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ABSTRACT

Soursop belongs to Annonaceae family. In the traditional medicine has been as anticancer, antivirus,
wound healing, lowering uric acid levels. This study aims to determine the 1Cgovalue extract ethanolic of soursop
bark to sea urchin egg (Tripneustes gratilla L.) fertilized. Dryed sample extracted by maceration method using
ethanol solvent. Retrieved rendamen extract as much as 2,525 %. Based on qualitative test chemical components
that extract ethanolic of soursop bark contain tannins, saponins, alkaloids and flavonoids. Antimitotic test
conducted on extract ethanolic of soursop bark (A.muricata) obtained by looking at the sea urchin egg cell
inhibition (Tripneustes gratilla L.) to calculate 1Cg values by probit analysis method. Antimitotic test results
showed that the extract ethanolic of soursop bark (A. muricata) as an antimitotic active with 1Cgy values of 1,56 x

10° mg/ml. Although the potential is lower than that of vincristine inhibit 80 % of eggs fertilized with Tripneustes

gratilla L. ICgovalue is 7,046 x 107" mg/ml.

Keywords: Annona muricata L., antimitotic, Tripneustes gratilla L.

I. PENDAHULUAN

Secara lebih detail, definisi jamu atau obat
tradisional adalah bahan atau ramuan bahan yang
berupa bahan tumbuhan, bahan hewan, bahan
mineral, sediaan sarian (galenik), atau campuran dari
bahan tersebut yang secara turun-temurun telah
digunakan untuk pengobatan berdasarkan
pengalaman. Sesuai dengan peraturan perundang-
undangan yang berlaku, obat tradisional dilarang
menggunakan bahan kimia hasil isolasi atau sintetik
berkhasiat obat yang sering disebut dengan bahan
kimia obat (BKO) (Yuliarti, 2010).

Masyarakat Indonesia sudah mengenal dan
menggunakan tumbuhan berkhasiat obat sebagai salah
satu upaya penanggulangan masalah kesehatan yang
dihadapi. Hal ini telah dilakukan jauh sebelum
pelayanan kesehatan formal dengan obat-obatan
modern menyentuh masyarakat pengetahuan tentang
tumbuhan obat merupakan warisan budaya bangsa
turun temurun.

Bioaktivitas tanaman sangat dipengaruhi
oleh kandungan senyawa kimia yang terdapat di
dalamnya. Perbedaan kandungan senyawa kimia yang
ada dapat menunjukkan perbedaan aktivitas
farmakologis dari tanaman yang bersangkutan
(Zuhud, 2011).

Pada tahun 1995 penelitian dimulai oleh
Sastrodihardjo dan Lauglin tentang khasiat daun
sirsak dalam mengatasi sel kanker di Indonesia.
Hasil penelitian tersebut menemukan beberapa
senyawa aktif yang termasuk kedalam annonaceous
acetogenins. Beberapa senyawa turunan asetogenin
yang ditemukan adalah asetogenin murikatosin A,

murikatosin B, annonasin A, transisoannonasin,
annonasin-10-one, dan murikatosin.  Senyawa—
senyawa aktif tersebut ditemukan didalam daun dan
batang sirsak yang ternyata mampu membunuh
beragam sel kanker (Zuhud, 2011).

Pengujian pembelahan sel telur landak laut
dilakukan ~ dengan  mengamati  penghambatan
pembelahan sel telur oleh suatu senyawa, dimana
secara normal pembelahan sel telur tersebut terjadi
dengan cepat. Keuntungan dari metode ini adalah
pengerjaannya yang relatif cepat, tidak memerlukan
kultur sel serta peralatan dengan metode khusus
seperti sel kanker, embrio landak laut juga
mempunyai  sensitifitas  selektif terhadap obat
sehingga pengujian dengan cara ini menjadi metode
yang layak bagi penentuan bahan yang akan
dievaluasi lebih lanjut (Mclaughlin, 1991).

Studi penghambatan pada perkembangan sel
zigot landak laut merupakan salah satu model yang
digunakan untuk mendeteksi aktivitas sitotoksik,
teratogenik, dan antineoplastik dari senyawa baru. Sel
zigot landak laut memiliki sensitivitas selektif
terhadap obat dan mengalami tahapan pembelahan
seperti halnya sel kanker, sehingga banyak digunakan
dalam penelitian antikanker. Misalnya untuk melihat
pengaruh suatu senyawa dalam menghambat laju
pembelahan dan pertumbuhan sel yang disebut
sebagai sifat antimitotik atau sitotoksik.

