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ABSTRAK

UJI SITOTOKSIK EKSTRAK ETANOL LAMUN Enhalus acoroides DAN
Cymodocea rotundata SERTA TAURIN TERHADAP Artemia salina Leach

Oleh

NADIA NURRIZA

Enhalus acoroides dan Cymodocea rotundata merupakan lamun yang banyak
ditemukan di perairan Indonesia. Pemanfaatan tumbuhan sebagai obat — obatan
untuk mengurangi efek samping hingga tidak memiliki efek samping sama sekali.
Lamun memiliki beberapa metabolit sekunder yang diketahui aktif secara biologis
serta dapat dimanfaatkan sebagai obat yang potensial. Kandungan yang terdapat
pada senyawa metabolit sekunder dapat bersifat toksik. Penelitian ini bertujuan
untuk mengetahui kandungan senyawa bioaktif yang terkandung dalam ekstrak
etanol lamun Enhalus acoroides dan Cymodocea rotundata. Penelitian ini
menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL) dengan faktorial 3 x 4. Penelitian
ini terdapat 3 faktor yaitu taurin, ekstrak etanol lamun Enhalus acoroides dan
Cymodocea rotundata dengan masing-masing 4 tingkat konsentrasi uji yaitu 62,5
ppm, 125 ppm, 250 ppm, dan 500 ppm dengan 5 kali pengulangan. Metode
penelitian yang digunakan yaitu skrining fitokimia, analisis FTIR (Fourier-
Transform Infrared Spectroscopy), Uji toksisitas menggunakan metode BSLT
(Brine Shrimp Lethality Test). Hasil pengujian aktivitas sitotoksik didapatkan nilai
LCso ekstrak etanol Enhalus acoroides sebesar 76,704 ppm, ekstrak etanol

Cymodocea rotundata sebesar 111,016 ppm, dan taurin sebesar 116,175 ppm.

Kata Kunci: Enhalus acoroides, Cymodocea rotundata, senyawa sitotoksik,

Artemia salina



ABSTRACT

CYTOTOXIC TEST OF SEAGRASS ETHANOL EXTRACT
Enhalus acoroides, Cymodocea rotundata AND TAURINE
ON ARTEMIA SALINA LEACH

By

NADIA NURRIZA

Enhalus acoroides and Cymodocea rotundata are seagrasses found in Indonesian
waters that can be used as medicines to reduce side effects to no side effects at all.
Seagrasses have several secondary metabolites that are known to be biologically
active and can be utilized as potential drugs and the content contained in
secondary metabolite compounds can be toxic. This research aims to determine
the content of bioactive compounds contained in ethanol extracts of seagrass
Enhalus acoroides and Cymodocea rotundata. This study used a completely
randomized design (CRD) with factorial 3 x 4. This study has 3 factors, which are
taurine, ethanol extracts of seagrass Enhalus acoroides and Cymodocea
rotundata with each of the 4 levels of test concentrations, which are 62.5 ppm,
125 ppm, 250 ppm, and 500 ppm with 5 repetitions. The research methods used
are phytochemical screening, FTIR (Fourier-Transform Infrared Spectroscopy)
analysis, toxicity test using BSLT (Brine Shrimp Lethality Test) method. The
research methods used are phytochemical screening, FTIR (Fourier-Transform
Infrared Spectroscopy) analysis, toxicity test using BSLT (Brine Shrimp Lethality
Test) method. The results of cytotoxic activity testing obtained the LC50 value of
Enhalus acoroides ethanol extract at 76,704 ppm, Cymodocea rotundata ethanol
extract at 111,016 ppm, and taurine at 116,175 ppm.

Keywords: Enhalus acoroides, Cymodocea rotundata, cytotoxic compound
Artemia salina
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The harder you work, the better you get

Pain is part of growing

Perfection is found in accepting your imperfection
[Bridgett Devoue]

1t’s fine to fake it until you make it, until you do, until it true

[Taylor Swift]

Maka sesungguhnya bersama kesulitan itu ada kemudahan.
Sesungguhnya bersama kesulitan itu ada kemudahan
[Q.S Al-Insyirah, 94:5-6]
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l. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Indonesia merupakan negara kepulauan terbesar di dunia, memiliki
sumberdaya laut yang melimpah. Sebagai negara yang memiliki iklim tropis,
karakteristik perairan Indonesia cocok untuk beberapa ekosistem penting
salah satunya ekosistem padang lamun. Ekosistem padang lamun di Indonesia
mencapai 293.464 Ha (Sjafrie et al., 2018). Enhalus acoroides dan
Cymodocea rotundata merupakan lamun yang banyak ditemukan di perairan
Indonesia. Perairan laut mempunyai sumberdaya alam yang memiliki potensi
untuk untuk dibudidayakan dalam memenuhi kebutuhan hidup masyarakat
sekitar. Secara umum tumbuhan dan hewan mengandung senyawa obat —
obatan seperti alkaloida, steroil, glikosida, terpen, dan antibiotika.
Pemanfaatan tumbuhan dan hewan sebagai obat — obatan bertujuan untuk
mengurangi efek samping hingga tidak memiliki efek samping sama sekali
(Karim et al., 2019).

