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ABSTRAK

UJI AKTIVITAS ANALGESIK TUNGGAL DAN KOMBINASI EKSTRAK
ETANOL DAUN MANGROVE (Avicennia alba Blume.) DAN DAUN SIRSAK
(Annona muricata L.) TERHADAP MENCIT (Mus musculus Linneaus, 1758)

DENGAN METODE WRITHING TEST

Oleh

IIN IRIANINGSIH

Obat analgesik digunakan untuk menghilangkan dan mengurangi rasa nyeri akibat
kerusakan jaringan, inflamasi, atau disfungsi sistem saraf. Upaya yang dilakukan untuk
mengurangi rasa nyeri salah satunya dengan menggunakan obat golongan Non Steroid
Anti Inflammatory Drug (NSAID). Penggunaan obat NSAID jangka panjang memiliki
efek samping seperti gangguan saluran pencernaan, kerusakan ginjal, hati dan alergi
kulit, sehingga diperlukan alternatif obat herbal yang memiliki efek samping yang lebih
rendah, salah satunya yaitu dengan menggunakan daun mangrove (Avicennia alba
Blume.) dan daun sirsak (Annona muricata L.). Senyawa metabolit sekunder flavonoid
dan tannin ekstrak daun mangrove (Avicennia alba Blume.) dan daun sirsak (Annona
muricata L.) dapat berfungsi sebagai analgesik dengan menghambat mediator inflamasi
sehingga pelepasan asam arakidonat dan memblokir kerja enzim siklooksigenase.
Penelitian ini bertujuan mengetahui aktivitas analgesik ekstrak etanol daun mangrove
dan daun sirsak terhadap mencit jantan dengan metode writhing test. Penelitian ini
merupakan penelitian eksperimen posttest only control design menggunakan metode
writhing test. Sampel penelitian terdiri dari 25 mencit terbagi dalam lima kelompok
yakni kelompok kontrol negatif Na-CMC 0,5 %, kelompok kontrol positif asam
mefenamat, kelompok dosis tunggal ekstrak etanol daun mangrove 250mg/kgBB,
kelompok dosis tunggal ekstrak daun sirsak 250mg/kgBB, dan kelompok kombinasi
ekstrak etanol daun mangrove dan sirsak 1:1 dilanjutkan seluruh perlakuan diinduksi
asam asetat 1%. Data dianalisis secara statistik dengan uji ANOVA dengan uji lanjut
Least Signifinance Difference (LSD) pada taraf signifikansi 5%. Hasil uji LSD yang
diperoleh menunjukkan bahwa ada perbedaan yang signifikan antara pemberian ekstrak
etanol daun mangrove (P1), ekstrak etanol daun sirsak (P2), dan kombinasi ekstrak
etanol daun mangrove dan sirsak (P3) terhadap kontrol negatif (p = 0,000). Namun P3
menunjukkan tidak terdapat perbedaan signifikan dengan kontrol positif (asam
mefenamat), sehingga dapat dikatakan bahwa daya analgesik P3 setara dengan kontrol
positif. Kesimpulan pada penelitian ini yaitu ekstrak etanol daun mangrove memiliki
aktivitas analgesik dengan persentase proteksi geliat sebesar 30,5% dan persentase
efektivitas analgesik sebesar 64,2%, ekstrak etanol daun sirsak memiliki aktivitas
analgesik dengan persentase proteksi geliat sebesar 23,99% dan persentase efektivitas
analgesik sebesar 41,21%, serta kombinasi ekstrak etanol daun mangrove dan daun
sirsak memiliki aktivitas analgesik dengan persentase proteksi geliat sebesar 40,75%
dan persentase efektivitas analgesik sebesar 87,93% .

Kata kunci : Analgesik, Annona muricata L, Avicennia alba



ABSTRACT

SINGLE AND COMBINATION ANALGESIC ACTIVITY TEST OF
ETHANOL EXTRACT OF MANGROVE LEAVES (Avicennia alba Blume.)
AND SOURSOP LEAVES (Annona muricata Linn.) IN MALE MICE (Mus

musculus Linneaus, 1758) USING THE WRITHING TEST METHOD

By

IIN IRIANINGSIH

Analgesic drugs are used to eliminate and reduce pain due to tissue damage,
inflammation, or nervous system dysfunction. Efforts are made to relieve pain by using
non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs). Long-term use of NSAIDs has side
effects such as digestive tract disorders, kidney and liver damage, and skin allergies, so
alternative herbal medicines are needed that have lower side effects, one of which is using
mangrove leaves (Avicennia alba Blume.) and soursop leaves (Annona muricata L.).
Secondary metabolite compounds of flavonoids and tannins, a combination of mangrove
(Avicennia alba) and soursop leaf (Annona muricata L.) leaf extracts, function as an
analgesic by inhibiting inflammatory mediators so that the release of arachidonic acid and
the action of the cyclooxygenase enzyme are blocked. This research aims to determine
the analgesic activity of mangrove leaf and soursop leaf extracts on male mice using the
writhing test method. This research is a posttest-only control design experimental
research using the writing test method. The research sample consisted of 25 mice divided
into five groups, namely the negative control group Na-CMC 0.5% (K-), the positive
control group mefenamic acid (K+), the third group a single dose of ethanol extract of
mangrove leaves 250mg/kgBB, the fourth group a single dose of single soursop leaf
extract 250mg/kgBB, the fifth group was a combination of ethanol extract of mangrove
and soursop leaves 1:1 followed by all treatments induced by 1% acetic acid. The data
were analyzed statistically using the ANOVA test with the Least Significance Difference
(LSD) test at a significance level of 5%. The LSD test results obtained showed that there
was a significant difference between administering mangrove leaf ethanol extract (P1),
soursop leaf ethanol extract (P2), and a combination of mangrove and soursop leaf
ethanol extract (P3) to the negative control (p = 0.000). However, P3 shows that there is
no significant difference with the positive control (mefenamic acid), so it can be said that
the analgesic power of P3 is equivalent to the positive control. This research concludes
that the ethanol extract of mangrove leaves has analgesic activity with a writhing
protection percentage of 30.5% and an analgesic effectiveness percentage of 64.2%, the
soursop leaf ethanol extract has analgesic activity with a writhing protection percentage
of 23.99%, and an effectiveness percentage analgesia of 41.21%, and the combination of
ethanol extract of mangrove leaves and soursop leaves has analgesic activity with a
stretching protection percentage of 40.75% and an analgesic effectiveness percentage of
87.93%.

Key words: Analgesic, Annona muricata L, Avicennia alba Blume.
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. PENDAHULUAN

Latar Belakang

Nyeri didefinisikan sebagai sensasi yang tidak nyaman oleh perasaan
emosional seseorang akibat terjadinya kerusakan aktual, potensial atau
menggambarkan kondisi terjadinya kerusakan jaringan (Kurniawan,
2018). Rasa nyeri akan menyebabkan terbatasnya aktivitas yang dapat
dilakukan oleh pasien dan berujung pada penurunan kualitas hidup. Telah
terbukti tanpa pengelolaan nyeri yang optimal, penderita akan mengalami
gangguan fisiologis maupun psikologis dan akhirnya akan meningkatkan
angka morbiditas maupun mortalitas hidup seseorang (Chandra et al.,
2016).

Prevalensi nyeri kronis di dunia diperkirakan mencapai 20% dari
populasi dunia, saat ini pasien yang mengalami keluhan nyeri di Eropa
menjalani pengobatan ke rumah sakit sebanyak 55% (Darmadi et al.,
2020). Menurut Riskedas tahun 2018, nyeri sendi berdasarkan tenaga
kesehatan penduduk indonesia umur >15 tahun tercatat tercatat sebesar
7,3% dengan prevalensi tertinggi di Provinsi Aceh sebesar 13, 3% dan
terendah di Provinsi Sulawesi Barat sebesar 3,2%. Prevalensi nyeri akibat
cedera di Indonesia tercatat rata-rata sebesar 9,2%, mengalami
peningkatan dari tahun 2007 hingga 2018, dengan prevalesi tertinggi
pada Provinsi Sulawesi Tengah sebesar 13,8% dan terendah pada
Provinsi Gorontalo sebesar 6,9% (Kemenkes RI, 2018).

