kelimpahan lamun sangat erat
kaitannya dengan faktor lingkungan setempat. Parameter lingkungan

seperti salinitas, suhu perairan, pasang surut, intensitas cahaya hingga



tekstur substrat dasar perairan menentukan keberlangsungan

pertumbuhan lamun (Betan dkk., 2025).

Lamun merupakan satu-satunya tumbuhan berbiji (Angiospermae)
yang mampu beradaptasi pada lingkungan dengan salinitas tinggi yang
hidup terendam di dalam air laut serta memiliki rhizoma, daun, dan
akar sejati. Rhizoma adalah batang yang terbenam dan merayap secara
mendatar, serta berbuku-buku. Pada buku-buku tersebut tumbuh
batang pendek yang tegak ke atas, berdaun dan berbunga, serta
tumbuh akar. Rhizoma dan akar inilah yang menahan hempasan
ombak dan arus. Fungsi dan peranan lamun bergantung pada jumlah
helaian daun, panjang daun, lebar daun, serta biomassa total, yang
dimana semua hal itu sangat ditentukan kondisi setempat. Hal ini
merupakan salah satu parameter yang sangat penting untuk diketahui
dalam usaha pengelolaan lamun disuatu daerah. Pada umumnya,
lamun dapat tumbuh subur pada daerah pasang surut terbuka dan
perairan pantai yang memiliki dasar perairan lumpur berpasir, kerikil,
dan patahan karang mati. Lamun memiliki rambut-rambut berwarna
hitam yang tumbuh pada rhizome dan memiliki akar yang banyak.

Ujung daun lamun terdapat gerigi (Rawung dkk., 2018).

Daun merupakan salah satu bagian tubuh lamun yang berada pada
bagian atas dari tubuh lamun. Pertumbuhan daun lamun ditandai
dengan bertambah panjangnya ukuran daun. Pertumbuhan daun lamun
tentunya dipengaruhi oleh kondisi lingkungan di sekitarnya. Daun
pada lamun memiliki perbedaan yang mendasar dengan daun
tumbuhan darat pada umumnya, yang terdapat pada kemampuan daun
dalam menyerap nutrient yang berasal dari lingkungan. Selain itu,
lamun merupakan tanaman hiperakumulator yang mampu
mengakumulasi logam berat pada jaringan tanam dan bagian yang
dapat dipanen berada diatas tanah pada kisaran 0,1-1% dari berat
keringnya. Pada kondisi perairan sehat dan stabil, lamun secara

morfologi menunjukkan daun yang berwarna hijau, akar kuat dan



rhizome yang kokoh. Hal ini ditunjukkan dengan populasi yang besar
di perairan tersebut (Natsir, 2022). Bagian-bagian yang terdapat pada
lamun dapat dilihat pada Gambar 1.

Rhizoma

Akar

Gambar 1. Morfologi Lamun (Enhalus acoroides) (Rawung dkk., 2018)

2.2 Senyawa Metabolit Sekunder Daun Lamun (Enhalus acoroides)

Senyawa metabolit sekunder merupakan senyawa bioaktif yang berpotensi
memiliki berbagai aktivitas seperti antioksidan, antikanker, antilarvasida,
antidiabetik, dan lain-lain. Metabolit sekunder merupakan senyawa khusus
yang tidak esensial untuk pertumbuhan dasar tumbuhan, melainkan
berfungsi sebagai perthanan diri dan interaksi ekologis terhadap
lingkungan. Metabolit sekunder berfungsi sebagai mekanisme pertahanan
tumbuhan, baik dari cekaman biotik maupun abiotik. Selain sebagai
mekanisme pertahanan, senyawa ini juga berfungsi sebagai atraktan.
Senyawa metabolit sekunder tertentu dapat dimanfaatkan oleh manusia

sebagai antioksidan atau bahan baku obat (Nurlita dkk., 2024).

Lamun Enhalus acoroides memiliki kandungan senyawa aktif sehingga
berpotensi untuk dikembangkan sebagai kandidat obat, diantaranya adalah
flavonoid, tanin, alkaloid, saponin, triterpenoid, dan steroid. Senyawa

bioaktif yang terkandung dalam lamun Enhalus acoroides berpotensi besar



2.3.

dikembangkan sebagai antibakteri, antikanker, dan antioksidan. Senyawa
bioaktif lamun Enhalus acoroides dapat berfungsi juga untuk
menghentikan dan memperlambat pergerakan atau aktivitas yang terjadi
pada jenis bakteri Vibrio alginolyticus dan Vibrio barveyii (Illahi dkk.,
2021).

