%iota OPENaACCESS

Biologi dan Pendidikan Biologi (2018), 11:1 p.13-25
http://biota.ac.id/index.php/jb DOI: http://dx.doi.org/10.20414/jb.v11i1.82

DEKOKTA Scurulla atropurpurea TERHADAP
KELENGKUNGAN TULANG BELAKANG EMBRIO IKAN ZEBRA

Scurulla atropurpurea Decoction to Backbone of Zebra Fish
Embryo

Nour Athiroh AS

Universitas Islam Malang, Malang/Jawa Timur, Indonesia
email : nur_athiroh_mlg@yahoo.co.id
nour.athiroh@unisma.ac.id

Abstract

Toxicity study on herb Scurulla atropurpurea has done by using Zebra fish
(Danio rerio) embryo. The objective of this research is to study the effect
of decocta of parasitic tea leaves on theraphy dosage, MATC, and LCso to
the backbones of Zebra fish embryo. This research is done by laboratory
experiment method through in vitro by using research design post
randomized control group only. The animal used in this research is Zebra
fish embryo less than 3 hours post fertilization after fission process is
finished and embryo is entering blastula stage. Total number of sample is
80 embryos and divided into 4 groups: control group without treatment,
therapy dosage group (200ug/ml), LC50 group (2066ug/ml) and MATC
group (237ug/ml) by decocta of parasitic tea leaves. Sample of Zebra fish
embryo is putting in well-plate with 1 embryo per well. Treatment was
given untill embryo at 72hpf at temperature 27° C. Data taken during
study is analysed using one-way ANOVA by SPSS version 16. Treatment
with therapy dosage 200, MATC 237 and LC50 of decocta of parasitic tea
leaves do not cause curvature of backbone in Zebra fish embrio. It is
suspected that active compound in decocta of parasitic tea leaves at all
above dosage do not able to disturb the structure and function of
backbone.
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PENDAHULUAN

Penelitian terdahulu membuktikan bahwa benalu teh
(Scurulla oortiana) mampu menurunkan kontraksi pembuluh
darah arteri ekor Tikus terpisah yang diprekontraksi dengan
norepinefrin (NE) pada kondisi endotel utuh secara invitro
(Athiroh, 2009). Penelitian dilanjutkan secara invivo membuktikan
bahwa benalu teh (Scurrula atropurpurea Bl. Danser) mampu
menurunkan tekanan darah melalui perbaikan stress oksidatif dan
disfungsi endotel (Athiroh et al.,, 201425, Athiroh, 2017). Disamping
itu benalu teh juga meningkatkan aktivitas Superoxide Dismutase
(SOD), Nitric Oxide, Endothelial Progeniror Cell (EPC) namun
menurunkan kadar Malondealdehyde (MDA) dan Circulating
Endothelial Cell (CEC) pada tikus hipertensi DOCA-garam
(Kawamura dan Pamudji, 2005 ; Athiroh & Permatasari, 2012;
Athiroh dan Sulistyowati, 2013 ; Mustofa et al., 2013 ; Athiroh et al,,
2014a,b).

Untuk menguji keamanan benalu teh terhadap manusia
dilanjutkan dengan uji toksisitas. Hasil penelitian terdahulu
menunjukkan bahwa benalu teh yang dipapar secara sub kronik
tidak mempengaruhi fungsi hati (Athiroh & Sulistyowati, 2015).
Pemberian benalu teh akut cenderung meningkatkan aktivitas SOD
dan menurunkan kadar MDA pada Mecit (Athiroh & Wahyuningsih,
2017). Begitu pula pada penelitian terbaru tentang uji toksisitas
subkronik (selama 28 hari) pemberian benalu teh terhadap tikus
betina juga tidak menunjukkan adanya perbedaan yang signifikan
antara tikus kontrol dan tikus yang diberi benalu teh terhadap
kadar trigliserida, kadar protein total, albumin, kreatinin, SGOT
(Serum Glutamic Oxaloacetic Transaminase) serta SGPT (Serum
Glutamic Pyrufic Transaminase (Munawaroh et al., 2016; Sammad
et al.,, 2017; Prastika et al., 2017; Hikmah et al, 2017 & Mahyan et
al, 2016).