Terapi yang digunakan untuk mengurangi rasa nyeri umumnya adalah
obat golongan Non Steroid Anti Inflammatory Drug (NSAID) (WHO,



2012). NSAID merupakan obat yang bersifat antipiretik, analgesik, dan
antiinflamasi, terkecuali asetaminofen yang merupakan antipiretik dan
analgesik, tetapi tidak mempunyai aktivitas antiinflamasi. Penggunaan
NSAID jangka panjang dapat menimbulkan efek samping lesi
gastrointestinal, muntah darah (hematemesis) dan berak darah (melena)
akibat pendarahan saluran pencernaan bagian atas (Soleha et al., 2018).
Berkaitan adanya efek samping jangka panjang yang timbul dari
penggunaan NSAID, maka diperlukan upaya untuk meminimalisasikan
dengan mengembangkan analgesik alternatif yang memiliki efek samping
yang lebih rendah. Alternatif dengan pengobatan herbal telah dikenal
sejak zaman dahulu di Indonesia dan banyak tanaman obat telah
dilaporkan memiliki efek terapeutik terhadap penyakit (Auliyah et al.,
2019). Sebagai salah satu sumber tanaman obat, mangrove dipercaya
masyarakat memiliki banyak khasiat seperti gatal-gatal gangguan
pencernaan, rematik, gigitan hewan, sakit perut, penurun panas, dan lain-
lain (Riwayanti, 2014). Beberapa jenis mangrove yang telah
dimanfaatkan sebagai obat herbal adalah bakau (Rhizophora apiculata)
sebagai obat bengkak, diare, dan muntah, api-api (Avicennia alba)
sebagai obat luka koreng dan kontrasepsi, tancang merah (Bruguiera
exaristata) dimanfaatkan sebagai anti tumor, pidada putih (Sonneratia
alba) digunakan sebagai obat sakit perut (Henny et al., 2017). Avicennia
alba merupakan jenis spesies mangrove yang memiliki banyak manfaat
dan sering digunakan oleh penduduk pesisir Indonesia (Mondal et al.,
2015). Selain itu, daun Avicennia alba digunakan sebagai obat malaria,
anthelmintik, parasit, antimikroba, pencernaan dan tifoid di negara

kamerun (Roger et al., 2015).

Menurut penelitian Guntara et al., (2019) daun mangrove kaya akan
senyawa steroid, saponin, flavonoid, dan tanin. Flavonoid dan saponin
memiliki kemampuan analgesik dan antiinflamasi karena kedua senyawa
tersebut menghambat enzim yang menginduksi terjadinya peradangan,
terutama jalur metabolisme asam arakidonat, dan jalur sintesis

prostaglandin. Pada penelitian dengan metode induksi asam asetat



didapat ekstrak metanolik daun Avicennia alba pada dosis 500 mg/kgBB
secara signifikan (p=0.01<0,05) dapat menginhibisi nyeri pada mencit
albino (Rahman et al., 2011). Sedangkan, penelitian Purmata et al.,
(2020) ekstrak mangrove Avicennia alba dosis 250 mg/kgBB dan 500
mg/kgBB memiliki efek analgesik terhadap mencit jantan yang diinduksi
nyeri asam asetat 0,7%.

Selain daun mangrove Avicennia alba, daun sirsak juga merupakan salah
satu tanaman yang tumbuh di Indonesia yang memiliki banyak manfaat
dan kegunaan. Daun sirsak mengandung senyawa steroid/terpenoid,
flavonoid, kumarin, alkoloid, dan tanin (Puspitasari et al., 2016).
Senyawa golongan flavonoid dan alkoloid bertanggung jawab
memberikan efek analgetik dengan menghambat biosintesis
prostaglandin (Wemay, 2013). Berdasarkan penelitian Dju et al., 2021
Dosis ekstrak tunggal etanol daun sirsak 250 mg/kgBB (Annona muricata
L.) memiliki aktivitas analgesik pada tikus putih jantan yang diinduksi
asam asetat dengan % proteksi geliat sebesar 48,16% dan efektivitas
geliat sebesar 75,71%. Sedangkan pada penelitian Kuswinarti et al., 2018
dengan menggunakan metode hot plate yang menunjukkan bahwa pada
dosis 400mg/kgBB pada jam ke 4 induksi memberikan efek analgesik
tertinggi. Pemberian ekstrak ini terbukti aman dan tidak menghasilkan
efek toksik pada hewan dengan dosis rendah dan sedang tetapi dapat
menyebabkan kerusakan ginjal yang mengarah pada gagal ginjal dengan
dosis yang lebih tinggi. Oleh karena itu, fungsi ginjal harus dimonitor
dengan baik untuk pemakaian jangka panjang, serta harus dihindari
selama kehamilan (Arthur et al., 2011).

Kandungan flavonoid dan alkaloid yang terdapat pada daun mangrove
dan kandungan flavonoid dan saponin pada daun sirsak memiliki
aktivitas sebagai analgesik yang dapat menghambat kerja enzim dalam
biosintesis prostaglandin yaitu pada lintasan siklooksigenase. Enzim
tersebut merubah asam arakidonat kedalam bentuk yang tidak stabil

(hidroperoksid dan endroperoksid) yang selanjutnya dimetabolisis
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menjadi leukotrien, prostaglandin, prostasiklin, dan tromboksan. Bagian
prostaglandin dan leukotrin bertanggung jawab terhadap gejala-gejala
peradangan (Katzung, 2012). Oleh karena itu, peneliti tertarik untuk
mengetahui efek analgesik tunggal dan kombinasi dari esktrak etanol
daun mangrove api-api dan daun sirsak sebagai analgesik dengan metode
geliat (writhing test). Kombinasi ekstrak daun tanaman ini dapat
memberikan efek sinergisme dan menurunkan dosis masing-masing obat.
Oleh karena itu, akan dilakukan penelitian berjudul “Uji Aktivitas
Analgesik Tunggal dan Kombinasi Ekstrak Etanol Daun Mangrove
Avicennia alba) dan Daun Sirsak (Annona muricata Linn.) Terhadap

Mencit Jantan (Mus musculus) dengan metode writhing test.

Tujuan Penelitian

Penelitian ini bertujuan untuk :

(1) Mengetahui efektivitas analgesik tunggal ekstrak etanol daun
mangrove api-api (Avicennia alba) terhadap mencit (Mus musculus)
dengan metode writhing test.

(2) Mengetahui efektivitas analgesik tunggal ekstrak etanol daun sirsak
(Annona muricata Linn.) terhadap mencit (Mus musculus) dengan
metode writhing test.

(3) Mengetahui efektifitas kombinasi ekstrak etanol daun mangrove api-
api (Avicennia alba) daun sirsak (Annona muricata Linn.) terhadap

mencit (Mus musculus) sebagai analgesik.

Manfaat Penelitian

Penelitian ini dapat memberikan manfaat sebagai sumber informasi
ilmiah mengenai kemampuan analgesik kombinasi ekstrak etanol daun
mangrove api-api (Avicennia alba) dan daun sirsak (Annona muricata
Linn.) terhadap mencit (Mus musculus) dengan metode metode writhing
test sehingga dapat meningkatkan nilai ekonomis daun mangrove api-api

(Avicennia alba) dan daun sirsak (Annona muricata Linn.)



1.4 Kerangka pikir

Nyeri didefinisikan sebagai pengalaman sensorik dan emosional yang
berkaitan dengan kerusakan jaringan. Keadaan psikis sangat
mempengaruhi nyeri, misalnya emosi dapat menimbulkan sakit kepala
tetapi dapat juga menghindarkan sensasi rangsangan nyeri. Nyeri juga
merupakan alarm untuk melindungi tubuh dari kerusakan jaringan yang
parah. Rangsangan mekanis, kimiawi, atau fisik merupakan penyebab
nyeri yang dapat menimbulkan kerusakan jaringan dan melepaskan zat
antara lain, histamin, leukotrin, dan prostaglandin. Berdasarkan
penelitian yang dilakukan oleh kelompok studi nyeri persatuan dokter
spesialis syaraf Indonesia pada 14 rumah sakit pendidikan menunjukkan

25% dari total kunjungan menderita keluhan nyeri.

