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RINGKASAN

SOFIYANTI. 066120179. 2025. TOKSISITAS AKUT EKSTRAK BIlJI
MAHONI (Swietenia macrophylla King) PADA EMBRIO ZEBRAFISH
(Danio rerio). Dibawah Bimbingan : Sara Nurmala dan Lusi Agus Setiani

Dalam kehidupan masyarakat, tanaman banyak dimanfaatkan sebagai obat
tradisional untuk pengobatan berbagai jenis penyakit. Salah satu tumbuhan yang
telah dimanfaatkan masyarakat sebagai obat tradisional adalah biji mahoni.
Berbagai penelitian telah melaporkan khasiat dari biji mahoni antara lain sebagai
antihipertensi, dan antibakteri.

Penelitian ini bertujuan untuk menentukan kategori toksisitas Lethal
Concentration 50 (LCs) dari ekstrak biji mahoni menggunakan metode Zebrafish
Embryo Acute Toxicity (ZFET), mengidentifikasi gejala abnormalitas pada
morfologi embrio ikan zebra setelah adanya paparan dari pemberian ekstrak biji
mahoni, menentukan nilai Effective concentration 50 (ECso) yang dapat
menimbulkan abnormalitas pada morfologi embrio ikan zebra, dan kategori
indeks teratogenik dari ekstrak biji mahoni (Swietenia macrophylla King).

Hasil penelitian didapatkan nilai Lethal Concentration 50 (LCso) ekstrak
biji mahoni dengan waktu pengamatan selama 24 jam, 48 jam, 72 jam dan 96 jam
didapatkan sebesar 97,462 ppm, 88,843 ppm, 73,706 ppm dan 65,481 ppm yang
masuk ke dalam rentang 10-100 ppm. dengan kategori slightly toxic atau sedikit
toksik. Terdapat kelainan pada embrio ikan zebra ditandai dengan adanya
abnormalitas seperti kelainan pada ekor, kelainan tulang belakang, pembengkakan
(edema) pada kuning telur dan perikardium serta kematian pada embrio ikan zebra
setelah terpapar ekstrak biji mahoni. Didapatkan nilai ECso ekstrak biji mahoni
sebesar 162,1 ppm, 97,32 ppm, 80,81 ppm dan 79,98 ppm dengan kategori indeks
teratogenik (TI) < 1 artinya termasuk kedalam kategori non teratogen.

Kata kunci ; Ekstrak Biji Mahoni, Toksisitas Akut, Embrio Ikan Zebra



SUMMARY

SOFIYANTI. 066120179. 2025. ACUTE TOXICITY OF MAHONI TREE
EXTRACT (Swietenia macrophylla King) ON ZEBRAFISH EMBRYOS
(Danio rerio). Under the Guidance of: Sara Nurmala and Lusi Agus Setiani

In people's lives, plants are widely used as traditional medicine for the
treatment of various types of diseases. One of the plants that have been used by
the community as traditional medicine is mahogany seeds. Various studies have
reported the efficacy of mahogany seeds, among others, as antidiabetic, and
anticancer.

This study aims to determine the toxicity category of Lethal Concentration
50 (LCso) of mahogany seed extract using the Zebrafish Embryo Acute Toxicity
(ZFET) method, identify symptoms of abnormalities in the morphology of
zebrafish embryos after exposure from the administration of mahogany seed
extract, determine the Effective concentration 50 (ECso) value that can cause
abnormalities in the morphology of zebrafish embryos, and determine the
teratogenic index category of mahogany seed extract (Swietenia macrophylla
King).

The results showed that the Lethal Concentration 50 (LCso) value of
mahogany seed extract with observation time for 24 hours, 48 hours, 72 hours,
and 96 hours was obtained at 97.462 ppm, 88.843 ppm, 73.706 ppm, and 65.481
ppm which fell into the range of 10-100 pg/mL (ppm) with the category slightly
toxic or slightly toxic. There are abnormalities in zebrafish embryos characterized
by abnormalities such as abnormalities in the tail, spinal abnormalities, swelling
(edema) of the yolk and pericardium, and death in zebrafish embryos after
exposure to mahogany seed extract. The ECsg value of mahogany seed extract is
162.1 ppm, 97.32 ppm, 80.81 ppm, and 79.98 ppm which can cause abnormalities
in zebrafish embryos with a teratogenic index (TI) category < 1, meaning it is
included in the non-teratogenic category.

Keywords; Extract Of Mahogany Seeds, Acute Toxicity, Zebrafish Embryos.
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BAB |
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Dalam kehidupan masyarakat, tanaman banyak dimanfaatkan sebagai obat
tradisional untuk pengobatan berbagai jenis penyakit. Sejak dahulu pemanfaatan
tanaman sebagai obat diminati oleh masyarakat desa, hal ini ditandai dengan
banyaknya tempat pengobatan tradisional dan banyak beredar produk obat
tradisional di tengah-tengah masyarakat yang biasa disebut herbal (Harefa, 2020).
Salah satu tumbuhan yang telah dimanfaatkan masyarakat sebagai obat tradisional
adalah biji mahoni (Situmorang dkk., 2022). Banyak anggapan bahwa obat
tradisional aman dikonsumsi namun penggunaan yang tidak tepat karena
kurangnya informasi maupun anggapan yang keliru di masyarakat dapat
menyebabkan hasil yang tidak diinginkan (Hilmarni dkk., 2015). Sehingga
diperlukan uji keamanan dalam penggunaan obat tradisional yaitu uji toksisitas
untuk mengetahui keamanan penggunaan obat tradisional (Jubaidah dkk., 2021)
dan untuk mengetahui adanya efek toksik suatu zat dari sediaan uji (BPOM RI,
2022).

Biji mahoni telah digunakan sebagai obat tradisional untuk penyakit
hipertensi, diabetes dan malaria (Hartati dkk., 2013). Biji mahoni memilki
berbagai khasiat farmakologi antara lain biji mahoni dimanfaatkan untuk beberapa
terapi sebagai antibakteri dan antidiabetes (Sinurat dkk., 2023). Penelitian lain
yang dilakukan oleh Andika dkk., (2023) melaporkan bahwa pemberian ekstrak
etanol biji mahoni (Swietenia mahagoni (L.) Jacq) dosis 200 mg/kgbb
menunjukkan dosis paling efektif dalam menurunkan tekanan darah pada tikus
putih jantan galur wistar.

Senyawa metabolit sekunder yang terkandung pada biji mahoni adalah
golongan flavonoid yaitu flavon atau flavonol yang memiliki aktivitas antioksidan
tertinggi (Winata & Putri, 2019). Senyawa alkaloid dan terpenoid yang
terkandung pada biji mahoni dapat menghambat pertumbuhan sel kanker payudara
T47D dengan menggunakan metode Brine Shrimp Lethality Test (Tohir et al.,



2020). Pada penelitian Handayani dkk., (2019) melaporkan bahwa ekstrak etanol
biji mahoni dengan menggunakan metode Brine Shrimp Lethality Test (BSLT)
didapatkan nilai LCsg sebesar 0,95 ppm dengan tingkat toksisitas sangat toksik
terhadap larva udang (Artemia salina L.). Metode Brine Shrimp Lethality Test
(BSLT) tidak dilakukan pengamatan terhadap morfologi, fisiologi pada larva
Artemia salina yang terpapar bahan uji sehingga diperlukan hewan uji lain untuk
melihat efek yang timbul terhadap morfologi dan fisiologi dengan menggunakan
metode Zebrafish Embryo Acute Toxicity Test.

Penelitian uji toksisitas akut menggunakan metode Zebrafish Embryo
Acute Toxicity (ZFET) dengan menggunakan embrio ikan zebra sebagai hewan
uji. Uji toksisitas akut terlebih dahulu dilakukan untuk mengetahui efek toksik
yang muncul dalam waktu singkat setelah pemberian larutan uji (BPOM, 2020).
Menentukan Lethal concentration 50 (LCso) dan Effective concentration 50
(ECso) sebagai indikator toksisitas pada embrio ikan zebra (Danio rerio). Nilai
Lethal Concentration 50 (LCsg) merupakan parameter toksisitas akut yang
menjadi indeks untuk menilai keamanan herbal yang dilakukan pada hewan coba
akuatik (Purnomo, 2022). Nilai Effective concentration 50 (ECso) sebagai
indikator abnormalitas dengan mengamati kelainan pada morfologi ikan zebra
(Danio rerio), serta menentukan Indeks Teratogenik sebagai perbandingan
konsentrasi yang mematikan pada 50% hewan uji dibagi dengan konsentrasi yang
menimbulkan efek abnormalitas pada 50% hewan uji (Lee et al., 2013). Beberapa
kelebihan pemanfaatan ikan zebra sebagai model hewan uji terkait dengan ukuran,
pemeliharaan, morfologinya dan mudah dalam pengamatannya karena memiliki
tubuh yang transparan sehingga memudahkan peneliti untuk mengamati
abnormalitas yang terjadi selama penelitian (Anggara dkk., 2021). Embrio ikan
zebra memiliki kesamaan genetik dan fisiologis dengan mamalia serta 70%
genom ikan zebra mirip dengan manusia (Howe et al., 2014). Berdasarkan latar
belakang tersebut dilakukan penelitian mengenai toksisitas akut ekstrak biji
mahoni menggunakan metode Zebrafish Embryo Acute Toxicity (ZFET) sehingga
diharapkan dapat memberikan informasi terkait keamanan dari penggunaan

ekstrak biji mahoni jika dikonsumsi sebagai obat tradisional.



1.2 Tujuan

1.

Menentukan kategori toksisitas Lethal Concentration 50 (LCso) dari ekstrak
biji mahoni (Swietenia macrophylla King.) menggunakan metode Zebrafish
Embryo Acute Toxicity (ZFET).

2. Mengidentifikasi gejala abnormalitas pada morfologi embrio ikan zebra
setelah adanya paparan dari pemberian ekstrak biji mahoni (Swietenia
macrophylla King).

3. Menentukan nilai Effective concentration 50 (ECso) yang dapat menimbulkan
abnormalitas pada morfologi embrio ikan zebra setelah adanya paparan dari
pemberian ekstrak biji mahoni (Swietenia macrophylla King).

4. Menentukan kategori indeks teratogenik dari ekstrak biji mahoni (Swietenia
macrophylla King).

1.3 Hipotesis

1. Didapatkan kategori toksisitas Lethal Concentration 50 (LCso) dari ekstrak
biji mahoni yang dapat menyebabkan 50% embrio mengalami kematian.

2. Didapatkan terjadinya abnormalitas pada morfologi embrio ikan zebra setelah
terpapar ekstrak biji mahoni (Swietenia macrophylla King.).

3. Didapatkan nilai Effective concentration 50 (ECso) dari ekstrak biji mahoni
(Swietenia macrophylla King) dapat menimbulkan abnormalitas pada
morfologi embrio ikan zebra.

4. Didapatkan kategori indeks teratogen dari ekstrak biji mahoni (Swietenia

macrophylla King).
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2.1 Tumbuhan Mahoni

Mahoni tergolong ke dalam famili Meliaceae dan terdapat dua jenis
spesies yang cukup dikenal yaitu mahoni dengan daun lebar Swietenia
macrophylla dan Swietenia mahagoni mahoni dengan daun sempit. Tinggi
tanaman mahoni dapat mencapai lebih dari 100 cm, daun berwarna hijau tua
dengan panjang 10-30 cm. Terdapat bunga yang tumbuh di tangkai dan buah
mahoni yang berbentuk seperti kapsul. Tanaman mahoni merupakan tanaman
tahunan, berakar tunggal, berbatang bulat, percabangan banyak dan kayu
serta memiliki getah (Ahmad dkk., 2019). Menurut Martono & Rahayu,
(2017), taksonomi tumbuhan mahoni (Swietenia macrophylla King)
diklasifikasikan ke dalam famili Meliaceae dengan genus Swietenia dan

spesies (Swietenia macrophylla King).

Gambar 1. Pohon Mahoni
Sumber: (Gilman et al., 2018)

2.1.1 Deskripsi Biji Mahoni

Buah mahoni berbentuk bulat telur, memiliki lekukan dan berwarna
coklat. Bagian luar buah mengeras dengan kekebalan 5-7 mm, di bagian
tengah mengeras seperti kayu dan berbentuk kolom dengan sudut yang
memanjang menuju ujung. Buah akan pecah dari ujung saat buah matang lalu

kering. Di bagian dalam buah mahoni terdapat biji yang berbentuk pipih



dengan ujung agak tebal yang biasanya dalam satu buah terdapat 35-45 biji
mahoni (Winata & Putri, 2019). Buah mahoni berbentuk bulat seperti telur
dengan jumlah lekukan berjumlah lima dan termasuk ke dalam tipe buah
kotak yang berwarna coklat. Di dalam buah mahoni terdapat kulit biji mahoni
berwarna coklat kehitaman berbentuk pipih dengan ujung tebal. Pada bagian
luar buah mahoni sangat keras dan memiliki tebal berkisar 5-7 mm, pada
bagian tengah buah keras seperti kayu dengan bentuk memanjang dengan 5
sudut yang menuju ujung. Buah matang akan pecah mulai dari ujung buah
(Alfayed & Riefani, 2022).
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Gambar 2. Biji mahoni
Sumber: (Dokumentasi Pribadi)

2.1.2 Kandungan Biji Mahoni
Biji mahoni mengandung senyawa metabolit sekunder golongan

flavonoid, alkaloid, saponin, steroid dan terpenoid dengan kandungan terbesar
pada biji mahoni adalah dari golongan flavonoid. Flavon atau flavonol
merupakan golongan flavonoid yang memiliki aktivitas antioksidan tertinggi
(Winata & Putri, 2019). Didalam biji mahoni terdapat beberapa golongan
senyawa Yyaitu alkaloid, flavonoid, tanin, saponin, steroid, terpenoid dan
swietenine (Siti Winda Munawwaroh dkk., 2022). Berdasarkan penelitian
Tohir et al., (2020) kandungan senyawa alkaloid dan triterpenoid yang
terdapat pada biji mahoni merupakan senyawa yang dapat menghambat
pertumbuhan sel kanker. Biji mahoni memiliki kandungan seperti kumarin,
ester asam lemak, steroid, polifenol, essential oil, tanin dan flavonoid.
Kandungan senyawa tersebut dimanfaatkan untuk beberapa terapi seperti
antibakteri, antidiabetes, antioksidan, antidiare dan antiinflamasi (Eid et al.,
2015).



2.1.3 Manfaat Biji Mahoni
Biji mahoni memiliki efektivitas sebagai antidiabetes karena terdapat

senyawa aktif yang berperan sebagai antidiabetes yaitu swietenine (Siti
Winda Munawwaroh dkk., 2022). Manfaat lain dari biji mahoni adalah untuk
menurunkan tekanan darah pada penderita hipertensi, meningkatkan nafsu
makan, rematik dan demam (E. K. Yanti & Putri, 2018). Biji mahoni dapat
digunakan untuk mengobati berbagai penyakit diantaranya penyakit
hipertensi, rematik, demam, masuk angin, eksim dan menambah nafsu
makan. Biji mahoni juga berpotensi untuk mengobati penyakit kanker
(Maslahat dkk., 2012).