Salah satu golongan metabolit sekunder yang dapat memberikan aktivitas
toksisitas adalah flavonoid yang terdeteksi pada ekstrak etanol. Flavonoid
bersifat toksik pada saluran pencernaan dan dapat bertindak sebagai racun
perut. Apabila flavonoid masuk ke dalam tubuh larva, maka akan
mengganggu sistem pencernaan larva melalui mekanisme penghambatan
reseptor perasa pada daerah mulut larva. Hal ini mengakibatkan larva gagal
mendapatkan stimulus rasa sehingga larva tidak mampu mengenali makanan

dan kehilangan nutrisi untuk tubuhnya (Windyaswari dkk., 2015).

Logam Berat Tembaga (CuSQy)

Logam berat merupakan salah satu kandungan limbah yang bersumber dari
beberapa industri yang keberadaannya sangat membahayakan bagi
lingkungan dan organisme. Kadar logam berat yang tinggi dan telah
melampaui baku mutu pada perairan akan menimbulkan dampak buruk
hingga mengakibatkan kematian bagi biota perairan, begitu pula dengan
kadar logam berat rendah yang diakumulasi oleh makhluk hidup juga dapat
menyebabkan kematian pada makhluk hidup tersebut. Logam berat tembaga
adalah jenis logam yang dihasilkan oleh beberapa kegiatan industri seperti
pabrik, pertanian, dan domestik rumah tangga. Toksisitas yang ditimbulkan
tergantung dari jenis logam berat yang terakumulasi. Dampak yang
ditimbulkan akibat logam berat CuSO4 pada manusia diantaranya kepala
pusing, mual, perut menjadi kram, hingga menimbulkan dampak yang serius
yakni rusaknya organ seperti liver dan ginjal mengalami gangguan

(Musruroh dan Purnomo, 2024).

Ion CuSO4 dikenal sebagai logam transisi yang bersifat toksik bagi

organisme akuatik dan mampu berinteraksi dengan berbagai senyawa

10
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bioaktif. Tembaga memiliki sifat kimia yang memungkinkan pembentukan
kompleks dengan senyawa metabolit sekunder yang terkandung dalam
lamun seperti flavonoid, fenolat, dan alkaloid. Selain itu, CuSO4 memiliki
kemampuan menghasilkan reactive oxygen species (ROS) melalui
mekanisme reaksi redoks. Pembentukan ROS ini dapat menginduksi
kerusakan sel berupa peroksidasi lipid, fragmentasi DNA, hingga gangguan
fungsi protein (Fathoni dkk., 2023).

2.4 Kanker
Kanker merupakan penyakit ganas yang menyerang jaringan tubuh dimana
terdapat sel-sel abnormal yang tumbuh secara berlebihan dan tidak
terkoordinasi. Maka dari itu, kanker menjadi salah satu masalah kesehatan
dengan dampak kematian terbanyak di dunia. Data Globocan menerangkan
bahwa terdapat 18,1 juta kasus baru dengan angka kematian 9,6 juta di tahun
2018, dimana 1 dari 5 pria dan 1 dari 6 wanita di dunia mengidap kanker

(Kementerian Kesehatan RI, 2019).

Tahap pertama perkembangan kanker adalah inisiasi, dimana sel normal
mengalami perubahan genetik atau mutasi pada DNA-nya. Inisiasi tumor
sebagai hasil dari perubahan genetik yang mengarah pada pembelahan sel
menjadi abnormal dan terjadi pertumbuhan populasi sel tumor. Selanjutnya,
terjadi perkembangan tumor yang mengalami mutasi sehingga sel tumbuh
sangat cepat dan mendominasi. Proses ini disebut dengan seleksi klonal.
Seleksi klonal terus berlanjut selama perkembangan tumor sehingga tumor
semakin bertumbuh dengan cepat dan menjadi ganas (Cooper, 2000).
Antioksidan merupakan senyawa yang dapat menangkal atau meredam
dampak negatif radikal bebas yang dapat menyebabkan beberapa penyakit,
salah satunya kanker. Salah satu pemicu terjadinya kanker yaitu stress
oksidatif. Stress oksidatif merupakan kondisi ketidakseimbangan produksi
radikal bebas seperti reactive oxygen species (ROS) ataupun reactive
nitrogen species (RNS) yang bersumber dari reaksi endogen maupun

eksogen dengan antioksidan dalam tubuh. Reactive species tersebut



12

mengakibatkan rusaknya sel, sehingga diperlukan antioksidan tambahan dari

makanan atau lainnya (Hidayah dkk., 2023).

Permasalahan utama pada kanker adalah kemampuan sel-sel nya untuk
menggunakan sifat epigenetik dalam pertumbuhan dan penyebaran sel
abnormal yang berkelanjutan sehingga proliferasi sel tidak terkontrol.
Pencegahan terhadap proliferasi seluler dan induksi apoptosis merupakan
mekanisme yang dimiliki oleh metabolit aktif dalam sayuran cruciferous.

Keberadaannya sekarang ini pun dinilai sangat menjanjikan untuk
meningkatkan remediasi kanker. Begitu pula dengan konsumsi indol dan
isotiosianat menunjukkan keberhasilan kemoterapi berbasis hormon dan

nonhormon (Agustin, 2020).