Salah satu alasan utama seseorang mencari pertolongan medis yaitu
karena rasa nyeri. Untuk mengatasi rasa nyeri tersebut sebagian
masyarakat menggunakan obat analgesik. Analgesik merupakan zat yang
dapat mengurangi atau menghambat rasa nyeri tanpa kehilangan
kesadaran. Nyeri ringan dapat diberikan analgesik perifer seperti
parasetamol, asam mefanamat, asetosal, ibuprofen, ketoprofen dan
sebagainya. Sedangkan nyeri sedang hingga berat dapat diberikan
analgesik sentral yaitu obat analgesik golongan opioid seperti morfin,
kodein, tramadol, methadone. Penggunaan obat analgesik menunjukkan
angka yang tinggi, namun obat-obat tersebut memiliki efek samping yang
tidak diinginkan seperti, gangguan saluran percernaan, kerusakan ginjal,
kerusakan hati, dan juga reaksi alergi pada kulit. Sehingga menjadi
dorongan untuk mengembangkan analgesik alternatif dengan efektivitas
yang lebih baik dan efek samping yang lebih rendah. Penelitian terhadap
bahan alam telah banyak dilakukan untuk mengembangkan analgesik
dengan aktivitas yang sama dengan efek samping yang lebih rendah.
Salah satu bahan alam yang telah dilaporkan memiliki aktivitas analgesik

adalah tanaman mangrove dan daun sirsak.



Mangrove Avicennia sp. memiliki berbagai manfaat sebagai obat bisul,
penyakit kulit, kontrasepsi, gigitan ular, analgesik, antipiretik, anti
fertilitas, anti inflamasi, anti ulkus, hepatoprotektif, anti diare, reumatik,
anti bakteri, dan asma. Daun mangrove Avicennia alba terdapat banyak
kandungan steroid, saponin, flavonoid, dan tanin. Kandungan senyawa
yang terdapat pada daun mangrove Avicennia alba memiliki kemampuan
sebagai anti inflamasi dan analgesik yang dapat menghambat enzim yang
menginduksi terjadinya peradangan, terutama jalur metabolisme asam

arakidonat, dan jalur sintesis prostaglandin.

Daun sirsak merupakan produk alam yang memiliki kandungan senyawa
bioaktif yang telah diketahui sebagai obat sakit pinggang, mengurangi
rasa nyeri, gatal-gatal, reumatik, obat bisul, dan penurun panas.
Kandungan Senyawa bioaktif yang terdapat pada daun sirsak yaitu
steroid/terpenoid, flavonoid, kumarin, alkoloid, dan tanin. Aktivitas
senyawa flavonoid dan alkaloid mampu menghambat bioseintesis
prostaglandlin yang memberikan efek analgesik. Sehingga kedua
tanaman tersebut memiliki senyawa bioaktif berupa flavonoid yang dapat

menghambat enzim biosintesis prostaglandlin.

Pada penelitian sebelumnya ekstrak etanol mangrove Avicennia alba
dosis 250 mg/kgBB dan 500 mg/kgBB memiliki efek analgesik terhadap
mencit jantan yang diinduksi nyeri asam asetat 0,7%. Sedangkan pada
penelitian dosis ekstrak etanol daun sirsak 250 mg/kgBB memiliki
aktivitas analgesik pada tikus jantan yang diinduksi asam asetat dengan
proteksi geliat sebesar 48,16 % dan efektivitas geliat sebesar 75,71%.
Berdasarkan penelitian di atas menunjukkan bahwa ekstrak etanol daun
mangrove Avicennia alba dan daun sirsak (Annona muricata L.)
memiliki aktivitas analgesik sehingga pada penelitian ini menggunakan

kombinasi esktrak dua tanaman tersebut untuk mendapatkan



1.6

perbandingan dosis yang efektif sebagai analgesik sehingga dapat

mengurangi efek samping dari penggunaan obat kimia.

Hipotesis
Berdasarkan kerangka berpikir di atas dibuat hipotesis sebagai berikut :

Pemberian ekstrak etanol daun mangrove (Avicennia alba) dan daun
sirsak (Annona muricata L.) serta kombinasi ekstrak etanol daun
mangrove (Avicennia alba) dan daun sirsak (Annona muricata L.) dapat
meningkatkan aktivitas analgesik pada mencit (Mus musculus) dengan

metode writhing test.



1. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Nyeri

2.1.1 Definisi Nyeri

Menurut International Association for the Study of Pain (IASP) nyeri
didefinisikan sebagai suatu pengalaman sensorik dan emosional yang tidak
menyenangkan dan berhubungan dengan kerusakan jaringan aktual

(O’ Neil, 2008). Pada saat cedera, nyeri yang dirasakan diperantarai oleh
serabut mielin A delta. Setelah cedera awal, sinyal tentang kerusakan
jaringan akan berjalan lambat dengan diperantarai oleh serabut C tak
bermielin (Sherwood, 2014). Nyeri erat berkaitan dengan produksi
beberapa bahan kimia dalam tubuh yakni prostaglandin, histamin,
bradikinin, seratonin, dan kalium ion (Guyton et al., 2014). Semua
mediator nyeri itu merangsang reseptor nyeri (nosiseptor) di ujung-ujung
saraf bebas di kulit, mukosa serta jaringan lain dan demikian menimbulkan
antara lain reaksi radang dan kejang-kejang. Nosiseptor ini juga terdapat di
seluruh jaringan dan organ tubuh, terkecuali di sistem saraf pusat. Dari
tempat ini rangsangan disalurkan ke otak melalui jaringan lebat dari tajuk-
tajuk neuron dengan sangat banyak sinaps melalui sumsum tulang
belakang, sumsum lanjutan dan otak tengah, dari impuls talamus kemudian
diteruskan ke pusat nyeri di otak besar, sehingga impuls dirasakan sebagai
nyeri (Tjay dan Rahardja, 2007). Cedera pada sel-sel tubuh akan
menghasilkan pelepasan membran fosfolipid yang diubah oleh enzim
fosfolipase ke asam arakidonat. Enzim cyclooxygenase Il (COX-2) bekerja
pada asam arakidonat untuk menghasilkan prostaglandin proinflamasi
(Katzung, 2012).



2.1.2 Klasifikasi Nyeri

Berdasarkan patofisiologinya, nyeri terbagi menjadi :
1. Nyeri Akut

Nyeri akut adalah nyeri dengan durasi sensasi nyeri pendek dan
bertahan kurang dari 3 hingga 6 bulan. Nyeri akut dideskripsikan
sebagai nyeri yang terjadi setelah cedera akut, penyakit atau intervensi
bedah, dan memiliki awitan yang cepat dengan intensitas yang
bervariasi (ringan sampai berat) serta berlangsung kurang dari enam
bulan (Mubarak et al., 2015).Nyeri akut biasanya dapat diobati dengan
baik menggunakan obat golongan analgesik, NSAID atau opioid
(Khotib, 2006).

Nyeri akut pada perlukaan biasanya hilang seiring sembuhnya
perlukaaan. Nyeri akut meliputi nyeri nosiseptif, nyeri somatis atau
viseral pramedikasi, nyeri pra dan pasca operasi, nyeri pasca traumatis,
nyeri pasca melahirkan, sakit kepala akut, nyeri pada neuralgia terminal
(Tic Doloreux), nyeri intervensional (akibat prosedur diagnostik dan
terapetik), pankreatitis dan nyeri kolik lainnya (Kumar dan Svaha,
2011).

2. Nyeri Kronis

Nyeri kronis bertahan lebih lama hingga tenggang waktu dari 6 bulan
dan berkisar antara intensitas ringan hingga berat. Nyeri ini muncul
karena adanya kerusakan atau perubahan patofisiologi pada sistem
saraf, baik sentral maupun perifer. Nyeri kronis yang berkepanjangan
dapat menimbulkan berbagai perubahan yang signifikan dalam hal
perilaku, kemampuan dan gaya hidup. Nyeri kronis yang diasosiakan
dengan keganasan meliputi nyeri akibat kanker, AIDS, mutipel,
sklerosis, anemia sel sabit, obstruksi paru yang parah, gagal jantung
yang parah dan parkinson. Nyeri kronis yang disebabkan oleh inflamasi

dapat berlanjut mejadi nyeri nueropati karena adanya lesi pada saraf
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perifer maupun saraf pusat yang disebabkan oleh sensitisasi terus-

menerus dari mediator inflamasi. Keadaan nyeri dapat bertambah parah

seiring adanya stres, emosi, dan kondisi fisik namun dapat mereda oleh
relaksasi (O’Neil, 2008).