2.2 Ekstraksi
Pembuatan ekstrak (ekstraksi) adalah suatu proses penyarian suatu

senyawa aktif dari suatu bahan atau simplisia nabati atau hewani dengan
menggunakan pelarut yang cocok. Proses ekstraksi bisa dilakukan dengan
berbagai metode, sesuai dengan sifat dan tujuannya (Zulharmita dkk., 2012).
Menurut Anggista dkk., (2019) beberapa faktor yang dapat mempengaruhi
ekstraksi adalah suhu operasi, kecepatan pengadukan, ukuran, bentuk, dan
kondisi partikel padat, jenis dan jumlah pelarut. Terdapat berbagai macam
metode ekstraksi yaitu maserasi, refluks, sokhlet, ultrasonic bath, dan
microwave assisted extraction (MAE).

2.2.1 Metode Ekstraksi
a. Metode Maserasi

Maserasi merupakan metode ekstraksi dengan proses perendaman
bahan dengan pelarut yang sesuai dengan senyawa aktif yang akan diambil.
Metode ekstraksi maserasi merupakan metode konvensional dengan cara
dingin yang memiliki keuntungan utama yaitu prosedur dan peralatan yang
digunakan sederhana dan tidak dipanaskan sehingga bahan alam yang
diekstrak tidak akan rusak (Mawarda dkk., 2020). Prinsip kerja maserasi
adalah melarutkan zat aktif melalui pelarut. Pelarut akan bekerja dan masuk
ke dalam dinding sel ekstrak dan masuk kedalam rongga sel untuk menarik



zat-zat aktif yang ada didalamnya. Pada saat proses perendaman bahan akan
terjadi pemecahan dinding sel dan membran sel karena perbedaan tekanan
antara luar sel sehingga metabolit sekunder yang ada di dalam sitoplasma
akan pecah dan terlarut pada pelarut organik yang digunakan (Chairunnisa
dkk., 2019).

2.3 Pelarut
Salah satu faktor penting yang menentukan dalam proses ekstraksi

adalah pelarut sehingga banyak faktor yang harus diperhatikan dalam
pemilihan pelarut. Pelarut yang digunakan dalam ekstraksi harus dapat
melarutkan ekstrak yang diinginkan saja, mempunyai kelarutan yang besar,
tidak menyebabkan perubahan secara kimia pada komponen ekstrak, dan titik
didih kedua bahan tidak boleh berdekatan (Arsa & Achmad, 2020).

2.3.1 Etanol
Etanol mempunyai kelarutan yang relatif tinggi dan bersifat inert

sehingga tidak bereaksi dengan komponen lainnya. Etanol adalah pelarut
yang volatile bersifat semipolar karena dapat melarutkan baik senyawa polar
maupun nonpolar. Gugus —OH polar dan —CHsCH bersifat nonpolar.
Pemilihan etanol 70% sebagai pelarut pada proses ekstraksi dikarenakan
etanol dapat menarik senyawa aktif yang lebih banyak dibandingkan jenis
pelarut organik lainnya. Selain itu etanol merupakan satu-satunya jenis
pelarut yang aman atau apabila dikonsumsi tidak bersifat racun karena
rendahnya tingkat toksisitas dibanding pelarut lain dan tingkat polaritas etanol
70% lebih tinggi dibandingkan etanol 96% (Hasanah & Novian, 2020).

2.4 Uji Toksisitas
Uji toksisitas merupakan suatu uji pendahuluan yang dilakukan untuk

mengetahui efek toksik dan ambang batas penggunaan suatu tumbuhan
sebagai obat. Bahaya akibat pemaparan suatu zat pada manusia dapat
diketahui dengan mempelajari efek kumulatif, dosis yang dapat menimbulkan
efek toksik pada manusia yang umumnya informasi tersebut dapat diperoleh

dari percobaan dengan hewan uji (Fauzy Arif Budiman, 2021).



Hasil uji toksisitas tidak dapat digunakan secara mutlak untuk
membuktikan keamanan suatu bahan atau sediaan pada manusia namun dapat
memberikan petunjuk adanya toksisitas relatif dan membantu identifikasi
efek toksik bila terjadi pemaparan pada manusia. Uji toksisitas suatu senyawa
dibagi menjadi dua golongan yaitu uji toksisitas umum dan uji toksisitas
khusus. Uji toksisitas umum meliputi pengujian uji toksisitas akut, subkronik
dan kronik (Farisi dkk., 2015). Menurut BPOM , (2020) terdapat 3 pengujian
toksisitas yaitu uji toksisitas akut, subkronis, dan kronis.

Uji toksisitas akut merupakan suatu pengujian untuk mendeteksi efek
toksik yang muncul dalam waktu singkat setelah pemberian sediaan uji yang
diberikan secara oral dalam dosis tunggal, atau dosis berulang yang diberikan
dalam waktu 24 jam. Prinsip uji toksisitas akut, sediaan uji dalam beberapa
tingkat dosis diberikan pada beberapa kelompok hewan uji dengan satu dosis
per kelompok, kemudian dilakukan pengamatan terhadap efek toksik dan
kematian. Pengamatan terhadap hewan uji selama pemberian sediaan uji
dilakukan setiap hari untuk melihat toksisitas yang terdapat pada
makropatologi dan hispatologi hewan uji yang mengalami kematian. Uji
toksisitas pada hewan coba dimaksudkan untuk ekstrapolasi hasil terhadap
manusia untuk mencari dosis yang aman. Pengujian toksisitas umumnya
menggunakan tiga dosis (rendah, sedang dan tinggi) serta menggunakan
kontrol untuk membandingkan efek dari kelompok perlakuan (Robinson et
al., 2009).

Uji toksisitas subkronis merupakan pengujian terhadap dosis berulang
dari suatu sediaan uji untuk mengetahui efek toksik selama tidak lebih dari
10% umur hewan uji. Uji toksisitas subkronis memiliki prinsip yaitu
pengamatan terhadap efek toksik dan kematian dari beberapa kelompok
hewan uji yang telah diberikan beberapa tingkat dosis dimana setiap dosis
akan diberikan per kelompok hewan uji dalam kurung waktu 3 bulan dan
perlu dilihat efek tertunda atau efek reversible dengan penambahan kelompok
yang dilakukan pengamatan 30 hari setelah pengamatan selama 3 bulan.

Pengujian toksisitas subkronis bertujuan untuk melihat efek toksik yang tidak



terlihat dalam uji toksisitas akut, menetapkan informasi dosis yang tidak
terlihat dalam uji toksisitas akut.

Uji toksisitas kronik merupakan pengujian terhadap dosis berulang
dari suatu sediaan uji untuk mengetahui efek toksik sampai seluruh umur
hewan uji. Toksisitas kronis memiliki prinsip yaitu pengamatan terhadap efek
toksik dan kematian dari beberapa kelompok hewan uji yang telah diberikan
beberapa tingkatan dosis dimana setiap dosis akan diberikan perkelompok
hewan uji dengan waktu tidak kurang dari 12 bulan dengan tujuan uji
toksisitas kronik ialah untuk mengetahui efek toksik dari pemberian sediaan
uji yang berulang dan dalam waktu tidak kurang dari 12 bulan dan
menentukan batasan dosis yang tidak berifat toksik, sehingga didpatkan data
toksisitas yang terdiri dari efek neurologi, fisiologi, hematologi, biokimia
Klinis dan hispatologi.

Pengujian toksisitas memerlukan Median Lethal Concentration (LCso)
untuk mengetahui batas aman dari suatu sediaan uji dalam bentuk larutan.
LCso berfungsi untuk mengukur kepekaan dan potensi zat toksik terhadap
makhluk hidup, semakin tinggi nilai LCso maka semakin besar knsentrasi
yang dibutuhkan untuk menghasilkan 50% kematian dari hewan uji (Sadeghi
& Peery, 2018).

2.4.1 Lethal Concentration 50
Toksisitas suatu senyawa diukur menggunakan dua indikator yaitu

Median Lethal Concentration (LCso) dan Median Effective Concentration
(ECs0). Pengujian toksisitas memerlukan Median Lethal Concentration
(LCs0) untuk mengetahui batas aman dari suatu sediaan uji dalam bentuk
larutan (Sadeghi & Peery, 2018). Nilai LCsop menunjukan derajat toksisitas
serta dosis yang mampu menimbulkan 50% kematian hewan uji yang
digunakan (Purnomo, 2022). Nilai LCso merupakan nilai konsentrasi suatu
larutan uji yang dapat menyebabkan 50% organisme uji. Nilai LCso diperoleh
digunakan untuk mengetahui tingkat konsentrasi senyawa uji pada embrio
ikan zebra (Ansori, 2020).
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Tabel 1. Kriteria Toksisitas Akut Berdasarkan Fish and Wildlife Service
(Jonson & Finley, 1980)

Tingkat Toksisitas LC50-96 jam (ug/mL)
Super toxic 0,01-0,1
Highly toxic 0,1-1
Moderately toxic 1-10
Slightly toxic 10-100
Practically non-toxic 100-1000
Relatively harmless >1000

2.4.2 Effective Concentration 50
Nilai ECso merupakan konsentrasi suatu bahan uji yang diperlukan untuk

menghasilkan efek tertentu pada 50% populasi uji dalam waktu tertentu yang
dimana Effective Concentration 50 (ECso) dimodifikasi untuk melihat gejala
abnormalitas pada 50% populasi atau konsentrasi suatu senyawa uji yang dapat
menyebabkan abnormalitas pada 50% embrio ikan zebra (Lee et al., 2013).
Beberapa indikator abnormalitas pada embrio ikan zebra yaitu teratogenisitas
didasarkan pada 16 parameter fenotip yaitu edema jantung, pigmentasi, panjang
badan, ukuran mata, ukuran kuning telur, edema kantung kuning telur, cacat
vesikel otik, cacat otolit, cacat sumbu tubuh, keterlambatan perkembangan,
pembengkokan ekor, skoliosis, tidak adanya sirip lateral, rasio penetasan,
malformasi rahang bawah dan nekrosis jaringan (Jarque et al., 2020).

2.5 Klasifikasi dan Morfologi lkan Zebra

Gambar 3. Ikan Zebra (Danio rerio)
Sumber : (Avdesh et al., 2012)
Keterangan : (A) Ikan zebra jantan; (B) Ikan zebra betina
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Ikan Zebra, Danio rerio dahulu (Brachydanio rerio) merupakan ikan
air tawar kecil dengan panjang tubuh standar 4 cm dari mulut ikan hingga
pangkal sirip ekor. Ikan ini asli Asia Selatan termasuk India, Bangladesh,
Pakistan, Nepal, dan Myanmar, tempat hidup ikan zebra berada di berbagai
perairan terutama di kolam yang dangkal dan tenang, sungai yang berarus
lambat, bahkan sawah. Zebrafish pertama kali dicatat oleh Francis Hamilton
pada tahun 1822, dan secara biologis masuk ke dalam Famili Cyprinidae dari
Ordo Cypriniformes ikan ini dinamakan Zebrafish karena memiliki beberapa
garis horizontal di setiap sisi tubuhnya seperti zebra. Di habitat aslinya, ikan
zebra lebih menyukai daerah dengan vegetasi yang menjorong, dan sebagai
spesies omnivore, memakan berbagai macam makanan seperti zooplankton,
serangga kecil, alga dan bahan tanaman lainnya. Di laboratorium, ikan zebra
sering diberi makan larva (dua minggu pertama setelah menetas) dan artemia
atau udang air asin pada tahap dewasa. Tergantung pada kondisinya umur
ikan zebra berkisar antara 3 hingga 5 tahun (Ge, 2018).

Ikan zebra dewasa biasanya memiliki panjang 2-3 cm bertelur hingga
beberapa ratus telur setiap kali pemijahan. Embrio ikan zebra berkembang
sangat cepat, menetas setelah sekitar 50 jam dalam kondisi terkendali, dan
larva mereka mulai makan pada hari ke 5. Ikan zebra bersifat eksoterm dan
biasanya dibudidayakan mulai dari suhu 18°C hingga lebih dari 38°C (Clark
& Ekker, 2013). Embrio ikan zebra banyak digunakan dalam penelitian, hal
ini berkaitan dengan sifat fisiologis dan ekotoksikologi dari spesies ini.

Keuntungan menggunakan ikan zebra karena ikan zebra ukurannya
kecil, mudah beradaptasi dengan di lingkungan yang berbeda, dan dapat
menghasilkan telur dalam jumlah yang banyak. Pada embrio ikan zebra
denyut jantung normal mendekati denyut jantung manusia yaitu 120-170 kali
per menit (Karolina Afriyani Kowan dkk., 2015). Pemanfaatan ikan zebra
sebagai model hewan uji menggunakan metode Zebrafish Embryo Acute
Toxicity memiliki beberapa kelebihan antara lain murah dan lebih mudah

karena didapatkan melalui proses breeding ikan zebra dewasa dan memiliki
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sensitivitas yang lebih baik karena kesamaan genetik embrio yang mirip

dengan manusia sebesar 70-85% (Wijaya, 2020).

2.6 Tahapan Perkembangan Embrio Ikan Zebra
Tahapan perkembangan embrio ikan zebra menurut Kimmel et al.,

(1995), terdapat 6 tahapan yaitu tahapan zigot dimana embrio yang baru
difertilisasi melalui siklus pertama zigot pada jam 0-0,75 setelah fertilisasi
ditandai dengan terjadinya pembelahan sel (cleavage) secara terus-menerus
hingga menuju fase blastula dimana sel-sel akan melakukan pembelahan
secara aktif. Pada fase blastula embrio mulai berdiferensiasi membentuk
organ-organ tertentu seperti saluran pencernaan dan natokorda. Fase gastrula,
pada tahap ini embrio akan masuk tahap transisi mid blastula (MBT) dengan
mulai terbentuknya lapisan kuning telur (yolk) dan epiboly akan mulai
terlihat. Pada tahap ini, hampir seluruh permukaan kuning telur akan tertutup
oleh blastoderm.

