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ABSTRAK

Potensi Ekstrak Etanol Herba Sawi Langit (Cyanthilliumcinereum
(L.) H. Rob.) sebagai Antidiare Pada Mencit Jantan (Mus
musculus)

PRIMADIAN HARMASTUTI

Diare merupakan gejala gangguan saluran pencernaan yang menimbulkan
peradangan dan kasusnya terjadi setiap tahun, apabila tidak segera ditangani
menimbulkan diare kronis seperti penyakit bowel sindrom, penyakit radang usus,
dan penyakit seliak. Salah satu pengobatan diare adalah pengobatan herbal yang
mudah dijangkau masyarakat. Ekstrak Etanol Herba Sawi Langit (Cyanthillium
cinereum (L.) H. Rob.) atau EEHSL mengandung senyawa flavonoid, tanin, dan
saponin yang diketahui mampu mensintesis prostaglandin, meningkatkan
kekebalan lapisan mukosa, dan menghambat pelepasan histamin pada saluran
cerna, sehingga diare dapat diatasi. Penelitian ini bertujuan mengetahui senyawa
fitokimia, total kadar senyawa flavonoid, tanin, dan saponin serta mengetahui dosis
EEHSL yang signifikan memberi pengaruh antidiare pada mencit jantan BALB/c
(Mus musculus) yang diinduksi minyak jarak. EEHSL diperoleh menggunakan
metode sokletasi. Senyawa fitokimia yang teridentifikasi adalah flavonoid, tanin,
saponin, fenol, steroid, dan alkaloid. Kelompok perlakuan meliputi Kelompok |
kontrol normal (Aquadest), Kelompok 11 kontrol negatif (0,75 mL minyak jarak),
Kelompok 111 kontrol positif (0,0078 mg/kgBB), Kelompok IV-VI merupakan
perlakuan EEHSL (200, 400, 600 mg/kgBB). Perlakuan obat dan ekstrak diberikan
satu kali setelah 1 jam diberikan induksi minyak jarak dan aktivitas antidiare pada
mencit diamati selama 7 jam. Nilai rendemen EEHSL sebesar 13,07%. Total kadar
flavonoid, tanin, dan saponin berturut — turut sebesar 125,09 mgQE/g, 417
mgTAE/g, dan 24,45 mgSE/g. Hasil menunjukkan bahwa EEHSL berpengaruh
(p<0,05) terhadap penurunan diare ditinjau dari berat feses, konsistensi feses,
frekuensi diare, durasi diare dan evaluasi Diarrhea Index pada mencit dan dosis
EEHSL 200 mg/kgBB merupakan dosis optimal. Mengacu pada hasil yang didapat
maka EEHSL berpotensi sebagai obat herbal antidiare.

Kata Kunci : Antidiare, Ekstrak Etanol Herba Sawi Langit/EEHSL (Cyanthillium
cinereum (L.) H. Rob.), Minyak Jarak

Xiv



ABSTRACT

Potential of Sawi Langit (Cyanthillium cinereum (L.) H. Rob.)
Herb Ethanol Extract as an Antidiarrheal in Male Mice (Mus
musculus)

PRIMADIAN HARMASTUTI

Diarrhea is a symptom of digestive tract disorders that cause inflammation, and
cases occur every year. If not treated immediately, it can cause chronic diarrhea
such as bowel syndrome, inflammatory bowel disease, and celiac disease. One of
the treatments for diarrhea is herbal medicine, which is easily accessible to the
public. Ethanol Extract of Sawi Langit Herb (Cyanthillium cinereum (L.) H. Rob.)
or EEHSL contains flavonoids, tannins, and saponins that are known to be able to
synthesize prostaglandins, increase the immunity of the mucous layer, and inhibit
the release of histamine in the gastrointestinal tract, so that diarrhea can be
overcome. This study aims to determine the phytochemical compounds, the total
levels of flavonoids, tannins, and saponins, and the significant dose of EEHSL to
have an antidiarrheal effect on male BALB/c (Mus musculus) mice induced by
castor oil. EEHSL was obtained using the soxhletation method. The identified
phytochemical compounds are flavonoids, tannins, saponins, phenols, steroids, and
alkaloids. The treatment groups included Group I, a normal control (Aquadest),
Group 11, a negative control (0.75 mL of castor oil), Group Ill, a positive control
(0.0078 mg/kg BW), and Groups IV-VI, EEHSL treatments (200, 400, and 600
mg/kg BB). Drug and extract treatment was given once after 1 hour of castor oil
induction, and antidiarrheal activity in mice was observed for 7 hours. The EEHSL
yield value is 13.07%. Total levels of flavonoids, tannins, and saponins were 125.09
mg QE/g, 417 mg TAE/g, and 24.45 mg SE/qg, respectively. The results showed that
EEHSL had an effect (p>0.05) on decreasing diarrhea in terms of stool weight, stool
consistency, frequency of diarrhea, duration of diarrhea, and evaluation of the
Diarrhea Index in mice, and an EEHSL dose of 200 mg/kg BB was the optimal
dose. Referring to the results obtained, EEHSL has the potential to be an anti-
diarrhea herbal medicine.

Keywords : Antidiarrheal, Sawi Langit (Cyanthillium cinereum (L.) H. Rob.)
Herb Ethanol Extract/EEHSL, Castor oil
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BAB |
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang Masalah

Diare merupakan gejala gangguan saluran pencernaan akibat
konsumsi makanan dan minuman yang tercemar bakteri, parasit, virus, dan
benda asing, sehingga ketika masuk ke saluran pencernaan menimbulkan
masalah pencernaan seperti peradangan pada lapisan mukosa usus hingga
diare akut bahkan kronis (Barr et al., 2014). Gejala klinis ditandai dengan
frekuensi buang air besar encer yang lebih dari 3 kali dalam sehari, sakit
perut disertai nyeri, mual, dan kembung. Peradangan terjadi pada lapisan
mukosa usus halus maupun kolon pada usus besar akibat infeksi, mekanis,
dan agen iritan sehingga daya serap air di usus terhambat (Putra et al., 2020).
Peradangan yang tidak segera ditangani dapat menimbulkan diare kronis
hingga timbulnya penyakit bowel sindrom, penyakit radang usus, penyakit
seliak, dan kolitis mikroskopis (Burgers et al., 2020).