2) Mekanisme Nyeri

Tiga hal penting dalam mekanisme nyeri yakni: mekanisme nosisepsi,

perilaku nyeri, dan plastisitas nyeri (Soenarjo dkk, 2013).

1.

Mekanisme nosisepsi

a)

b)

d)

Proses transduksi adalah rangsang noksius dapat berasal dari
bahan kimia, seperti yang terjadi pada proses inflamasi
menimbulkan sensitisasi dan mengaktivasi reseptor nyeri. Bisa
juga diartikan sebagai pengubahan berbagai stimuli oleh reseptor
menjadi impuls listrik yang mampu menimbulkan potensial aksi
akhiran saraf.

Proses transmisi adalah penyaluran impuls saraf sensorik
dilakukan oleh serabut A delta bermyelin dan serabut C tak
bermyelin sebagai neuron pertama, kemudian dilanjutkan traktus
spinothalamikus sebagai neuronkedua dan selanjutnya di daerah
thalamus disalurkan sebagai neuron ketigasensorik pada area
somatik primer di korteks serebri.

Proses modulasi terjadi pada sistem saraf sentral ketika aktivasi
nyeridapat dihambat oleh analgesik endogen seperti endorphine,
sistem inhibisi sentral serotonin dan noradrenalin, dan aktivitas
serabut A beta.

Proses persepsi merupakan hasil akhir proses interaksi yang
kompleks, dimulai dari proses transduksi, transmisi, dan modulasi
sepanjang aktivasi sensorik yang sampai pada area primer
sensorik korteks serebri dan masukan lain bagian otak yang pada
gilirannya menghasilkan suatu perasaan subyektif yang dikenal

sebagai persepsi nyeri atau disebut dengan kesadaran akan
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adanya nyeri.

Mekanisme nosisepsi dalam tubuh ditampilkan dalam Gambar 1.

Marginal layer Jubstants
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Nucleus
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modulation D:;f:'
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tract J nerve
Peripheral
Gambar 1. Mekanisme Nosisepsi (Soenarjo dkk, 2013).
2.2 Analgesik

Analgesik atau obat penghilang rasa nyeri adalah zat-zat yang mengurangi
atau menghalau rasa nyeri tanpa menghilangkan kesadaran (perbedaan
dengan anestesika umum) (Tjay dan Rahardja, 2007).

Atas dasar kerja farmalogisnya, analgesik dibagi dalam dua kelompok
besar yaitu :

1) Analgesik Non-Narkotika

Analgesik non-narkotika adalah obat penghalang nyeri atau zat-zat
yang mengurangi atau menghalau rasa nyeri tanpa menghilangkan
kesadaran. Obat- obat ini mampu meringankan atau menghilangkan
rasa nyeri tanpa memengaruhi sistem saraf pusat atau menurunkan

kesadaran, juga tidak menimbulkan ketagihan. Oleh karena itu tidak
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hanya digunakan sebagai obat analgesik, melainkan juga pada demam
dan peradangan seperti encok (Tjay dan Rahardja, 2007).

Asam mefenamat merupakan contoh analgesik non-narkotika dan
termasuk golongan obat NSAID. Asam mefenamat merupakan
turunan asam antranilat yang berkhasiat sebagai analgesik, antipiretik
dan antiinflamasi yang cukup baik meskipun sifat anti-inflamasinya
dianggap kecil. Asam mefenamat digunakan pada nyeri ringan sampai
sedang termasuk sakit kepala, sakit gigi, nyeri pasca operasi dan
postpartum, dismenorea, gangguan muskuloskeletal dan sendi seperti
osteoarthritis dan rheumatoid arthritis, dan menorrhagia (Tjay dan
Rahardja, 2007; Sweetman, 2009). Struktur asam mefenamat dapat
dilihat pada Gambar 2.

COOH

,-'f \ f’r A
— >‘-_’<
Ha & CHz

Gambar 2. Struktur Asam Mefenamat (Sweetman, 2009).

Asam mefenamat merupakan analgesik yang berkhasiat lemah sampai
sedang yang diindikasikan pada nyeri ringan sampai sedang. Kerja
analgesik lemah mempengaruhi proses sintesis prostaglandin dengan
menghambat sistem siklooksigenase yang menyebabkan asam
arakhidonat dan asam-asam C,, tak jenuh lain menjadi endoperoksida
siklik. Endoperoksida siklik merupakan prazat dari prostaglandin serta
prazat dari tromboksan A, dan prostasiklin. Prostaglandin terlibat
dalam terjadinya nyeri dan demam serta reaksi radang. Sehingga
dengan dihambatnya siklooksigenasi, sintesis prostaglandin menjadi
terhambat (Mutschler, 2007).

Dosis oral asam mefenamat biasa adalah 500 mg tiga kali sehari.
Untuk pemula dosis awal 500 mg oleh 250 mg setiap 6 jam sesuai
kebutuhan. Asam mefenamat digunakan dalam pengobatan rasa sakit
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ringan sampai rasa sakit sedang pada orang dewasa dan remaja berusia
14 tahun atau lebih, dan dianjurkan tidak diberikan lebih dari 7 hari
(Sweetman, 2009).

2) Analgesik Narkotika

Anagesik narkotik disebut juga opioida adalah obat-obat yang daya
kerjanya meniru opioid endogen dengan memperpanjang aktivasi dari
reseptor- reseptor opioid. Zat-zat ini bekerja terhadap reseptor opioid
khas di sistem saraf pusat, hingga persepsi nyeri dan respons
emosional terhadap nyeri berubah (Tjay dan Rahardja, 2007).
Berdasarkan kerjanya pada reseptor, obat golongan opioid dibagi
menjadi agonis penuh (kuat) seperti morfin, agonis parsial (agonis
lemah sampai sedang) seperti kodein, campuran agonis dan antagonis
seperti buprenorfin, serta antagonis seperti nalorfin (Dewoto, 2012).

2.3 Uji Nyeri Akut pada Hewan Coba

Uji nyeri terhadap stimulus durasi pendek atau nyeri akut merupakan jenis
uji yang paling sering dilakukan. Uji ini dinilai cukup mendekati keadaan
alamiah sehingga stimulus yang diberikan berupa suhu, mekanik, dan
kimiawi (Conn et al., 2008). Stimulus noxious diberikan dalam jangka
waktu pendek dan dapat dihindari oleh hewan coba, sehingga
meminimalisasi kemungkinan pelanggaran etik. Prinsip umum uji nyeri akut
pada hewan coba yakni pemberian stimulus, dan kuantifikasi respon
behavioral berupa refleks menghindar maupun refleks rekuperatif (Fish et
al., 2011). Berikut berbagai metode uji nyeri akut yang dikelompokkan

berdasarkan stimulus noxious yang diberikan:

1. Stimulus Suhu
e Tail-flick

Dilakukan fiksasi/restrain pada hewan coba dengan ekor terjulur

pada bidang datar. Setengah distal ekor diberi stimulus termal
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berasal dari kumparan logam atau coil yang dipanaskan dengan
suhu dijaga konstan. Normalnya hewan coba merespon dengan
refleks berupa gerakan hentakkan ekor. Durasi antara waktu dengan
kontak ekor dengan stimulus dan waktu reflek menghindar dicatat

sebagai periode latensi (Mogil, 2009).

e Tail-immersion

Metode ini mirip dengan tail-flick, hanya saja stimulasi termal yang
diberikan pada 3-5 cm distal ekor berasal dari air panas (51°- 55°C)
(Mogil, 2009).

e Hot-plate

Hewan coba ditempatkan di atas hot-plate atau permukaan panas
dengan suhu dijaga antara 50°-56°C, dibiarkan bebas tanpa fiksasi.
Tetapi area lokomosi dibatasi oleh dinding silinder Plexiglas. Target
stimulus termal yakni telapak kaki belakang hewan coba. Reaksi
terhadap nyeri dapat berupa gerakan menjilat telapak kaki, bergetar,
atau meloncat. Periode latensi dicatat sebagai data (Mogil, 2009).

e Cold Stimuli

Termasuk metode yang jarang digunakan dibandingkan dengan
metode uji nyeri stimulus termal. Pada uji ini, aseton diaplikasikan
pada telapak kaki hewan coba. Ketika kontak dengan kulit aseton
akan terpavorasi dan menimbulkan sensasi dingin. Reaksi hewan
coba meliputi refleks menghindar, bergetar, dan menjilat telapak
kaki (Fish et al., 2011).