Periode selanjutnya yaitu segmentasi saat embrio berusia 10-24 jam.
Fase segmentasi, pada fase ini akan somit, primordia, neuromer akan
berkembang dan ekor akan muncul paling awal. Tahap perkembangan
selanjutnya yaitu organogenesis atau tahap tahapan pra penetasan meliputi
fase pharyngula, embrio masuk ke tahap dimana tubuh embrio akan melurus,
kuning telur (yolk), sirkulasi, pigmentasi dan sirip akan mulai berkembang,
fase hatching atau fase dimana terjadi penyelesaian morfogenesis dengan
cepat, sistem organ, perkembangan kepala, dan terjadi penetasan. Pada tahap
ini telur akan menetas akibat terjadinya penipisan lapisan chorion, sehingga
embrio ikan zebra akan keluar dari cangkang. Embrio ikan zebra dengan usia
48 jam hingga 72 jam akan menetas dan memasuki periode early larval
dimana morfologi dari ikan zebra sudah sempurna dan memiliki panjang
sekitas 3,7 mm. Tahap akhir dari organogenesis yaitu embrio akan menetas
menjadi larva. Berikut ini merupakan tahap-tahap perkembangan embrio ikan
zebra (Kimmel et al., 1995)



Fase zigot (0 jam)

e @

Fase cleavage (0,75 — 2 jam) dan fase blastula (2,25 — 4,7 jam)

Gambar 4. Perkembangan Normal Embrio Ikan Zebra

Sumber: (Kimmel et al., 1995)
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2.7 Prinsip Pengujian Uji Toksisitas Akut Embrio Ikan Zebra
Prinsip uji toksisitas akut menggunakan acuan OECD 236 pada

embrio ikan zebra yaitu telur ikan zebra yang baru dibuahi kemudian

diberikan paparan berupa larutan uji selama 96 jam yang diamati setiap 24

jam. Toksisitas akut ditentukan berdasarkan indikator kematian dari 4

parameter yang diamati tanda-tanda kematiannya yaitu:

1. Koagulasi Embrio
Embrio yang mengalami koagulasi dilihat ketika berada di bawah
mikroskop ditandai dengan embrio berwarna putih susu dan terlihat gelap
ketika dilihat dibawah mikroskop.

2. Pembentukan Somit
Perkembangan normal embrio dapat terlihat pembentukan somit setelah 24
jam proses fertilisasi. Somit merupakan masa mesoderm pada tahap
perkembangan embrio vertebrata yang didistribusikan secara lateral ke
tabung saraf yang akan mengembangkan dermis (dermatome), otot skeletal
(myotome) dan tulang belakang (sclerotome). Embrio yang tidak
mengalami proses pembentukan somit setelah 24 jam maka akan
mengalami keterlambatan pertumbuhan sehingga embrio yang tidak
terbentuk somitnya setelah 48 jam dianggap mati.

3. Lepasnya tail-bulb dari yolk
Setelah terjadi pemanjangan posterior dari tubuh embrionik dapat diamati
pelepasan ekor dari kuning telurnya. Hal ini dapat diamati setelah 24 jam
proses fertilisasi. Apabila setelah 24 jam tidak terjadi pelepasan tail-bulb
dari yolk, embrio dinyatakan tidak mengalami kematian.

4. Detak jantung embrio
Detak jantung embrio ikan zebra dapat diamati setelah 48 jam proses
fertilisasi. Apabila setelah 48 jam proses fertilisasi tidak terlihat adanya
detak jantung embrio ikan zebra menunjukkan bahwa embrio mengalami

kematian.
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METODE PENELITIAN

3.1 Waktu dan Tempat Penelitian
Penelitian ini akan dilaksanakan pada bulan Mei sampai dengan bulan Juli

2024 di Laboratorium Farmasi, Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan
Alam, Universitas Pakuan, Bogor.

3.2 Alat dan Bahan
3.2.1 Alat
Alat-alat yang digunakan pada penelitian ini antara lain alumunium foil

(Klin Pak®), akuarium (GEX®), aerator (Amara®), beaker glass (Pyrex®),
blender(Panasonic®), botol kaca coklat (maredash®), cawan petri(Pyrex®) cawan
uap (htc®), kertas saring (Whatman®), krus (RCC®), mesh 40 (ABM),
mikroskop (Sinher®), mikropipe (Socorex®), neraca analitik (LabPRO
DT224C®), oven (Memmert®), peralatan gelas laboratorium (Pyrex®), pipet
tetes (Onemed®) , silica gel, tanur (Daihann Scientific Furnance®), thermometer
(Gea®), vacuum dryer, wadah kaca, well plate 24(®Biologix).

3.2.2 Bahan
Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini yaitu biji mahoni yang

diperoleh dari Desa Purwodadi, embrio ikan zebra diperoleh dari peternakan lokal
di Cibinong, air sumur, akuades, ammonia, asam klorida (HCI), asam sulfat
(H2SO4) pekat, Besi (1ll) Klorida (FeCls), etanol (CH2OH) 70%, gelatin,
kloroform, Larutan pereaksi Dragendorff, Larutan pereaksi Mayer, larutan

pereaksi Bouchardat, natrium klorida (NaCl) dan serbuk Magnesium (Mg).

3.3 Metode Penelitian
3.3.1 Kaji Etik
Kaji etik merupakan izin dalam penggunaan hewan uji sebagai subjek

yang digunakan di dalam penelitian. Kaji etik diajukan kepada Tim Komite Etik
Farmakologi Farmasi, Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam,

Universitas Pakuan, Bogor.
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3.3.2 Determinasi Tanaman

Biji mahoni (Swietenia macrophylla King) yang digunakan pada penelitian
ini diperoleh dari Desa Purwodadi, Kabupaten Oku Timur dan di determinasi di
PT. Palapa Muda Perkasa Jalan Kalimulya No 23 Cilodong, Kota Depok, Jawa
Barat.
3.3.3 Pembuatan Simplisia Biji Mahoni

Biji mahoni diambil ketika buah sudah besar dan menghasilkan biji
didalamnya. Dilakukan sortasi basah dengan cara memisahkan biji dari kulitnya
setelah dilakukan sortasi basah, maka dilakukan pencucian dengan air mengalir
untuk membersihkan dari kotoran. Biji mahoni yang sudah dicuci kemudian
dirajang halus lalu dilakukan pengeringan dengan menggunakan oven, syarat
pengeringan menggunakan oven yaitu suhu yang digunakan 50°C. Kemudian
dilakukan sortasi kering untuk memilah bahan yang gosong selama proses
pengeringan atau bahan yang sudah rusak. Biji mahoni yang sudah dikeringkan
kemudian dihaluskan dengan blender hingga menjadi serbuk (Y. N. Yanti &
Hepiyansori, 2018).

3.3.4 Pembuatan Ekstrak Biji Mahoni
Pembuatan ekstrak biji mahoni dilakukan dengan cara maserasi

menggunakan etanol 70% sebagai pelarut. Sebanyak 150 g serbuk yang sudah
diayak dimasukkan dalam pelarut etanol 70% sebanyak 1,5 liter dalam botol
berwarna gelap. Maserasi dilakukan selama 5 hari dan tiap hari dilakukan proses
pengadukan. Hasil maserasi yang diperolen dari tahap maserasi kemudian
digabungkan (Ayuningtyas & Bani, 2018). Ekstrak yang diperoleh dari hasil
maserasi awal hingga akhir digabungkan menjadi 1 dan di vacuum dryer sampai
terbentuk ekstrak kering. Ekstrak kering yang didapatkan ditimbang dan disimpan
dalam wadah tertutup rapat dan terhindar dari sinar matahari serta dihitung
rendemen ekstrak dengan Rumus 1:

Rumus 1. Rendemen Ekstrak

Rendemen ekstrak = —Sr2EKSTaK o 4 0006 ..vvmrrereeeeeeeeeeesseeeeeeeee e eeseereenns (1)

berat simplisia
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3.4 Pengujian Mutu Simplisia
a. Penetapan Kadar Air

Penetapan kadar air dilakukan dengan menggunakan metode gravimetri
yang diawali dengan cawan uap ditara terlebih dahulu di dalam oven selama 15
menit. Kemudian ditimbang serbuk simplisia sebanyak 10 g dalam cawan uap.
Selanjutnya serbuk simplisia dikeringkan didalam oven dengan suhu 105°C
selama 5 jam dan ditimbang. Simplisia ditimbang kemudian lanjutkan
pengeringan kembali di dalam oven selama 1 jam. Pemijaran diulangi hingga
bobot konstan atau selisih bobot antara dua penimbangan tidak lebih dari 0,25%
(Kementerian Kesehatan RI, 2017). Kadar air untuk ekstrak kering < 10%
(Maryam dkk., 2020) kemudian dihitung kadar air dengan Rumus 2:

Rumus 2. Perhitungan Kadar Air

bobot basah(g)—bobot kering(g)

Kadar air = bobot sampel(g)

N K117 Y )

Keterangan :
Bobot basah = Bobot cawan + isi (g) — bobot cawan kosong (g) sebelum
pengeringan
Bobot kering = Bobot cawan + isi (g) — bobot cawan kosong (g) setelah
pengeringan
b.  Penetapan Kadar Abu

Penetapan kadar abu dilakukan dengan menggunakan tanur pada simplisia
dan ekstrak. Terlebih dahulu krus ditara di dalam tanur pada suhu 800°C selama
15 menit kemudian ditimbang sebanyak 2 g sampel dan dimasukkan ke dalam
krus porselen yang telah dipijar dan ditara. Dipijarkan krus yang berisi sampel di
dalam tanur pada suhu 800°C selama 5 jam hingga menjadi abu. Krus dikeluarkan
dengan menggunakan alat penjepit besi, didinginkan pada suhu kamar kemudian
ditimbang hingga bobot tetap atau sampai adanya perbedaan bobot antara 2
penimbangan terakhir tidak lebih dari 0,25% (Kementrian Kesehatan RI, 2017)
Kemudian untuk menghitung kadar abu dengan Rumus 3:

Rumus 3. Perhitungan Kadar Abu

(Bobot krus+abu simplisia)(g)—bobot krus(g)

Kadar abu (%) =

bobot awal sampel(g)
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3.5 Pengujian Fitokimia
a. Uji Flavonoid

Sebanyak 0,5 g ekstrak ditimbang dan dilarutkan dengan 5mL etanol 70%.
Sampel ditambahkan etanol sebanyak 2-3 tetes dan diuapkan menggunakan
penangas air selama 15 menit, filtrat didinginkan kemudian disaring. Dimasukkan
1 mL sampel ke dalam tabung reaksi kemudian sampel ditambahkan serbuk
magnesium sebanyak 0,1 g dan HCI pekat sebanyak 5 tetes dari sisi tabung
kemudian dilakukan pengocokan secara perlahan-lahan. Positif flavonoid ditandai
dengan terbentuknya warna merah atau jingga (Hanani,2015).

b. Uji Tanin

Sebanyak 0,5 g ekstrak kemudian dimasukkan kedalam tabung reaksi lalu
ditambahkan 10 mL air panas kemudian disaring. Diambil filtrat yang sudah
disaring sebanyak 2 mL lalu ditambahkan 1-2 tetes pereaksi besi (I11) klorida 1 %.
Positif tanin ditandai dengan terbentuk warna biru dan hijau kehitaman (Hanani,
2015).

c.  Uji Alkaloid

Sebanyak 0,5 g ekstrak ditimbang lalu ditambahkan dengan 1 mL asam
klorida 2 N dan 9 mL air suling, kemudian dipanaskan menggunakan penangas air
selama 2 menit, filtrat didinginkan dan disaring. Disiapkan 3 tabung reaksi
kemudian dimasukkan 0,5 mL filtrat kedalam masing-masing tabung reaksi. Pada
tabung | ditambahkan 2 tetes pereaksi Mayer dan akan terbentuk endapan
berwarna putih atau kuning. Pada tabung reaksi Il ditambahkan 2 tetes pereaksi
Dragendroff, maka akan terbentuk endapan berwarna coklat atau jingga
kecoklatan. Pada tabung reaksi 11 ditambahkan 2 tetes pereaksi Bouchardat maka
akan terbentuk endapan berwarna coklat sampai kehitaman (Hanani., 2015).

d.  Uji Steroid dan Terpenoid

Sebanyak 0,5 g ekstrak dimasukkan ke dalam tabung reaksi dan dilarutkan
dalam 0,5 mL kloroform kemudian ditambahkan asam asetat anhidrat 5 tetes dan
asam sulfat pekat 5 tetes melalui dinding tabung. Jika hasil yang diperoleh berupa
cincin kecoklatan atau violet pada perbatasan kedua pelarut, maka sampel
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menunjukkan adanya triterpenoid, sedangkan jika terbentuk warna hijau kebiruan
maka sampel menunjukkan adanya steroid (Takaeb & Leo, 2023).
e.  Uji Saponin

Sebanyak 0,5 g ekstrak ditimbang, kemudian ditambah 10 mL akuades dan
dipanaskan diatas penangas air selama 10 menit,setelah dingin lalu dikocok kuat
selama 10 detik. Positif saponin ditandai dengan terbentuknya busa yang stabil
dengan penambahan asam klorida dan busa tidak hilang selama beberapa menit
(Hanani,2015).

3.6  Uji Toksisitas Akut
Pengujian toksisitas akut dilakukan dengan menggunakan prosedur

pengujian fish embryo Acute Toxicity yang terdapat dalam OECD Guidelines For
Testing Of Chemicals Nomor 236 (2013) dengan menggunakan hewan uji embrio
ikan zebra. Embrio ikan zebra diperoleh dari peternakan ikan lokal, kemudian
diseleksi dan dilakukan pengujian.

3.6.1 Pembuatan Larutan Kontrol
1. Kontrol Internal

Kontrol internal menggunakan egg-water atau air sumur yang telah
dihilangkan partikel yang berukuran besar dan pengotor lainnya dengan
menggunakan kertas saring Whatman, kemudian diberikan gelembung udara
sebagai tambahan oksigen dengan menggunakan aerator selama 24 jam
(Wiendarlina dkk., 2022).

2. Kontrol Ekstrak

Kontrol ekstrak merupakan larutan uji yang mengandung ekstrak biji
mahoni yang diujikan pada embrio ikan zebra. Pada pembuatan larutan uiji,
terlebih dahulu dilakukan uji pendahuluan untuk menentukan konsentrasi larutan
uji. Konsentrasi yang digunakan pada uji pendahuluan adalah 25 ppm, 50 ppm,
100 ppm, 200 ppm, 400 ppm yang dibuat dari larutan induk pada konsentrasi
1000ug/mL. Pembuatan larutan induk 1000 ppm dibuat dengan menimbang 100
mg ekstrak yang dilarutkan dengan menggunakan air sumur hingga volumenya

mencapai 100 mL sehingga didapatkan konsentrasi larutan induk 1000 ppm (Rusli
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dkk., 2020). Uji lanjut dilakukan setelah didapatkan konsentrasi larutan uji dengan
konsentrasi 50 ppm, 60 ppm, 70 ppm, 80 ppm dan 90 ppm kemudian uji lanjut
dilakukan dengan tahapan yang sama dengan uji pendahuluan. Kelima deret
konsentrasi hasil pengenceran digunakan untuk penentuan konsentrasi letal.

3.6.2 Penyeleksian Embrio Ikan Zebra
Embrio ikan zebra dimasukkan ke dalam gelas beaker yang diisi dengan

kontrol internal egg-water yang telah diaerasi menggunakan aerator selama 24
jam dan disaring dengan kertas saring. Embrio dipindahkan ke dalam cawan petri
untuk diseleksi dan diperiksa fertilitasnya menggunakan mikroskop. Embrio yang
digunakan pada penelitian ini adalah embrio yang berusia 8 jam dan terlebih
dahulu diseleksi sebelum dimasukkan ke dalam welplate 24, dipilih embrio yang
normal ditandai dengan warna yang bening dan embrio yang mati umumnya
ditandai dengan warna putih susu. Parameter kematian embrio ikan zebra menurut
OECD.,( 2013) yaitu koagulasi embrio, pembentukan somit, pelepasan bagian
ekor embrio dari kuning telur dan detak jantung.