2.5 Uji Toksisitas BSLT (Brine Shrimp Lethality Test)

Senyawa bioaktif yang diduga memiliki aktivitas anti kanker terlebih dahulu
dilakukan pengujian aktivitas dengan cara uji toksisitas. Tujuan dari
pengujian ini adalah untuk mendapatkan data kemampuan aktivitas
membunuh sel pada dosis kecil sehingga diperoleh data lethal konsentrasi
atau lethal dosis. Pengujian toksisitas merupakan suatu metode awal dalam
mengevaluasi khasiat dari senyawa uji. Pengujian toksisitas merupakan uji
untuk mengetahui pada konsentrasi berapa suatu senyawa atau zat dapat
menyebabkan keracunan atau kematian sehingga diketahui jumlah
penggunaan konsentrasi yang baik. Tingkat konsentrasi yang dapat
menyebabkan keracunan atau kematian ditentukan dengan lethal konsentrasi
50 (LCso). Berdasarkan data toksisitas akan diketahui apakah suatu senyawa
memiliki efek farmakologis seperti antitumor dan kanker. Umumnya data uji
toksisitas dinyatakan dalam LCso. Bila nilai konsentrasi LCso kecil, artinya
dalam konsentrasi minimum sudah dapat membunuh 50% hewan uji maka
senyawa aktif tersebut dapat dikatakan berpotensi atau berkhasiat sebagai

antikanker. Meskipun uji toksisitas ini belum spesifik untuk antikanker,
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namun hasil uji senyawa antikanker menunjukkan korelasi terhadap

kematian larva Artemia salina (Kawung dkk., 2022).

Brine Shrimp Lethality Test (BSLT) merupakan metode awal yang sering
dipakai untuk mengamati toksisitas senyawa. Metode BSLT mudah
dikerjakan, mura, cepat, dan cukup akurat. Penggunaan BSLT sebagai
bioassay pertama kali dilaporkan oleh Tarpley untuk menentukan beberapa
residu insektisida, menentukan senyawa anestetik, serta menentukan tingkat
toksisitas air laut (Windyaswari dkk., 2015). Selanjutnya, Meyer dkk. (1982)
menggunakan BSLT dalam penapisan senyawa-senyawa aktif yang terdapat
dalam ekstrak tanaman yang ditunjukkan sebagai toksisitas terhadap larva
Artemia salina. Menurut Janakiraman and Johnson (2016) metode BSLT
juga dapat menguji aktivitas anti kanker dan anti tumor. Hal ini dibuktikan
pada penelitian yang dilakukan oleh Witriani dkk. (2014) menggunakan
ekstrak Selaginella willdenowii dengan metode BSLT, diperoleh nilai
mortalitas tertinggi sebesar 26,78% pada larva Artemia berusia 12 dan 24

jam.

Setelah 24 jam dari pemberian ekstrak tumbuhan, persentase larva Artemia
yang mati dihitung untuk mengetahui LCso. LCso adalah konsentrasi dari
suatu senyawa kimia di udara atau dalam air yang dapat menyebabkan 50%
kematian pada suatu populasi hewan uji atau makhluk hidup tertentu.
Keuntungan dari digunakannya metode BSLT adalah sederhana, biaya yang
dibutuhkan relatif murah, cepat, tidak membutuhkan peralatan atau
perlakuan khusus, hanya membutuhkan bahan uji yang sedikit. Tingkat
toksisitas pada suatu senyawa dikategorikan menjadi golongan sangat
toksik (LCso < 30 ppm), toksik (LCso < 1000 ppm), dan tidak toksik (LCso>
1000 ppm). Jika nilai LCso < 1000 ppm maka senyawa tersebut berpotensi
sebagai agen anti kanker (Setianingsih dkk, 2023).
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2.6 Artemia salina

2.6.1 Klasifikasi dan Morfologi Artemia salina

Kerajaan  : Animalia

Filum : Arthropoda

Kelas : Branchiopoda

Bangsa : Anostraca

Suku : Artemiidae

Marga : Artemia

Spesies : Artemia salina (Martin and Davis, 2001).

Artemia salina merupakan biota laut yang termasuk kelompok
udang-udangan tingkat rendah. Artemia salina juga merupakan salah
satu pakan alami bagi larva udang dan ikan yang banyak digunakan
di panti-panti benih udang dan ikan baik air laut maupun air tawar.
Artemia salina banyak mengandung nutrisi terutama protein dan
asam-asam amino (Tombinawa dkk., 2016). Terdapat 3 segmen pada
tubuh Artemia salina, yaitu kepala, dada (thorax), dan abdomen
(Constantin and Mioara, 2011). Bagian-bagian tubuh Artemia salina
meliputi dua buah mata majemuk, antena, thoracopoda, usus, rektum,
telson, dan caudal furca yang dapat dilihat pada Gambar 2. Selain itu,
Artemia juga memiliki satu mata sederhana yang dapat merasakan
cahaya. Artemia jantan memiliki dua buah organ reproduktif berupa
antena yang besar yang disebut dengan graspers. Sedangkan,
Artemia betina memiliki antena kecil dan rahim yang besar

(Veeramani dkk., 2019).