Secara mekanis, penyebab peradangan pada lapisan mukosa saluran
pencernaan adalah kualitas sumber air minum, sanitasi lingkungan, dan
penggunaan obat — obatan. Diare juga terjadi pada kejadian intoleran
terhadap laktosa susu sehingga menimbulkan malabsorpsi (Musdja dan
Azrifitria, 2007). Di Indonesia, berdasarkan data Ditjen Pencegahan dan
Pengendalian Penyakit Kemenkes RI, 2022, jumlah kasus penyakit diare
pada tahun 2020 sebanyak 7.318.417 jiwa kemudian pada tahun 2021
mengalami peningkatan sebesar 7.350.708 jiwa. Kasus tersebut tidak hanya
terjadi pada orang dewasa saja tetapi juga pada balita hingga anak-anak
yang kasus kematiannya tinggi sebesar 201 kasus pada tahun 2020 dan 239
kasus pada tahun 2021. Pemicu lain kasus diare setiap tahunnya adalah
kurangnya pengetahuan yang tepat terhadap penyakit diare dan
penyebabnya serta beban ekonomi biaya perawatan di puskesmas maupun

rumah sakit terhadap penyakit diare akut mengakibatkan terhambatnya



perawatan diare pada golongan masyarakat tertentu (Syahrani et al., 2020;
Thobari et al., 2022).

Loperamide adalah salah satu obat diare dari kelompok opiat. Obat
ini efektif dalam penghambatan gerak peristaltik usus sehingga penyerapan
di saluran pencernaan dapat berjalan dengan baik serta konsistensi dan
frekuensi feses kembali normal (Eggleston et al., 2019). Namun,
penggunaan loperamide yang terus menerus memberikan efek samping
negatif bagi jantung seperti gangguan ritme jantung dan gangguan konduksi
jantung (Eggleston et al., 2019). Oleh karena itu, pengembangan obat
alternatif menggunakan tanaman herbal perlu dilakukan untuk mengurangi
penggunaan obat diare komersial dan mengurangi efek samping yang
ditimbulkan. Tanaman sebagai obat herbal telah dikenal oleh masyarakat
karena ketersediaan yang melimpah di alam, sehingga mudah diperoleh.

Tanaman yang mengandung senyawa fitokimia dan telah diketahui
memiliki aktivitas antidiare adalah herba sawi langit Vernonia cinerea
(sinonim Cyanthillium cinereum (L.) H. Rob.) yang menggunakan tikus
albino betina mampu meminimalisir gerak peristaltik usus pada dosis 100
dan 200 mg/kgBB yang ditunjukkan melalui parameter penghambatan
waktu pertama kali diare (Onset diare) dan penurunan jumlah feses berair
(Ganesh et al., 2011). Menurut Astuti et al. (2019), ekstrak etanol daun
afrika (Vernonia amygdalina) menggunakan mencit jantan pada dosis 400
mg/kgBB yang mengandung senyawa fitokimia flavonoid, tanin, saponin,
alkaloid, dan steroid mampu mengurangi frekuensi diare, konsistensi feses
berair, dan berat feses. Fraksi karbon tetraklorida dari ekstrak metanol
batang, kulit batang, dan daun Vernonia cinerea pada dosis 250 mg/kgBB
dan 500 mg/kgBB tidak menunjukkan aktivitas antidiare pada mencit swiss
albino (Haque et al.,, 2013). Ketersediaan tanaman sawi langit yang
melimpah di alam karena mudah tumbuh di iklim tropis. Oleh sebab itu,
tanaman ini mudah dijumpai di pekarangan rumah maupun tepi jalan
apabila digunakan sebagai alternatif pengobatan diare. Tanaman sawi langit

juga memiliki kandungan senyawa fitokimia seperti flavonoid, tanin, dan



saponin yang berpotensi sebagai antidiare (Anas et al., 2012; Setyawati et
al., 2015; Sulaiman et al., 2021).

Di Indonesia, pemanfaatan tanaman sawi langit sebagai alternatif
obat diare masih jarang dilakukan, meskipun beberapa penelitian terdahulu
telah membuktikan aktivitas antidiare herba famili Asteraceae khususnya
sawi langit (Cyanthillium cinereum (L.) H. Rob.). Penelitian — penelitian
tersebut berfokus pada evaluasi diare berdasarkan parameter konsistensi
feses, jumlah feses berair, berat feses, dan onset diare serta metode ekstraksi
menggunakan maserasi dan fraksinasi ekstrak. Parameter — parameter lain
yang perlu dilakukan dan belum ada pada penelitian sebelumnya untuk
melihat aktivitas antidiare sawi langit pada mencit jantan yakni berat feses,
frekuensi diare dan persen inhibisi defekasi feses, konsistensi feses, onset
diare, durasi diare, dan evaluasi tingkat kejadian diare menggunakan
Diarrhea Index serta metode ekstraksi menggunakan sokletasi. Penelitian
ini diharapkan dapat memberikan informasi ilmiah tentang senyawa
fitokimia dan total kadar senyawa fitokimia yang memberikan aktivitas
antidiare dan variasi dosis EEHSL secara signifikan mampu memberikan
pengaruh antidiare pada mencit jantan.

1.2 Rumusan Masalah
1.2.1 Senyawa fitokimia apa saja yang terdapat pada EEHSL?
1.2.2 Berapa kandungan flavonoid, tanin, dan saponin total EEHSL?
1.2.3 Berapakah dosis EEHSL yang signifikan memberi pengaruh

antidiare pada mencit jantan (Mus musculus)?

1.3 Hipotesis Penelitian
Variasi dosis EEHSL memberikan efek antidiare pada mencit jantan (Mus

musculus) yang berbeda.

1.4 Tujuan Penelitian

1.4.1 Mengetahui senyawa fitokimia yang terdapat pada EEHSL.
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Mengetahui kandungan flavonoid, tanin, dan saponin total pada
EEHSL.
Mengetahui dosis EEHSL yang signifikan memberi pengaruh

antidiare pada mencit jantan (Mus musculus).

1.5 Manfaat Penelitian
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Bagi Dunia Kesehatan

1. Hasil penelitian diharapkan dapat menjadi sumber informasi
ilmiah dalam pengembangan dan pemanfaatan tanaman sawi
langit sebagai alternatif obat diare.

2. Memperkaya inventaris tanaman herbal sebagai antidiare yang
ada di Indonesia.

Bagi Masyarakat

Memberikan informasi tentang potensi herba sawi langit sebagai

obat diare.

Bagi Peneliti

1. Menambah pengetahuan terkait aktivitas antidiare.

2. Penelitian ini menjadi dasar penelitian untuk penelitian

selanjutnya.



BAB Il
TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Tanaman Sawi Langit (Cyanthillium cinereum (L.) H. Rob.)

Cyanthillium cinereum (L.) H. Rob merupakan tanaman jenis herba
tahunan yang banyak tumbuh di daerah tropis seperti benua Asia dan sebagian
benua Afrika serta Amerika (Dogra dan Kumar, 2015). Pada masing-masing
daerah di Indonesia penyebutan atau nama lokal tumbuhan Cyanthillium
cinereum (L.) H. Rob. ini beraneka ragam, seperti buyung, pidak bangkong
(Jawa), sasawi langit, capeu tuhur (Sunda), gofu mutiara (Ternate), digo
(Halmahera Barat) (Setyawati et al., 2015; Wakhidah dan Pradana, 2017) dan
lain sebagainya. Klasifikasi dari tumbuhan Cyanthillium cinereum (L.) H. Rob.
adalah sebagai berikut (ITIS, 2022):

Kingdom : Plantae

Divisi : Tracheophyta

Kelas : Magnoliopsida

Ordo : Asterales

Famili : Asteraceae

Genus : Cyanthillium

Spesies : Cyanthillium cinereum (L.) H. Rob.