3.6.3 Uji Toksisitas Akut Pada Embrio Ikan Zebra
Uji toksisitas akut ekstrak biji mahoni menggunakan metode Fish Acute

Embryo Toxicity pengujian sesuai dengan Guidelines for The Testing of
Chemicals Nomor 236 OECD. Embrio yang telah diseleksi kemudian dipindahkan
dalam wellplate 24. Embrio dipindahkan dengan menggunakan pipet tetes. Tahap
selanjutnya pengujian toksisitas ekstrak biji mahoni dengan beberapa konsentrasi
yang telah dibuat. Pada uji pendahuluan setiap wellplate 24 dimasukkan 10
embrio ikan zebra yang sebelumnya telah ditambahkan deret larutan uji dan
kontrol internal dengan 3 kali pengulangan pada masing-masing wellplate 24
dengan total embrio yang digunakan adalah 180 embrio. Pada uji lanjut setiap
wellplate 24 yang sudah ditambahkan kontrol internal dan ekstrak kemudian
dimasukkan 10 embrio, setiap sumur wellplate 24 berisikan 1 embrio dengan 3
kali pengulangan setiap konsentrasinya sehingga total embrio yang digunakan
baik pada uji pendahuluan dan uji lanjut adalah 360 embrio ikan zebra.
Pengamatan terhadap embrio dilakukan pada waktu 24 jam, 48 jam, 72 jam dan
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96 jam setelah embrio terpapar kontrol ekstrak kemudian diamati morfologi dan

fisiologi ikan menggunakan mikroskop.

Gambar 5. Morfologi Embrio Ikan Zebra Normal pada 72 hpf
Sumber :(Hellfeld et al., 2020)

Keterangan :
(A) Vena ekor komunis; (B) Perikardium; (C) Sirip ekor; (D,E) Mata; (F)
Tegmentum; (G) Tektum optik; (H) Mesensefalon; (I) Otak kecil; (K) Otak besar

1 e [x ]

Gambar 6. Morfologi dari Ikan Zebra Normal

Sumber : (Vasamsetti et al., 2020)

Keterangan :
(A)Mata; (B) Rahang; (C) Perikardium; (D) Jantung; (E) Kuning telur; (F) Somit;
(G) Notochard; (H) Ekor; (1) Sirip; (ekor); (J)Sirip perut; (K) Sirip punggung.
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Gambar 7. Kelainan Morfologi dari Embrio Ikan Zebra dan Ikan Zebra
Sumber :(Hellfeld et al., 2020)

Keterangan :
(A) Lordosis; (B) Kifosis; (C) Skoliosis; (D) Gangguan perkembangan sirip;
(E) Sirip ekor berubah bentuk; (F) Tidak berkembangnya satu mata

(G) Ukuran mata mengecil; (H) Kelainan Otolit; (1) Kelainan pada rahang

3.6.4 Analisis Data
Metode analisis yang digunakan untuk mendapatkan nilai LCso

menggunakan metode analisis Microsoft Office Excel. Nilai LCso ditentukan
dengan menggunakan kurva hubungan antara log konsentrasi (sumbu x) dan nilai
probit (sumbu y) cara menentukan analisis probit dihitung dengan cara
menentukan nilai regresi dengan rumus y = a + bx. Data abnomalitas dan
konsentrasi digunakan untuk menentukan nilai ECso dengan menggunakan Graph
Pad prism versi 10.

Data yang diperoleh kemudian dianalisis secara statistik dengan ANOVA
(Analysis of Variance) dengan menggunakan rancangan RAK (Rancangan Acak
Kelompok). Hasil analisis menggunakan ANOVA terdapat perbedaan yang nyata
(significant) maka dilakukan analisis lebih lanjut dengan uji Duncan. Hasil data
tersebut diperoleh dengan menggunakan program IBM SPSS Statistics 24 for

Windows.



Tabel 2. Tabel Probit (Vincent, 1980)
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% 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

0 - 267 29 312 325 336 345 352 359 3,66
10 3,72 3,77 382 387 392 396 4,01 4,05 4,08 412
20 416 4,19 423 426 429 433 436 439 442 445
30 448 450 453 455 459 461 464 4,67 469 4,72
40 475 477 480 4,82 485 487 490 492 495 4,97
50 5 503 505 508 510 5,13 5,15 518 520 5,23
60 525 528 531 533 536 539 541 544 547 550
70 552 555 558 561 564 567 571 574 577 581
80 584 588 592 592 599 6,04 608 6,13 6,18 6,23
90 6,28 634 641 648 655 664 675 688 7,05 7,33
- 00 01 02 03 04 05 06 07 08 09
99 733 737 741 746 751 758 765 7,75 7,88 8,09

3.6.5 Perhitungan Nilai Indeks Teratogenik

Nilai indeks teratogenik didapatkan dengan membagi nilai rata-rata LCso

dengan nilai rata-rata ECso pada setiap waktu pengamatan yang sebelumnya telah

diperoleh melalui analisis data dengan tabel probit (Lee et al., 2013).



BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Hasil Kaji Etik

Uji toksisitas akut ekstrak biji mahoni (Swietenia macrophylla King) pada
embrio ikan zebra (Danio rerio) dinyatakan lolos kaji etik yang diajukan kepada
Tim Komite Etik Farmakologi Farmasi, Fakultas Matematika dan limu
Pengetahuan Alam, Universitas Pakuan Bogor dengan nomor surat 025/KEPHP-
UNPAK/06-2024. Surat kaji etik tersebut terlampir dalam Lampiran 3.

4.2 Hasil Determinasi Biji Mahoni

Hasil determinasi biji mahoni yang didapatkan dari Desa Purwodadi,
Kabupaten OKU Timur dilakukan determinasi di PT. Palapa Muda Perkasa Jalan
Kalimulya No 23 Cilodong, Kota Depok, Jawa Barat, diketahui bahwa tumbuhan
yang digunakan pada penelitian merupakan tumbuhan biji mahoni (Swietenia
macrophylla King ) yang termasuk ke dalam suku Meliaceae dengan nomor surat
996/1PH.1.06/1f.10/1/2024. Surat determinasi dapat dilihat pada Lampiran 2.

4.3 Hasil Pembuatan Simplisia dan Daun Ekstrak Biji Mahoni

Sebanyak 4 kg buah mahoni yang sudah matang dan pecah, terlebih dahulu
dipisahkan antara bagian biji mahoni, bagian tengah buah mahoni dan kulit biji
mahoni sehingga didapatkan berat biji mahoni setelah sortasi basah sebesar 1.365
g kemudian dikeringkan menggunakan oven pada suhu 50°C selama 24 jam
sehingga diperoleh 819 g biji mahoni kering dengan rendemen sebesar 60 %.
Simplisia biji mahoni kemudian dihaluskan menggunakan blender dan diayak
menggunakan mesh 40 agar ukuran serbuk simplisia seragam dan didapatkan
bobot simplisia sebesar 748 g dengan nilai rendemen serbuk simplisia yang
didapatkan sebesar 91,3%. Perhitungan rendemen simplisia dan serbuk dapat

dilihat pada Lampiran 4.

23
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Gambar 8. Serbuk Simplisia Biji Mahoni

Serbuk simplisia yang telah diperoleh kemudian dilakukan pengamatan
secara organoleptis pada serbuk dan ekstrak biji mahoni bertujuan untuk
pengenalan awal yang sederhana menggunakan pancaindra dengan
mendeskripsikan bentuk, warna, bau serta rasa (Depkes RI, 2000). Hasil uji
organoleptis biji mahoni dapat dilihat pada Tabel 3.

Tabel 3. Hasil Uji Organoleptik Serbuk dan Ekstrak Biji Mahoni

Karakteristik Hasil
Organoleptik Serbuk Ekstrak
Bentuk Butiran halus Gumpalan Serbuk
Warna Coklat Coklat muda
Bau Khas Biji Mahoni Khas Biji Mahoni
Tekstur Serbuk Kasar Sedikit Lengket
Rasa Pahit Pahit

Dilakukan ekstraksi metode maserasi setelah didapatkan serbuk simplisia
dengan menggunakan pelarut etanol 70%. Metode maserasi dipilih karena tidak
menggunakan panas pada proses ekstraksi sehingga tidak merusak senyawa
seperti flavonoid yang bersifat termolabil dan senyawa metabolik lainnya
(Riwanti dkk., 2020). Filtrat hasil ekstraksi dikeringkan hingga terbentuk ekstrak
kering dengan menggunakan alat vacuum dry dengan tekanan 70 mm Hg selama
1,5 jam. Prinsip kerja vacuum dry dengan cara mengurangi kadar air dengan
menggunakan suhu yang rendah disertai penarikan uap air (Reis, 2014). Vacuum
dryer digunakan untuk mengeringkan zat yang bersifat higroskopis dan sensitif
terhadap panas sehingga vacum ditambahkan untuk menurunkan tekanan uap air
dan menurunkan titik didih air yang berfungsi untuk meningkatkan kecepatan
penguapan sehingga senyawa yang terkandung dalam biji mahoni tidak rusak
(Permanasari dkk., 2019). Didapatkan bobot ekstrak kering biji mahoni yaitu 32,7
g dengan nilai rendemen 21,8 %. Perhitungan rendemen ekstrak dapat dilihat pada
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lampiran 4. Perhitungan rendemen ekstrak dilakukan dengan tujuan untuk
menetapkan perbandingan jumlah ekstrak yang didapatkan pada suatu bahan
terhadap berat awal simplisia serta mendapatkan gambaran banyaknya senyawa
bioaktif yang terkandung didalam simplisia yang terekstraksi (Utami dkk., 2020).
Semakin tinggi rendemen ekstrak yang didapatkan maka semakin tinggi
kandungan zat yang tertarik pada suatu bahan (Ummum dkk., 2024).

4.4 Hasil Uji Mutu Simplisia dan Ekstrak Biji Mahoni
4.4.1 Penetapan Kadar Air

Dilakukan penetapan kadar air untuk menjaga mutu simplisia dan ekstrak
serta mengetahui kandungan air yang terdapat pada sampel dan memberikan
batasan kandungan air yang diizinkan (DepKes RI., 2000). Penetapan kadar air
simplisia dan ekstrak menggunakan metode gravimetri dengan prinsip kehilangan
bobot kadar air pada pemanasan 105°C hingga bobot konstan (Fikriyah &
Nasution, 2021). Penetapan kadar air dilakukan dengan dua kali pengulangan atau
duplo. Hasil penetapan kadar air serbuk simplisia dan ekstrak biji mahoni dapat
dilihat pada Tabel 4.

Tabel 4. Penetapan Kadar Air Simplisia dan Ekstrak Biji Mahoni

Sampel Hasil Kadar Air (%) Syarat (%)
Serbuk Simplisia 4,096 <10
Ekstrak Kering 4,733 <5

Pada Tabel 4. serbuk simplisia diperoleh kadar air sebesar 4,096% dan
ekstrak kering biji mahoni didapatkan kadar air 4,733%. Kadar air yang diperoleh
pada serbuk dan ekstrak kering sesuai dengan syarat mutu yaitu tidak lebih dari
10%, sedangkan ekstrak kering kadar air tidak lebih dari 5% (Utami dkk., 2021)
& (Handoyo, 2020). Didapatkan hasil penetapan kadar air serbuk simplisia tidak
berbeda jauh dengan hasil penelitian yang dilakukan oleh Yulianita & Effendi,
(2015) dimana kadar air serbuk simplisia yang diperoleh 4,22%. Semakin tinggi
kadar air maka semakin besar kemungkinan terjadi kerusakan aktivitas biologis
maupun masuknya bakteri perusak (Aji, 2021). Apabila kadar air lebih besar dari

10% dapat menyebabkan kerusakan oleh mikroba dikarenakan terjadinya proses
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enzimatik. Beberapa enzim perusak kandungan kimia antara lain polymerase,
hydrolase dan oksidase (Wahyuni dkk., 2014). Perhitungan kadar air dapat dilihat
pada Lampiran 5.

4.4.2 Penetapan Kadar Abu
Prinsip penetapan kadar abu yaitu pemijaran sampel dalam suhu tinggi

hingga bobot konstan dengan tujuan mendapatkan gambaran mengenai kandungan
mineral dan anorganik yang terdapat pada simplisia maupun esktrak (DepKes
RI.,2000). Penetapan kadar abu dilakukan dengan dua kali pengulangan atau
duplo. Hasil penetapan kadar abu serbuk simplisia dan ekstrak biji mahoni dapat
dilihat pada Tabel 5.

Tabel 5. Penetapan Kadar Abu Simplisia dan Ekstrak Biji Mahoni

Sampel Hasil Kadar Abu (%) Syarat (%)
Serbuk Simplisia 3,154 <34
Ekstrak Kering 4,373 <5

Pada serbuk simplisia diperoleh kadar abu sebesar 3,154% dan ekstrak
kering biji mahoni didapatkan kadar abu 4,373 %. Kadar abu yang diperoleh pada
serbuk dan ekstrak kering sesuai dengan syarat mutu tidak kurang dari 3,4%
(Kementrian Kesehatan RI, 2017) sedangkan kadar abu ekstrak kering tidak
kurang dari 5%. Hasil penetapan kadar abu serbuk simplisia yang diperoleh tidak
berbeda jauh dengan hasil penelitian yang dilakukan oleh Yulianita & Effendi
(2015) yang dimana kadar abu serbuk simplisia didapatkan 3,73%. Perbedaan
persentase hasil kadar abu antara serbuk simplisia dan ekstrak dikarenakan adanya
proses tambahan dalam pembuatan ekstrak sehingga memungkinkan jumlah
mineral bertambah. Semakin tinggi kadar abu, maka semakin tinggi kandungan

mineral yang terdapat pada suatu bahan (Amelia dkk., 2021).