Il. METODE PENELITIAN
A. Pengabilan dan Pengolahan Sampel

Sampel Klika Sirsak (Annona muricata L.)
dikumpulkan pada pagi hari pukul 10.00 dengan cara
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memotong  klika dari cabang dan batang
utamanya.Sampel yang digunakan diambil darikota
Kendari Provinsi Sulawesi Tenggara.

Klika Sirsak (Annona muricata L.) yang
telah diperoleh dicuci bersih dari kotoran yang
melekat dengan menggunakan air setelah itu diangin-
anginkan. Setelah kering dipotong-potong kecil
kemudian dihaluskan, dan siap untuk diekstraksi.

B. Metode Ekstraksi

Sampel klika sirsak (Annona muricata L.)
dimasukkan  kedalam wadah  maserasi, lalu
ditambahkan pelarut etanol hingga simplisia tersebut
terendam, dibiarkan selama 3 hari dalam bejana
tertutup dan terlindungi dari cahaya matahari langsung
sambil diaduk secara periodik, setelah 3 x 24 jam
dilakukan penyaringan untuk diperoleh ekstrak
metanolcair. Hasil penyarian yang diperoleh kemudian
diuapkan dengan menggunakan rotavapor.

C. Pembuatan Bahan dan Pengujian Sampel
a. Pembuatan Larutan KCI 10% b/v.

Sebanyak 10 gram KCI dimasukkan
kedalam labu tentukur 100 ml lalu ditambah air
suling sedikit demi sedikit, sambil dikocok dan
dicukupkan volumenya sampai 100 ml.

b. Penyiapan air laut bersih untuk media

Air laut bersih yang digunakan sebagai
media dan untuk membersihkan media uji dengan
cara menyaring dengan menggunakan sinter glass
sehingga bebas dari protozoa.

c. Proses penyiapan sel telur dan sperma bulu babi
Penyiapan sel telur dan sperma bulu babi
mengacu pada cara Rahman 2005 dan Militao et.al.

2007 dengan beberapa modifikasi  adapun

langkahnya yaitu sebagai berikut:

1. Landak laut jantan dan betina yang dewasa
secara seksual diinduksi 3,0 ml dengan
penyuntikan KCI 10% .

2. Sperma berwana putih dari landak laut jantan dan
sel telur berwarna kuning dari landak laut
betina dikumpulkan dalam gelas kimia secara
terpisah.

3. Fertilisasi dilakukan dengan cara 1 ml sperma
dan 4 ml sel telur difertilkan dalam gelas kimia
yang berisi 50 ml air laut bebas protozoa.

4. Embrio— embrio tersebut diinkubasi 2 — 3 jam.
Inkubasi dilaksanakan pada suhu 14° atau 15°C,
disertai dengan pengadukan/pergerakan agar
tidak terjadi pengendapan, untuk meningkatkan
adanya kontak hambatan dan untuk memastikan

distribusi sampel yang efisien.

5. Perlakuan yang sama dilakukan terhadap
kontrol air laut dan kontrol positif.

6. Sampel ekstrak etanol masing-masing ditimbang
sebanyak 10 mg kemudian ditambahkan dengan
air laut sebanyak 10 ml sehingga diperoleh
konsentrasi 1000 pg/ml sebagai stok. Larutan
stok dipipet sebanyak 10,100, dan 1000 pl
kedalam tabung Eppendrof yang masing- masing
telah berisi 890 pl dan 800 plair laut bebas
protozoa lalu ditambahkan 100ul larutan yang
berisi zigot yang diperoleh sebanyak 100ul
adalah 10,100, dan 1000upg/ml. Selanjutnya
disimpan pada suhu 15-20°C dengan diselingi
pengocokan. Pengamatan yang membelah
dilakukan setelah 3 jam inkubasi. Formalin
sebanyak 1 tetes ditambahkan.