Morfologi dari masing — masing bagian tanaman sawi langit ditunjukkan pada
Gambar 2.1.

-

Gambar 2.1. Bagian tanaman sawi langit. Bunga sawi langit (Lavendulan,
2022)?, Daun sawi langit (Collantes, 2022)°, Batang sawi langit
(Atmaja, 2022)¢, Akar sawi langit (Dass, 2022)".



Tanaman sawi langit (Cyanthillium cinereum (L.) H. Rob.) memiliki
batang yang tegak agak berserat, ramping, memiliki bulu-bulu halus,
percabangannya banyak, mempunyai kelenjar dengan tinggi mencapai 30 — 130
cm (Nwaogaranya dan Mbaekwe, 2015). Bentuk daunnya oval, bagian tepi
daunnya bergelombang/bergerigi, berselang-seling, memiliki panjang 2 — 6 cm,
lebar 0,5 — 3,5 cm tidak terlalu lebat dan pada permukaan daunnya terdapat bulu
halus. Tanaman sawi langit memiliki sistem perakaran tunggang. Bunga sawi
langit ada yang berwarna ungu, merah muda, dan putih, berbentuk seperti
tabung, dalam satu tangkai tanaman ada = 20 kepala bunga, dengan diameter
2,5 mm, dan panjang kepala bunga 6 — 7 mm. Pada saat mekar, bunganya
menyerupai rambut-rambut halus dengan panjang 4 — 5 mm (Setyawati et al.,
2015).

2.1.1 Habitat dan Distribusi
Tanaman sawi langit (Cyanthillium cinereum (L.) H. Rob.)
merupakan tanaman jenis herba tahunan yang banyak tumbuh di daerah
tropis seperti benua Asia dan sebagian benua Afrika serta Amerika
(Dogra dan Kumar, 2015). Tanaman sawi langit biasanya ditemukan di
pinggir jalan, pekarangan, dan kebun. Tanaman sawi langit dapat
ditemukan di beberapa wilayah seperti Afrika, Arab, Baluchistan, Sri
Lanka, Bombay, Himalaya, Sikkim, Assam, Madras, Bangladesh,
Burma, Kepulauan Andaman, Ceylon, Thailand, Kamboja, Laos,
Vietnam, Cina (Hainan), Taiwan, Jepang, Filipina (Luzon, Mindanao),
Australia, Indonesia (Jawa, Kalimantan, Maluku, Sumatera, Sulawesi,
dll (Setyawati et al., 2015).
2.1.2 Manfaat
Pemanfaatan tumbuhan Cyanthillium cinereum (L.) H. Rob.
sebagai pengobatan tradisional telah banyak dikembangkan di Negara
India dan China karena mempunyai khasiat terapi seperti antiviral,
antiinflamasi, antikanker, antidiabetes, antimalaria, antiyeast,
antidiuretik, dan antibakteri (Haque et al., 2013; Dogra dan Kumar,
2015; Alara et al., 2018). Penelitian Chandra et al. (2019) melaporkan



2.1.3

bahwa ekstrak Vernonia cinerea memberikan efek kemoterapi pada
dosis 200 mg/kg pada tikus yang diinduksi neuropatik. Penelitian
Haque et al. (2013) melaporkan bahwa dosis 500 mg/kg ekstrak kulit
batang, batang, dan daun Vernonia cinerea mampu menurunkan kadar
glukosa dalam darah mencit. Penelitian Sonibare et al. (2016)
melaporkan bahwa ekstrak fraksi etil asetat daun Vernonia cinerea
menunjukkan aktivitas antioksidan dengan nilai ICs, sebesar 6,50
pg/mL dan menunjukkan kerentanan tinggi terhadap Candida albicans
(aktivitas antibakteri) dengan nilai MIC sebesar 1,56 mg/mL serta
MBC sebesar 3,31 mg/mL . Pada pengobatan Aryuveda di Negara
India, ekstrak tumbuhan Cyanthillium cinereum (L.) H. Rob. digunakan
untuk mengobati penyakit seperti keputihan, bisul, filariasis, gangguan
hematologi, gangguan pencernaan, pityriasis versicolor (Dogra dan
Kumar, 2015). Air rebusan seluruh bagian tanaman sawi langit
dipercaya dapat mengobati diare, sakit perut, dan batuk (Sulaiman et
al., 2021). Di Indonesia khususnya Desa Tuada, Halmahera Barat,
tanaman ini dimanfaatkan sebagai obat untuk mengatasi bengkak
dengan cara daunnya diremas atau ditumbuk kemudian ditempelkan
pada bagian yang bengkak (Wakhidah dan Pradana, 2017).
Kandungan Senyawa Fitokimia

Tanaman sawi langit (Cyanthillium cinereum (L.) H. Rob.)
mengandung senyawa fitokimia antosianin, flavonoid, glikosida
fenolik, asam fenolik, sesquiterpene laktone, alkaloid, terpenenoid,
saponin, dan senyawa fenolik seperti tanin serta vernolide-A,
vernolide-B (Kuo et al., 2003; Youn et al., 2012; Konaté et al., 2015;
Alara et al., 2018; Sulaiman et al., 2021). Bagian bunga memiliki
kandungan senyawa sesquiterpene laktone (Youn et al., 2012). Bagian
daun tanaman sawi langit memiliki kandungan senyawa fitokimia
urticifolene, lutein salah satu jenis carotenoid, triterpenoid jenis
sitosterol, stigmasterol, lupeol, dan B- sitosterol, 12- oleanen-3- ol-3f-

acetate (Kuo et al., 2003; Haque et al., 2012). Bagian batang maupun



kulit batang memiliki kandungan senyawa fitokimia stigmasterol,
lupeol, dan B-sitosterol, 12- oleanen-3-ol-3B-acetate (Haque et al.,
2012). Pada bagian akar, tanaman sawi langit memiliki kandungan
senyawa fitokimia B-amyrin acetate, f-amyrin dan o-amyrin, d-amyrin
acetate dan a-amyrin acetate (Misra et al., 1984).

Pada penelitian Alara et al. (2018), sampel ekstrak daun
Vernonia cinerea yang diekstraksi menggunakan metode sokletasi
dengan pelarut etanol 60% menghasilkan nilai rendemen terbaik
sebesar 10,01 + 0,85% b/b dengan total kadar fenol dan flavonoid
berturut — turut sebesar 53,96 + 1,45 mgGAE/g dan 30,09 = 0,44
mgQE/g. Penelitian Alara et al. (2019), ekstrak daun Vernonia
amygdalina yang diekstraksi menggunakan metode sokletasi dengan
pelarut 60% mengandung flavonoid, triterpenoid, alkaloid, saponin,
tanin, fenol, steroid, dan glikosida dengan total kadar fenol dan
flavonoid berturut — turut sebesar 70,33 + 2,11 mgGAE/g dan 63,82 +
0,99 mgQE/g. Penelitian lainnya, ekstrak seluruh bagian tanaman
Vernonia cinerea diekstraksi menggunakan metode sokletasi dengan
pelarut metanol dan dianalisis  menggunakan metode HPTLC
menghasilkan ekstrak polar (alkaloid kuarter dan N-oksida) sebesar
9,67% (Sapale et al., 2020).