4.5 Hasil Uji Fitokimia Ekstrak Biji Mahoni
Skrining fitokimia ekstrak biji mahoni dilakukan untuk menunjukkan

golongan senyawa metabolit sekunder yang terkandung didalamnya. Pengujian ini
merupakan tahap awal dalam penelitian untuk memberikan gambaran mengenai

kandungan senyawa yang dapat berpotensi memberikan pengaruh pada hasil
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penelitian. Hasil uji fitokimia pada ekstrak biji mahoni dapat dilihat pada Tabel 6
dan Lampiran 8.
Tabel 6. Hasil Uji Fitokimia Ekstrak Biji Mahoni

Identifikasi
Pereaksi  Parameter Keterangan
Senyawa
Alkaloid Dragendorff | Cokelat +
Bouchardat | Cokelat +
Mayer | Putih +
Flavonoid  Serbuk Mg Jingga +
+ HCIP
Tanin NaCl+ Hijau +
Gelatin+ kehitaman
FeCls
Terpenoid  Asam asetat Terbentuk +
anhidrat + cincin
HCIP kecoklatan
Saponin Berbusa +
Keterangan :
(+) : Positif mengandung senyawa
) : Negatif mengandung senyawa

({)  :Terbentuk endapan
Tabel 6. menunjukkan bahwa ekstrak biji mahoni dengan menggunakan

pelarut etanol 70% mengandung golongan senyawa alkaloid, flavonoid, tanin,
terpenoid dan saponin. Analisis uji fitokimia pada ekstrak biji mahoni
menunjukkan hasil yang sama dengan penelitian yang dilakukan oleh Situmorang
dkk., (2022) yaitu ekstrak biji mahoni positif mengandung senyawa alkaloid,
flavonoid, saponin dan tanin. Pada penelitian ini selain senyawa alkaloid,
flavonoid, saponin dan tanin terdeteksi ekstrak biji mahoni mengandung senyawa
lain yaitu terpenoid.

Senyawa flavonoid yang terdeteksi dalam ekstrak biji mahoni diduga
tergolong kedalam jenis flavon, kalkon dan auron. Menurut penelitian Winata &

Putri, (2019) kandungan terbesar senyawa metabolit sekunder pada biji mahoni
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yaitu golongan flavonoid, flavon atau flavonol. Aktivitas farmakologi yang
dimiliki senyawa flavonol adalah antioksidan (Alfaridz & Amalia, 2015).
Flavonoid merupakan golongan fenol yang bersifat polar karena mempunyai
sejumlah gugus hidroksil sehingga akan larut dalam pelarut polar. Flavonoid
umumnya akan larut kedalam pelarut dengan sifat kepolaran yang sama seperti
etanol dan metanol (Putri & Lubis, 2020).

Selain flavonoid, ekstrak biji mahoni juga positif mengandung senyawa
alkaloid. Senyawa alkaloid dapat diidentifikasi dengan menambahkan larutan HCI
2 M, karena sifat basa dari senyawa tersebut memerlukan asam untuk bereaksi
(Minarno, 2015). Penambahan reagen akan menyebabkan perubahan warna dan
pembentukan endapan pada larutan uji. Endapan yang terbentuk mengindikasi
adanya senyawa alkaloid dalam ekstrak. Hasil positif alkaloid pada uji
Dragendroff dan Bouchardat ditandai dengan terbentuknya endapan coklat
sampai kuning yaitu kalium alkaloid sedangkan pada uji Mayer hasil positif
alkaloid ditandai dengan terbentuknya endapan berwarna putih.

Hasil positif ekstrak biji mahoni yang mengandung senyawa tanin
ditunjukkan dengan perubahan warna menjadi hijau kehitaman. Penambahan
FeCls pada uji ini mempengaruhi perubahan warna larutan. Menurut (La dkk.,
2012) menjelaskan bahwa perubahan warna larutan terjadi karena reaksi antara
larutan dengan ion Fe3*, yang menyebabkan terjadinya perubahan warna setelah
ditambahkan larutan FeCls.

Pada pengujian steroid dan triterpenoid, analisis senyawa didasarkan pada
kemampuan senyawa tersebut membentuk warna dengan H>SOs pekat dalam
pelarut asetat anhidrat (Astarina dkk., 2012). Hasil yang diperoleh menunjukkan
hasil positif dengan terbentuknya cincin kecoklatan yang menunjukkan
kandungan triterpenoid dan tidak terbentuk warna biru kehijauan sehingga negatif
mengandung steroid. Ekstrak biji mahoni positif mengandung saponin dengan
terbentuknya buih yang stabil selama 5 menit. Saponin adalah senyawa yang
memiliki gugus hidrofilik dan hidrofobik, ketika saponin dikocok akan terbentuk
buih karena gugus hidrofilik berinteraksi dengan air sementara gugus hidrofobik

berikatan dengan udara. Dalam struktur misel, gugus polar berada diluar,
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sedangkan non-polar berada di dalam. Kondisi ini yang menyebabkan
pembentukan busa (Sangi dkk., 2008).

4.6 Hasil Uji Toksisitas Terhadap Embrio lkan Zebra
4.6.1 Uji Pendahuluan

Uji pendahuluan dilakukan terlebih dahulu untuk mendapatkan nilai LCso
ekstrak biji mahoni. Uji pendahuluan bertujuan untuk menentukan nilai
konsentrasi yang menjadi batas kisaran kritis yang selanjutnya akan digunakan
pada uji lanjut atau uji toksisitas (Pramadita dkk., 2022). Konsentrasi yang akan
dipilih dari uji pendahuluan adalah konsentrasi yang menghasilkan tingkat
kematian mendekati 50% pada nilai maksimum dan nilai minimum kematian
mendekati 50%. Menurut OECD, (2013) konsentrasi tertinggi yang diuji sebaiknya
menghasilkan 100 % kematian dan konsentrasi terendah yang diuji sebaiknya
tidak memberikan efek yang diamati. Jumlah kematian embrio ikan zebra pada uji
pendahuluan ekstrak biji mahoni dapat dilihat pada Tabel 7.

Tabel 7. Persentase Kematian Embrio Ikan Zebra Hari Ke 1-4

% Mortalitas

Konsentrasi
Hari Ke-1 Hari Ke-2 Hari Ke-3 Hari Ke-4
(ppm) (24 Jam) (48 Jam) (72 Jam) (96 Jam)
25 3% 7% 10% 10%
50 10% 17% 30% 30%
100 20% 37% 67% 100%
200 23% 47% 87% 100%
400 33% 67% 97% 100%

Pada tabel diatas dapat diketahui bahwa konsentrasi dibawah 100 ppm
merupakan batas kisaran yang akan digunakan pada uji lanjut. Kematian embrio
ikan zebra (Danio rerio) dihari ke-4 (96 jam) mencapai 100 % ( diatas 50%) pada
konsentrasi 100 ppm , sedangkan kematian terkecil mendekati 50% terdapat pada
konsentrasi 50 ppm dengan mortalitas mencapai 30% sehingga konsentrasi yang
digunakan pada uji lanjut berada dibawah 100 ppm. Pada uji pendahuluan

didapatkan semakin tinggi konsentrasi ekstrak biji mahoni maka semakin besar
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jumlah kematian embrio ikan zebra. Pada perlakuan kontrol internal tidak teramati
adanya gejala fisik akibat keracunan, dan tidak ditemukan embrio ikan zebra mati
selama periode pengamatan 24 jam. Hal ini menunjukkan media pemeliharaan
berada dalam keadaan yang baik. Dilanjutkan pengujian toksisitas dengan uji
lanjut setelah didapatkan konsentrasi larutan uji.

4.6.2 Uji Lanjut
Hasil penelitian uji toksisitas pada uji lanjut menunjukkan terdapat efek

paparan dari ekstrak biji mahoni yang dapat menyebabkan kematian pada embrio
ikan zebra. Pengujian toksisitas akut menggunakan embrio ikan zebra
berpedoman pada OECD 236 tahun 2013 dengan prinsip pemaparan embrio ikan
zebra dengan larutan uji selama 96 jam. Menurut OECD, (2013) terdapat beberapa
macam indikator kematian yang menjadi parameter ketoksikan kualitatif pada
embrio ikan zebra yaitu koagulasi embrio, tidak terjadi pembentukan somit, tidak
terjadinya pelepasan bagian tail-bulb dari yolk, dan tidak adanya detak jantung
pada embrio ikan zebra.

Gambar 9. Embrio Ikan Zebra Berusia 8 Jam dengan Perbesaran 40x

Pengamatan pada embrio dilakukan menggunakan mikroskop dengan
perbesaran 4 x 0,10 setiap 24, 48, 72, 96 jam. Embrio yang digunakan pada
penelitian ini yaitu embrio yang berusia 8 jam setelah fertilisasi (Rusli dkk.,
2020), karena embrio yang berusia 8 jam merupakan embrio yang termasuk ke
dalam tahapan gastrula dengan pembentukan epiboly mencapai 75% (Kimmel et
al., 1995). Fertilisasi embrio ditandai dengan warna transparan, kantong amnion
utuh dan perkembangan embrio yang normal. Embrio yang berusia 8 jam
digunakan dengan tujuan agar memiliki keseragaman tahap perkembangan embrio
pada saat pengujian, memudahkan pengamatan dan menghindari hasil yang bias

Embrio ikan zebra akan menetas dengan sempurna menjadi larva setelah

melalui fase cleavage, morula, blastula, gastrula, dan organogenesis ( segmentasi,
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pharyngula, hatching). Fase cleavage merupakan tahap pertama perkembangan
embryogenesis menjadi larva yang ditandai dengan adanya pembelahan sel secara
mitosis kemudian dilanjutkan dengan fase morula dimana terjadinya pembelahan
zigot dan menghasilkan sejumlah blastomer membentuk lapisan pertama yang
berfungsi untuk membentuk tubuh embrio. Pada fase blastula embrio mulai
berdiferensiasi membentuk organ-organ tertentu seperti saluran pencernaan dan
notochord. Gastrula ditandai dengan mulai terbentuknya lapisan kuning telur
(yolk) dan epiboly akan mulai terlihat. Tahap perkembangan selanjutnya yaitu
organogenesis, pada tahap ini menunjukkan adanya pergerakan dari embrio
karena bertambah panjangnya bagian ekor dan mulai terlepas dari kuning telur
serta jantung yang mulai aktif. Tahap akhir dari organogenesis yaitu embrio
menetas menjadi larva (Khosim dkk., 2023).

Digunakan 2 kelompok kontrol pada penelitian ini yaitu kontrol internal
dan kontrol ekstrak. Penggunaan kontrol internal pada penelitian ini berfungsi
sebagai kontrol negatif. Pada perlakuan kontrol internal embrio ikan zebra hidup
100% dan tidak menunjukkan kelainan dikarenakan kualitas air kontrol internal
yang digunakan berada diantara pH 6,5-8 sesuai dengan habitat alami ikan zebra.
Pada suhu yang lebih rendah embrio ikan tumbuh lebih lambat karena suhu dapat
mempengaruhi perkembangan awal dan proses fisiologis ikan zebra (Alestro et
al., 2020). Menurut Khosim dkk., (2023) pH air dapat digunakan untuk menilai
kualitas kondisi suatu perairan sebagai lingkungan hidup. Dapat dikatakan bahwa
kontrol internal tidak bersifat toksik dan tidak mempengaruhi hasil dari kontrol
ekstrak. Pada kontrol ekstrak, ditemukan embrio ikan zebra yang mengalami
kelainan serta kematian.

Kematian pada embrio ikan zebra dapat dilihat dengan menggunakan
parameter yang terdiri atas koagulasi embrio yang ditandai dengan embrio
berwarna putih susu dan terlihat gelap ketika dilihat dibawah mikroskop,
pembentukan somit, pelepasan ekor dari kuning telur (yolk), serta detak jantung

yang dapat dilihat pada Gambar 10.
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Gambar 10. Parameter Kematian pada Embrio lkan Zebra

Keterangan : (A) Koagulasi embrio; (B) Pembentukan somit; (C) Pelepasan ekor
dari kuning telur; (D) Detak jantung
Jumlah kematian embrio ikan zebra akibat paparan ekstrak etanol biji

mahoni pada hari ke-1 (24 jam) pasca fertilisasi disebabkan oleh koagulasi dan
lisis, sementara pada jam ke-48 hingga hari ke-4 (96 jam) terjadi peningkatan
kematian yang disebabkan oleh tidak terbentuknya somit dan setelah 24 jam tidak
terjadi pelepasan tail-bulb dari yolk yang menyebabkan embrio mengalami
keterlambatan pertumbuhan sehingga menyebabkan kematian. Persentase
kematian embrio ikan zebra diperoleh dari total jumlah embrio ikan zebra dengan
3 kali pengulangan disetiap konsentrasinya. Hasil penelitian menunjukkan
persentase kematian embrio ikan zebra meningkat sesuai dengan meningkatnya
konsentrasi dan lamanya waktu paparan. Hasil persentase kematian embrio ikan
zebra pada uji lanjut dapat dilihat pada Tabel 8.

Tabel 8. Persentase Kematian Embrio Ikan Zebra Hari Ke 1-4

% Mortalitas

Konsentrasi

Hari Ke-1 Hari Ke-2 Hari Ke-3 Hari Ke-4
(ppm) (24 Jam) (48 Jam) (72 Jam) (96 Jam)

50 10% 13% 23% 30%

60 17% 23% 40% 43%

70 23% 30% 43% 50%

80 30% 47% 53% 63%

90 47% 50% 67% 80%

Tabel 8. menunjukkan hasil uji toksisitas akut menggunakan metode
Zebrafish Embryo Toxicity (ZFET) menunjukkan bahwa angka kematian embrio
meningkat seiring dengan lamanya paparan larutan uji. Lama waktu pemaparan
ekstrak biji mahoni dari mulai hari ke-1, ke-2, ke-3 dan hari ke-4 menyebabkan
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embrio menyerap ekstrak lebih banyak, yang mengakibatkan timbulnya efek
toksik sebagai penyebab kematian. Kematian embrio ikan zebra kemudian
dihitung menggunakan metode analisis probit untuk menentukan nilai LCso. Nilai
LCso merupakan nilai konsentrasi suatu larutan uji yang dapat menyebabkan 50%
organisme uji.

Pada tabel 9. hasil analisis data nilai LCso pada uji toksisitas akut ekstrak
biji mahoni dengan menggunakan analisis probit pada periode waktu 24 jam, 48
jam, 72 jam, dan 96 jam dengan tiga kali pengulangan menunjukkan rata-rata
LCso pada jam ke 24 sebesar 97,462 ppm, pada jam ke 48 sebesar 88,843 ppm,
pada jam ke 72 sebesar 73,706 ppm dan 65,481 ppm pada jam ke 96. Rata-rata
nilai LCso yang didapatkan berada pada rentang 10-100 pg/mL (ppm). Merujuk
pada Skala Toksisitas Akut Berdasarkan Fish and Wildlife (Jonson & Finley,
2013), nilai LCsp dengan rentang 10-100 pg/mL (ppm) memiliki kategori slightly
toxic atau sedikit toksik. Hasil nilai LCso uji toksisitas akut ekstrak biji mahoni
terhadap embrio ikan zebra dapat dilihat pada Tabel 9.
Tabel 9. Nilai LCso Ekstrak Biji Mahoni (ppm)

Waktu Value LCso Median )
Median
Pemaparan Repeatl Repeat2 Repeat3 LCso£SD
97,462 £
24 hours 97,798 98,226 96,361 97,461°
0,977
88,843 +
48 hours 89,581 88,847 88,101 88,842°
0,740
73,706 +
72 hours 74,582 72,192 74,345 73,706°
1,075
65,481 +
96 hours 64,737 65,176 66,531 65,4811

Keterangan : Perbedaan huruf superskrip pada kolom yang berbeda menunjukan bahwa
keduanya tidak mempunyai pengaruh yang sama.

