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Uji toksisitas subkronis ekstrak etanolik biji Srikaya
(dAnnona squamosa L.) sebagai repelan

Test of subchronic toxicity of e'thanolic extract of Anmona squamosa seed
as repellant
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Abstract

Active compound in A, squamosa seed such as carvon and limonene has a toxic
effect on skin cell and can be absorbed into blood flow, s0 has a systemic effect on liver, lung
and kidney. The aim of this research is to study the toxic effect of ethanolle extract of A.
squamosa seed as repellant subchronically.

Thirty rats (Rattus norvegicus) Wistar strain, male and female, 3 month old used as
subject. It is divided info 5 groups, negative conirol groups, positive control group with CMC,
and three group of Ireafment group used ethanolic extract of A. squamosa seed dosage T
(25%g), IT (50%3) dan IIT (10023). The back hair of the rats were showed with its digmeter
I Jem of it and given a treatment topically for each groups every day for thirty days and
observed its condition if any change happens every davs. On day 31, all of the rats decapitated,
a skin located of treatment is taken and so its liver, lung and kidney fo make a histopathological
preparation with H&E,

The result of this research showed that subchronic ethanolic extract of A. squamosa
seed 25%, 50% and 100% topically caused irritation on skin, but not caused of change in
histelogical features of liver, lung and Kidney, Subchronic ethanolic extract of A. squamosa
seed 1 00% significantly caused irritation and increased of polimorphonuclear cell,
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Abstrak

Senyawa aktif dalam biji antara lain carvon dan monéne mempunyai efek toksik pada sel-
scl kulit dan dapat terabsorpsi masuk ke dalam aliran darah, sehingga memberikan efck sistemik
pada organ hepar, pulmo dan ginjal. Penclitian ini bertujuan umtuk mengetahui efek toksik eksirak
etanolik biji A. sqguamosa sehagai repelan yang digunakan secara subkronis.

Subvek penelitian adalah tukus putih (Rattus rorvegicns) galur ‘Wistar jantan dan betina,
umur 3 bulan, 30 ekor. Subyek dibagi menjadi 5 kelompok yaitu kelompok kontrol negatif, kelompok
kontrol CMC, kelompok eksirak etanolik biji 4. squamosa konsentrasi 1(25%), IT (50%) dan 11
(100 %5). Punggung tikus dicukur dengan diameter 1,5 cm, diberi perlakuan pada hari kel-30
sesnal kelompokmyva. Ekstrak dioleskan sctiap han di tempat vang dicukur, Kondisi umum tikus
diarnati dan dicatat perubahan vang tegjadi setiap hari. Padahari ke-3 1, semua tikus dikorbankan,
kulit tempat perlakuan, hepar, paru dan ginjal diambil dan dibuat preparat hisiologi dengan pengecatan
H&E.

Eorespondensi: 3N Nunl Makiyah, Fakultas Kedokieran Universitas Mubammadivah Yogyakaria
Jin Lingkar Barat Tomantiro Kasihan Bantul Yogyakarda
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Hasil penelitian menunjuldcan pemberian subkronis ekstrak etanolik biji srikaya (Annona
squamosa) 25%, 50%, 100% secara topikal menyebabkan iritasi pada kulit, tetapi tidak
menychabkan perubahan histologis organ hepar, paru dan ginjal, ckstrak etanolik A, squamosa
1002 topikal subkronis secara signifikan dapat menyebabkan iritasi dan meningkatnya jumlzh

polimorfonukiear sel.

Kata kuncdl : dnnona squamosa, carvon, limonen, uji tksisitas subkronis, topikal,

Pendahuluan

Tanaman srikaya (Annona
squamosa) mempunyai aktivitas inseklisida
dengan cara sebagai larvasida, Growth
regulator dan Chemosterilant’, Habitat
tanaman Ini di daerah tropis terutama di
Amerika, India Barat, dan tersebar luas di
seluruh wilayah tropis di dunia. Daging buah
srikaya yang berwamna putih dapat dimakan
seqar karena rasanya manis, daunnya yang
berwarna biru keabu-abuan bisa digunakan
sebagai insektisida, bijinya yang dihaluskan
bisa digunakan sebagai insekiisida dan obat
kutu kepala®. Penelitian Sundari dan
Kesetyaningsih pada tahun 2004
menunjukkan bahwa ekstrak etanolik biji A.
squamosa memiliki daya repelan (menolak
nyamuk). terhadap nyamuk Aedes Aegypli
sampai konsentrasi 25%°. Repelan pada
manusia digunakan dengan cara
mengoleskan pada kulit anggota badan
yang terbuka seperti tangan dan kaki.