Lamun merupakan substrat lumpur bepasir yang dapat ditemukan di perairan
dangkal dengan kedalaman sekitar 2 — 12 meter dan membentuk komunitas
yang lebat biasa disebut padang lamun (Bengen, 2004). Padang lamun
memiliki peranan penting pada perairan laut yang dapat dimanfaatkan sebagai
daerah pemijahan, tempat berlindung serta memiliki sumber makanan penting
bagi organisme laut dan memiliki potensi sebagai penyumbang nutrisi bagi
perairan sekitarnya karena memiliki tingkat produktifitas yang tinggi

(Riniatsih et al., 2017). Selain memiliki peran dalam ekosistem bagi



organisme laut, lamun juga memiliki potensi yang dapat dikembangkan
sebagai sumber senyawa bioaktif.

Lamun memiliki kandungan senyawa metabolit sekunder sebagai obat —
obatan serta memliki nutrisi dan serat yang baik (Sami et al., 2020). Lamun
memiliki beberapa metabolit sekunder yang diketahui aktif secara biologis
dan termasuk dalam biomedis penting serta dapat dimanfaatkan sebagai obat
yang potensial (Mani et al., 2012). Daun lamun diketahui memiliki aktivitas
antioksidan yang cukup tinggi sehingga dapat membantu megurangi stress
oksidatif yang berhubungan dengan berbagai penyakit (Owolabi et al., 2010).
Taurin juga mampu melindungi tubuh dari toksisitas yang diakibatkan oleh
induksi karbon tetraklorida serta mampu memodifikasikan akibat kerentanan

terhadap bahan kimia yang beracun (Ripps dan Shen, 2012).

Beberapa penelitian melaporkan ekstrak methanol Enhalus acoroides
mengandung senyawa saponin, tanin, dan flavonoid (Widiastuti et al., 2021).
Penelitian ini juga menyimpulkan bahwa daun Enhalus acoroides
mengandung senyawa bioaktif seperti alkaloid, steroid, dan tanin (Permana et
al., 2020). Anwariyah (2011) juga melaporkan Cymodocea rotundata
mengandung senyawa metabolit sekunder yaitu alkaloid, flavonoid, phenol,
steroid, dan tanin.

Metode BSLT (Brine Shrimp Lethality Test) sudah digunakan sebagai
bioassay umum dipercaya mampu mendeteksi spectrum bioaktivitas dalam
ekstrak suatu tanaman menggunakan hewan uji Artemia salina. Uji aktivitas
sitotoksik dengan metode BSLT (Brine Shrimp Lethality Test) digunakan
sebagai pengujian awal dalam penapisan senyawa antikanker dari bahan alam
menggunakan larva udang dari Artemia salina (Suzery & Cahyono, 2014).

Oleh karena itu perlu dilakukannya uji BSLT (Brine Shrimp Lethality Test)



1.2

1.3

1.4

untuk mengetahui potensi ekstrak etanol lamun Enhalus acoroides dan

Cymodocea rotundata sebagai senyawa sitotoksik.

Tujuan Penelitian

Adapun tujuan penelitian ini adalah sebagai berikut:

1. Mengetahui kandungan senyawa bioaktif yang terkandung dalam ekstrak
etanol lamun Enhalus acoroides dan Cymodocea rotundata
2. Mengetahui nilai LCs, yang terkandung dalam ekstrak etanol lamun

Enhalus acoroides, Cymodocea rotundata dan taurin.

Manfaat Penelitian

Adapun manfaat penelitian ini adalah sebagai berikut:

1. Memberikan informasi ilmiah potensi kandungan senyawa bioaktif yang
terkandung dalam ekstrak etanol lamun Enhalus acoroides dan
Cymodocea rotundata

2. Memberikan informasi kandungan senyawa bioaktif pada lamun Enhalus
acoroides dan Cymodocea rotundata yang dapat digunakan sebagai bahan

antikanker melalui uji BSLT (Brine Shrimp Lethality Test).

Kerangka Pikir

Indonesia merupakan negara kepulauan terbesar di dunia, memiliki
sumberdaya laut yang melimpah. Sebagai negara yang memiliki iklim tropis,
karakteristik perairan Indonesia cocok untuk beberapa ekosistem penting
salah satunya ekosistem padang lamun. Enhalus acoroides dan Cymodocea
rotundata merupakan lamun yang banyak ditemukan di perairan Indonesia.

Perairan laut mempunyai sumberdaya alam yang memiliki potensi untuk



1.5

untuk dibudidayakan dalam memenuhi kebutuhan hidup masyarakat sekitar
salah satunya dapat dijadikan obat tradisional. Pemanfaatan tumbuhan dan
sebagai obat — obatan bertujuan untuk mengurangi efek samping hingga tidak

memiliki efek samping sama sekali.