2. Stimulus Mekanik
e Tail —Clip

Hewan coba difiksasi dan bagian proksimal ekor dijepit erat terhadap

suatu objek. Periode latensi terhadap reaksi hewan coba berupa
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menjilat, menggigit maupun berusaha meraih ekor dicatat (Fish
et.al., 2011).

e Von Frey Filamen

Hewan coba diletakkan di dalam area berdinding plexiglas, dengan
permukaan lantai berupa jaring-jaring kawat dan dibiarkan bebas
tanpa fiksasi. Kemudian serat nilon diselipkan melalui celah jaring-
jaring kawat dan ditempelkan pada plantar belakang hewan uji coba.
Respon yang muncul dapat berupa refleks menghindar dari serat
nilon dan menjilat plantar dihitung dan dicatat (Fish et al., 2011).

3. Stimulus Kimiawi

e Formalin

Hewan coba diberi injeksi subkutan formalin 1-5% 20-50 pl di
bagian dorsal, atau di bagian plantar kaki belakang. Formalin
menyebabkan inflamasi, sehingga hewan coba bereaksi dengan
menjilat, menggigit ataupun mengangkat telapak kaki. Pengamatan
dilakukan hingga 40-90 menit pascainjeksi formalin. Pengamatan
terhadap reaksi dibagi menjadi fase awal/akut yang merupakan
respon dari injeksi formalin terhadap nosiseptor, dan fase akhir
yakni respon terhadap sensitisasi sentral serta inflamasi perifrer (Fish
etal., 2011).

e Writhing Test (Geliat)

Metode ini bertujuan menguji nyeri viseral. Hewan coba diberi
injeksi intraperitoneal asam asetat glacial 0,1-0,9% dengan dosis 10
ml/kg. Adanya reaksi berupa geliat atau writhing (gerakan
meregangkan torso dengan punggung membentuk lekukan ke arah
ventral) dihitung (Fish et al., 2011).
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Metode Writhing Test (Geliat)

Metode geliat adalah metode kimia yang digunakan untuk menginduksi
nyeri dari perifer dengan menyuntikan zat iritan seperti fenilquinon, asam
asetat pada hewan uji (Gawade, 2012). Uji geliat dipilih karena
merupakan uji yang paling banyak digunakan untuk mengukur respon
aktivitas analgesik pada saraf perifer dengan menggunakan rangsangan
kimiawi berupa injeksi asam asetat intraperitoneal. Asam asetat
digunakan karena dapat menyebabkan kerusakan jaringan sekitar untuk
sementara waktu, sehingga rangsangan akan dibawa ke otak dan
diinterpretasikan sebagai rasa nyeri perifer oleh serabut saraf tipe C
(Guyton dan Hall, 2011).

Menggeliat merupakan respons terang-terangan terhadap nyeri hebat yang
disebabkan oleh prinsip iritan melalui nosiseptor yang ditandai episode
retraksi perut dan peregangan tungkai belakang. Sinyal yang dikirimkan ke
sistem saraf pusat sebagai respons terhadap nyeri akibat iritasi
menyebabkan pelepasan mediator seperti prostaglandin yang berkontribusi
terhadap peningkatan sensitivitas terhadap nosiseptor (Gawade, 2012).
Metode ini dilakukan dengan memberikan suspensi uji asam asetat pada
setiap hewan coba secara intraperitoneal dan akan menimbulkan rasa nyeri
disebabkan karena rasa sakit akibat iritasi yang berat pada mukosa
membran rongga perut sehingga kedua kaki tertarik ke belakang,
meregang, dan perut menyentuh dasar permukaan lantai

(Syamsul et al., 2016). Pengamatan geliat ini dilakukan selama 60 menit
setiap 5 menit (Nurhidayati et al., 2022).
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Mencit (Mus musculus L.)

Menurut Lane-Petter, (1976) dan Ungerer, (1985) klasifikasi mencit

sebagai berikut :

Kerajaan : Animalia

Filum : Cordata

Kelas : Mamalia

Bangsa : Rodentia

Suku : Muridae

Marga : Mus

Jenis : Mus musculus Linneaus

Gambar 3. Mencit (Mus musculus)

Mencit merupakan hewan yang paling umum digunakan pada penelitian
laboratorium sebagai hewan percobaan, yaitu sekitar 40-80%. Pada
Gambar 3. mencit memiliki banyak keunggulan sebagai hewan percobaan
khususnya dalam penelitian biologi yaitu siklus hidup yang relatif pendek,
jumlah anak per kelahiran banyak, variasi sifat-sifatnya tinggi dan mudah
dalam penanganannya (Hasanah dkk, 2017). Mencit jantan secara umum
digunakan sebagai hewan uji karena mencit jantan memeiliki kondisi
hormonal yang lebih stabil dibanding mencit betina. Mencit jantan dengan
usia 2-3 bulan merupakan mencit dewasa muda yang memiliki keadaan
fisiologis yang optimum (Indarwati et al., 2015). Mencit mempunyai berat
badan 18-20 gram pada umur 4 minggu dan 30-40 gram pada umur 6
minggu atau lebih (Mutiarahmi et al., 2021).
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2.6 Mangrove (Avicennia alba)

2.6.1 Kilasifikasi Mangrove (Avicennia alba)

Mangrove dengan spesies Avicennia alba ini memiliki nama lokal
mangrove api-api, mangi-mangi putih, boak, koak, dan sia-sia
(Gambar 4). Mangrove ini dapat ditemukan di seluruh Indonesia, dari
India sampai Indo Cina, Malaysia hingga ke Filipina, dan Australia
tropis (Noor et al., 2006). Salah satu ciri khas dari spesies Avicennia
alba ini adalah pada bagian belakang daun bewarna pucat atau
keputihan, sehingga memiliki nama lokal mangrove api-api putih.
Pemanfaatan Avicennia alba ini selain buahnya bisa dimakan biasanya
sebagai kayu bakar dan bahan bangunan bermutu rendah. Sedangkan
getahnya digunakan untuk mencegah kehamilan. Keberadaan
Avicennia alba yang melimpah ini tentu sangat potensial (Noor et al.,
2006).

Adapun klasifikasi mangrove api-api menurut Worms (2014) adalah
sebagai berikut:

Kingdom : Plantae

Subkingdom : Viridiplantae

Infrakingdom . Streptophyta

Division : Tracheophyta
Subdivision . Spermatophytina
Class : Magnoliopsida
Superorder : Asteranae

Order : Lamiates

Family . Acanthaceae
Genus : Avicennia

Spesies : Avicennia alba Blume.
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Gambar 4. Tanaman mangrove (Avicennia alba) dan morfologi daun,

2.6.2  Morfologi Mangrove (Avicennia alba)

Mangrove api-api putih (Avicennia alba) memiliki anatomi belukar
atau pohon yang tumbuh menyebar dengan ketinggiannya mencapai
25 meter. Komunitas pohon membentuk sistem perakaran horizontal
dan akar nafas yang rumit. Umumnya akar nafas tersebut tipis,
berbentuk jari (atau bentuknya seperti asparagus) yang ditutupi oleh
lentisel. Kulit kayu luar berwarna keabuan atau gelap kecoklatan,
beberapa ditumbuhi tonjolan kecil, namun sebagian yang lain
memiliki permukaan yang halus. Bagian batang mangrove yang tua

terkadang ditemukan serbuk tipis.