Perbedaan antara Artemia jantan dan betina dapat dilihat dari jarak
maksimum antara mata, panjang antena pertama, lebar segmen
ketiga pada bagian abdomen, panjang tubuh keseluruhan, diameter
mata, dan panjang abdomen. Ukuran tubuh Arfemia jantan dewasa
sekitar 8-10 mm, sedangkan betina dewasa dapat mencapai 10-12

mm. Warna tubuh Artemia dewasa tergantung pada konsentrasi
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garam dan darahnya mengandung hemoglobin. Pada Artemia
betina, dapat menampung sekitar 200 telur pada kantung telurnya.
Artemia dapat bersifat ovovivipar ketika kondisi lingkungan
menguntungkan dan dapat bersifat ovipar ketika kondisi lingkungan

kurang menguntungkan (Constantin and Mioara, 2011).

Antena
Mata majemuk
Antena Thoracopoda
Mata majemuk
Pencengkram Usus
Usus Kantung telur

Thoracopoda

Rektum

Telson Caudal furca

Jantan dewasa Betina dewasa

Gambar 2. Morfologi Artemia salina (Veeramani dkk., 2019)

Naupili dari Artemia salina memiliki tingkat sensitivitas yang lebih
tinggi daripada Artemia dewasa terhadap senyawa toksik (Banti and
Hadjikakou, 2021). Artemia salina yang berusia 48 jam sudah
memiliki mulut dan sistem pencernaan untuk menyerap partikel
tertentu. Sedangkan, Artemia salina yang masih berusia 24 jam atau
pada tahap instar kedua tidak dapat menyerap partikel-partikel
karena belum memiliki sistem pencernaan. Sistem pencernaan
Artemia salina tersusun dari filter nonselektif sehingga
memudahkan senyawa toksik masuk ke dalam tubuhnya (Aksono

dkk, 2022). Pada umumnya, Artemia salina memakan mikroalga
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melalui proses filtrasi dan juga ragi untuk memenuhi kebutuhan
nutrisinya (Albano dkk, 2021). Jika kondisi lingkungan
menguntungkan, Artemia salina betina dapat menghasilkan 10-100

naupili atau kista (cysts) (Amarouayache and Belakri, 2015).

Artemia salina dapat hidup di perairan yang bersalinitas tinggi antara
60-300 ppt dan mempunyai toleransi tinggi terhadap kandungan
oksigen dalam air. Oleh karena itu, potensial untuk dibudidayakan di
tambak-tambak yang bersalinitas tinggi di Indonesia. Budidaya
Artemia mempunyai prospek yang sangat baik untuk dikembangkan
dengan upaya untuk memanfaatkan baik kista maupun biomassanya
menjadi produk kering yang mempunyai nilai ekonomis tinggi untuk

mendukung usaha budidaya udang dan ikan (Utomo dkk., 2019).

2.6.2 Siklus Hidup Artemia salina

Siklus hidup Artemia salina tergolong singkat tetapi dapat bertahan
hidup selama 20 hari hingga 3 bulan (Amarouayache and Belakri,
2015). Reproduksinya sangat bergantung pada faktor-faktor
lingkungan, seperti jenis makanan, salinitas, oksigen terlarut, dan
cahaya. Reproduksi secara ovipar terjadi pada lingkungan yang
kurang menguntungkan, dimulai setelah telur yang telah dibuahi
berkembang menjadi gastrula yang dikelilingi oleh cangkang
berwarna cokelat yang keras yang tersusun dari kitin dan lipoprotein.
Selanjutnya, berkembang menjadi kista. Ketika kista mampu
melewati kondisi tersebut kemudian akan menjadi larva pada kondisi
lingkungan yang menguntungkan. Reproduksi secara ovovivipar
terjadi pada lingkungan yang menguntungkan, dimulai setelah telur
yang sudah dibuahi berkembang menjadi Artemia muda yang
bergerak dengan aktif, kemudian berdiferensiasi menjadi larva atau
yang disebut naupili. Kista akan berubah menjadi naupili setelah 24-

36 jam. Naupili kemudian akan berkembang menjadi Artemia
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dewasa dalam waktu 3 minggu (Constantin and Mioara, 2011).

Siklus hidup Artemia salina dapat dilihat pada Gambar 3.