7. Penghambatan pembelahan diamati dari populasi
acak di bawah mikroskop cahaya setelah waktu
inkubasi 2-3 jam. Jika 80 hingga 100 %
penghambatan pembelahan

8. Hasilnya dinyatakan sebagai persentase (jumlah
sel membelah dibagi dengan jumlah total telur
dikali  seratus) relatif terhadap  kontrol
diperlakukan pelarut. Pengamatan dilakukan
dengan menghitung jumlah sel yang terhambat
pembelahannya dan akan dihitung sebagai I1Cqgy,

d. Pembuatan pembanding
1. Kontrol negatif

Kontrol negatif yang digunakan vyaitu air
laut bebas protozoa sebanyak 900 pl ditambahkan
100 pl zigot.

2. Kontrol positif

Pembanding menggunakan vinkristin dengan
konsentrasi 0,01 pug/ml, 0,1 pg/ml, dan 1 pg/ml. Untuk
membuat konsentrasi 0,01 pg/ml dipipet 0,1 ul dari
larutan stoknya lalu ditambahkan 100 ul zigot dan
899,9 ul air laut bebas protozoa. Untuk membuat
konsentrasi 0,1 pug/ml dipipet 1 pl dari larutan stoknya
lalu ditambahkan 100 pl zigot dan 899 air laut bebas
protozoa. Untuk membuat konsentrasi 1 pg/ml dipipet
10 pl dari larutan stoknya lalu ditambahkan 100 pl
zigot dan 890 pl air laut bebas protozoa. Dilakukan
replikasi 3 kali untuk tiap sampel uji, kontrol dan
pembanding. Selanjutnya disimpan pada suhu 15-
20°C dengan diselingi pengocokan. Pengamatan yang
membelah dilakukan setelah 2 jam inkubasi.
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111. HASIL DAN PEMBAHASAN
A. Hasil Penelitian

Tabel 1. Hasil perhitungan ICso dan 1Cg menurut metode grafik probit Log konsentrasi dari ekstrak etanolik

klika sirsak (Annona muricata L.) dan vinkristin.

Log .
Sampel Konsentrasi Probit Pers. Garis IC;EOL ISBOL
) v) (mg/mL) (mg/mL)
Ekstrak etanolik 1 5,47 y =4,60 +0,79x 5x 104 1,56 x 10°®
klika sirsak 2 6,04
3 7,05
Vinkristin -2 6,41 y =7,29 + 0,46x 1,051x10° 7,046 x 10*
-1 6,75
0 7,33
Ektrak Etanolik Klika Sirsak
8
’ / y = 0.79x + 4.6067
E = R2=0.9748
S
o3 —o—y
I P TSP SN Linear (y)
1
0
0 1 2 3 4

Log Konsentrasi

Gambar 1. Grafik hubungan antara log konsentrasi terhadap probit ekstrak etanol klika sirsak (Annona muricata
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Gambar 2. Grafik hubungan antara log konsentrasi terhadap probit kontrol positif (obat vinkristin)

B. Pembahasan

Penelitian ini menggunakan klika sirsak
(Annona muricata L.) yang berasal dari provinsi
Sulawesi Tenggara Kota Kendari. Tanaman sirsak
(Annona muricata L.) mengandung flavonoid,
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alkaloid, saponin dan tannin yang dimanfaatkan
sebagai pengobatan kanker (Rahmadi, 2012). Sampel
terlebih dahulu dipotong — potong kecil kemudian
dikeringkan dengan cara diangin — anginkan diruang
terbuka. Maksud dari pengeringan yaitu untuk
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mencegah terjadinya reaksi enzimatis, dimana reaksi
ini terjadi jika simplisia mengandung air lebih dari
10% (Ditjen POM, 1995).

Pengujian antimitosis dengan menggunakan
sel telur landak laut dimana studi penghambatan pada
perkembangan sel zigot landak laut merupakan
salah satu model yang digunakan untuk mendeteksi
aktivitas sitotoksik, teratogenik, dan antineoplastik
dari senyawa baru.Sel zigot landak laut memiliki
sensitivitas selektif terhadap obat dan mengalami
tahapan pembelahan seperti halnya sel kanker,
sehingga banyak digunakan dalam penelitian
antikanker. Misalnya untuk melihat pengaruh suatu
senyawa dalam menghambat laju pembelahan dan
pertumbuhan sel yang disebut sebagai sifat antimitotik
atau sitotoksik (Johannes, 2013).