Avicennia alba memiliki daun dengan permukaan halus, berwarna
hijau mengkilat pada bagian atas sedangkan bagian bawah daun pucat.
Unit daunnya sederhana dimana letaknya berlawanan. Daun berbentuk
lanset yakni seperti daun akasia namun terkadang elips dengan ujung
meruncing (Gambar 4). Ukuran daun rata-rata yakni 16 x 5 cm (Noor
et al., 2006). Menurut Tomlinson (1994), bahwasanya morfologi
daun sebagian besar tanaman bakau dapat diperhatikan dari
perkembangan biasa jaringan “tidak bewarna” atau dari segi

penyimpanan airnya, serta ketiadaan selubung vena sklerotik yang
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nyata. Meskipun demikian daun dari genus bakau yang berbeda dapat
dengan mudah dibedakan berdasarkan fitur anatomisnya.

Bunganya berbentuk trisula dan bergerombol bewarna kuning hampir
di sepanjang ruas tandan yang terletak diujung atau pada tangkai
bunga. Bunga ini memiliki formasi bulir berkisar antara 10-30 bunga
pertandan. Daun mahkota daun berjumlah 4 buah berwarna kuning
cerah dengan ukuran berkisar antara 3 — 4 mm. Bunga ini memiliki 5
buah kelopak bunga dan 4 buah benang sari. Buahnya berbentuk
kerucut seperti cabai atau kacang mente berwarna hijau muda
kekuningan dan terdapat semacam bulu halus pada permukaan buah.

Buah Avicennia alba memiliki ukuran 4 x 2 cm (Noor et al., 2006).

Akar tanaman ini memiliki sistem akar lateral yang luas dan
membentang beberapa meter tepat di bawah permukaan tanah
sehingga akar pernapasan tersebut berbentuk seperti pensil atau
pneumatophores yang menonjol secara vertikal keluar dari lumpur.
Akar ini membantu pohon untuk mendapatkan oksigen yang cukup.
Hal ini dikarenakan spesies Avicennia alba memiliki kecenderungan
untuk hidup di substrat lumpur dimana lumpur merupakan substrat
yang miskin oksigen. Spesies ini juga mampu mengeluarkan garam
melalui kelenjar garam di daunnya. Sekresi garam terjadi pada sebuah
celah kecil antara kutikula kelenjar dan daun Avicennia alba (Noor, et
al., 2006).

Potensial Bioaktif Mangrove (Avicennia alba)

Pemanfaatan berbagai jenis tumbuhan mangrove ( terutama jenis
pohon dari jenis marga Rhizopora, Brugueira, Avicennia dan
Sonneratia ) secara tradisonal oleh masyarakat pesisir di Indonesia
telah lama berlangsung sejak tumbuhan mangrove tersebut merupakan
pemanfaatan tingkat awal dari sumberdaya manusia berdasarkan

pengetahuan lokal masyarakat yang sampai saat ini tidak
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terdokumentasikan secara baik. Khusus untuk jenis api-api (Avicennia
sp.), masyarakat pesisir di Indonesia sudah sejak lama
memanfaatkannnya secara tradisonal untuk memenuhi kebutuhan
pangan seperti obat-obatan, kayu bakar, dan konstruksi bangunan

rumah dan pakan ternak (Kusmana et al., 2009).

Komponen fitokimia utama yang terkandung pada daun Avicennia
alba antara lain alkaloid, flavoniod, glikosida, steroid, tannin, dan
fenol. Banyak bahan kimia polifenol yang ditemukan pada tanaman
mangrove termasuk tannin dan flavonoid, terbukti memiliki beragam
sifat antidiare dan analgesik. Senyawa flavonoid dan triterpen
pentatasiklik dapat bertindak sebagai analgesik pada tikus (Roome et
al., 2008). Menurut penelitian Saikat et al, (2022) menunjukkan
bahwa daun Aviccennia alba dapat menyebabkan aktivitas analgesik,
antidiare, antiinflamasi, dan antidiabetik pada dosis hingga 500mg/kg
BB.

2.7 Sirsak (Annona muricata L.)
2.7.1 Klasifikasi Sirsak (Annona muricata L.)

Adapun Klasifikasi tanaman sirsak menurut Sunarjono, (2005)
sebagai berikut:

Kingdom : Plantae

Divisi : Spermatophyta

Sub divisi : Angiosparmae

Kelas : Dicotyledone
Ordo : Polycarpiceae
Famili ~ : Annonaceae
Genus : Annona

Spesies  : Annona muricata Linn (Sirsak)
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Sirsak (Annona muricata) adalah tumbuhan yang berasal dari Karibia,
Amerika Tengah dan Amerika Selatan. Di berbagai daerah Indonesia
dikenal sebagai nangka sebrang, nangka landa (Jawa), nangka
walanda, sirsak (Sunda), nangka buris (Madura), srikaya jawa (Bali),
deureuyan belanda (Aceh), durio ulondro (Nias), durian betawi
(Minangkabau), serta jambu landa (di Lampung). Penyebutan
"belanda™ dan variasinya menunjukkan bahwa sirsak (dari bahasa
Belanda: zuurzak, berarti kantung asam) didatangkan oleh pemerintah
kolonial Hindia-Belanda ke Nusantara, yaitu pada abad ke-19.
Indonesia merupakan salah satu negara yang mempunyai pohon sirsak
yang banyak (Adjie, 2011).

Morfologi Sirsak (Annona muricata L.)

Sirsak merupakan tanaman pohon setinggi 5-6 m, berdaun hijau, dan
menghasilkan buah berbentuk hati yang dapat dikonsumsi. Di
Indonesia tanaman sirsak menyebar dan tumbuh baik di dataran
rendah beriklim kering dan daerah basah dengan ketinggian 1000 m di
atas permukaan laut. Daun sirsak berwarna hijau berukuran panjang 6-
18 cm dan lebar 3-7 cm, bertekstur kasar, berbentuk bulat telur, ujung
daun lancip dengan tangkai daun 3-10 mm, permukaan atas daun
mengkilap sedangkan permukaan bawah daun kusam (Gambar 5).
Bunga tanaman sirsak merupakan bunga tunggal yang muncul dari
ketiak daun, cabang, ranting, atau pohon, buah sirsak berasal dari satu
bunga dengan bakal buah yang membentuk satu buah, memiliki buah
sisik halus, daging buah berwarna putih dan berserat dengan banyak
biji berwarna coklat kehitaman, dan permukaan yang mengkilap. Akar
berwarna coklat muda, bulat dengan perakaran tunggang (Taylor,
2005).



23

Apex Folii
Margo folli

Costae

Petiolus

Gambar 5. Tumbuhan sirsak (Annona muricata L.) dan morfologi daun

2.7.3 Kandungan Senyawa Sirsak (Annona muricata L.)

Menurut hasil uji fitokimia, infusa daun sirsak mengandung senyawa
flavonoid, tanin, dan saponin. Disebutkan bahwa kandungan daun
sirsak adalah senyawa quercetin 3-O-a-rhamnosyl-(1""—6")-
Bsophoro, kaempferol dengan bioaktivitas sebagai antioksidan6 dan
juga mengandung quercetin (George et.al., 2012). Senyawa flavonoid
berperan sebagai analgetik, yang mekanisme kerjanya adalah
menghambat kerja enzim siklooksigenase, dengan demikian akan
mengurangi produksi prostaglandin oleh asam arakidonat sehingga
mengurangi rasa nyeri. Tanin berperan dalam mencegah kerusakan
yang diakibatkan oleh bakteri dan jamur serta saponin berperan
sebagai pemacu pembentukan pembuluh darah baru dan kolagen pada
saat penyembuhan luka (Wulandari dan Aznam, 2018).
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I11.  METODE PENELITIAN

Waktu dan Tempat

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Desember 2023 — Januari 2024.
Dimulai dengan tahap aklimatisasi hewan uji yang dilaksanakan di Unit
Pemeliharaan Hewan Uji di Jurusan Biologi, Fakultas Matematika dan
IImu Pengetahuan Alam, Universitas Lampung. Selanjutnya untuk
determinasi daun mangrove (Avicennia alba) dan daun sirsak (Annona
muricata L.) serta membuat ekstrak etanol kombinasi daun mangrove
(Avicennia alba) dan daun sirsak (Annona muricata L.) di Laboratorium
Botani, Jurusan Biologi, Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan
Alam, Universitas Lampung. Tahapan berikutnya yaitu perlakuan dan
pengamatan dari hewan mencit dilaksanakan di Laboratorium Zoologi,
Jurusan Biologi, Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam,

Universitas Lampung.