Kista dapat bertahan hidup meskipun terkena senyawa berbahaya,
kekeringan ekstrim, kurangnya oksigen, maupun pengaruh dari
pestisida karena kista sangat resisten terhadap kondisi lingkungan
yang ekstrim. Pada naupili, pertumbuhan optimalnya terjadi pada suhu
28°C dengan salinitas 35 ppt. Larvanya hanya memiliki mata yang
berfungsi sebagai fotoreseptor berjumlah satu dan kemudian akan
berkembang menjadi dua buah, tetapi mata yang terdahulu tidak
hilang sehingga memiliki tiga buah mata. Artemia dewasa berenang
dengan menggunakan bagian filter makanan tambahan. Memiliki otak
yang terbentuk seperti cincin. Artemia betina akan menghasilkan telur

pada kantung telur bagian ventral (Constantin and Mioara, 2011).

Kista diapause

Faktor lingkungan,
aktivasi gen, dan
respon biokimia @@ Kista quiescent
. 0%
et
‘- ® Kista dorman

O
: & ® ©  Menetas

~
-»

Muda aktif

Dewasa -
Jantan
3
Juvenil Fase naupili
Betina
Ja J
£)
11[31]

Gambar 3. Siklus hidup Artemia salina (Marden dkk., 2020)
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2.6.3 Artemia salina sebagai Hewan Uji

Artemia salina sebagai hewan uji untuk uji toksisitas karena memiliki
siklus hidup yang pendek, mudah dibudidayakan, dapat berkembang
biak dengan jumlah yang banyak, kista mudah untuk didapatkan,
tersedia sepanjang tahun, biaya perawatan dan pengujian yang
rendah, aman untuk dilakukan, dan hanya dibutuhkan dalam jumlah
sedikit untuk pengujian. Artemia salina sudah digunakan dalam
banyak pengujian toksisitas, seperti logam berat, pestisida,
nanopartikel, molekul bioaktif, ekstrak alami, dan bahan logam
(Banti and Hadjikakou, 2021). Untuk menetaskan Artemia salina
diperlukan salinitas, pH, dan suhu air laut yang sesuai. Salinitas dari
air laut yang digunakan sekitar 37 ppt dengan pH sedikit basa, yaitu
8-9. Cahaya juga diperlukan pada proses penetasan telur untuk
mengatur suhu air yang optimal dan memicu larva keluar dari
cangkangnya. Larva Artemia salina akan berenang mendekati cahaya

karena memiliki sifat fototaksis positif. (Aksono dkk, 2022).



I11. METODE PENELITIAN

3.1 Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Februari 2026 — Maret 2026.
Pembuatan ekstrak etanol daun lamun (Enhalus acoroides), pengujian
fitokimia dilakukan di Laboratorium Botani, dan pengujian aktivitas
toksisitas daun lamun (Enhalus acoroides) dengan penambahan CuSO4
menggunakan metode BSLT dilakukan di Laboratorium Zoologi, Jurusan
Biologi, Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam, Universitas
Lampung. Pengujian ekstrak etanol daun lamun (Enhalus acoroides) dengan
metode FTIR dilakukan di UPA Laboratorium Terpadu dan Sentra Inovasi
Teknologi (LTSIT), Universitas Lampung.

3.2 Alat dan Bahan

Adapun alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini antara lain:

- Pembuatan ekstrak etanol daun lamun (Enhalus acoroides): Oven untuk
mengeringkan daun lamun (Enhalus acoroides), blender untuk
menghaluskan daun lamun (Enhalus acoroides), rotary evaporator untuk
memekatkan ekstrak, kertas saring untuk memisahkan antara cairan dan
zat padat, beaker glass untuk menyimpan dan mencampur larutan, labu
Erlenmeyer sebagai wadah untuk menyimpan larutan, gelas corong untuk
memudahkan dalam memindahkan larutan ke wadah lainnya, mikropipet
dan mikrotip untuk mengencerkan ekstrak menjadi beberapa konsentrasi.
Pengujian fitokimia ekstrak etanol daun lamun (Enhalus acoroides):
Tabung reaksi untuk wadah pengujian ekstrak, rak tabung reaksi sebagai
wadah tabung reaksi, pipet tetes untuk memindahkan larutan dalam

jumlah kecil, waterbath untuk memanaskan reagen.
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- Dilakukan analisis ekstrak etanol daun lamun (Enhalus acoroides)
dengan metode FTIR:

Spektroskopi FTIR tipe Cary 630 untuk mengetahui gugus fungsi dari
senyawa yang terkandung dalam suatu ekstrak dan komputer untuk
menampilkan spektra IR dari suatu senyawa yang diujikan (Mahmiah

dkk., 2023).

- Pengujian Brine Shrimp Lethality Test (BSLT):
Akuarium sebagai wadah untuk penetasan larva, aerator untuk
melarutkan oksigen ke dalam air, lampu sebagai penerangan dan penjaga
suhu dalam penetasan larva, neraca analitik untuk menimbang telur
Artemia salina, pipet tetes untuk mengambil dan memindahkan larva
Artemia salina, vial sebagai wadah dalam melakukan pengujian ekstrak
terhadap larva Artemia salina, kaca pembesar untuk mengamati larva,

dan mikroskop untuk mengamati larva secara mikroskopis.