Repelan akan digunakan secara
berulang-ulang dalam wakiu yang lama
hingga berbulan-bulan sehingga
keamanannya harus terjamin’, Senyawa
aktif utama dalam A. sguamosa adalah
squamosin dan asiminin yang lermasuk
golongan asetoginin. Selain itu, bijinya
mengandung aporphine alkaloid (anonaine,
roemerine, norcoryding, corydine,
norisocorydine and glaucine}, Carvone,
linalool, limonene, a - dan b -pinene®.

Untuk keperluan penapisan
spektrum efek toksiz suatu senyawa
diperlukan serangkaian uji toksikologi.
Saecara umum ujl foksikologi dibedakan
menjadi dua golongan yaitu uji toksikalogl
tak khas dan uji toksikologi khas. Uji
toksikologi tak khas dirancang untuk
mengetahui keseluruhan atau spekirum
eiek toksik sesualu senyawa pada aneka

10

ragam jenis hewan uji, termasuk uji ini
adalah uji toksisitas akut, sub kronis dan
kronis. Beda ketiga uji tersebul adalah pada
sifat dan lama pemberian afau pemejanan
senyawa uji, serta sasaran dan luaran
ujinyas,

Toksisitas suatu substansi beracun
pada organisme hidup dipengaruhi oleh
banyzk faktor baik yang berasal dari
organisme yang terkena maupun dari racun
itu sendiri. Inleraksi bahan toksik dengan
tubuh dapat menimbulkan efek yang
diharapkan dan menguntungkan (efgk
terapeulik), atau dapat pula merugikan
sebagai efek samping, reaks| hipersensitif,
reaksi alergi atau efek toksik. Efek tokslk
dapat muncul sebagai gangguan faali,
biokimia atau perubahan struktur sel,
jaringan atau organ tubuh’.

Uji ketoksikan subkronis adalah uji
loksikologi sesuatu senyawa yang diberikan
dengan dosis berulang pada hewan uji
tertentu, selama kurang dari 3 bulan. Pada
dasamya uji ketoksikan subkronis meliputi
efek toksik (wujud dan sifat) sesuatu obat
yang mungkin timbul selama lebih kurang
10 % masa hidup hewan uji, yang pada
akhirmya dapat disetarakan dengan kejadian
yang mungkin timbul ketika obat tersebut
digunakan pada manusia. Hal ini periu
dikerjakan mengingat pemakaian obal
seringkali memerukan waktu relatif panjang,
hahkan mungkin sepanjang masa hidup si
pemakai. Sefain itu dengan uji ketoksikan
subkronis memungkinkan tediputnya wujud
dan sifat efek toksik yang munculnya lambat
dan tak dapat terliput pada uji ketoksikan
alout®,

Beberapa senyawa akiif dalam biji
A. sgquamosa antar lain carvon dan
limonene mempunyai efek toksik pada sel-
sel kulit atau dapat terabsorpsi masuk ke
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dalam aliran darah, sehingga dapat
memberikan efek sistemik pada organ
hepar, pulmo dan ginjal.

Penelitian ini bertujuan untuk
mengetahui efek toksik ekstrak etanclik biji
A. sguamosa sebagai repelan yang
digunakan secara subkronis.

Bahan dan Cara

Subyek uji dalam penelitian ini
adalah tikus putih { Raffus norvegicus) galur
Wistar jantan dan betina berumur3 bulan
sebanyak igapuluh ekor. Sadangkan bahan
ujinya adalah ekstrak etanolik biji A.
squamosa konsentrasi 25%, 50% dan
100%.

Subyek uji dibagl menjadi 5
kelompok vaitu kelompok kontrol negatif
tanpa perakuan, kelompok kontrol CMC,
kelompok ekstrak konsentrasi | (25%), I
{50%%) dan 1l {100 %).

Punggung likus yang sebalumnya
telah dicukur.dengan diameter 1,5 cm, diberi
perlakuan pada hari pertama hingga hari
ke-30 sesuai dengan kelompoknya masing-
masing. Ekstrak dicleskan seliap har d

Penilaian diberikan sebagai berkut :

tempat yang dicukur. Kondisi umum tikus
diamati seliap hari dan dicatat perubahan
yvang terjadi, Apabila ada tikus yang mati,
harus segera dilakukan pembedahan dan
grgan hepar, paru dan ginfal serta kulit
tempat perakuan diambil untuk pengamatan
histopatologi. Pada hari ke-31, semua tikus
dikarbankan, kulit tampat periakuan diambil
dan dibual preparat histelogi dengan
pengecatan H&E, Organ hepar, paru dan
ginjal juga diambil untuk pengamatan
histopatologi.