Alat dan Bahan

Alat yang digunakan dalam penelitian ini yaitu satu set kandang mencit
(berukuran 20 cm x 30 cm, penutup berbahan kawat, wadah pakan dan
wadah minum sebanyak 25 buah), timbangan analitik untuk menimbang

berat badan mencit, suntik sonde 5 ml



sebanyak 5 buah, spuit injeksi 1 ml, corong buncher, blender, oven,
rotary evaporator, gelas ukur, erlenmayer, botol sampel, waterbath,
pinset, gunting, stopwatch, spatula, spidol, kertas saring, tampah,

sarung tangan dan masker.

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini yaitu hewan uji berupa
mencit jantan sebanyak 25 ekor, asam asetat 1%, etanol 70%, asam
mefenamat dalam Natrium karbosimetil selulosa (Na — CMC) 0,5%,
larutan Na — CMC 0,5%, ekstrak kombinasi daun mangrove

(Avicennia alba) dan daun sirsak (Annona muricata) serta aquades.

3.3 Penentuan Populasi dan sampel

3.3.1 Populasi

3.3.2

Populasi yang digunakan untuk penelitian ini adalah mencit jantan

25

(Mus musculus) berjumlah 25 ekor dengan kriteria sehat, berumur 3-4

bulan dengan berat badan £20-30 g. Mencit diperoleh dari Gang

Patriot No.52, Penengahan, Kecamatan Kedaton, Bandar Lampung.

Sampel

Penelitian ini bersifat eksperimental dengan 25 ekor mencit sebagai
hewan uji, metode yang digunakan adalah Rancangan Acak Lengkap
(RAL) yang dibagi dalam 5 kelompok perlakuan. Jumlah ulangan

dilakukan berdasarkan rumus federer (1963) yaitu :

(t-1)(n-1)>15

Keterangan :
n = besar sampel tiap kelompok

t = banyak kelompok
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Besar sampel yang dilakukan :

(5-1)(n-1)>15
4(n-1)>15
4n-4 >15
4n>19
n >4,75-5
n >5 tiap kelompok

Jadi sampel yang digunakan tiap kelompok percobaan sebanyak 5 ekor.
Oleh karena itu, penelitian kali ini menggunakan 25 ekor tikus yang
dibagi menjadi 5 kelompok. kelompok pertama adalah kelompok
kontrol negatif. Kelompok kedua adalah kelompok kontrol positif.
Kelompok ketiga, keempat dan kelima adalah kelompok perlakuan.
Dosis ekstrak mangrove digunakan mengacu pada penelitian Rahman et
al., (2011) yaitu dosis 250 mg/kgBB untuk tikus putih (Rattus
norvegicus). Dosis ekstrak daun sirsak mengacu pada penelitian Dju et
al., (2021) yaitu dosis 250 mg/kgBB untuk tikus putih (Rattus
norvegicus). selanjutnya seluruh dosis tersebut dikonversikan ke
mencit. Kelompok perlakuan tersebut dapat dilihat pada Tabel 1.
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Tabel 1. Kelompok Penelitian

No Perlakuan Uraian Keterangan
(P)
1 K- Mencit diberi induksi Na-  Kontrol negatif
CMC 0,5%
2 K+ Mencit diberi suspensi Kontrol positif

asam mefanamat 1 %

3 P1 Mencit diberi ekstrak Perlakuan
daun mangrove dengan
dosis 250 mg/kgBB

4 P2 Mencit diberi ekstrak Perlakuan
daun sirsak dengan dosis
250 mg/kgBB

5 P3 Mencit diberi kombinasi Perlakuan
daun mangrove dan sirsak
dengan dosis 250
mg/kgBB : 250 mg/kgBB

Setiap ekor disuntikkan 0,5 mI/20gBB mencit asam asetat 1 %

secara intraperitonial (i.p) (Wahyudi dan Gunardi, 2008)

3.4 Pelaksanaan Penelitian

3.4.1 Persiapan Hewan Uji

Sebelum diberi perlakuan, seluruh mencit diaklimatisasi selama 7
hari dengan diberi pakan secara teratur pada bak berbahan plastik
berukuran 20x30 cm dengan penutup berbahan kawat yang
dilengkapi wadah pakan dan wadah air minum. Aklimatisasi ini
dilakukan dengan tujuan agar mencit terbiasa dengan tempat tinggal
yang baru dan tidak mengalami stres. Kemudian sebelum perlakuan
dipuasakan selama 18 jam dan tetap diberi minum (Sasongko et al.,
2016).
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3.4.2 Persiapan Bahan Uji

1. Pengambilan sampel

Sampel bahan uji yang digunakan pada penelitian ini adalah daun
mangrove (Avicennia alba) dan daun sirsak (Annona muricata L).
Kriteria inklusi dari daun mangrove dan daun sirsak yang digunakan
adalah daun yang tidak terlalu tua dan tidak terlalu muda, diambil
pada tangkai ke 3-4 dari pucuk daun , bewarna hijau, segar, tidak
berlubang, dan bebas dari hama. Sementara kriteria eksklusi yaitu,
daun yang layu, tidak segar, bewarna kuning atau coklat, berlubang
dan berjamur. Sehingga dalam penelitian ini menggunakan sampel
yang memenubhi kriteria inklusi. Sampel Daun mangrove (Avicennia
alba) diperoleh dari Hutan Mangrove Peterongan Desa Gebang,
Kecamatan Padang Cermin, Kabupaten pesawaran, Bandar Lampung
sebanyak 1 kg. Sedangkan daun sirsak (Annona muricata) diperoleh

dari Kecamatan Teluk Betung Barat, Bandar Lampung sebanyak 1 kg.

2. Determinasi Tanaman

Determinasi daun mangrove (Avicennia alba) dan daun sirsak
(Annona muricata L) dilakukan di Laboratorium Botani, Jurusan
Biologi, Fakultas Matematika dan llmu Pengetahuan Alam,
Universitas Lampung dengan tujuan untuk membuktikan kebenaran
bahan daun mangrove dan daun sirsak. Hasil determinasi tanaman
menunjukkan bahwa hasil uji yang digunakan adalah tanaman
mangrove (Avicennia alba) dan sirsak (Annona muricata Linn.). Hasil

determinasi dapat dilihat pada Lampiran 1.
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3. Pengolahan Sampel

Daun mangrove (Avicennia alba) dan daun sirsak (Annona muricata
L) disortasi basah untuk membersihkan daun dari bagian daun yang
sudah tua bersama tangkainya. Selanjutnya daun dilakukan pencucian
dan dikeringkan selama 2 hari. Setelah kering dimasukkan ke dalam
oven pada suhu 50° C selama 3 jam. Simplisia disortasi kembali dari
pengotor yang tidak memenuhi syarat seperti bagian daun yang
hangus atau belum cukup kering. Kemudian simplisia dihaluskan
menggunakan blender dan diayak menggunakan ayakan mesh 40
(Indriani et al., 2020).

4. Pembuatan Ekstrak

Sampel serbuk ditimbang masing — masing 150 g , kemudian sampel
serbuk daun mangrove dan daun sirsak dimaserasi menggunakan
pelarut etanol 70 % selama 3 hari dengan pengadukan setiap hari
kemudian disaring. Residu dimaserasi ulang dengan 500 ml etanol 70
% dengan pengadukan setiap hari selama 2 hari, kemudian filtrat
disaring dan dipekatkan menggunakan rotary evaporator suhu 50° C
hingga diperoleh ekstrak kental. Untuk pengujian, ekstrak kental
disuspensikan dalam larutan CMC- Na 0,5% (Bajuber et al., 2020).