Lamun memiliki beberapa metabolit sekunder yang diketahui aktif secara
biologis dan termasuk dalam biomedis penting serta dapat dimanfaatkan
sebagai obat yang potensial. Kandungan yang terdapat pada senyawa
metabolit sekunder dapat bersifat toksik. Lamun Enhalus acoroides dan
Cymodocea rotundata memiliki potensi sebagai sumber senyawa aktif yang
perlu dikembangkan. Oleh karena itu, perlu dilakukannya uji BSLT (Brine
Shrimp Lethality Test) untuk mengetahui potensi ekstrak etanol lamun

Enhalus acoroides dan Cymodocea rotundata sebagai bahan antikanker.

Hipotesis
Hipotesis pada penelitian ini adalah ekstrak etanol lamun Enhalus acoroides
dan Cymodocea rotundata mengandung senyawa toksik terhadap Artemia

salina.



1. TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Deskripsi umum dan Klasifikasi Enhalus acoroides

Lamun (seagrass) merupakan tumbuhan air berbunga (Anthophyta) dapat
ditemukan di lingkungan laut, memiliki ciri berpembuluh, berdaun,
berimpang (Rhizome), berakar dan berkembang biak secara generative (biji)
dan vegetative (tunas). Rimpang lamun merupakan batang yang beruas — ruas
tumbuh terbenam dan menjalar di dalam substrat pasir, lumpur serta pecahan
karang (Baihaqi, 2019). Lamun termasuk satu — satunya kelompok tumbuhan
yang hidup di perairan laut dangkal dan tumbuh membentuk padang lamun,
kepadatannya mencapai 4000 tegakan/m? dan biomassanya sebesar 2 kg/ m?
(Rani et al., 2020). Umumnya lamun berumah dua yang artinya dalam satu
tumbuhan hanya ada jantan dan betina. Sistem pembiakannya memiliki sifat
khas karena mampu melakukan penyerbukan di dalam air serta buahnya
terendam di dalam air (Nontji, 2005).

Dari beberapa jenis lamun yang ada, Enhalus acoroides termasuk lamun yang
sering ditemukan di perairan Indonesia. Enhalus acoroides sebagai salah satu
komponen keanekeragaman hayati padang lamun yang berkaitan dengan
produktivitas primer serta berpengaruh terhadap rantai makanan. Kondisi
lingkungan juga berpengaruh terhadap sebaran dan pertumbuhan Enhalus

acoroides (Rahman et al., 2016).



Klasifikasi Enhalus acoroides menurut Philips and menez (1998) adalah

sebagai berikut:

Kingdom : Plantae

Division : Anthophyta

Class : Monocotyledoneae

Order : Helobiae

Family : Hydrocharitaceae

Genus : Enhalus

Species : Enhalus acoroides (L.f.) Royle

Gambar 1. Enhalus acoroides

Enhalus acoroides memiliki ciri rhizome berbuku — buku dengan panjang 1,5
cm yang tertututp oleh serabur — serabut keras bewarna kehitaman, panjang

daun dapat mencapai 30 — 140 cm dan lebar 1 - 1,75 cm. Akarnya banyak dan
tidak bercabang dengan panjang 10 — 20 cm, hidup pada daerah berpasir atau

berlumpur sekitar garis surut terjauh (Philips and menez, 1988).



2.2. Deskripsi Umum dan Klasifikasi Cymodocea rotundata

Cymodocea rotundata memiliki Ujung daun halus dan licin (tidak bergerigi).
Daunnya berbentuk seperti pita yang melengkung dengan bagian pangkal
menyempit dan agak melebar di bagian ujung rhizoma kecil dan lebih rapuh
warnanya putih. Panjang daun berkisar 5 - 16 cm dan lebar daun 2 - 4 mm. tulang
daun berjumlah 9-15 (Soedharma et al., 2007).

Gambar 2. Cymodocea rotundata

Klasifikasi Cymodocea rotundata menurut Hartog (1970) adalah sebagai berikut :

Kingdom : Plantae

Division : Anthophyta

Class : Angiospermae
Order : Helobiae

Family : Potamogetonaceae
Genus : Cymodocea

Species : Cymodocea rotundata



2.3. Manfaat dan Fungsi Lamun

Padang lamun memiliki banyak manfaat bagi wilayah pesisir sebagai berikut:

2.3.1.Produsen Primer

Lamun termasuk tumbuhan autototrofik (mengikat karbondioksida
(CO?) dan diubah menjadi energi). Energi yang dihasilkan kemudian
dimanfaatkan oleh herbivor maupun konsumen selanjutnya (Baihaqi,
2019)

Tingkat produktivitas lamun sangat tinggi dibandingkan dengan
ekosistem laut dangkal lainnya seperti ekositem terumbu karang. Hal
ini dapat dikatakan lamun sebagai sumber produktifitas dan sumber

makanan bagi organisme dalam bentuk deritrus (Kiswara, 2009).