Penelitian Mahbubah et al. (2020) dan Anas et al. (2012)
menyatakan bahwa senyawa fitokimia yang berperan penting dalam
aktivitas antidiare adalah flavonoid dan tanin. Hal tersebut dikarenakan
flavonoid dan tanin memberi efek antibakteri, meminimalisir motilitas
usus, dan meminimalisir sekresi atau elektrolit pada usus (Konaté et al.,
2015). Peradangan juga dapat diminimalisir sehingga pori-pori pada
lapisan mukosa usus mengecil dan pengeluaran air serta elektrolit yang
berlebihan dapat terhambat. Dengan begitu daya serap cairan di sistem
pencernaan dapat berlangsung dengan baik dan diare dapat diatasi.
Selain kedua jenis senyawa fitokimia di atas, senyawa fitokimia

saponin juga berperan dalam mekanisme antidiare dengan mencegah



lepasnya histamin yang menyebabkan daya serap cairan pada saluran
pencernaan berlangsung secara optimal (Astuti et al., 2019).

2.2 Diare

Diare adalah salah satu gejala gangguan pencernaan yang berpotensi
menjadi Kejadian Luar Biasa (KLB) karena adanya kasus kematian di
berbagai usia terutama pada balita hingga anak — anak. Menurut data
Kementerian Kesehatan Republik Indonesia tahun 2011, kasus penyakit diare
dengan kematian tertinggi di Indonesia pada golongan balita hingga anak-
anak, sehingga penyakit ini dianggap penyakit yang tidak dapat dianggap
ringan/sepele meskipun telah ditetapkannya tata penanganan dan pencegahan
penyakit diare. Menurut Amin (2015), umumnya diare terjadi karena virus,
bakteri, protozoa, dan cacing (helminthes). Jenis diare dibedakan menjadi dua
yaitu diare akut dan diare kronis. Diare akut merupakan salah satu jenis diare
dengan jumlah/frekuensi buang air besar encer yang terjadi lebih dari 3 kali
dalam sehari dan berlangsung kurang dari 2 minggu. Diare kronis terjadi
ketika frekuensi buang air besar encer berlangsung lebih dari 4 minggu (Amin,
2015; Burgers et al., 2020).

Diare akut umumnya dapat terjadi karena disebabkan oleh agen infeksi
atau non-infeksi. Agen infeksi adalah patogen seperti bakteri, virus, dan
parasit sementara agen non-infeksi adalah alergi, cacat anatomis, malabsorpsi,
keracunan makanan, dan neoplasma. Kedua jenis agen penyebab diare
tersebut meminimalisir daya serap air pada saluran pencernaan, sehingga
terjadi ketidakseimbangan elektrolit. Perbedaan dari kedua jenis agen tersebut
adalah agen infeksi seperti bakteri akan menyerang sel mukosa usus hingga
terjadi peradangan kemudian timbul darah dalam feses. Gejala klinis ditandai
dengan konsistensi feses encer, frekuensi buang air lebih dari 4 kali dalam
sehari, disertai muntah, badan lemas, dan nafsu makan berkurang. Diare akut
biasanya akan sembuh dengan sendirinya karena hanya berlangsung 3 —4 hari.
Penyebab diare kronis adalah sindrom iritasi usus besar atau bowel sindrom,

penyakit radang usus, penyakit seliak, dan kolitis mikroskopis. Penyebab
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lainnya adalah iskemia usus, infeksi, efek terapi radiasi, dan kanker usus besar
atau polip. Gejala Kklinis ditandai dengan konsistensi feses encer, frekuensi
buang air lebih dari 4 kali dalam sehari, disertai kram atau nyeri perut, keluar
feses yang disertai lendir dan darah, penurunan berat badan drastis, kembung,
pada kasus iskemia dapat menyebabkan bisul, dan lain sebagainya. Gejala
klinis dapat ditentukan lebih lanjut melalui diagnosis (Imanadhia et al., 2019;
Burgers et al., 2020).

Pencegahan dan penanggulangan diare dapat dilakukan dengan
meminum oralit, obat diare seperti loperamide, dan antibiotik seperti
ciprofloxacin untuk kasus diare yang disebabkan bakteri seperti Escherichia
coli. Penggunaan obat diare dan antibiotik memiliki efek samping seperti
konstipasi, nyeri, mual, muntah dan resistensi antibiotik yang membahayakan
kesehatan sehingga diperlukan alternatif obat lain sebagai antidiare (tanpa
efek samping) yang relatif mudah dijangkau dan ekonomis. Salah satunya
adalah dengan tanaman herbal (Amin, 2015; Egglestone et al., 2019;
Puspitasari et al., 2019;).

2.3 Mencit (Mus musculus)
Mencit merupakan hewan coba yang sering digunakan pada bidang
kesehatan khususnya pengembangan suatu obat. Menurut Liu dan Fan (2018),
dalam sejarah urutan genom yang telah dilakukan pada bulan Desember tahun
2002, mencit digunakan sebagai hewan coba karena memiliki sekitar 27.000
— 30.500 gen yang mampu mengkode protein dan urutan gennya memiliki
kecocokan 99% dengan urutan gen manusia. Klasifikasi mencit yang

digunakan sebagai hewan coba adalah sebagai berikut (Linnaeus, 2022):

Kingdom : Animalia
Filum : Chordata
Kelas : Mammalia
Ordo : Rodentia
Famili : Muridae

Genus > Mus
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Spesies : Mus musculus

Mencit jantan sebagai pengganti subjek manusia bertujuan untuk
memudahkan pengambilan data. Data yang dihasilkan akan lebih homogen
dengan menggunakan mencit jantan daripada mencit betina. Selain itu, secara
hormonal mencit jantan lebih stabil daripada mencit betina, sehingga
pemberian perlakuan ekstrak akan lebih berpengaruh pada metabolisme
mencit (Ariyanti et al., 2007; Legorreta et al., 2018 dalam Yusuf et al., 2022).

2.4 Loperamide atau Obat Diare

Loperamide adalah obat kelompok opiate golongan kodein fosfat
(Amin, 2015). Loperamide efektif dalam meminimalisir diare dengan
menghambat propulsi dan meningkatkan daya serap cairan di usus. Jika
dikonsumsi dalam takaran/dosis yang besar, loperamide memberi efek
samping yang dapat menimbulkan penyakit seperti gangguan ritme jantung
(disritmia), gangguan opiod seperti fisik dan mental serta gangguan konduksi
jantung (Eggleston et al., 2019). Efek samping ditimbulkan oleh efek
proaritmia loperamide karena penghambatan ion Na* atau K* pada saluran
ion transmemberan dalam sel jantung (Akel dan Bekheit, 2018). Struktur
kimia dari loperamide ditunjukkan pada Gambar 2.2.