5. Pembuatan Dosis Ekstrak Daun Mangrove dan Daun Sirsak

Penentuan dosis ekstrak daun mangrove mengacu pada penelitian
Rahman et al., (2011) yaitu dosis 250 mg/kgBB memiliki aktivitas
analgesik pada tikus putih jantan yang diinduksi asam asetat 0,7%.
Sedangkan dosis ekstrak daun sirsak mengacu pada penelitian Dju et
al., (2021) yaitu dosis 250 mg/kgBB memiliki aktivitas analgesik pada
tikus putih jantan yang diinduksi asam asetat. Sehingga untuk
pemberian dosis ekstrak daun mangrove yang digunakan mencit perlu

dilakukan konversi tikus ke mencit. Perhitungan konversi tikus ke
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mencit menurut penelitian Wahyuni (2017). Pada penelitian tersebut
perhitungan dosis yang digunakan sebagai berikut :
e Perhitungan dosis ekstrak daun mangrove dan daun sirsak yaitu
250 mg/kgBB pada tikus

250mg 1000 g

x T30 g (rata—rata berat mencit

1000x g = 250 mg x 30 g

250mgx30g
1000 g

7,5 mg/30gBB mencit

X =

X

Selanjutnya dosis dibuat berdasarkan perbandingan ekstrak daun
mangrove dan daun sirsak sebagai berikut :
e Kelompok perbandingan 1:1 ( 7,5 mg/30gBB : 7,5 mg/30gBB

mencit)

Pemberian ekstrak daun mangrove dan sirsak pada mencit dibuat
dengan menggunakan larutan Na CMC 0,5% sebagai pelarut dan
sebagai kontrol negatif. Na CMC berperan sebagai suspending
agent yaitu suatu zat yang dapat mendispersikan ekstrak etanol
daun mangrove dan daun sirsak ke dalam air sehingga ekstrak
dapat tersebar dengan sempurna (Singh et al., 2008).

Pembuatan suspensi Na-CMC 0,5 %

Na-CMC 0,5% dibuat dengan memasukkan 0,5 gram Na-CMC
kemudian dilarutkan ke dalam 50 ml aquadest panas sambil diaduk
hingga semuanya terlarut dan terbentuk massa yang kental. Larutan
lalu dituang ke dalam labu ukur 100 ml dan ditambahkan aquadest
hingga volume 100 ml sehingga didapatkan Na- CMC 0,5%.
Sediaan larutan dimasukkan ke dalam botol (Nurfitri dkk., 2021).
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7. Pembuatan Suspensi Asam Mefenamat

Suspensi asam mefenamat dibuat dengan cara menimbang serbuk
asam mefanamat dan ditambahkan Na-CMC sedikit demi sedikit
sambil diaduk hingga volume 100 ml sampai terbentuk larutan
suspensi. Dosis asam mefenamat ditentukan berdasarkan faktor
konversi dosis manusia. Dosis lazim asam mefenamat adalah 500
mg sekali pakai. Konversi dosis manusia dengan berat badan
mencit 70 kg ke mencit adalah 0,0026 (Lara et al., 2021).
Konversi dosis asam mefenamat pada mencit
=500 mg x 0,0026
= 1,3 mg/ 20gbb mencit

8. Pembuatan Asam Asetat 1%

Larutan uji asam asetat dibuat dengan mengencerkan asam asetat
glasial 1ml dalam 100 ml aquades pada labu ukur. Volume asam
asetat yang akan diberikan 0,5ml /20gbb mencit dan diinjeksikan
secara peritoneal ke hewan coba sesuai dengan berat badan mencit
(Wahyudi dan Gunardi, 2008).

Penginduksian asam asetat glasial 1 % dengan cara penyuntikan
intraperitonial, hewan dipegang punggungnya sehingga kulit
abdomennya menjadi tegang. Pada saat penyuntikan posisi kepala
mencit lebih rendah dari abdomennya. Cara penyuntikan dengan
memiringkan jarum di bagian tepi abdomen dari garis tengah untuk
menghindari kandung kemih dan jangan terlalu tinggi agar tidak
mengenai hati (Sinata dan Lutfi, 2020).
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Prosedur Pengujian Aktivitas Analgesik

Hewan coba mencit jantan berumur 3 bulan dengan berat badan 25-
30 gram sebanyak 25 ekor. Diadaptasikan dengan lingkungan
laboratorium dengan sekitar + 2 minggu dengan tujuan membiasakan
hidup dalam lingkungan. Selanjutnya, mencit dikelompokkan secara
acak ke dalam 5 kelompok yang terdiri dari 6 ekor mencit. Ekor
mencit ditandai dengan spidol untuk memudahkan pengamatan.
Hewan percobaan dipuasakan +18-24 jam, namun tetap diberi
minum. Masing-masing mencit ditimbang menggunakan timbangan

dan dicatat hasilnya.

Pengujian aktivitas analgesik pada kelompok kontrol negatif K(-)
dilakukan pemberian Na-CMC 0,5% secara peroral. Pada kelompok
kontrol positif K(+) mencit diberikan asam mefenamat secara
peroral. Kelompok perlakuan 1 (P1) mendapatkan perlakuan
pemberian ekstrak daun mangrove dengan dosis 250 mg/kgBB.
Kelompok perlakuan 2 (P2) mencit mendapat perlakuan ekstrak
etanol daun sirsak dengan dosis 250 mg/kgBB mencit. Selanjutnya
mencit diberikan perlakuan 3(P3) dengan perbandingan 1:1 yaitu
250 mg/kgBB : 250 mg/kgBB mencit. Seluruh mencit diberikan

suspensi ekstrak secara peroral dengan berurutan.

Setelah 30 menit, pemberian zat uji diinjeksikan secara
intraperitoneal (1.P) larutan asam asetat 1% dengan 0,5 ml/20gbb.
Mencit yang diinduksi asam asetat 1% ditempatkan pada platform
pengamatan. Geliat Mencit dihitung yang terjadi tiap selang waktu 5
menit selama 1 jam ditandai dengan timbulnya geliat yaitu kedua
kaki tertarik ke belakang, meregang, dan perut menyentuh dasar
permukaan lantai (Syamsul et al., 2016). Mencit dihitung persentase
proteksi geliat dan persentase efektivitas analgesik pada masing-
masing kelompok dosis dengan menggunakan rumus (Winarti dan
Wantiyah, 2011) :
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jumlah geliat rataan kelompok uji

Y%proteksi = 100 — x 100%)

jumlah geliat rataan kontrol negatif
Persentase efektivitas analgesik dihitung menggunakan rumus
berikut (Winarti dan Wantiyah, 2011):

Y%proteksi bahan uji

OE fektivitas — 1009
WE fektivitas %proteksi kontrol positifx ’

3.4.4 Analisis Data

Data yang diperoleh dari pengujian tersebut adalah jumlah geliat mencit
dalam interval waktu tertentu. Data jumlah geliat mencit dihitung
persentase proteksi geliat dan presentase efektivitas analgesik untuk
mengetahui serta membandingkan aktivitas analgesik pada masing-
masing perlakuan dengan kelompok kontrol. Data hasil pengamatan
disajikan dalam bentuk tabel, grafik dan dianalisis secara statistik
dengan one way ANOVA dengan uji lanjut Least Signifinance
Difference (LSD) pada taraf signifikasi 5% untuk mengetahui

signifikasi perbedaan antar setiap kelompok perlakuan.
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Diagram alir penelitian yang dilaksanakan di Laboratorium Zoologi

Jurusan Biologi Fakultas Matematika dan limu Pengetahuan Alam

Universitas Lampung dapat dilihat pada Gambar 6.

25 ekor mencit, jantan, usia 3-4 bulan, berat 20-30 g

Pembuatan Ekstrak

Aklimatisasi selama 7 hari

\

Pemberian Perlakuan

Gambar 6. Diagram Alir Penelitian

\! )
K- K+ P1 P2 P3
: 7 l
( N )
Pakan Pakan Pakan Pakan Pakan
Standar Standar Standar + Standar + Standar
+ Na- + Asam Ekstrak Ekstrak +
CMC Mefena Mangrov Sirsak Ekstrak
0,5% mat e 75 7,5 Kombina
mg/20gB mg/20gB si Sirsak
. J L J L J \L J \ J/
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y
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