2.3.2.Habitat Biota Laut

Lamun menjadi tempat berlindung, daerah asuahan, padang
penggembalaan dan makanan dari berbagai jenis ikan herbivora dan
ikan — ikan karang. Beberapa biota seperti dugong dan penyu terancam
punah (endangered species) memanfaatkan lamun sebagai makanan

utamanya (Baihaqi, 2019).

2.3.3. Stabilisator dasar perairan dan penangkapan sedimen

Daun lamun yang lebat akan memperlambat air yang disebabkan oleh
arus dan ombak, sehingga perairan yang ada disekitarnya menjadi
tenang serta mencegah erosi pantai. Rimpang dan akar padang lamun
dapat menahan dan mengikat sedimen, sehingga dapat menguatkan dan

menstabilkan dasar permukaan (Baihagi, 2019).
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2.3.4.Pendaur zat hara

Lamun memiliki fungsi utama dalam daur berbagai zat hara dan elemen
— elemen langka (mikro nutrient) di lingkungan laut. Daun — daun
lamun mengambil fosfat dapat bergerak sepanjang helai daun kemudian
masuk ke dalam algae epifitik. Akar lamun dapat menyerap fosfat yang
keluar dari daun yang membusuk letaknya di celah — celah sedimen. Zat
hara tersebut dapat digunakan oleh epifit apabila mereka berada dalam

medium yang miskin fosfat (Baihaqgi, 2019).

Senyawa Metabolit Sekunder

Pada tanaman terdapat kandungan kimia yang dikelompokkan menjadi dua
bagian yakni senyawa metabolit primer dan senyawa metabolit sekunder.
Senyawa metabolit primer merupakan senyawa yang dihasilkan makhluk
hidup yang bersifat essensial pada proses metabolisme sel dan kesuluruhan
proses sintesis dan perombakan zat-zat ini yang dilakukan oleh organisme
untuk kelangsungan hidupnya (Wahidah et al., 2017). Metabolit primer terdiri
dari 3 golongan utama yaitu protein, karbohidrat dan lemak. Metabolit
sekunder merupakan senyawa yang disintesis oleh makhluk tumbuhan,
mikroba atau hewan melewati proses biosintesis yang digunakan untuk
menunjang kehidupan namun tidak vital sebagaimana asam amino, asam
lemak dan gula. Metabolit ini memiliki aktivitas farmakologi dan biologi.
Metabolit sekunder dalam bidang farmasi dipelajari dan digunakan sebagai
upaya dalam pengembangan obat atau senyawa penuntun untuk melakukan
optimasi agar diperoleh senyawa yang lebih berpotensi dengan efek samping
yang kecil (Saifudin, 2014).

Taurin
Taurin (2-aminoethane sulphonic acid) merupakan asam amino bebas yang
melimpah dan terdapat pada jaringan mamalia. Taurin mengandung

antioksidan yang berpengaruh terhadap perlindungan melawan oksidasi, dan
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menangkap radikal bebas (Hagar, 2004). Taurin memiliki fungsi fisiologis
seperti neuromodulasi pada sistem saraf pusat, produksi energi, perlindungan
terhadap oksidasi, dan immunodulasi (Eilertsen et al., 2012). Taurin mampu
melindungi tubuh dari toksisitas yang diakibatkan oleh induksi karbon
tetraklorida serta mampu memodifikasikan akibat kerentanan terhadap bahan
kimia yang beracun (Ripps dan Shen, 2012). Penelitian Maysa et al (2016)
menyatakan bahwa taurin mampu mereduksi jumlah sel — sel leukosit pada
mencit hingga kembali normal dan meningkatkan jumlah sel — sel leukosit
pada mencit yang mengalami leukimia. Pemberian senyawa taurin yang
mengandung antioksidan diduga mampu mencegah dan mengurangi
kerusakan jaringan paru pada mencit yang diakibatkan oleh stress oksidatif
(Roselyn et al., 2016).

Uji Sitotoksik dengan Metode BSLT (Brine Shrimp Lethality Test)

Metode untuk mengetahui sifat toksik suatu senyawa salah satunya yaitu
dapat menggunakan metode BSLT (Brine Shrimp Lethality Test). Indikator
yang digunakan untuk mengetahui tingkat toksik senyawa yaitu tingkat
kematian larva udang Artemia salina (Lisdawati et al., 2006). Metode BSLT
(Brine Shrimp Lethality Test) sudah digunakan sebagai bioassay umum
dipercaya mampu mendeteksi spectrum bioaktivitas dalam ekstrak suatu
tanaman menggunakan hewan uji Artemia salina. Uji aktivitas sitotoksik
dengan metode BSLT (Brine Shrimp Lethality Test) digunakan sebagai
pengujian awal dalam penapisan senyawa antikanker dari bahan alam
menggunakan larva udang dari Artemia salina. Beberapa senyawa aktif yang
telah berhasil diisolasi dan dimonitor aktivitasnya menggunakan metode
BSLT (Brine Shrimp Lethality Test) menunjukkan adanya hubungan terhadap
suatu uji spesifik antitumor. Apabila senyawa tersebut dinyatakan memiliki
aktivitas sitotoksik terhadap larva Artemia salina dengan metode BSLT
(Brine Shrimp Lethality Test), maka dapat dilakukan pengujian lanjutan
antikanker terhadap sel kanker (Suzery & Cahyono, 2014)
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2.5. Artemia Salina Leach