Takaran pemberian loperamide yang dapat menekan laju diare yaitu 2
— 16 mg per harinya. Mekanisme antidiare loperamide yaitu adanya
penghambatan gerak peristaltik usus melalui reseptor agonis, menutup
kalmodulin, kemudian penghambatan permeabilitas paraseluler dan
penyumbatan saluran kalsium (Eggleston et al., 2019). Oleh sebab itu,
peradangan pada lapisan mukosa saluran pencernaan dapat diminimalisir dan
penyerapan air di usus dapat berlangsung dengan normal (Schiller et al.,
1983).
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Gambar 2.2 Struktur Loperamide (NCBI, 2022)

2.5 Induksi Minyak Jarak

Induksi adalah proses pemberian rangsangan suatu iritan untuk
menimbulkan suatu infeksi atau penyakit secara buatan. Iritan atau agen yang
berperan dalam patofisiologi diare dibedakan menjadi 7 yaitu osmotik,
sekretori, motilitas, eksudatif, malabsorpsi lemak (steatorea), proliferasi
mikrobia dan kolitis pseudomembran, dan histologi kolitis. Bahan iritan yang
digunakan termasuk golongan eksudatif jenis laksatif atau pencahar yaitu
minyak jarak. Induksi dilakukan secara oral menggunakan sonde oral
berukuran 0,8 mm khusus untuk mencit. Induksi dilakukan melalui handling
mencit dengan bagian kepala mencit menengadah kemudian dimasukkan
sonde oral ke dalam mulut mencit agak ditempelkan ke bagian langit-langit
atas mulut secara perlahan hingga dipastikan masuk ke bagian esofagus, lalu
cairan obat atau ekstrak dipastikan masuk ke dalam saluran pencernaan mencit
yang ditandai dengan gerak menelan pada mencit (Chassany et al., 2000;
Stevani, 2016).

Minyak jarak (Ricinus communis L.) termasuk dalam famili
Euphorbiaceae. Tanaman jarak biasanya banyak ditanam di iklim sedang.
Minyak jarak didapatkan dari hasil ekstraksi biji tanaman jarak. Minyak jarak
memiliki tekstur kental, berwarna kuning pucat, bersifat non-volatile, dan
tidak berbau. Minyak jarak banyak dimanfaatkan untuk bahan kimia,
kosmetik, obat — obatan, parfum, dan lain sebagainya karena ramah

lingkungan. Keunikan dari minyak jarak adalah kandungan asam
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risinoleatnya. Asam risinoleat pada minyak jarak dapat terhidrolisis pada
saluran pencernaan sehingga menimbulkan peradangan atau kerusakan pada
lapisan mukosa saluran cerna dengan mengurangi ion natrium dan
permeabilitas ion klorida serta adanya peningkatan motilitas usus hingga
terjadi diare (Zavala et al., 1998). Minyak jarak dosis 2 mL pada tikus
memberikan efek diare setelah 1, 3, dan 5 jam serta pada 7 — 9 jam kembali
normal tanpa perlakuan ekstrak atau obat (Capasso et al., 1994). Asam
risinoleat inilah yang berperan dalam mekanisme diare pada mencit (Ahmad
et al., 2020).

2.6 Ekstraksi

Ekstraksi merupakan prosedur pemisahan senyawa aktif atau fitokimia
yang ada pada tanaman menggunakan pelarut tertentu sesuai standar yang
telah ditetapkan (Handa et al., 2008). Pada penelitian ini metode ekstraksi
yang digunakan adalah sokletasi. Sokletasi merupakan salah satu metode
ekstraksi konvensional pemisahan senyawa bioaktif tanaman dengan
menggunakan panas atau Hot Continuous Extraction. Kelebihan metode ini
adalah kandungan senyawa bioaktif yang berpotensi sebagai obat dapat
banyak dihasilkan dengan kuantitas pelarut yang sedikit (prinsip daur ulang
solvent), serta tidak memerlukan filtrasi ekstrak (Handa et al., 2008). Selain
itu, senyawa dengan tingkat kelarutan rendah hingga rata — rata sedang dapat
diekstraksi dengan metode ini tergantung jenis pelarut yang digunakan untuk
mencegah senyawa bioaktif yang sifatnya menguap (volatile).

Pada metode sokletasi, simplisia serbuk sampel ditempatkan dalam
bidal (Thimble) yang dibungkus dengan kertas saring. Pelarut ditempatkan
dalam labu Extraction solvent yang kemudian dipanaskan dan uap yang
dihasilkan akan naik melewasi Extraction chamber ke kondensor, sehingga
terjadi pengembunan. Ekstraktan yang terkondensasi (embunnya) kemudian
menetes ke bagian labu Boiling flask dan menguap kembali ke labu Extraction
chamber secara terus menerus hingga senyawa bioaktif terekstraksi (Handa et
al., 2008).
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Gambar 2.3 Skema ekstraksi menggunakan metode sokletasi (Handa et al.,
2008)

Secara umum, pelarut yang digunakan untuk ekstraksi adalah etanol.
Berdasarkan penelitian Alara et al. (2018), metode ekstraksi sokletasi
menggunakan sampel daun V. cinerea dengan perbandingan 10 g ekstrak dan
pelarut etanol 60% (1 : 20 (g/mL) menghasilkan total senyawa flavonoid dan
fenol berturut — turut sebesar 53,96 + 1,45 mgGAE/g dan 30,09 + 0,44 mgQE/g
selama 2 jam. Pada penelitian Alara et al. (2019), metode ekstraksi sokletasi
menggunakan sampel daun V. amygdalina dengan perbandingan 100 g ekstrak
dan pelarut etanol 60% ((1:10 (g/mL)) menghasilkan senyawa aktif flavonoid,
tanin, dan saponin yang berpotensi sebagai antidiare. Penggunaan etanol dinilai
relatif aman dibandingkan metanol, biaya relatif lebih murah, fleksibel untuk
metode ekstraksi, aman untuk ekstrak yang digunakan sebagai obat, ramah
lingkungan, dan tingkat ekstraksi yang tinggi. Oleh sebab itu, etanol 60%
dipilih sebagai pelarut dalam metode ekstraksi sokletasi EEHSL (Jimenez-
Moreno et al., 2019; Chen et al., 2020; dan Fan et al., 2020 dalam Hakim dan
Saputri, 2020.
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METODE PENELITIAN

3.1 Waktu dan Tempat Penelitian
Penelitian ini dilaksanakan dari Maret hingga April 2023. Tempat
penelitian uji in vivo dilakukan di Laboratorium Bioteknologi Kesehatan
UKDW. Pengujian total flavonoid, tanin, dan saponin dilakukan di
Laboratorium Biologi Dasar UKDW. Determinasi tanaman sawi langit
dilakukan di Laboratorium Sistematika Tumbuhan, Fakultas Biologi UGM.