Evaluasi : kondisi kesehatan fikus
selama percobaan, histopatologl hepar, paru
dan ginjal, histopatologi kulit mencit dianalisis
adanya hiperemi, sel radang (sel leukosit
PMN, monosit, limfosit) secara
semikuanitatif.

Preparat histologi kulit, hepar, paru
dan ginjal diamati dengan mikroskop
Olympus® dengan perbesaran 100x dan
400 dan dianalisis perubahan-parubahan
yang terjadi pada tingkat seluler. Preparat
kulit diamati adanya perdarahan uniuk
melihat derajat iritasi dan jumiah sal PMN,

Area perdarahan
per lapang pandang

Skeor

Tidak ada perdarahan
Perdarahan = 25 %
Pardarahan 26 % - 50%
Perdarahan 51-T5 %

Perdarahan 75 %%~ 100%

£ L0 R =8 O

=

Jumiah PMN

1]
1-6
6-10
1118
168-20

_Terbentuk nodulus imfatikus

Derajat iritasi dan PMN dianalisis
dengan uji stafistik Non Parametrik Kruskal

Wallis dengan taraf kepercayaan 95%
dilanjutkan dengan Man Whitney Test
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Hasll Penelitian

Penelitian dilakukan pada hewan uji
tikus (Raftus norvegicus) galur Wistar
jantan dan betina. Ekstrak diberikan secara
topikal selama 30 hari pada kulit tixus yang
bulunya sudah dicukur. Kekerabatan wakiu
antara lama pemberian pada hewan uji dan
kesataraan waktu pada manusia adalah 30
hari pada hewan uji tikus setara dengan 34
bulan pada manusia®,

Eksirak etanolik biji A. squamosa
diencerkan dengan aquades yang
mengandung CMC (carboksi metil celulose)

Mutiara Madis
Vol & Mo, 1: 8-17, Janwarl 2006

0.5 %. Ekstrak biji A. squamoss
mengandung  minyak, sehingga
penambshan CMC berfungsi sebagal
emulgator. Hal ini akan menjamin
homaogenitas larutan. Untuk mengetahui
pengaruh pelarut terhadap hewan uji, maka
ada satu kelompok tikus yang mendapal
periakuan diclesi dengan larutan CMC 0,5
%5, Hasil peneliian menunjukkan perlakuan
CMC 0.5 % secara topikal selama 30 hari
tidak memberikan parubahan fisiologis tikus,
baik secara makroskopis maupun
mikroskopis.

Ferkembangan barat badan tikus jantan

Gambar 1. Perkembangan berat badan fikus jantan
(waktu 1 =awal penelitian, 2 = tengah penelitian, 3= akhir panelitian)

Perkembangan berat badan tikus
dapat dilihal pada Gambar 1 pada tikus
jantan dan Gambar 2 pada tikus betina. Dari
hasil analisis statistik Anova yang dilanjutkan
dengan uji Tukey menunjukkan bahwa
perbedaan berat badan tikus jantan selama
penelitian secara umum tidak berbeda
barmakna, hanya pada beberapa kelompok
yaitu kelompok ekstrak 50% dan 100%
dibandingkan dengan kelompok tanpa
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parlakuan, berat badan tikus pada tengah
dan akhir penelifian berbeda bermakna.
Kelompok perlakuan ekstrak 50% dan 100%
mempunyai berat badan yang lebih rendah.
Pada tikus befina, berat badan selama
penelitian secara umum tidak berbeda
bermakna, hanya pada kelompok eksirak
100% dibandingkan dengan kelompok
CMC, berat badan tikus pada akhir
penelitian berbeda bermakna.
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BPTE B aE

berat badan (gram)

=

Perkembangan berat badan tkus betina

——
=l Eore
— P25 %
i [ B}
= 100 5

Gambar 2. Perkembangan berat badan tikus betina
(wakiu 1 =awal penelitian, 2 = tengah penelitian, 3= akhir penelitian)

Gambar 3. Gambaran makroskopis kulit tikus [A]. kontrol tanpa pariakuan [B]. Kelompok
ekstrak A. squamosa 25 % [C]. Kelompok ekstrak A. squamoss 100 %,
nampak adanya kemerahan dan intasl.