Artemia salina merupakan hewan uji yang umumnya sering digunakan biasa
disebut brine shrimp Artemia. Hewan ini adalah sejenis udang—udang
primitif. Pertama kali ditemukannya udang ini oleh seorang Geografer dari
Iran pada tahun 1982 di Danau Urnia dan chlosser pada tahun 1976.
Kemudian pada tahun 1758 diberi nama Cancer salinus oleh Linnaeus, dan
yang terakhir 61 tahun berikutnya nama udang ini diganti menjadi Artemia
salina oleh Leach pada tahun 1819 (Asem et al., 2010).

Klasifikasi Artemia salina menurut Asem A et al (2010) adalah sebagai
berikut:

Kingdom : Animalia

Phylum : Anthophyta

Class : Branchiopoda

Order : Anostraca

Family : Artemiidae

Genus . Artemia

Species : Artemia salina Leach

Morfologi artemia terdiri dari empat tahap yaitu Kista, umbrella, naupli, meta
nauplii, dan dewasa (Van Stappen, 2015). kista berbentuk bulat setelah
dilakukan dehidrasi bentuk kista akan berubah menjadi cekung. Umbrella
memiliki ciri khas yaitu chorion atau cangkang yang masih menempel pada
naupli artemia (Nhu et al., 2009). Nauplinya berwarna orange kecoklatan
karena memiliki persediaan cadangan makanan dan memiliki antena untuk
bergerak. Meta naupli (Instar Il dan seterusnya) mulai dapat membuka mulut

yang ditandai dengan berkembangnya digestive track (Van Stappen, 2015).
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Gambar 3. Morfologi Artemia salina (Abatzopoulos et al., 2002)

Siklus hidup Artemia salina memiliki tiga fase yaitu kista, naupli dan Artemia
dewasa (Ningdyah et al., 2015). Pertama fase kista yaitu fase telur, telur akan
menetas sekitar 15 — 20 jam. Sebelum menjadi naupli embrio akan
menyelesaikan perkembangannya diluar cangkang dengan cara menempel
pada kulit. Selanjutnya akan menjadi naupli yang dapat berenang dan masuk
ke fase larva atau biasa disebut instar sehingga menjadi fase dewasa (Adi et
al., 2006).

ADULTS
4-5 weeks Female

Male
5 HATCHING
3 g P 24-36 hours
= %
/ GRS
Y

LIVE YOUNG BORN

(ovoviviparity)

Life cycle of
Artemia
2‘& franciscana
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Gambar 4. Siklus Hidup Artemia salina (Tomkins dan Dann, 2009)
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Telur Artemia dapat mengabsorbsi air, dan jika terkena sinar matahari atau
pada suhu sekitar 26-28°C kemudian akan menetas setelah 24-48 jam sesuai
pada kondisi lingkungan. Artemia yang baru menetas disebut naupli (larva)
yang memiliki ukuran 0,25 mm. Artemia diperjualbelikan dalam bentuk telur
istirahat yang disebut kista. Kista ini dapat dilihat dengan mata telanjang
berbentuk bulatan kecil warnanya kelabu kecoklatan dengan diameter sekitar
300 mikron. Artemia mengalami pubertas selama 8-14 hari dan akan hidup
selama 4-5 minggu tergantung pada konsentrasi garam, apabila terlalu banyak

garam maka harapan hidup akan berkurang (Woo, 2013).

Pengunaan Artemia salina Leach sebagai hewan uji karena cara pengerjaanya
cukup mudah, murah, dan memiliki waktu yang singkat untuk mendapatkan
hasilnya (Panjaitan, 2011). Artemia salina memiliki kesamaan
tanggapan/respon stress yang sama dengan manusia, yaitu respon perilaku
dan fisiologis terhadap stressor lingkungan (Ajrina, 2013). Artemia salina
merupakan bioassay pertama di alam yang mampu mendeteksi toksisitas
suatu bahan alam. Artemia salina merupakan hewan uji standar yang
digunakan pada uji toksisitas metode BSLT (Brine Shrimp Lethality Test)
(Putri et al., 2021).