3.2 Alat

Alat — alat yang digunakan pada penelitian meliputi, pengambilan
sampel dan pembuatan simplisia herba sawi langit menggunakan nampan,
saringan simplisia, blender, pisau, oven (Memmet), timbangan, rotary
evaporator IKA, alat sokletasi (labu alas Pyrex Iwaki 250 mL dan 100 mL)
untuk ekstraksi tanaman sawi langit, klem, statis, selang air, kompor listrik.
Skrining fitokimia dan penetapan kadar total flavonoid, tanin dan saponin
menggunakan tabung reaksi, rak tabung reaksi, penjepit tabung reaksi, gelas
beaker, gelas ukur, labu ukur, corong kaca, erlenmeyer, pipet ukur 5 mL dan
10 mL mikropipet dan tip, spektrofotometer (Genesys 10S UV-Vis),
magnetic stirrer (Labinco L32), waterbath, dan sendok. Uji pada hewan
coba menggunakan sonde oral untuk induksi pada mencit jantan galur
BALB/c kandang mencit, wadah pakan dan minum mencit, stopwatch,

penggaris, spuit ukuran 1 mL, mortar dan alu.

3.3 Bahan
Penelitian ini menggunakan bahan — bahan yang meliputi ekstrak
herba sawi langit (Cyanthillium cinereum (L.) H. Rob.), silica gel, 0,2 g
bubuk magnesium (Merck®), gelatin 1%, larutan FeCl; 2%, klorofom,

NaCl 10%, asam asetat anhidrat, reagen mayer dan wagner, etanol 60%,

15
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kertas saring, aquadest, larutan H,SO, pekat, larutan H,SO, 72%, vanilin
bubuk (Merck®), saponin bubuk (Merck®), tannic acid (Merck®),
Quercetin (Sigma-Aldrich®), AICl; 10%, natrium asetat 1M, Na,CO5 10%,
reagen folin-ciocalteu, etanol 96%, etanol 80%, metanol 80%, dan
aluminium foil. Uji invivo menggunakan mencit jantan galur BALB/c
sebanyak 24 ekor yang berumur 1 sampai 1,5 bulan dengan rata — rata berat
kurang lebih 20 sampai 30 g, 2 mg/kg BB Loperamide (Imodium™),

minyak jarak dan aquadest steril.

3.4 Metode Kerja
3.4.1 Preparasi simplisia

Sampel tanaman diambil dari sekitar pekarangan di Desa
Pucanganom, Giritontro, Wonogiri. Tanaman dibersihkan dari
kotoran-kotoran yang menempel dan dideterminasi. Setelah panen,
tanaman sawi langit dipisahkan serta disortasi antara daun, bunga,
batang, dan akarnya yang baik dan masih segar. Masing — masing
bagian tanaman dicuci pada air mengalir. Proses selanjutnya yaitu
perajangan. Perajangan berfungsi untuk mengubah bentuk simplisia
menjadi lebih kecil agar memudahkan pada saat proses pengeringan
dan penghalusan (Sudrajad, 2004). Setelah proses perajangan,
simplisia basah dicuci pada air mengalir kembali dan dilakukan
proses penjemuran. Tahap penjemuran dilakukan menggunakan
cahaya matahari secara langsung selama 2 — 5 hari. Simplisia yang
telah kering kemudian disortasi serta dihaluskan menggunakan
blender dan disaring hingga diperolen simplisia serbuk.
Penyimpanan serbuk simplisia sawi langit menggunakan wadah
berupa plastik dan diberi silica gel untuk meminimalisir kelembapan
yang berlebihan pada simplisia yang dapat memicu tumbuhnya
jamur (Meriatna et al., 2015).
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Ekstraksi simplisia
Prosedur Kkerja ekstraksi simplisia herba sawi langit
dilakukan mengikuti metode sokletasi sesuai prosedur Alara et al.
(2019). Sebanyak 17 g simplisia bubuk herba sawi langit dibungkus
dengan kertas saring dan dimasukkan ke dalam tabung sokletasi
kemudian diberi pelarut etanol 60% dengan perbandingan simplisia
dan pelarut 1:10 g/mL. Proses ekstraksi ini berlangsung 2 — 3 siklus
selama 2 — 4 jam pada suhu 50 — 60 °C. Ekstrak dipekatkan dengan
rotary evaporator pada suhu 40 °C hingga diperoleh ekstrak kental.
Skrining senyawa fitokimia
Penapisan fitokimia merupakan tahap uji pendahuluan untuk

menentukan golongan senyawa metabolit sekunder. Pengujian ini
menggunakan analisis kualitatif dengan metode reagen sesuai
prosedur Farnsworth (1966) dan Harborne (1987) yaitu uji tanin,
alkaloid, flavonoid, saponin, fenolik, triterpenoid dan steroid. Tahap
ini dimulai dengan menyediakan bahan yang digunakan sebagai
berikut.
1) Pembuatan Larutan NaCl 10%

Sebanyak 10 g NaCl dilarutkan dalam aquadest 100 mL. Larutan

dimasukkan dalam botol gelap.
2) Pembuatan Larutan FeCl; 1%

Bubuk FeCl; diambil dan ditimbang sebanyak 1 g dan dilarutkan

dalam aquadest 100 mL kemudian dihomogenkan serta

dimasukkan dalam botol gelap.
3) Pembuatan Gelatin 1%

Bubuk gelatin diambil dan ditimbang sebanyak 1 g dan

dilarutkan dalam aquadest 100 mL kemudian dihomogenkan

serta dimasukkan dalam botol gelap.
a) Skrining Senyawa Fitokimia Tanin

Ekstrak kental sawi langit diambil sebanyak 0,3 g kemudian

dimasukkan ke tabung reaksi lalu dilarutkan dalam 5 mL



b)

d)
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aquadest yang telah dipanaskan. Larutan tersebut ditambahkan 5
tetes NaCl 10% dan 2 — 3 tetes larutan Besi (I11) klorida (FeCl;)
1%. Apabila larutan yang dihasilkan dari proses tersebut
berwarna biru tua atau hijau kehitaman maka larutan ekstrak
tersebut positif mengandung senyawa tanin.
Skrining Senyawa Fitokimia Alkaloid
Simplisia bubuk sawi langit sebanyak 0,3 g dimasukkan ke
tabung reaksi dan dilarutkan dalam 1 mL aquadest. Larutan
tersebut ditambahkan sebanyak 3-5 tetes pereaksi mayer dan
wagner. Apabila larutan yang dihasilkan dari proses tersebut
berwarna putih keruh atau terdapat endapan berwarna coklat
maka larutan ekstrak tersebut positif mengandung senyawa
alkaloid.
Skrining Senyawa Fitokimia Flavonoid

Ekstrak kental sawi langit ditimbang sebanyak 0,3 g dan
dimasukkan ke tabung reaksi lalu dilarutkan dalam 1 mL
aquadest. Larutan tersebut ditambahkan 0,2 g bubuk magnesium
dan ditambahkan 2 — 3 tetes H,SO, pekat lalu dihomogenkan
atau digojog perlahan. Apabila larutan yang dihasilkan dari
proses tersebut berwarna orange menjadi merah bata maka
larutan ekstrak tersebut positif mengandung flavonoid.
Skrining Senyawa Fitokimia Saponin

Ekstrak kental sawi langit sebanyak 0,3 g dimasukkan ke
tabung reaksi. Sebanyak 2 mL aquades ditambahkan dan
dihomogenkan atau digojog selama 10 detik sampai muncul
busa. Apabila larutan yang dihasilkan dari proses tersebut
menimbulkan busa yang konsisten selama 10 menit dengan
ketinggian 1 — 3 cm maka larutan ekstrak tersebut positif

mengandung saponin.