Secara makroskopis kulit tikus yang
diolesl dengan ekstrak etanollk biji A.
squamosa dosis 28%, £0% dan 100%
menunjukkan adanya tanda-tanda
kemerahan dan iritagl setelah 15 hari
perlakuan. Hal Inl tidak terjadi pada ftikus
kelompok kontrol tanpa perlakuan dan

kontrol negalif yang diberl CMC. Jumilah
tikus yang mengalami kemerahan dan iritasi
semakin banysk hingga akhir perakuan.
Foulit tikus kelompok kontrol negatif dan
kelompok eksirak A. sguamosa dapat
dilihal pada Gambar 3.
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Gambar 4. Gambaran histologis kulit tikus [A]. kontrol tanpa perlakuan [B]. Kelompok
ekstrak A. squamosa 25% [C]. Kelompok ekstrak A, squamosa 100%,
nampak adanya perdarahan dan sel PMN

Selain dengan pengamatan
makroskopis, jaringan kulit termpat perlakuan
dibuat preparat hisiologi dengan eknik
pengecatan H&E. Preparat kulit dianalisis
perubahan-perubahan yang teradi pada
tingkat seluler dengan mengamati adanya
pardarahan untuk melihat derajat intasi dan
jurmnlah sel PMN. Gambar 4 menunjukkan
histologis preparat kulit. Pada preparat

kelompok ekstrak A. squamosa 25%, 50%
dan 100% nampak adanya perdarahan dan
sel PMN yang menunjukkan adanya
peradangan. Hal ini tidak lerjadi pada
kelompok kontrol lanpa perlakuan dan
kontral CMC. Hasll pengamaltan derajat
iritasi dan jumikah sel PMN dapat dilihat pada
Tabel 2, Gambar 5§ dan Gambar 6.

= H-p

| Kome
aP 26 %
o P 50 %
" |mP00%

Gambar 5. Hasil pengamatan derajat iritasi
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kelompok

HKAp

B Komc
OoP25 %
OF S0 %
P 100 %

Gambar 6. Hasll pengamatan sel PMN

Hasil analisis stafistixk MNon
Parametrik Kruskal Wallis dengan taraf
kepercayaan 85% dilanjutkan dengan Man
Whitney Test menunjukkan bahwa derajat
iritasi berbada signifikan antara kelompok
ekstrak 50 % dan 100 % dengan kelompok
kontrol negatif. Demikian pula jumlsh sel
PMN meningkat seiring dengan
meningkatnya konsenfrasi ekstrak. Hasil
analisis statistik menunjukkan jumiah sel
PMN vang berbeda secara signifikan
antara kelompok ekstrak 50 % dan 100 %
dengan kelompok kontrol negatif.

Diskusi

Pada penelitian ini berat badan fikus
diukur pada awal, tengah dan akhir
peneliian untuk mengetahui sejauh mana
perkembangan berat badan tikus pada
masing-masing kelompok perlakuan
dibandingkan dengan kelompok kontrol dan
uniuk mengetahul apakah perakuan yang
diberikan mempengaruhi berat badan tikus,
Hasilnya ternyata menunjukkan bahwa
perbedaan berat badan tikus jantan selama
penealitian secara umum tidak berbeda
bermakna, hanya pada kelompok kelompok
ekstrak 50% dan 100% dibandingkan
dengan kelompok tanpa perakuan, berat

badan tikus pada tengah dan akhir panelitian
berbeda barmakna. Kelompok perlakuan
eksfrak 50% dan 100% mempunyai beral
badan yang lebih rendah. Hal ini
kemungkinan disebabkan karena teqadinya
iritasi pada kulit tikus sehingga menimbulkan
rasa sakit sehingga mempengaruhi nafsu
makan tikus dan akhirmya menurunkan nafsu
makan tikus, sedangkan pada tikus belina,
berat badan selarma peneliian fidak berbeda
bermakna. Pada fikus betina, berat badan
selama penelitian secara umum tidak
berbeda bermakna, hanya pada kelompok
ekstrak 100% dibandingkan dengan
kedompok CMC, berat badan likus pada skhir
penelitian berbeds bermakna.