3.1

3.2

I11.  METODE PENELITIAN

Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Desember 2022 — Februari 2023 di
Laboratorium Biomolekuler dan Laboratorium Biologi Fakultas Matematika
dan llmu Pengetahuan Alam, Universitas Lampung. Determinasi lamun
dilakukan di Laboratorium Botani Jurusan Biologi FMIPA Universitas
Lampung. Pembuatan ekstrak etanol, uji fitokimia, dan uji toksisitas BSLT
(Brine Shrimp Lethality Test) ekstrak etanol lamun dilakukan di
Laboratorium Biomolekuler Jurusan Biologi, Fakultas Matematika dan IImu
Pengetahuan Alam, Universitas Lampung. Identifikasi senyawa dengan
Spektroskopi FTIR (Fourier Ttransform Infrared) dilakukan di UPT
Laboratorium Terpadu dan Sentra Inovasi Teknologi, Universitas Lampung.

Alat dan Bahan

Alat — alat yang digunakan pada penelitian ini adalah oven, blender, ayakan
60 mesh, gelas beaker, rotary evaporator, neraca analitik, tabung reaksi, rak
tabung reaksi, micro-pipet, gelas beaker, pipet tetes, micro-tips, pH indicator
paper, wadah kaca, steorofoam, kayu triplek, lakban hitam, aerator, lampu,

vortex, magnetic stirrer, labu takar, kuvet, dan autoklaf.
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Bahan yang digunakan pada penelitian ini adalah lamun Enhalus acoroides
yang ditemukan di perairan Pantai Ketapang, Kec. Teluk Pandan, Pesawaran
dan Cymodocea rotundata yang ditemukan di perairan pulau Tegal Perak
Kec. Teluk Pandan, Pesawaran, taurine yang diperoleh dari toko bahan kimia,
telur Artemia salina, akuades, air laut, etanol, asam asetat glacial
(CH3COOH), asam sulfat (H,SO,), besi(l11) klorida (FeCls), kloroform,
kalium iodida (KI), Raksa(ll) klorida (HgCl,), serbuk Mg, asam klorida
(HCI) pekat, dan asam askorbat, kuvet, mortar agatte, dan alat

spektrofotometer FTIR.

Rancangan Penelitian

Rancangan penelitian ini menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL)
dengan faktorial 3x4. Penelitian ini terdapat 3 faktor yaitu taurin, ekstrak
etanol lamun Enhalus acoroides dan Cymodocea rotundata. Pada uji
toksisitas dengan metode BSLT (Brine Shrimp Lethality Test) menggunakan
faktorial 3x4 masing-masing faktor terdiri dari 4 tingkat konsentrasi uji ppm,
62,5 ppm, 125 ppm, 250 ppm, dan 500 ppm dengan 5 kali pengulangan. Uji
toksisitas menggunakan metode BSLT (Brine Shrimp Lethality Test)

Prosedur Penelitian
3.4.1 Pembuatan Ekstrasi Lamun

Lamun Enhalus acoroides dan Cymodocea rotundata dibersihkan.
Daun lamun yang sudah dibersihkan tadi dibawa ke Laboratorium
Biomolekuler, Jurusan Biologi, Fakultas Matematika dan IImu
Pengetahuan Alam, Universitas Lampung untuk dikeringkan dan
dihaluskan menjadi serbuk simplisia halus. Pengeringan dilakukan
menggunakan oven pada suhu 50°C, kemudian dihaluskan
menggunakan blender dan diayak secara manual menggunakan ayakan
60 mesh. Serbuk simplisia dihitung beratnya dan disimpan pada suhu
kamar (15-30°C). Selanjutnya tahapan ekstraksi dengan memasukkan

lamun ke dalam bejana kaca maserasi. Kemudian disuspensikan pada
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etanol p.a dengan perbandingan 1:10. Perendaman dilakukan selama 3
hari. Setiap harinya dilakukan pengadukan dan pengocokkan gunanya
agar pelarut etanol masuk ke seluruh permukaan serbuk simplisia.
Pengadukan dilakukan pada suhu ruang dan residu dicuci dengan
etanol. Selanjutnya, diendapkan dan disaring menggunakan kertas
saring dan corong steril. Hal ini dilakukan untuk memisahkan filtrat dan
ampasnya. Setelah disaring filtrat diambil dan ditampung. Ampas
serbuk simplia lamun dilakukan pengulangan maserasi hingga larutan
serbuk simplisia menjadi agak bening. Filtrat dipekatkan menggunakan
rotary evaporator pada suhu 40°C. Untuk menghilangkan kandungan
etanol dan mengawetkan ekstrak etanol lamun, ekstrak disimpan dalam
oven dengan suhu 40°C hingga bentuknya menjadi pasta. Setelah
ekstrak lamun sudah dalam bentuk pasta dapat digunakan untuk uji

selanjutnya.

3.4.2 Uji Fitokimia

Uji fitokimia dilakukan untuk mengetahui senyawa metabolit sekunder
yang terkandung di dalam ekstrak etanol lamun Enhalus acoroides dan
Cymodocea rotundata. Pengujian fitokimia meliputi pemeriksaan
saponin, sterol, terpenoid, tanin, alkaloid, dan flavonoid.