Adapun bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini antara lain daun
lamun (Enhalus acoroides), telur Artemia salina, air laut steril, ragi,
aquades, etanol 96%, Mayer, asam klorida (HCI), NaOH 10%, Lieberman
Buchard, CuSOs, besi (III) klorida (FeCls) styrofoam, lakban hitam.

3.3 Rancangan Penelitian
Penelitian ini dilakukan menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL)
dengan metode penelitian 2 (dua) faktorial dengan 8 perlakuan dan 3 kali
pengulangan. Perlakuan yang digunakan dalam penelitian ini terdiri dari

berbagai konsentrasi larutan dapat dilihat pada Tabel 1.
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Tabel 1. Konsentrasi Perlakuan

Perlakuan Konsentrasi
K- 0 ppm
P1 Ekstrak etanol lamun 125 ppm
P1 Ekstrak lamun 125 ppm+CuSO4 62,5 ppm
P2 Ekstrak etanol lamun 250 ppm
P2 Ekstrak lamun 250 ppm+CuSO4 62,5 ppm
P3 Ekstrak etanol lamun 500 ppm
P3 Ekstrak lamun 500 ppm+CuSO4 62,5 ppm
P4 CuS04 62,5 ppm

Parameter yang akan diukur adalah kematian 50% hewan uji yaitu Artemia
salina (Suprayogi dkk., 2021). Kelompok kontrol negatif dengan konsentrasi
0 ppm hanya menggunakan air laut steril tanpa penambahan ekstrak etanol

daun lamun (Enhalus acoroides).



3.4 Diagram Alir Penelitian

Diagram alir penelitian dapat dilihat pada Gambar 4.

Daun lamun

i

Daun lamun
dipisahkan dari buah
dan aliarnya

Daunnya dicuci
hingga bersih

Daun dikering anginkan
lalu di oven pada
suhu 60°C selama 2 hari

Daun dihaluskan hingga
menjadi simplisia lalu
diavak

Simplisa dimaserasi dengan
pelarut etanol 96% sebanyak
3,75 L selama 5 hari

Hasil maserasi disaring
dengan kertas saring
dan gelas corong

Filtrat dinapkan dengan
rotary evaporator

v
Ekstrak etanol pekat

h 4

A 4 A 4

Uji fitokimia

Penetesan
telur Artemia
salina

Analisis FTIR

Konsentrasi larutan

uji ekstrak
I 7 —3 l
Kontrol negatif Ekstrak etanol Ekstrak etanol Ekstrak etanol
(K-) 0 ppm lamun 125 ppm lamun 250 ppm lamun 500 ppm
v v i i
0 ppm+ CuSOy 62.5 CuSO,4 62,5 ppm CuSOy4 62,5 ppm CuS04 62,5 ppm
ppm

Tanpa
CuS0O,4 62.5 ppm

|

Tanpa

CuSOy4 62,5 ppm

Tanpa
CuS0,462.5 ppm

b

Uji BSLT

Analisis data

Gambar 4. Diagram Alir Penelitian
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3.5 Prosedur Penelitian

3.5.1 Pembuatan Ekstrak Etanol Lamun (Enhalus acoroides)

Daun lamun dipisahkan dari buah, pelepah, rhizoma, dan akarnya.
Selanjutnya, daun lamun dicuci dengan bersih. Lalu, ekstraksi
dilakukan dengan menggunakan metode maserasi, yaitu dengan cara
merendam bahan menggunakan pelarut yang sesuai dengan senyawa
aktif yang terkandung dalam bahan tersebut selama beberapa waktu.
Proses pembuatan ekstrak etanol daun lamun (Enhalus acoroides)

sebagai berikut:

1. Daun lamun (Enhalus acoroides) yang telah dibersihkan dengan
menggunakan air mengalir dikering anginkan, lalu dioven pada
suhu 60°C selama 2 hari (Sari dan Asri, 2022).

2. Kemudian daun lamun dihaluskan dengan menggunakan blender
hingga diperoleh simplisia. Setelah itu, simplisia diayak dan
dihitung berat yang didapat lalu disimpan pada suhu kamar.

3. Simplisia daun lamun (Enhalus acoroides) sebanyak 500 g
dimaserasi dalam pelarut etanol 96% sebanyak 3 L selama 3 hari
dan dilindungi dari cahaya matahari sambil diaduk (Sapitri dkk,
2022).

4. Hasil maserasi disaring agar filtrat dan ampasnya terpisah
dengan menggunakan kertas saring dan gelas corong.

5. Ekstrak etanol daun lamun (Enhalus acoroides) dipekatkan
dengan menggunakan rotary evaporator pada suhu 50°C hingga

diperoleh ekstrak pekat (Sapitri dkk, 2022).

3.5.2 Uji Fitokimia

Uji fitokimia dilakukan untuk mengetahui kandungan senyawa
metabolit sekunder yang terdapat pada tumbuhan dengan

menggunakan pereaksi warna untuk melihat reaksi yang timbul.