Alasan penggunaan KCI 10 % vyaitu karena
larutan ini bersifat hipotonis sehingga mampu
memecahkan dinding sel dari landak laut tersebut. Hal
itulah yang mengakibatkan sel sperma dan sel telur
dapat keluar. Air laut bebas protozoa digunakan
karena jika dalam air laut terdapat protozoa, maka
protozoa tersebut memakan sel sperma dan sel telur
dari landak laut. Formalin ditambahkan dengan tujuan
untuk menghambat pembelahan sel dari landak laut
setelah diberi perlakuan dengan penambahan sampel
dan setelah didiamkan, hal ini dilakukan agar tidak
mengganggu dalam pengamatan (Nurul, 2012).

Hasil penelitian yang diperoleh menunjukkan
bahwa ekstrak etanolik klika sirsak (Annona
muricata L.) konsentrasi 10 pg/ml, 100 pg/ml dan
1000 pg/ml dapat menghambat pembelahan sel telur
Tripneustes gratilla Linn dengan penghambatan rata-
rata sebesar 68,44%; 85,87%; dan 98,85%. Data
tersebut memperlihatkan bahwa efek antimitosis
akan menurun pada konsentrasi yang lebih rendah, hal
ini disebabkan karena semakin kecil konsentrasi
ekstrak yang digunakan maka semakin kecil pula
kandungan  senyawa kimia  yangmenghambat
pembelahan sel telur landak laut. Seperti halnya
dengan vinkristin sebagai pembanding positif dengan
konsentrasi 0,01 pg/ml; 0,1 pg/ml; dan 1 pg/ml
dengan penghambatan rata-rata sebesar 92,01%,
96,33% dan 99,23%. Jadi, berdasarkan nilai persen
penghambatan terhadap sel telur landak laut maka
diketahui bahwa vinkristin sebagai kontrol positif
memiliki nilai persen penghambatan yang paling
besar  dibandingkan  dengan  nilai  persen
penghambatan dari ekstrak etanol klika sirsak.

Hasil analisi probit menunjukkan bahwa
ekstrak klika sirsak memiliki nilai ICgp sebesar 1,56
pg/ml. Hasil tersebut menunjukkan bahwa tanaman
klika sirsakdari ekstrak etanol memiliki aktivitas
antimitosis dengan menggunakan metode
penghambatan sel telur landak laut. Hal ini
berdasarkan penelitian sebelumnya yaitu suatu bahan

dinyatakan aktif jika penghambatan sel terjadi (1Cqg,.
100) dicapai pada konsentrasi lebih rendah dari 16
mg/ml. (Rahman et al, 2001). Hasil yang diperoleh
potensinya lebih rendah jika dibandingkan dengan
vinkristin yang memiliki nilai ICg4, sebesar 7,046 X
10**pg/ml.

Berdasarkan hasil penelitian ini senyawa
yang memiliki potensi sebagai antimitosis pada
ekstrak klika sirsak adalah Annonaceus acetogenin.
Hal ini dikaitkan dengan penelitian lain yang
membuktikan khasiat kandungan asetogenin bahwa
pada kulit batang sirsak mengandung satu asetogenin,
solamin, dan dua triterpenoid, stigmasterol dan
sitosteral. Annonaceous acetogenin telah ditemukan
lebih dari 400 jenis strukturnya dan terus berkembang
sampai sekarang. Pada sirsak khususnya, telah
ditemukan 50 jenis annonaceous acetogenin dari biji,
kulit batang, daging buah, dan daun sirsak (Wijaya,
2012). Demikian pula dengan Zuhud, 2011
menyatakan bahwa diberbagai negara yang dibiayai
oleh Lembaga Institut Kanker Nasional, Amerika
Serikat dimana dari penelitian tersebut didapatkan
hasil sebanyak 20 tes laboratorium menemukan
bahwa daun dan batang Annona muricata L. memiliki
sitotoksisitas terhadap sel kanker.

IV. KESIMPULAN

Berdasarkan  hasil  penelitian  dapat
disimpulkan bahwa ekstrak etanol klika sirsak
(Annona muricata L.) mempunyai potensi sebagai
antimitosis dengan nilai Cgp dari ekstrak etanol
klika sirsak (Annona muricata L.) sebesar 1,56 x 10
mg/ml.
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