19

e) Skrining Senyawa Fitokimia Fenolik
Ekstrak kental sawi langit diambil sebanyak 0,3 g kemudian
dimasukkan ke tabung reaksi lalu dilarutkan dalam 5 mL
aquadest yang telah dipanaskan. Larutan tersebut ditambahkan 5
tetes NaCl 10%, 2 — 3 tetes larutan Besi (I11) klorida (FeCl3) 1%
dan 2 — 3 tetes gelatin 1%. Apabila larutan yang dihasilkan dari
proses tersebut berwarna hitam kebiruan maka dapat dipastikan
bahwa larutan ekstrak tersebut positif mengandung senyawa
fenol.

f) Skrining Senyawa Fitokimia Triterpenoid dan Steroid
Ekstrak kental sawi langit diambil sebanyak 0,3 g kemudian
dimasukkan ke tabung reaksi lalu dilarutkan dalam 1 mL
klorofom. Larutan tersebut ditambahkan sebanyak 10 tetes asam
asetat anhidrat dan 2 tetes H,SO, pekat. Larutan kemudian
dihomogenkan selama beberapa menit. Apabila larutan yang
dihasilkan dari proses tersebut berwarna merah keunguan
(violet) atau coklat atau terbentuk cincin violet atau kecoklatan
maka larutan ekstrak tersebut positif mengandung triterpenoid.
Apabila larutan yang dihasilkan dari proses tersebut berwarna
biru kehijauan atau terbentuk cincin biru kehijauan, maka larutan
ekstrak tersebut positif mengandung steroid.

3.4.4 Penetapan Total Kadar Flavonoid

Tahapan penetapan total kadar flavonoid pada EEHSL sesuai

prosedur dari Haresmita dan Pradani (2022).

1) Pembuatan Reagen Aluminium klorida (AICl;) 10%
Sebanyak 2,5 g bubuk AICI; dilarutkan menggunakan aquadest
dalam labu ukur 25 mL hingga batas labu ukur.

2) Pembuatan larutan Natrium asetat 0,0487 M
Natrium asetat bubuk ditimbang sebanyak 0,2 g kemudian

dilarutkan menggunakan aquadest 50 mL.



3)

4)

5)

6)
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Pembuatan Larutan Induk Kuersetin 1000 ppm

Bubuk Kuersetin ditimbang sebanyak 10 mg dimasukkan ke
dalam labu ukur 10 mL, kemudian dilarutkan menggunakan
etanol 80% hingga batas labu ukur.

Pembuatan Larutan Blanko

Larutan blanko terdiri dari 1,5 mL etanol 80%, 0,1 mL AICI;
10%, 0,1 mL natrium asetat 1 M, dan 2,8 mL aquadest yang
dimasukkan ke dalam tabung reaksi dan dihomogenkan.
Pembuatan Kurva Standar

Larutan kuersetin konsentrasi 12,5 ppm, 25 ppm, 50 ppm, 100
ppm, dan 150 ppm dibuat dari larutan induk dengan
menambahkan etanol 80% hingga batas labu ukur 10 mL.
Konsentrasi masing — masing diambil sebanyak 0,5 mL,
kemudian ditambahkan 1,5 mL etanol 80%, 0,1 mL AlCl; 10%,
0,1 mL natrium asetat 1 M, dan 2,8 mL aquadest. Selanjutnya,
larutan tersebut dihomogenkan dan didiamkan selama 30 menit
pada suhu ruang serta diukur nilai absorbansinya menggunakan
spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang 416,5 nm.
Pengujian Total Kadar Flavonoid Sampel Ekstrak

Ekstrak Etanol Herba Sawi Langit yang berbentuk pasta diambil
dan ditimbang sebanyak 50 mg ke dalam beaker glass, kemudian
ditambahkan 25 mL etanol 80% dan 25mL aquadest.
Selanjutnya, larutan dilarutkan menggunakan magnetic stirrer
pada suhu 50°C selama 30 menit. Larutan disaring
menggunakan kertas saring dan diambil sebanyak 0,1 mL.
Kemudian ditambahkan 1,5 mL etanol 80%, 0,1 mL AlCl; 10%,
0,1 mL natrium asetat 1 M, dan 2,8 mL aquadest. Larutan
dihomogenkan dan didiamkan selama 30 menit pada suhu ruang
lalu diukur nilai absorbansinya menggunakan spektrofotometer
UV-Vis pada panjang gelombang 416,5 nm. Konsentrasi total

kadar flavonoid dalam EEHSL dihitung pada persamaan kurva
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standar quercetin yang diperoleh dimana y merupakan nilai
absorbansi 416,5 nm dan x merupakan konsentrasi total kadar
flavonoid dari kurva standar. Hasil konsentrasi dihitung

menggunakan rumus berikut dan dinyatakan dalam mg QE/g.
cxXV
m
¢ (mg/mL) merupakan konsentrasi total kadar flavonoid yang

Kadar total flavonoid =

diperoleh dari perhitungan persamaan kurva standar quercetin,
V (mL) merupakan volume dari pelarut yang digunakan untuk
mengekstraksi ekstrak kental, dan m (g) merupakan berat sampel
ekstrak kental yang digunakan penetapan total kadar flavonoid.

3.4.5 Penetapan Total Kadar Tanin

Tahapan penetapan total kadar tanin pada EEHSL sesuai prosedur
dari Khairunnisa (2021).

1)

2)

3)

4)

Pembuatan Larutan Induk Asam Tanin 1000 ppm

Asam tanin bubuk diambil dan ditimbang sebanyak 10 mg,
kemudian dilarutkan menggunakan metanol 80% hingga batas
labu ukur 10 mL.

Pembuatan Reagen Folin Ciocalteu 10%

Sebanyak 1 mL reagen folin pekat diencerkan dalam 10 mL
aquadest. Larutan reagen dimasukkan ke dalam tabung reaksi
yang dilapisi aluminium foil dan dimasukkan lemari pendingin
sebelum digunakan untuk mencegah reagen rusak.