Tabel 1. Prosedur Pengujian Fitokimia
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Je'r.ns Perlakuan Indikator
Uji
i 0,5 mL sampel + 5 mL akuades,
. . T tuk
Saponin kemudian dikocok selama 30 detik erbentuk busa
0,5 mL sampel + 0,5 mL asam asetat Warna sampe.l .
Sterol . berubah menjadi
glacial + 0,5 mL H,SO4 .
biru atau ungu
w I
i 0,5 mL sampel + 0,5 mL asam asetat armna sampe? i
Terpenoid : berubah menjadi
glacial + 0,5 mL H,SO,4
merah atau
kuning
Tanin 1 mL sampel + 3 tetes larutan FeCls Wama !argtan
menjadi hitam
kebiruan
0,5 mL sampel + 5 tetes kloroform +  \n/arna larutan
5 tetes pereaksi Mayer (1 g Kl putih kecokelatan
Alkaloid dilarutkan dalam 20 mL akuades dan
ditambahkan 0,271 g HgCl, hingga
larut)
0,5 mL sampel + 0,5 gr serbuk Mg + \r;er?ha;:Lljtan
Flavonoid 5 mL HCI pekat (ditambahkan tetes

demi tetes)

kuning, terbentuk
busa

3.4.3 ldentifikasi Senyawa Menggunakan FTIR (Fourier- Transform

Infrared Spectroscopy)

FTIR (Fourier- Transform Infrared Spectroscopy) merupakan alat yang

digunakan untuk mendeteksi gugus fungsi, mengidentifikasi senyawa,

dan menganalisis campuran dari sampel tanpa merusak sampel tersebut

(Sari et al., 2018). FTIR (Fourier- Transform Infrared Spectroscopy)
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pada penelitian ini bertujuan untuk menganalisis gugus fungsi secara
kualitatif yang terkandung dalam ekstrak etanol lamun Enhalus
acoroides dan Cymodocea rotundata dengan mengambil masing —
masing ekstrak 2 mg kemudian dimasukkan ke dalam kuvet dan
dicampurkan dengan serbuk KBr dengan cara digerus di mortar agate
hingga halus. Identifikasi menggunakan spektofotometer FTIR pada

rentang bilangan gelombang 400 — 4000 cm™.

3.4.4 Penetasan Larva Artemia salina

Penetasan larva Artemia salina dilakukan di dalam akuarium kaca.
Wadah kaca dibagi menjadi dua ruang yaitu ruang terang dan gelap
dengan cara membalutnya dengan lakban hitam dan diberi pembatas
berupa styrofoam yang telah dilubangi bagian tepi bawahnya agar telur
yang menetas bisa keluar dari lubang tersebut. Pada ruang gelap, bagian
atasnya ditutup menggunakan styrofoam yang sudah dilapisi lakban
hitam. Wadah diisi dengan air laut didapat dari Balai Besar Perikanan
Budidaya Laut Lampung dengan kadar salinitas 35 ppt sebanyak 7 liter
hingga kedua bagian pada wadah kaca tersebut terendam. Selanjutnya
Pada ruang gelap diisi 700 mg telur Artemia salina, kemudian bagian
atas ditutup dengan menggunakan penutup atau stereofoam yang
dilapisi lakban hitam. Pada ruang terang diberi penerangan
menggunakan cahaya lampu neon agar merangsang penetasan.
Selanjutnnya dipasang aerator untuk memberikan oksigen pada telur
yang menetas menjadi larva dan berpindah ke ruang terang. Telur
menetas menjadi larva setelah 24 jam, larva yang berusia 48 jam dapat
dijadikan sebagai hewan uji dalam percobaan BSLT (Brine Shrimp
Lethality Test)
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3.4.5 Uji Toksisitas dengan Metode BSLT (Brine Shrimp Lethality Test)

Uji toksisitas menggunakan hewan uji larva Artemia salina yang sudah
berumur 48 jam dilakukan terhadap taurin. Sebanyak 0,1 gram taurin
ekstrak etanol lamun dilarutkan ke dalam 100 ml etanol 70% sehingga
diperoleh konsentrasi sampel 1000 ppm sebagai larutan stok.
Selanjutnya dibuat larutan konsentrasi uji dengan cara larutan stok
dipipet masing-masing 0,31; 0,63; 1,25 dan 2,5 ml ke dalam tabung uji

kemudian dikeringanginkan.