Sanyawa yang terkandung dalam biji
A squamosa antara lain carvon dan
limonene®.Carvon merupakan senyawa
toksik bila ditelan, dihisap atau mengenai
kulit. Carvon dapat menimbulkan irtasi pada
kulit. Pemakaian melalui oral pada tikus
mempunyai LDS0 3,7 mg/kgBB. Carvon
dapat diabsorpsi melalui kulit dan
pengunaan topikal pada kelinci mempunyal
LD50 4 mg/kgBB’. Limonens termasuk
iritan moderat pada binatang percobaan.
Penggunaan jangka panjang pada kulit
menyebabkan reaksi alergi berupa redness,
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swelling, ifching. Penggunaan topical pada
kelinci mempunyai LD 50 lebih dari 5.000
mg/ kgBB®. Secara makroskopis kulit tikus
yang dioles! dengan ekstrak etanolik biji A.
squamosa dosis 25%, 50% dan 100%
menunjukkan adanya t{anda-tanda
kemerahan dan iritasi setelah 15 hari
perlakuan. Hal ini tidak terjadi pada tikus
kelompok kontrol tanpa perlakuan dan
kontrol negatif yang diberi CMC. Jumiah
tikus yang mengalami kemerahan dan iritasi
semakin banyak hingga akhir perlakuan.
Kulit tikus kelompok kontrol negatif dan
kelompok ekstrak A. sguamosa dapal
dilihat pada Gambar 3.

Drari hasil pengamatan preparat kulit
diamati adanya perdarahan untuk melihat
derajat iritasi dan jumiah sel PMN seperti
terinat pada gambar 4 yang menunjukkan
histologis preparat kulit, Pada preparat
kelompok ekstrak A. squamosa 25%, 50%
dan 100% nampak adanya perdarahan dan
sal PMN yang menunjukkan adanya
peradangan. Hal ini tidak terjadi pada
kelompok kontrol tanpa perlakuan dan
kontrol CMC. Semakin tinggi dosis ekstrak
maka semakin berat derajal Iritasi pada
histologl preparat kulit dan dari analisis
statistik menunjukkan bahwa derajat iritasi
berbeda signifikan antara kelompok ekstrak
50 % dan 100 % dengan kelompok kontrol
negatif. Demikian pula jumlah sel PMN
meningkat seiring dengan meningkatnya
konsentrasi ekstrak. Hasil analisis statislik
menunjukkan jumlah sel FMN yang
berbeda secara signifikan antara kelompok
ekstrak 50% dan 100% dengan kelompok
kontrol negatif.

QOrgan penting yang rawan lerhadap
afek toksik dan mempunyal kesempatan
besar uniuk cidera dan mandesita antar lain
hati, ginjal dan paru®, Absorpsi senyawa
aktif dalam ekstrak yang diberikan secara
topikal mungkin saja terjadi sehingga periu
dilakukan pengamatan histologis organ
hepar, ginjal dan paru, Organ hepar, parn
dan ginjal dibuat preparat histologi dengan
teknik pengecatan H&E untuk mengetahui
perubahan-perubahan yang lerjadi pada
tingkat seluler.
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Paru sebagai alat pernafasan rawan
terhadap racun dan mempunyai kesempatan
besar untuk menderita keracunan lerutama
oleh bahan-bahan yang mudah menguap®.
Pemeriksaan mikroskopis organ paru pada
preparat histologi H&E menunjukkan adanya
tanda-tanda peradangan pada paru hewan
uji. Namun gejala ini ditemukan pada semua
kelompok hewan uji dan diperkirakan bukan
akibal dari perlakuan dengan ekstrak
atanoclik A. squamosa. Sebagai organ yang
berhubungan langsung dengan dunka luar,
paru mempunyai mekanisme pertahanan
berupa silia, mukus dan enzim yang dapat
melakukan metabolisme racun tertentu®.
Adanya peradangan pada pulmo
disebabkan oleh kondisi pemeliharaan
hewan uji yang kurang bersih.

Hepar merupakan organ utama
metabolisme. Pemeriksaan histologis hepar
menunjukkan tidak ditemukanmya kelainan
pada hepar, baik kelompok kontrol negatif
maupun kelompok ekstrak A. sguamosa.
Demikian juga hasil pemeriksaan histologis
ginjal, fidak ditemukan kelainan pada sel-sel
ginial. Senyawa aklif ekstrak A. sguamosa
yang diberikan secara topikal tidak
mempengaruhi organ hepar, ginjal dan paru
yang dibukiikan dengan tidak adanya
perubahan seluler pada organ-organ
tersabult.

Kesimpulan

1. Penggunaan subkronis ekstrak etanolik
biji srikaya (Annona squamosa) 25 %,
50 %, 100 % secara topikal
menyehabkan irtasi pada kulit.

2. Ekstrak etanolik A. sguamosa 100 %
topikal subkronis secara signifikan dapat
rrenyebabkan iritasi dan meningkatnya
jurndah PMM.

3, Ekstrak etanclik A. squamosa 25 %, 50
%, 100 % topikal subkronis tidak
menyebabkan perubahan histologis
organ hepar, paru dan ginjal.

Saran

Ekstrak etanclik A. sguamosa tidak
direkomendasikan digunakan secara topikal
pada manusia,
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