24

Pengujian fitokimia mengacu pada Kumalasari dan Andiarna (2020)

yang ditunjukkan pada Tabel 2.
Tabel 2. Prosedur Uji Fitokimia

Jenis Uji Perlakuan Indikator
Alkaloid 10 tetes ekstrak daun lamun + Terbentuk endapan
10 tet ksi berwarna coklat
etes pereaksi mayer muda hingga
kuning pada
pereaksi mayer
Flavonoid 10 tetes ekstrak daun lamun + Terbentuk  warna
NaOH 10% kuning cerah atau
kekuningan
Triterpenoid 10 tetes ekstrak daun lamun + Terbentuk warna

dan Steroid

Tanin

Saponin

20 tetes Lieberman Buchard

10 tetes ekstrak daun lamun +
pereaksi FeCls

merah keunguan
atau hijau

Terbentuk warna
hitam kehijauan

10 tetes ekstrak daun lamun + 5 Terdapat busa

ml aquadest

3.5.3 Identifikasi Senyawa menggunakan Metode FTIR (Fourier-

Transform Infrared Spectroscopy)

Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR) merupakan alat yang

bertujuan untuk mengidentifikasi senyawa, mendeteksi gugus fungsi

dari suatu campuran tanpa merusak sampel dengan prinsip interaksi

antara interaksi energi dan materi secara kualitatif maupun kuantitatif.

Daerah infrared berdasarkan panjang gelombang pada spektrum

gelombang elektromagnetik dibedakan menjadi 3 daerah, yaitu 14000-
4000 cm™! (IR dekat), 4000-400 cm™ (IR sedang), dan 400-10 cm™ (IR
jauh) (Sari dkk., 2018). Sebanyak 2 mg sampel ekstrak lamun dan 198

mg KBr ditimbang dan dihaluskan, lalu dicetak membentuk plat tipis
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yang transparan. Selanjutnya, sampel dibaca dengan menggunakan
alat FTIR. Kromatogram yang dihasilkan dibandingkan dengan tabel
IR.

3.5.4 Penetasan Telur Artemia salina
Penetasan telur Artemia salina dilakukan 2 hari sebelum pengujian
dilaksanakan. Disiapkan terlebih dahulu akuarium yang ingin
digunakan, lalu dibagi menjadi dua bagian, yaitu bagian gelap dan
bagian terang yang dipisahkan oleh pembatas styrofoam yang telah
dilubangi bagian bawahnya. Tujuannya agar telur Artemia salina
yang telah menetas dapat keluar melalui lubang pada styrofoam.
Bagian akuarium yang gelap dibuat dengan cara ditutupi oleh lakban
hitam, sedangkan bagian yang terang diberi cahaya lampu yang
dilengkapi oleh aerator untuk melarutkan oksigen. Kemudian, diisi
wadahnya dengan air laut steril sebanyak 500 ml. Selanjutnya,
akuarium diletakkan pada suhu ruang. Telur Artemia salina
ditimbang terlebih dahulu sebanyak 100 mg. Selanjutnya, telur
Artemia dimasukkan ke dalam bagian akuarium yang gelap dan
dibiarkan selama 48 jam. Artemia salina yang telah menetas menjadi
larva berusia 48 jam dapat digunakan sebagai hewan uji dalam uji

BSLT (Windyaswari dkk., 2015).

3.5.5 Penyiapan Larutan Stok

Larutan stok dibuat dengan cara mengambil 100 mg ekstrak etanol
daun lamun (Enhalus acoroides) dan dilarutkan dalam 100 ml air laut
steril sehingga diperoleh larutan stok dengan konsentrasi 1000 ppm.
Kemudian, larutan stok tersebut diencerkan kembali dengan
konsentrasi 125 ppm, 250 ppm, dan 500 ppm dengan cara pengenceran

air laut steril hingga 5 ml (Widyasari dkk., 2018).
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3.5.6 Uji Toksisitas dengan Metode BSLT

Uji toksisitas ekstrak etanol daun lamun (Enhalus acoroides)
dilakukan terhadap larva Artemia salina yang berusia 48 jam.
Perlakuan yang digunakan dalam penelitian ini terdiri dari berbagai

konsentrasi larutan dapat dilihat pada Tabel 3.