Pada penelitian ini dibuat kontrol negatif yang dibuat sama dengan
prosedur pembuatan larutan sampel tanpa menggunakan sampel.
Setelah itu, tabung uji diisi dengan air laut sebanyak 1 ml dan ditambah
1 tetes ragi (3 mg ragi/5 ml air laut) untuk makanan bagi Artemia
salina. Kemudian 10 larva Artemia salina yang berumur 48 jam
dimasukkan ke dalam masing-masing tabung kecil tersebut, dan pada
tabung uji ditambahkan air laut hingga 5 ml sehingga masing-masing
tabung uji memiliki konsentrasi 62,5 ppm, 125 ppm, 250 ppm, dan 500
ppm. Masing-masing sampel dan konsentrasi dibuat sebanyak 5 kali
pengulangan, kemudian diinkubasi selama 24 jam. Setelah 24 jam
diinkubasi, kematian larva dihitung secara langsung dengan
menggunakan kaca pembesar dan disinari cahaya. Kematian
ditunjukkan dengan larva Artemia salina yang sudah tidak bergerak
aktif pada tabung uji. Perhitungan kematian larva Artemia salina

dilakukan untuk menentukan nilai LCsg.



3.5 Diagram Alir Penelitian

Lamun Enhalus acoroides dari perairan Pantai Ketapang, Kec.
Teluk Pandan, Pesawaran dan Cymodocea rotundata dari perairan
Pantai Tegal Perak, Kec. Teluk Pandan, Pesawaran

—» | Diekstraksi dengan etanol

Determinasi tanaman

v

Ekstrak etanol
berbentuk pasta

Uji Fitokimia

—>

Analisis FTIR

l

Penetasan kista
Artemia salina

v

Larva Artemia salina
berumur 48 jam

v

Uji toksisitas dengan senyawa
ekstrak etanol Enhalus acoroides,
Cymodocea rotundata dan taurin

pada konsentrasi 62,5 ppm, 125
ppm, 250 ppm, dan 500 ppm

l

Perhitungan nilai LCs

Gambar 5. Gambar Diagram Alir Penelitian
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3.6. Analisis Data

3.6.1 Uji Fitokimia

Uji kandungan senyawa bioaktif dilakukan secara kualitatif, dengan
menggunakan masing — masing larutan pereaksi dan ditunjukkan
dengan hasil positif dengan terbentuknya endapan, busa, dan perubahan

warna. Selanjutnya dianalisis dengan cara analisis deskriptif.

3.6.2 ldentifikasi Senyawa FTIR (Fourier-Transform Infrared

Spectroscopy)

Hasil analisis FTIR dilakukan dengan pemangamatan hasil rekaman
data berupa bilangan gelombang dengan cara analisis deskriptif.

3.6.3 Uji Toksisitas dengan Metode BSLT (Brine Shrimp Lethality Test)

Uji Toksisitas dilakukan dengan menghitung presentase mortalitas
mortalitas larva Artemia salina untuk setiap konsentrasi dengan cara

sebagai berikut:

Jumlah larva mati

% kematian larva = Jumlah larva total X 100%

Metode analisis menggunakan Microsoft Office Excel dengan membuat
grafik persamaan garis lurus hubungan antara nilai probit dengan log
konsentrasi. Nilai LCs dapat dihitung dari persamaan garis lurus itu
dengan memasukkan nilai 5 sebagai y. Nilai 5 didapatkan berdasarkan
nilai probit 50% kematian hewan uji. Lalu dihasilkan nilai x sebagai log
konsentrasi. Nilai LCsy merupakan antilog nilai x tersebut. Menurut
Martiningsih (2013) terdapat sebaran toksisitas berdasarkan nilai LCsg
apabila memiliki nilai <10 ppm bersifat sangat kuat, 10 — 100 ppm
bersifat kuat, 100 — 500 ppm bersifat sedang dan 500 — 1000 ppm
bersifat lemah. Data dianalisis dengan uji ANOVA (Analysis of



variance) menggunakan SPSS 26 pada taraf kepercayaan 95%.
Kemudian dilakukan uji lanjut LSD (Least Significant Difference)

untuk mengetahui adanya perbedaan yang signifikan antar perlakuan.
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V. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1. Kesimpulan

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan dapat disimbulkan bahwa:

1. Senyawa bioaktif ekstrak etanol Enhalus acoroides mengandung saponin,
terpenoid, tanin, alkaloid dan flavonoid dan senyawa bioaktif ekstrak
etanol Cymodocea rotundata mengandung saponin, steroil, tanin, dan
flavonoid.

2. Pada uji toksisitas BSLT (Brine Shrimp Lethality Test) nilai LCsg ekstrak
etanol Enhalus acoroides dengan kategori sedang/medium toxic sebesar
76,704 ppm, ekstrak etanol Cymodecea rotundata dengan kategori
rendah/low toxic sebesar 111,016 ppm, dan taurin dengan kategori
rendah/low toxic sebesar 116,175 ppm.

3. Berdasarkan nilai LCsg ekstrak etanol Enhalus acoroides lebih toksik

dibandingkan ekstrak etanol Cymodecea rotundata

5.2. Saran

Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut dalam melakukan isolasi senyawa
bioaktif yang berpotensi sebagai toksisitas pada ekstrak etanol lamun Er
acoroides dan Cymodocea rotundata.
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