Pembuatan Larutan Blanko

Larutan blanko terdiri dari 1 mL metanol 80%, 0,1 mL reagen
folin ciocalteu, 2 mL Na,CO; 10%, dan 2 mL aquadest
dimasukkan ke dalam tabung reaksi dan dihomogenkan.
Pembuatan Kurva Standar

Larutan induk masing — masing dipipet 2,5, 2,7, 3, 4, dan 5 mL
konsentrasi 250 ppm, 270 ppm, 300 ppm, 400 ppm, 500 ppm.

Larutan ditambahkan metanol 80% hingga batas labu ukur 10
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mL. Larutan masing — masing dpipet sebanyak 0,5 mL yang
kemudian ditambahkan 0,1 mL reagen folin-ciocalteu, 2 mL
Na,CO; 10%, dihomogenkan dan dimasukkan ke dalam
waterbath pada suhu 37°C selama 30 menit. Selanjutnya, larutan
diukur nilai absorbansinya menggunakan spektrofotometer UV-
Vis pada panjang gelombang 760 nm.
5) Pengujian Total Kadar Tanin Sampel Ekstrak

Ekstrak Etanol Herba Sawi Langit diambil dan ditimbang
sebanyak 10 mg kemudian dilarutkan dalam 10 mL metanol
80%. Larutan disaring dan dipipet 0,1 mL. Larutan ditambahkan
0,1 mL reagen Folin-Ciocalteu 10% dan 2 mL Na,CO; 10%
kemudian dihomogenkan dan dimasukkan ke dalam waterbath
pada suhu 37°C selama 30 menit. Larutan diukur nilai
absorbansinya menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada
panjang gelombang 760 nm. Konsentrasi total kadar tanin dalam
EEHSL dihitung pada persamaan kurva standar asam tanin yang
diperoleh dimana y merupakan nilai absorbansi 760 nm dan x
merupakan konsentrasi total kadar tanin dari kurva standar. Hasil
konsentrasi  dihitung menggunakan rumus berikut dan
dinyatakan dalam mg TAE/g.

, cXVxfp
Kadar total tanin = —

¢ (mg/mL) merupakan konsentrasi total kadar tanin yang
diperoleh dari perhitungan persamaan kurva standar tanin, V
(mL) merupakan volume dari pelarut yang digunakan untuk
mengekstraksi ekstrak kental, fp merupakan faktor pengenceran
dan m (g) merupakan berat sampel ekstrak kental yang
digunakan penetapan total kadar tanin.
3.4.6 Penetapan Total Kadar Saponin
Tahapan penetapan total kadar flavonoid pada EEHSL sesuai
prosedur yang dilakukan oleh Makkar et al. (2007).
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4)

5)

6)
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Pembuatan Reagen Vanilin 8%

Sebanyak 800 mg vanilin dilarutkan dalam etanol 96% hingga
batas labu ukur 10 mL.

Pembuatan Larutan Asam Sulfat 72%

Asam sulfat pekat diambil sebanyak 72 mL dan ditambahkan 28
mL aquadest, sehingga diperoleh konsentrasi asam sulfat 72%.
Pembuatan Larutan Induk Saponin 1000 ppm

Saponin diambil dan ditimbang sebanyak 10 mg, kemudian
dilarutkan 10 mL metanol 80%.

Pembuatan Larutan Blanko

Larutan blanko terdiri dari 0,25 mL metanol 80%, 0,25 mL
reagen vanillin 8%, 3 mL aquadest dan 2,5 mL asam sulfat 72%
ke dalam tabung reaksi, kemudian dihomogenkan.

Pembuatan Kurva Standar

Larutan induk saponin dipipet masing — masing 0,1, 0,15, 0,2,
0,15, 0,2, 0,25, 0,3, 0,35, dan 0,40 mL sesuai konsentrasi 10
ppm, 15 ppm, 20 ppm, 25 ppm, 30 ppm, 35 ppm, dan 40 ppm
dimasukkan ke dalam tabung reaksi. Larutan ditambahkan
metanol hingga volumenya 0,25 mL, ditambahkan 0,25 mL
reagen vanillin 8%, 3 mL aquadest dan 2,5 mL asam sulfat 72%
didinding tabung reaksi. Larutan dihomogenkan dan diinkubasi
menggunakan waterbath pada suhu 60°C selama 10 menit serta
langsung dimasukkan ke dalam air es selama 3 menit.
Pengukuran nilai absorbansi larutan tersebut menggunakan
Spektrofotometer UV-vis pada panjang gelombang 544 nm.
Pengujian Total Kadar Saponin Sampel Ekstrak

Ekstrak diambil dan ditimbang sebanyak 10 mg, kemudian
dilarutkan dalam metanol 80% hingga batas labu ukur 10 mL
dan dihomogenkan. Larutan ekstrak disaring menggunakan
kertas saring kemudian dipipet sebanyak 0,25 mL ke dalam

tabung reaksi dan ditambahkan 0,25 mL reagen vanillin 8% serta
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2,5 mL asam sulfat 72% didinding tabung reaksi. Larutan
dihomogenkan dan diinkubasi menggunakan waterbath pada
suhu 60°C selama 10 menit serta langsung dimasukkan ke dalam
air es selama 3 menit. Pengukuran nilai absorbansi larutan
tersebut menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada panjang
gelombang 544 nm. Konsentrasi total kadar saponin dalam
EEHSL dihitung pada persamaan kurva standar saponin yang
diperoleh dimana y merupakan nilai absorbansi 544 nm dan x
merupakan konsentrasi total kadar saponin dari kurva standar.
Hasil konsentrasi dihitung menggunakan rumus berikut dan

dinyatakan dalam mg SE/g.

cxXVxfp

N\

¢ (mg/mL) merupakan konsentrasi total kadar saponin yang

Kadar total saponin =

diperoleh dari perhitungan persamaan kurva standar saponin, V
(mL) merupakan volume dari pelarut yang digunakan untuk
mengekstraksi ekstrak kental, fp merupakan faktor pengenceran
dan m (g) merupakan berat sampel ekstrak kental yang

digunakan penetapan total kadar saponin.

3.4.7 Uji Pre-Klinis Perlakuan Hewan Coba
Uji pre-klinis menggunakan hewan coba telah mendapatkan
persetujuan Komisi Etik Penelitian Kesehatan Fakultas Kedokteran
Universitas  Kristen Duta Wacana Yogyakarta Nomor
1500/C.16/FK/2023.

a) Uji Pendahuluan Dosis Induksi Minyak Jarak
Uji pendahuluan dilakukan untuk memastikan dosis
minyak jarak yang diberikan pada mencit dapat memberikan
efek diare. Penentuan volume pemberian minyak jarak pada
mencit sesuai dengan penelitian Astuti et al. (2019) yaitu 0,75

mL. Setelah 1 jam induksi, minyak jarak mampu membuat



b)
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mencit diare dengan konsistensi feses lembek h