Tabel 3. Konsentrasi Perlakuan

Perlakuan Konsentrasi
K- 0 ppm
Pl Ekstrak etanol lamun 125 ppm
Pl Ekstrak lamun 125 ppm+CuSO4 62,5 ppm
P2 Ekstrak etanol lamun 250 ppm
P2 Ekstrak lamun 250 ppm+CuSO4 62,5 ppm
P3 Ekstrak etanol lamun 500 ppm
P3 Ekstrak lamun 500 ppm+CuSO4 62,5 ppm
P4 CuSO4 62,5 ppm

Untuk kontrol negatif, yaitu konsentrasi 0 ppm tanpa penambahan
ekstrak etanol daun lamun. Air laut steril ditambahkan ke dalam
masing-masing tabung uji. Sebanyak 10 larva Artemia salina berusia
48 jam dimasukkan ke dalam masing-masing tabung uji. Lalu, ragi
sebanyak 3 mg dilarutkan dalam 5 ml air laut dan ditambahkan
sebanyak 1 tetes ke dalam tabung uji sebagai sumber makanan bagi
larva Artemia salina. Setelah itu, didiamkan selama 24 jam.
Kemudian, kematian larva Artemia salina dihitung dengan
menggunakan bantuan kaca pembesar yang disinari cahaya. Jika
tidak terjadi pergerakan pada larva Artemia salina, maka dihitung
kematian larva pada masing-masing konsentrasi. Jumlah larva yang
mati dihitung dengan cara mengurangkan jumlah total larva pada tiap

konsentrasi dengan jumlah larva yang masih hidup.
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3.6 Analisis Data
3.6.1 Uji Fitokimia

Uji fitokimia menunjukkan hasil positif setelah ditambahkan dengan
pereaksi tertentu jika terbentuk endapan dan perubahan warna pada
ekstrak etanol daun lamun. Hasil dari uji fitokimia yang telah

dilakukan selanjutnya dianalisis secara deskriptif.
3.6.2 Identifikasi Senyawa Hasil FTIR

Analisis senyawa hasil FTIR dilakukan dengan cara pengamatan
hasil data yang diperoleh berupa bilangan gelombang melalui analisis

deskriptif.

3.6.3 Uji Toksisitas dengan Metode BSLT

Brine Shrimp Lethality Test (BSLT) merupakan metode yang umum
digunakan untuk menguji kandungan yang dapat bersifat toksik dari
senyawa aktif dari bahan alam dengan cara menentukan lethal
concentration 50% (LCso) (Nerdy dkk., 2021). Perhitungan
persentase kematian larva Artemia salina dihitung dengan

menggunakan rumus:

. Jumlah larva mati
%Kematian larva = x 100%
Jumlah larva total

Tetapi, jika pada kontrol ada yang mati, % kematian dapat dihitung
dengan rumus (Widyasari dkk., 2018):

. Jumlah larva mati pada uji — jumlah larva mati pada kontrol
%Kematian larva = — — x100%
Jumlah larva uji awal pada larutan uji

Setelah mendapatkan persentase mortalitas dianalisis nilai probit
dengan menggunakan SPSS untuk mendapatkan nilai LCso. Data
yang diperoleh akan dianalisis dengan ANOVA pada taraf 5%
(Caroline dkk., 2019).
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3.6.4 Analisis Tiap Perlakuan
Persen kematian yang dimiliki oleh setiap perlakuan akan dianalisis
dengan menggunakan ANOVA pada taraf 5% signifikansi. Jika ada
perbedaan dari setiap perlakuan maka akan diuji lanjut dengan
menggunakan BNJ pada taraf 5%. LCso merupakan konsentrasi
ekstrak yang dapat menyebabkan terjadinya kematian sebesar 50%
pada larva Artemia salina. Jika nilai LCso <1000 ppm maka senyawa
tersebut berpotensi sebagai agen anti kanker. Tingkat toksisitas pada
suatu senyawa dikategorikan menjadi golongan sangat toksik (LCso <
30 ppm), toksik (LCso < 1000 ppm), dan tidak toksik (LCso> 1000
ppm) (Setianingsih dkk, 2023).



V. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Simpulan

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan dapat disimpulkan bahwa:

1. Ekstrak etanol daun lamun Enhalus acoroides toksik terhadap larva
Artemia salina dengan tingkat kematian sebesar 90%.

2. Kombinasi ekstrak etanol daun lamun Enhalus acoroides dengan
CuSO4 lebih toksik terhadap larva Artemia salina.

3. Nilai LCs ekstrak daun lamun Enhalus acoroides sebesar 1,480 ppm,
kombinasi ekstrak lamun dan CuSOy4 sebesar 2,501 ppm, dan CuSO4
sebesar 11,81 ppm yang menunjukkan bahwa ekstrak tersebut
tergolong sangat toksik terhadap larva Artemia salina pada metode

BSLT.

5.2 Saran

Adapun saran dari penelitian ini adalah sebagai berikut.

1. Perlu dilakukan variasi konsentrasi yang lebih tinggi dari yang
digunakan pada penelitian ini untuk mendapatkan hasil yang lebih
akurat atau nilai LCso yang lebih optimal.

2. Perlu dilakukan analisis fitokimia secara kuantitatif terhadap ekstrak
daun lamun Enhalus acoroides untuk mengetahui kadar masing-masing
senyawa metabolit sekunder seperti flavonoid, alkaloid, tanin, saponin,

steroid, dan terpenoid secara lebih akurat.
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