Nilai LCso dari ekstrak biji mahoni berbeda dengan hasil penelitian yang
dilakukan oleh (Rindawati dkk., 2019) dengan nilai LCs ekstrak etanol 49,47565

ppm yang termaksud ke dalam kategori toksik dengan menggunakan hewan coba
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larva udang Artemia salina Leach. Diduga perbedaan kategori toksisitas
disebabkan karena perbedaan penggunaan acuan kategori toksisitas, pada
penelitian ini menggunakan metode ZFET dengan kategori toksisitas berdasarkan
Fish and Wildlife Service (Jonson & Finley, 1980). Faktor lain yang
mempengaruhi perbedaan nilai LCso adalah perbedaan jenis spesies tumbuhan
mahoni yang digunakan sehingga dapat mempengaruhi kandungan senyawa dan
penggunaan pelarut pada proses ekstraksi dimana pada (Rindawati dkk., 2019)
menggunakan etanol 96% perbedaan konsentrasi etanol dapat mempengaruhi
senyawa yang tertarik dikarenakan sifat kepolaran dari kedua pelarut berbeda,
etanol 70% lebih polar dibandingkan etanol 96% (Wahyudi & Minarsih, 2023).
Data nilai LCso yang dianalisis dengan ANOVA (Analysis of Variance)
menggunakan Rancangan Acak Kelompok (RAK) dengan melihat pengaruh
waktu pada jam ke-24, 48, 72 dan 96 terhadap nilai LCso. Hasil analisis data
menggunakan statistik didapatkan nilai (p < 0.05) , hasil ini menunjukkan
berbeda nyata karena p kurang dari 0,05 sehingga perlu dilakukan uji lanjut
Duncan. Hasil uji lanjut Duncan menunjukkan nilai LCso ekstrak biji mahoni
pada jam ke-24, jam ke 48, jam ke 72, dan jam ke 96 tidak memiliki pengaruh
yang sama, sehingga dapat disimpulkan bahwa terdapat perbedaan nyata dari
kedua perlakuan yaitu pengaruh waktu terhadap nilai LCso yang dimana semakin

lama waktu pemaparan ekstrak maka makin kecil nilai LCso yang didapatkan.

4.7 Hasil Identifikasi Abnormalitas pada Embrio Ikan Zebra
Pada penelitian ini diamati abnormalitas atau kelainan perkembangan pada

ikan zebra yang disebabkan oleh paparan ekstrak biji mahoni. Terdapat beberapa
indikator yang dijadikan parameter abnormalitas yaitu edema jantung,
pigmentasi, panjang tubuh, ukuran mata, ukuran kuning telur, edema kantung
kuning telur, cacat vesikel otik, cacat otolit, sumbu tubuh, keterlambatan
perkembangan, pembengkokan ekor, skoliosis, tidak adanya sirip lateral, rasio
penetasan, malformasi rahang bawah dan nekrosis jaringan (Jarque et al., 2020).
Hasil ini menunjukkan bahwa ekstrak biji mahoni diduga memiliki

aktivitas yang menyebabkan abnormalitas atau kelainan pada ikan zebra. Pada 24
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jam dan 48 jam pasca fertilisasi embrio yang terpapar ekstrak dengan konsentrasi
90 ppm terdapat abnormalitas yaitu edema kuning telur (yolk) dan embrio
mengalami keterlambatan perkembangan. Hari ke-3 atau 72 jam pasca fertilisasi
diamati morfologi ikan zebra yang mengalami abnormalitas seperti kelainan pada
ekor, edema perikardium dan edema kuning telur pada konsentrasi 60, 70, 80 dan
90 ppm. Paparan ekstrak selama 96 jam pasca fertilisasi menyebabkan kelainan
yang terjadi pada ikan zebra semakin banyak dikarenakan semua konsentrasi
ekstrak yaitu 50, 60, 70, 80, dan 90 ppm mengalami abnormalitas. Lama waktu
pemaparan terhadap embrio ikan zebra dapat mempengaruhi tingkat kelainan yang
terjadi pada embrio ikan zebra (Samson & Shenker, 2000). Hal ini menunjukkan
bahwa aksesibilitas ekstrak ke embrio mengalami peningkatan seiring dengan
bertambahnya waktu pemaparan yang mengarah ke efek toksisitas yang diamati
(Alafiatayo et al., 2019). Adanya senyawa metabolit sekunder yang terkandung
dalam ekstrak etanol biji mahoni diduga berhubungan dengan terjadinya
kematian dan abnormalitas pada embrio ikan zebra. Hasil uji fitokimia
menunjukkan bahwa ekstrak biji mahoni mengandung senyawa alkaloid,
flavonoid, tanin, terpenoid dan saponin, yang dimana senyawa-senyawa tersebut
dapat menghambat pertumbuhan pada embrio ikan zebra.

Berdasarkan pengamatan morfologi pada embrio ikan zebra setelah
terpapar larutan uji selama 96 jam terdapat beberapa abnormalitas akibat efek
toksik terhadap embrio ikan zebra diantaranya edema kantung kuning telur,
pemendekan sumbu tubuh, kelainan pada tulang ekor, kelainan tulang belakang
dan keterlambatan perkembangan pada embrio ikan zebra. Senyawa metabolit
sekunder lain yang terkandung pada biji mahoni yaitu alkaloid. Alkaloid dapat
menghambat pertumbuhan larva karena dapat mendegradasi membran sel agar
masuk ke dalam dan merusak sel sehingga menyebabkan terganggunya sistem
kerja syaraf larva dengan menghambat enzim asetilkolinesterase (Koneri &
Pontororing, 2016). Alkaloid memiliki efek farmakologi terhadap kanker dengan
menghentikan pembelahan sel pada tahap metaphase, sehingga menghambat

pertumbuhan sel kanker.
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Gambar 11. Jenis Abnormalitas Pada Embrio Ikan Zebra Setelah Pemaparan
Keterangan :

(1)Kelainan pada ekor; (2) Edema kuning telur (yolk); (3) Kelainan tulang
belakang; (4) Edema perikardium; (5) Keterlambatan perkembangan.

Notochord pada larva ikan zebra berfungsi sebagai struktur sementara
untuk memberikan kekakuan dan fleksibilitas pada sumbu tubuh (Stemple, 2005).
Gangguan tulang pada ikan zebra ditunjukkan dengan terjadi pembengkokan pada
tulang belakang, akibat dari kelainan pada notochord. Kelainan tulang belakang
meliputi lordosis (kelengkungan tulang belakang kedalam), kifosis (kelengkun
gantulang belakang ke luar), dan skoliosis (kelengkungan tulang belakang ke
samping) berkaitan dengan deregulasi ion kalsium dan fosfor yang diperlukan
untuk proses perkembangan (Vasamsetti et al., 2020). Lordosis terjadi pada
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seluruh konsentrasi ekstrak sedangkan sebagian besar ikan menunjukkan skoliosis
pada konsentrasi yang lebih tinggi. Menurut (Hayes et al., 2013) perubahan
degeneratif pada tulang belakang menyerupai osteoarthritis yang berkaitan dengan
kelainan tulang dengan seiring bertambahnya usia ikan zebra akan sering
mengalami deformitas pada tulang belakang.

Edema perikardium merujuk pada abnormalitas volume cairan diruang
perikardial yang mengelilingi jantung sehingga dapat menyebabkan kerusakan
fungsi jantung dan mempengaruhi transportasi darah (Yan et al., 2023). Pada
embrio ikan zebra jantung merupakan organ aktif pertama yang berkembang.
Mekanisme toksisitas suatu senyawa disebabkan oleh aktivitas inhibitor Na*, K* ,
yang kemungkinan dapat memicu denyut jantung. Apabila denyut jantung
meningkat maka dapat membebani miokardium dan menyebabkan kerusakan pada
jantung ikan zebra (Ye et al., 2019). Terdapat senyawa aktif dalam kantung
perikardial yang menyebabkan sel-sel jantung teriritasi (Syahbirin et al., 2017).
Edema perikardium pada penelitian ini termasuk salah satu kelainan pada organ
jantung (Morelli et al., 2022), yang diduga paparan larutan uji pada konsentrasi
tertentu dapat menyebabkan kardiotoksisitas atau nefrotoksik terutama pada
konsentrasi tinggi.

Edema kantung kuning telur merupakan patologi umum yang dapat
diamati dalam toksisitas perkembangan ikan zebra. Embrio ikan zebra memiliki
kantung kuning telur (yolk) yang berfungsi sebagai tempat penyimpanan nutrisi
untuk embrio (Sant & Timme-Laragy, 2019). Edema kuning telur menjadi tanda
berkurangnya penyerapan nutrisi oleh embrio (Syahbirin et al., 2017). Edema
kuning telur dapat dipengaruhi oleh hidrasi berlebih akibat osmoregulasi dan
akumulasi toksin pada kantung kuning telur (Park et al., 2019). Kelainan
pemendekan dan pembengkokan ekor merupakan malformasi yang dapat
disebabkan oleh toksisitas. Selain itu abnormalitas ekor dan cacat sumbu tulang
belakang dapat dipengaruhi oleh penurunan drastis pasokan makanan
(Yumnamcha et al., 2015). Keterlambatan perkembangan pada embrio ikan zebra
dilaporkan sebagai bagian dari fenotip mutan atau embrio yang diinduksi oleh

pengobatan (Jones et al., 2023).
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4.8 Hasil Nilai Effective Concentration 50

Nilai Effective Concentration 50 (ECso) merupakan konsentrasi suatu
bahan uji yang diperlukan untuk menghasilkan efek tertentu pada 50% populasi
uji dalam waktu tertentu, yang dimana pada penelitian ini diamati abnormalitas
atau kelainan yang terjadi pada 50% embrio ikan zebra (Danio rerio). Penentuan
nilai ECso dilakukan dengan mengamati berapa banyak embrio ikan zebra yang
mengalami abnormalitas atau kelainan setelah terpapar ekstrak selama waktu
pengujian yaitu 24, 48, 72 dan 96 jam. Beberapa indikator abnormalitas yang
terjadi pada embrio ikan zebra yaitu edema jantung, pigmentasi, panjang badan,
ukuran mata, ukuran kuning telur, edema kantung kuning telur (yolk), cacat
vesikel otik, cacat otolit, cacat sumbu tubuh, keterlambatan perkembangan,
pembengkokan ekor, skoliosis, tidak adanya sirip lateral, rasio penetasan,

malformasi rahang bawah dan nekrosis jaringan (Jarque et al., 2020).

Tabel 10. Nilai ECsg Ekstrak Biji Mahoni

Waktu Nilai
Pemaparan ECso
24 Jam 162,1
48 Jam 97,32
72 Jam 80,81
96 Jam 79,98

Pada data Tabel 10. menunjukkan hasil analisis data nilai ECso
menggunakan analisis data Graph Pad prism pada periode waktu 24, 48, 72, 96
jam dengan tiga kali pengulangan menunjukan nilai ECso sebesar 162,1 ppm,
97,32 ppm, 80,81 ppm dan 79,98 ppm. Semakin lama waktu pemaparan ekstrak
biji mahoni maka semakin rendah nilai ECso sehingga abnormalitas yang terjadi
semakin banyak seiring dengan meningkatnya konsentrasi dan lamanya waktu
pemaparan. Menurut Widyastuti dkk., (2006) bahan yang memiliki aktivitas
sebagai antikanker berpotensi sebagai teratogen yang dapat menyebabkan
abnormalitas atau kelainan pada embrio. Biji mahoni memiliki kandungan
senyawa yang bersifat sitotoksik seperti pada penelitian Dudi Tohir et al., (2020)
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fraksi etil asetat biji mahoni mengandung senyawa limonoid yang dapat
menghambat pertumbuhan sel MCF-7 dengan nilai LCso sebesar 34,14 ug/mL
menggunakan artemia salina leach. Hasil ini menunjukkan bahwa ekstrak biji
mahoni diduga dapat menimbulkan efek embriotoksik yang ditandai dengan
adanya abnormalitas atau kelainan dan kematian pada embrio ikan zebra.

Perhitungan nilai ECso dapat dilihat pada Lampiran 10.

4.9 Hasil Indeks Teratogenik

Indeks teratogenik (TI) merupakan parameter untuk menentukan
teratogenik suatu senyawa. Nilai indeks teratogenik didapatkan dengan membagi
rata-rata nilai LCso dengan rata-rata nilai ECso untuk memperkirakan potensi
teratogenik suatu sampel (Lee et al., 2013). Suatu senyawa dianggap teratogenik
apabila nilai IT > 1 yang menunjukkan bahwa konsentrasi dimana 50% ikan zebra
menunjukkan abnormalitas perkembangan lebih rendah dibandingkan dengan
konsentrasi dimana 50% kematian diamati. Sebaliknya apabila nilai Tl < 1
dianggap non teratogen (Jiang et al., 2020). Nilai indeks teratogenik didapatkan
dengan membagi nilai rata-rata LCso dengan nilai ECso pada setiap waktu
pengamatan. Hasil indeks teratogenik ekstrak biji mahoni dapat dilihat pada Tabel
11.
Tabel 11. Nilai Indeks Teratogenik Ekstrak Biji Mahoni (ppm)

Nilai Nilai Nilai Indeks
Jam Ke

LCso ECso Teratogenik
24 Jam 97,462 162,1 0,601
48 Jam 88,843 97,32 0,912
72 Jam 73,706 80,81 0,912
96 Jam 65,481 79,98 0,818

Pada data Tabel 11. didapatkan hasil pengamatan berdasarkan nilai indeks
teratogenik (T1) yang diperoleh ekstrak biji mahoni bersifat non teratogen dengan
nilai indeks teratogen pada waktu ke 24, 48, 72 dan 96 jam sebesar 162,1 ppm,
97,32 ppm, 80,81 ppm dan 79,98 ppm yang dimana baik pada waktu ke 24, 48,72
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dan 96 jam, didapatkan semua nilai indeks teratogen kurang dari <1. Semakin
lama waktu pemaparan ekstrak biji mahoni maka semakin rendah nilai ECsg
sehingga abnormalitas yang terjadi semakin banyak seiring dengan meningkatnya
konsentrasi dan lamanya waktu pemaparan. Hal tersebut selaras dengan nilai
indeks teratogen yang menurun seiring dengan semakin banyaknya abnormalitas
dan lamanya waktu konsentrasi. Ekstrak biji mahoni dianggap non teratogen
dikarenakan konsentrasi abnormalitas yang terjadi pada embrio ikan zebra tidak
mencapai 50% dari jumlah total embrio yang digunakan.

Pada penelitian ini didapatkan kategori toksisitas (LCso), gejala
abnormalitas, nilai Effective Concentration 50 (ECso) dan indeks teratogen dari
ekstrak biji mahoni (Swietenia macrophylla King) terhadap embrio ikan zebra
dengan metode ZFET ( Zebrafish Embryo Acute Toxicity). Dari hasil penelitian
membuktikan bahwa ekstrak biji mahoni masuk ke dalam kategori slightly toxic
atau sedikit toksik dengan nilai LCso sebesar 65,481 ppm yang masuk ke dalam
rentang 10-100 pug/mL (ppm) dengan waktu pengamatan selama 96 jam. Terdapat
efek toksik yaitu abnormalitas yang terjadi setelah embrio ikan zebra terpapar
ekstrak seperti kelainan pada ekor, kelainan tulang belakang, pembengkakan
(edema) pada kuning telur (yolk) dan perikardium serta kematian pada embrio
ikan zebra (Danio rerio) dengan nilai Effective Concentration 50 (ECso) sebesar
162,1 ppm, 97,32 ppm, 80,81 ppm dan 79,98 ppm dengan kategori indeks
teratogen TI<1 sehingga ekstrak biji mahoni dapat dikatakan bersifat non
teratogen.



BAB V
KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

Kesimpulan dari penelitian uji toksisitas akut pada embrio ikan zebra yaitu :

1. Nilai LCsp ekstrak biji mahoni dengan waktu pengamatan selama 24 jam, 48
jam, 72 jam dan 96 jam didapatkan sebesar 97,462 ppm, 88,843 ppm,
73,706 ppm dan 65,481 ppm yang masuk ke dalam rentang 10-100 ug/mL
(ppm) dengan kategori slightly toxic atau sedikit toksik.

2. Terdapat kelainan pada embrio ikan zebra ditandai dengan adanya
abnormalitas seperti kelainan pada ekor, kelainan tulang belakang,
pembengkakan (edema) pada kuning telur dan perikardium serta kematian
pada embrio ikan zebra setelah terpapar ekstrak biji mahoni.

3. Didapatkan nilai ECsp ekstrak biji mahoni sebesar 162,1 ppm, 97,32 ppm,
80,81 ppm dan 79,98 ppm.

4.  Ekstrak biji mahoni memiliki kategori indeks teratogenik (TI) < 1 artinya

termasuk kedalam kategori non teratogen.

5.2 Saran
Perlu dilakukan pengujian toksisitas subkronik dan kronik sebagai lanjutan

dari uji toksisitas akut dari ekstrak biji mahoni (Swietenia macrophylla King).
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Lampiran 1. Skema Alur Penelitian

Pembuatan Simplisia

Biji Mahoni
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Determinasi

Serbuk Simplisia Biji Mahoni

Karakteristrik Serbuk

Simplisia

Ekstraksi metode
maserasi

Karakteristrik Ekstrak

Uji Fitokimia

Ekstrak Cair

\/

Ekstrak Kering

Kaji Etik

Uji Toksisitas

Penyeleksian Embrio

Larutan Induk 1000 ppm

Uji Pendahuluan

J L y y y v
Kontrol P1 P2 P3 P4 P5
Internal 25 ppm 50 ppm 100 ppm || 200 ppm 400 ppm

v \! \ A J

LCso Uji Lanjut < ECso
H\gsil

v

Analisis Data
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Lampiran 2. Surat Determinasi

FT. PALAPA MUDA PERKASA

CFRAR = =]
CHEMICALS PRODUCT AND CHEMICAL ANALYSIS SERVICE
L L
RALanA Jalam Kalimulya Na 23 Cilodang, Kota Depok Jawa Barat, 16417 Ty

PERRASS

Telepaon - 0&1 1839794049, Enmil : palspamudaperknza | Tia email com

Diepok, 10 Juni 2024
Maomor GG TPEL ] .0AE 1012024
Lampiram tm
Peribal » Higsid ey ik Dejpravingst Timmbulan
Kepada Yth,
Sdn). SOFIYVANTI
WM. 661 200 79

UNIVERSITAS PAKLUAMN
Jalan Ciheulew Pakuan No 162, BT WVEW.G Kom Bogor, Jawa Barat 16121

Dengan bormat,
Bersama ini kami sampaikan hasil identifikasi / determinasi tumbushan yang
sandam kirimkan ke*PMPT, adalah :

M M. Kol Jemis Suku

1 Biyi Mahomi Swretenia Macrophyia King Melizceie

Demikian, semoga berguna bagi Saundara

Drepok, 10 Juni 2024

anager (uality,

—__.—l?‘!;:-r-h
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Lampiran 3. Surat Kaji Etik

KOMITE ETIK PENGGUNAAN HEWAN PERCOBAAN
FAKULTAS MATEMATIKA DAN ILMU PENGETAHUAN ALAM
UNIVERSITAS PAKUAN
JI. Pakuan PO BOX 452

SURAT KEPUTUSAN KOMITE ETIK
No. 025 /KEPHP-UNPAK/06-2024

Komite Etik Penggunaan Hewan Percobaan Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam
Universitas Pakuan, dalam upaya melindungi hak dan kesejahteraan subjek hewan percobaan

dalam penelitian dengan teliti telah mengkaji rancangan penelitian berjudul

Toksisitas Akut Ekstrak Biji Mahoni (Swietenia mahagoni L.) Pada Embrio Zebrafish
(Danio rerio)

Peneliti Utama : Sofiyanti

Institusi : Program Studi Farmasi Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan

Alam Universitas Pakuan Bogor
Dan MENERIMA rancangan penelitian tersebut,

Tanggal ditetapkan

Bogor, 7 Juni 2024

Sekertaris Komite Etik Ketua KumilrrEt'i -

K

Nisa Najwa Rokhmah, M.Farm., Apt

(




Lampiran 4. Perhitungan Rendemen Serbuk Simplisia dan Ekstrak

1. Rendemen Simplisia

Bobot Awal =1,365 kg ~ 1365 g
Bobot Akhir =8,19kg~819¢g
_ Bobot Akhir (bobot biji kering)
Rendemen " Bobot Awal (bobot biji mahoni) x 100 %
_ 819g
= 65 g x 100%
= 60 %
2. Rendemen Serbuk Simplisia Biji Mahoni
Bobot biji kering =8,19kg~819¢g
Bobot serbuk =7,48 kg~ 748 g
_ Bobot Simplisia Serbuk
Rendemen ~ Bobot Biji Mahoni Kering x100%
_ 7489
=304 X 100%
=91,3%
3. Rendemen Ekstrak Kering Biji Mahoni
Bobot ekstrak =32,7¢

Bobot serbuk simplisia =150 ¢

_ Bobot Ekstrak
Bobot Simplisia

Rendemen X 100%

_327g
150 g

=21,8%

X 100%



Lampiran 5. Hasil dan Perhitungan Kadar Air Simplisia dan Ekstrak
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Cawan Isi
Bobot Berat Rata-
Sebelum ) Kadar
Perlakuan Ulangan Sampel Akhir rata
Pemanasan (%)
(9) (9) Kadar
(9
59,1714
o 1 59,2437 2,0136 59,1637 3,9531
Simplisia
59,1641
Biji 4,0964
] 60,3541
Mahoni
2 60,4289 2,0379 60,3443 4,2397
60,3425
48,6034
1 48,6875 2,0280 48,5969 4,4970
Ekstrak
48,5963
Biji 4,7330
) 56,5524
Mahoni
56,6473 2,0245 56,5469 4,9691
56,5467
Perhitungan
% Kadar air = Bobot sebelum pemanasan (g)—Bobot setelah pemanasan (g) % 100%

Bobot simplisia (g)

59,2437 g—59,1641 g

%Kadar air simplisia = 20379 ¢

60,4289 g—60,3425 g
2,0379 g

%Kadar air simplisia =

_ 48,6875 g—48,5963 g
2,0280 g

%Kadar air ekstrak

. 56,6473 g—56,5467
% Kadar air ekstrak = : 5245 ; g

x 100% = 3,9531%

x 100 % = 4,2397 %

X 100 % = 4,4970 %

X 100% = 4,9691 %
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Lampiran 6. Hasil dan Perhitungan Kadar Abu Simplisia dan Ekstrak

Krus Bobot Krus +
Kadar Rata-rata
Perlakuan Ulangan Kosong  Sampel Abu
(%) Kadar (%)
(@) (9) (9)
36,9671
1 36,8594  2,0155 36,9531 4,4569
Simplisia
36,9524
Biji 4,3783
) 44,3564
Mahoni
2 44,2454  2,0164 44,3343 4,2997
44,3321
40,5635
1 40,3839  2,0108 40,4398 2,7352
Ekstrak
40,4389
Biji 3,1543
. 35,5359
Mahoni
2 35,4329  2,0064 35,5050 3,5735
35,5046

Perhitungan

_ Bobot krus+Abu (g)—Bobot krus kosong (g)

% Kadar Abu x 100%

Bobot simplisia (g)

_ 36,9524 g —36,9524 g
2,0155 g

% Kadar Abu Simplisia

X 100% = 4,4569 %

_ 443321 g—44,2454 g
2,0164 g

% Kadar Abu Simplisia X 100%=4,2997 %

_ 40,4389 g—40,3839 g
2,0108 g

% Kadar Abu Ekstrak

X 100 % =2,7352 %

_ 35,5046 g—35,4329 g
2,0064 g

% Kadar Abu Ekstrak

X 100 % = 3,5735 %



Lampiran 7. Pembuatan Simplisia dan Ekstrak
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(Perﬁbuatan Serbuk Simplisia )

]!‘f ""l ‘

\

(Maserat)

(Vaccum dryer)

S ——

(Ekstrak Biji Mahoni)




Lampiran 8. Skrining Fitokimia
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Senyawa

Alkaloid

Flavonoid

Tanin

Terpenoid

Saponin
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Lampiran 9. Perhitungan Pembuatan dan Pengenceran Konsentrasi

1. Uji Pendahuluan

a. Pembuatan larutan induk konsentrasi 1000 ppm
100 mg ekstrak kering biji mahoni ditimbang dan dimasukkan ke dalam
labu ukur 100 mL, kemudian dilarutkan menggunakan air yang digunakan
pada kontrol sampai tanda batas (1000 ppm)

b. Pembuatan deret konsentrasi 25, 50, 100, 200, 400 ppm

e 25ppm
V1XN1 = V2xN»
V1x1000 ppm = 100 mLx25 ppm

V. = 100 mL X 25 ppm
L™ 1000 ppm

Vi=25mL

e 50 ppm
V1XN1 = V2xN»
V1x1000 ppm = 100 mLx50 ppm
~ 100 mL x 50 ppm

V1= "T000 ppm
Vi= 5mL
e 100 ppm

V1xN1 = V2xN2
V1x1000 ppm = 100 mLx100 ppm

V. = 100 mL x 100 ppm
e 1000 ppm

V1=10 mL

e 200 ppm
V1XN1 = V2xN3
V1x1000 ppm = 100 mLx 200 ppm
V. = 100 mL % 200 ppm
! 1000 ppm
V1=20mL




2.

400 ppm

V1XN1 = V2xN;

V1x1000 ppm = 100 mLx400 ppm
_ 100 mL x 400 ppm

Vi = 1000 ppm
V1 =40 mL
Uji Lanjut

a. Pembuatan deret konsentrasi 50, 60, 70, 80, 90 ppm

50 ppm

V1xNi1=V2x N>

V1 x 1000 ppm = 100 mL x 50 ppm
_ 100 mL x 50 ppm

Vi =000 ppm
V]_ = 5 mL
60 ppm

V1 x N1 =V2x N>
V1 x 1000 ppm = 100 mL x 60 ppm
_ 100 mL x 60 ppm

Vi = "1000 ppm
V1 = 6 mL
70 ppm

ViXx N1=V2 xN>
V1 x 1000 ppm =100 mL x 70 ppm

V. = 100 mL X 70 ppm
1™ 1000 ppm

Vi=7mL

80 ppm
V1x N1 = V2 x N2
V1% 1000 ppm = 100 mL x 80 ppm
V. = 100 mL x 80 ppm
! 1000 ppm
Vi=8mL
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90 ppm
V1x N1 =V2 X N>
V1 x1000 ppm = 100 mL x90 ppm
V. = 100 mL X 90 ppm
1 1000 ppm
Vi=9mL
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Lampiran 10. Perhitungan Nilai LC50

Perhitungan nilai LCso didapatkan dengan menggunakan tabel probit, dengan
menggunakan persamaan garis lurus antara log konsentrasi ekstrak yang
digunakan dengan ditandai sebagai x dan nilai probit yang ditandai dengan v,
kemudian diperoleh y = a + bx . Nilai LCso yang diperoleh kemudian dianalisis
menggunakan metode analisis pada Microsoft Office Excel.

1. Perhitungan LCso Pada Jam Ke-24
a. Ulangan ke 1

Total Konsentrasi Log Embrio % Nilai
Embrio (ppm) Konsentrasi Mati Kematian Probit
10 50 1,699 1 10% 3,72
10 60 1,778 1 10% 3,72
10 70 1,845 2 20% 4,16
10 80 1,903 3 30% 4,48
10 90 1,954 5 50% 5,00
Kurva hubungan log konsentrasi dengan nilai probit
417 / /
- 2(1; // I/ y=5.0767x-5.1043
<€ 4.02 77 R?=0.8891
a 3.97 7/
‘® 3.92 7/ = Probit
S 3.87 7 _ _
3.82 ——Linear (Probit)
L ——
372 Lo é
1.69 1.79 1.89 1.99
Log Konsentrasi
y=bx+a x = (y-a)/b
y =5 (LCxo) x = (5-(-5,1043)/5,0767
y=a+bx X =1,99033

Antilog x =1,99033
LCs0= 97,798 ppm



b. Ulangan ke 2
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Total Konsentrasi Log Embrio % Nilai
Embrio (ppm) Konsentrasi Mati Kematian Probit
10 50 1,699 1 10% 3,72
10 60 1,778 2 20% 4,16
10 70 1,845 2 20% 4,16
10 80 1,903 3 30% 4,48
10 90 1,954 5 50% 5,00
Kurva hubungan log konsentrasi dengan nilai probit
. y = 4.4521x - 3.869
5 472 R?*=10.8982
2
a
B 409 / —o—Probit
2

‘I

1.69 1.74 1.79 1.84 1.89 1.94 1.99
Log Konsentrasi

—— Linear (Probit)

y=bx+a X = (y-a)/b
y =5 (LCso) x = (5-(-3,8696))/4,4521
y=ax+h Antilog x =1,99223

Nilai LCso = 98,226 ppm

c. Ulangan ke 3

Total Konsentrasi Log Embrio % Nilai
Embrio (ppm) Konsentrasi Mati Kematian Probit
10 50 1,699 1 10% 3,72
10 60 1,778 2 20% 4,16
10 70 1,845 3 30% 4,48
10 80 1,903 4 40% 4,75
10 90 1,954 4 40% 4,75




Kurva hubungan log konsentrasi dengan nilai probit

5.12
4.92 y=4.2431x-3.4179

1
4.72 R*=0:95 <
4.52

4.32 ==@==Probit
4,12

3.92
3.72 /
1.69 1.79 1.89 1.99

Log Konsentrasi

Nilai Probit

—— Linear (Probit)

y=bx+a X = (y-a)/b

y =5 (LCso) x = (5-(-3,4179)/4,2431

y=ax+b Antilog x =1,98390
Nilai LCs0 = 96,361 ppm

d. Rata-rata Nilai LCsp Pada Jam Ke 24

Ulangan ke Nilai LCso (ppm)
1 97,798
2 98,226
3 96,361
Rata-rata LCso 97,462

2. Perhitungan LCso Pada Jam Ke 48
a. Ulangan ke 1

Total Konsentrasi Log Embrio % Nilai
Embrio (ppm) Konsentrasi Mati Kematian Probit
10 50 1,699 1 10% 3,72
10 60 1,778 20% 4,16

2
10 70 1,845 3 30% 4,48
10 80 1,903 4 40% 4,75
10 90 1,954 5 50% 5,00




Kurva hubungan konsentrasi dengan nilai probit

5.12
- 4.92 =4
245 il
‘s 4.32
2412 / =¢==Probit

3.92

3.72 / ——Linear (Probit)

1.69 1.79 1.89 1.99
Log Konsentrasi

y=bx+a x = (y-a)/b
y =5 (LCs0) X = (5-(-4,7027))/4,9701
y=ax+h Antilog x = 1,95221

b. Ulangan ke 2

Nilai LCso = 89,581
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Total Konsentrasi Log Embrio % Nilai
Embrio (ppm) Konsentrasi Mati Kematian Probit
10 50 1,699 2 20% 4,16
10 60 1,778 2 20% 4,16
10 70 1,845 3 30% 4,48
10 80 1,903 5 50% 5,00
10 90 1,954 5 50% 5,00
Kurva hubungan konsentrasi dengan nilai probit
>10 3.9021x - 2,6038
o 4.96 Y= 2. o0o X ®
‘T 4.56 0— Probit
= 4.36 / Linear (Probit)
416 '@ /
1.69 1.79 1.89 1.99
Log Konsentrasi
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y=bx+a x = (y-a)/b
y =5 (LCs0) x = (5-(-2,6038))/3,9021
y=ax+b Antilog x = 1,94864

Nilai LCso = 88,847 ppm

c. Ulangan ke 3

Total Konsentrasi Log Embrio % Nilai
Embrio (ppm) Konsentrasi Mati Kematian Probit
10 50 1,699 1 10% 4,16
10 60 1,778 3 30% 4,48
10 70 1,845 3 30% 4,48
10 80 1,903 5 50% 5,00
10 90 1,954 5 50% 5,00
Kurva hubungan log konsentrasi dengan nilai probit
5.16
4.96 y = 3.4478x - 17058ty
% e R?= 0.896%
5 456 / ——Probit
2 L3 i ¢ Linear (Probit)
1.69 1.79 1.89 1.99
Log Konsentrasi
y=bx+a x = (y-a)/b
y =5 (LCso) x = (5-(-1,7059))/3,4478
y=ax+b Antilog x = 1,94498

Nilai LCso = 88,101 ppm
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d. Rata-rata Nilai LCsp Pada Jam Ke 48

Ulangan ke Nilai LCso (ppm)
1 89,581
2 88,847
3 88,101
Rata-rata LCsp 88,843

3. Perhitungan LCsp Pada Jam Ke 72
a. Ulangan ke 1

Total Konsentrasi Log Embrio % Nilai
Embrio (ppm) Konsentrasi Mati Kematian Probit
10 50 1,699 3 30% 4,48
10 60 1,778 4 40% 4,75
10 70 1,845 5 50% 5,00
10 80 1,903 5 50% 5,00
10 90 1,954 6 60% 5,25

Kurva hubungan log konsentrasi dengan nilai probit

5.48
5.28 =2. :

£ R?=0.9561

o 5.08 /

a

T 4.88 / 4= Probit

2
4.68 / —— Linear (Probit)
4.48 /

169 174 179 184 189 194 1.99
Log Konsentrasi

y=bx+a X = (y-a)/b
y =5 (LCs0) x = (5-(-0,3033))/2,832
y=ax+b Antilog x = 1,87263

Nilai LCso = 74,582 ppm
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b. Ulangan ke 2

Total Konsentrasi Log Embrio % Nilai
Embrio (ppm) Konsentrasi Mati Kematian Probit
10 50 1,699 2 20% 4,16
10 60 1,778 4 40% 4,75
10 70 1,845 4 40% 4,75
10 80 1,903 6 60% 5,25
10 90 1,954 7 70% 5,25
Kurva hubungan log konsentrasi dengan nilai probit
5.66
y = 5.0505x W
3 5.16 R?=0.9
2
2 .
5 166 » == "Probit
2 . .
—— Linear (Probit)
4.16
1.69 1.79 1.89 1.99
Log Konsentrasi
y=bx+a x = (y-a)/b
y =5 (LCxo) x = (5-(-4,3863))/5,0505
y=ax+b Antilog x = 1,85849

Nilai LCso = 72,192 ppm

c. Ulangan ke 3

Total Konsentrasi Log Embrio % Nilai
Embrio (ppm) Konsentrasi Mati Kematian Probit
10 50 1,699 2 20% 4,16
10 60 1,778 4 40% 4,75
10 70 1,845 4 40% 4,75
10 80 1,903 5 50% 5,00
10 90 1,954 7 70% 5,52
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Kurva hubungan log konsentrasi dengan nilai probit

566 |————y=4.6378x-3.6785
5 R? = 0.9055
2516
:é » === Probit
= 4.66 / —— Linear (Probit)

4.16

1.69 1.79 1.89 1.99
Log Konsentrasi

y=bx+a x = (y-a)/b
y =5 (LCso) x = (5-(-3,6785))/4,6378
y=ax+h Antilog x = 1,87125

d. Rata-rata Nilai LCso pada Jam Ke 72

Nilai LCso = 74,345 ppm

Ulangan ke Nilai LCso (ppm)
1 74,582
2 72,192
3 74,345
Rata-rata LCso 73,706
4. Perhitungan LCso Pada Jam Ke 96
a. Ulangan ke 1
Total Konsentrasi Log Embrio % Nilai
Embrio (ppm) Konsentrasi Mati Kematian Probit
10 50 1,699 3 30% 4,48
10 60 1,778 5 50% 5,00
10 70 1,845 5 50% 5,00
10 80 1,903 6 60% 5,25
10 90 1,954 8 80% 5,84




Kurva hubungan log konsentrasi dengan nilai probit

5.88
68 y = 4.6058x - 3.3418
: R?=0.8866
5 5.48 /
2 528 //
‘© == Probit
= 5.08 » ~ | .
4.88 / Linear (Probit)
4.68
4.48 /
1.69 1.79 1.89 1.99
Log Konsentrasi
y=bx+a X = (y-a)/b
y =5 (LCso) x = (5-(-3,3418))/4,6058
y=ax+b Antilog x =1,81115

b. Ulangan ke 2

Nilai LCso = 64,737 ppm
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Total Konsentrasi Log Embrio % Nilai
Embrio (ppm) Konsentrasi Mati Kematian Probit
10 50 1,699 3 30% 4,48
10 60 1,778 4 40% 4,75
10 70 1,845 5 50% 5,00
10 80 1,903 7 70% 5,25
10 90 1,954 8 80% 5,84

Kurva hubungan log konsentrasi dengan nilai probit

Nilai Probit

94— Probit

5.88

5.68 = 5.4064x- 4,807
2 _

5 48 R = 0.9597

5.28

5.08 //

4.88
4.48

1.69

1.74

1.79 184 189 194

Log Konsentrasi

1.99

—— Linear (Probit)
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y=bx+a x = (y-a)/b
y =5 (LCso) x = (5-(-4,8077))/5,4064
y=ax+b Antilog x = 1,81409

Nilai LCsp = 65,176 ppm

c. Ulangan ke 3

Total Konsentrasi Log Embrio % Nilai
Embrio (ppm) Konsentrasi Mati Kematian Probit
10 50 1,699 3 30% 4,48
10 60 1,778 4 40% 4,75
10 70 1,845 5 50% 5,00
10 80 1,903 6 60% 5,25
10 90 1,954 8 80% 5,84
Kurva hubungan log konsentrasi dengan nilai probit
5.98
% 5.48
< .
5 108 == Probit
2 . .
—— Linear (Probit)
4.48
169 174 179 184 189 194 1.99
Log Konsentrasi

y=bx+a x = (y-a)/b
y =5 (LCso) x = (5-(-4,0433))/4,9606
y=ax+b Antilog x = 1,82303

Nilai LCso = 66,531 ppm



d. Rata-rata Nilai LCso pada Jam Ke 96

Ulangan ke Nilai LCso (ppm)
1 64,737
2 65,176
3 66,531
Rata-rata LCsp 65,481




Lampiran 11. Hasil Analisis Malformasi terhadap Embrio Ikan Zebra
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Waktu Ulangan Konsentrasi Ekstrak Biji Mahoni (ppm) Jumlah
(Jam) KI SOppm 60ppm 70ppm 80ppm 90 ppm Total
1 0 0 1 1 1 3
24 2 0 1 0 1 2 2 18
3 0 1 1 1 1 2
1 0 0 1 1 2 3
48 2 0 1 0 1 2 4 21
3 0 1 1 1 1 2
1 0 0 1 1 2 3
72 2 0 1 1 1 2 4 23
3 0 1 1 1 2 2
1 0 1 1 2 3 3
96 2 0 1 2 1 2 4 29
3 0 1 2 1 2 3




Lampiran 12. Perhitungan ECsg
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Perhitungan nilai ECso menggunakan GraphPad Prism versi 10. dengan

memasukkan data log konsentrasi (sumbu x) dan abnormalitas (sumbu y).

1. Perhitungan ECsg pada jam ke-24

Kurva Hubungan Log(konsentrasi) dengan Abnormalitas

4—.

Abnormalitas
N w
1 1

=
1

0 I I I 1
16 1.7 1.8 1.9 2.0

Log (Konsentrasi)

Abnormalitas

log(agonist) vs. response -- Variable slope (four parameters)

Best-fit values

Bottom 0,6255

Top 109,8

LogEC50 2,210

HillSlope 7,042

EC50 162,1

Span 109,2
95% CI (profile likelihood)

Bottom 1,112

Top

LogEC50 1,842 to ???

HillSlope

EC50 69,51 to ???
Goodness of Fit

Degrees of Freedom 11

R squared 0,6782

Sum of Squares 2,703

Sy.x 0,4957
Number of points

# of X values 15

# Y values analyzed 15




2. Perhitungan ECso pada jam ke-48

Kurva Hubungan Log(konsentrasi) dengan Abnormalitas

Abnormalitas

0 T T T
1.6 1.7 1.8 1.9

Log (Konsentrasi)

2.0

Abnormalitas

log(agonist) vs. response -- Variable slope (four parameters)

Best-fit values
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Bottom 0,6214
Top 7,831
LogEC50 1,988
HillSlope 9,005
EC50 97,32
Span 7,210
95% CI (profile likelihood)
Bottom
Top 2,280
LogEC50 1,861 to ?7?
HillSlope 7?
EC50 72,67 t0 ?7?
Goodness of Fit
Degrees of Freedom 11
R squared 0,7429
Sum of Squares 4,011
Sy.X 0,6039
Number of points
# of X values 15
# Y values analyzed 15




3. Perhitungan ECso pada jam ke-72

Kurva Hubungan Log(konsentrasi) dengan Abnormalitas

Abnormalitas

0 T T T 1
1.6 1.7 1.8 1.9 2.0

Log (Konsentrasi)

Abnormalitas
log(agonist) vs. response -- Variable slope (four parameters)
Best-fit values
Bottom 0,8060
Top 3,392
LogEC50 1,907
HillSlope 16,13
EC50 80,81
Span 2,586
95% CI (profile likelihood)
Bottom 1,250
Top 2,375
LogEC50 1,860 to ???
HillSlope 1,070 to ???
EC50 72,4110 ???
Goodness of Fit
Degrees of Freedom 11
R squared 0,7947
Sum of Squares 2,819
Sy.x 0,5063
Number of points
# of X values 15
# Y values analyzed 15




4. Perhitungan ECso pada jam ke-96

Kurva Hubungan Log(konsentrasi) dengan Abnormalitas
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Abnormalitas
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T T
1.6 1.7 1.8

Log (Konsentrasi)
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Abnormalitas

log(agonist) vs. response -- Variable slope (four parameters)

Best-fit values

Bottom 1,333
Top 3,333
LogEC50 1,903
HillSlope 90,13
EC50 79,98
Span 2,000
95% CI (profile likelihood)
Bottom 1,737
Top ?7?
LogEC50 1,853 to ?7?
HillSlope ?7?
EC50 71,23 t0 ???
Goodness of Fit
Degrees of Freedom 11
R squared 0,7423
Sum of Squares 3,333
Sy.x 0,5505
Number of points
# of X values 15
# Y values analyzed 15
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Lampiran 13. Analisis Data Pengaruh Waktu Terhadap Nilai LCso Dengan
Menggunakan Rancangan Acak Kelompok (RAK)

1. Analisis ANOVA
Hasil analisis data dengan menggunakan statistik menunjukkan terdapat
perbedaan yang nyata (p<0.005) pada perlakuan pengaruh waktu terhadap nilai

LCso sehingga dilakukan uji lanjut Duncan.

Tabel analisis ANOVA

Tests of Between-Subjects Effects
Dependent Variable: NilaiLC50

Type Il Sum of
Source Squares df Mean Square F Sig.
Corrected Model 1878.5382 5 375.708 297.524 .000
Intercept 79458.782 1 79458.782  62923.617 .000
Perlakuan 1877.892 3 625.964 495.703 .000
Ulangan .646 2 .323 .256 .782
Error 7.577 6 1.263
Total 81344.896 12
Corrected Total 1886.114 11

a. R Squared = .996 (Adjusted R Squared = .993)

Ho = Tidak ada pengaruh lamanya waktu pemaparan terhadap nilai LCsg
Hi = Ada pengaruh lamanya waktu pemaparan terhadap nilai LCsg

Hasil analisis data menunjukkan nilai p = 0,000 < 0,05 maka dapat disimpulkan
tolak Ho terima H: yaitu adanya pengaruh lamanya waktu pemaparan terhadap

nilai LCsp.
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2. Uji Lanjut Duncan

Hasil ujii lanjut Duncan menunjukkan nilai LCso memiliki pengaruh yang
berbeda pada waktu jam ke 24, 48,72 dan 96.

NilaiLC50
Duncan?b
Subset

Perlakuan N 1 2 3 4
96
72
48
24 97.46167
Sig. 1.000 1.000 1.000 1.000

65.48133
73.70633
88.84267

W W w W

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
Based on observed means.

The error term is Mean Square(Error) = 1.263.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000.

b. Alpha = 0.05.

Keterangan :
Berdasarkan hasil yang diperoleh melalui tabel diatas menunjukkan adanya
pengaruh yang berbedanyata terhadap nilai LCsqo.



Lampiran 14. Dokumentasi Uji Toksisitas Akut
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