Disamping uji toksisitas terhadap tikus, benalu teh juga
telah dilakukan uji toksisitas terhadap ikan zebra. Pemberian
dekokta daun benalu teh dosis terapi 200 pg/ml tidak
menyebabkan pembesaran luas area yolk sac dan pericardium
embrio ikan zebra serta menurunkan denyut jantung embrio ikan
zebra; (Purnamasari et al,, 2016; Nugroho et al., 2016). Dosis toksik
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dekokta daun benalu teh pada ikan zebra dewasa secara akut
sebesar 621,545 mg/L dan tergolong toksisitas yang ringan serta
dosis toksik subkronik didapatkan hasil sebesar 4419,182 mg/L
yang menyebabkan kematian 50% ikan zebra dewasa (Hanien et
al, 2016; Hasri et al, 2016). Berdasarkan hasil temuan tersebut,
untuk lebih membuktikan hasil yang komprehensif, maka perlu
dikaji tentang uji toksisitas benalu teh terhadap tulang belakang
ikan zebra.

Tulang belakang merupakan salah satu organ yang bisa
diamati pada embrio ikan zebra, chorion pada fase embrio bersifat
transparan, dengan demikian memudahkan untuk dilakukan
pengamatan terhadap tulang belakang (Leischke8 & Currie, 2007;
Detrich et al., 2009; Langgheinrich, 2003). Tujuan penelitian ini
untuk mengetahui pengaruh dekokta benalu teh (Scurulla
atropurpurea) pada dosis terapi, MATC, dan LCso terhadap
kelengkungan tulang belakang embrio ikan zebra.

METODE PENELITIAN

a. Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian dilaksanakan di Laboratorium Terpadu Fakultas
Kedokteran Universitas Islam Malang dari bulan November
2015 sampai bulan April 2016, Fakultas Perikanan dan Kelautan
Universitas Muhammadiyah Malang dan Balai Meteria Medika
Batu.

b. Bahan dan Alat

Tetramin, kultur artemia, alkohol, alumunium foil,
embryonic medium (disimpan dalam refrigator 4-82C) stok 10x,
dengan komposisi : MgS04: 0,815 g, NaCL: 5 g, KCI: 0,15 g,
CaCl2.2H20: 0,26 g, Aquades: 500 ml.

Inkubator dengan suhu 279, Dispossible pipette, 24-Well
plate, aquarium 60 cm x 30 cm x 35 cm, purified water,
thermometer, heater, panci dekokta, pH indicator, kompor
listrik, tabung ukur, wadah tempat penyimpanan, timbangan
digital, batang pengaduk, beker glass 300 ml, aquades, corong
gelas, vacum, erlenmeyer.
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c. Metode Penelitian

16

Persiapan hewan coba
Hewan coba yang digunakan adalah embrio ikan zebra <3
jam post fertilisasi pada saat proses pembelahan telah
selesai dan embrio masuk pada periode blastula.
Aklimatatisasi ikan zebra
Embrio ikan zebra (Danio rerio) berasal dari pemijahan ikan
zebra yang berumur 4 bulan, terlebih dahulu diaklimatisasi
selama 1 minggu di Laboratorium Terpadu Fakultas
Kedokteran Universitas Malang. Ikan zebra diperoleh dari
petani ikan di desa Wajak lor, Tulungagung, Jawa Timur
telah disertifikasi di Fakultas Perikanan dan Kelautan
Universitas Muhammadiyah Malang.
Preparasi daun benalu teh

Daun Benalu teh diperoleh dari Blitar yang telah
disertifikasi oleh UPT Balai Materia Medika, Kota Batu, Jawa
Timur, Indonesia. Daun benalu teh dikeringkan dengan cara
dioven pada suhu 40-60°C, kemudian digiling hingga
menjadi serbuk (simplisia) di UPT Balai Materia Medika,
Kota Batu.

Dekokta daun benalu teh dibuat dengan cara merebus
masing-masing simplisia sebesar 200 mg, 237 mg, dan 2066
mg dalam 500 ml aquades pada suhu 90°C selama 30 menit.
Pada dosis terapi 200 pg/ml, dekokta daun benalu teh
diberikan dengan cara memasukkan 0,5 ml dekokta
ditambah 0,5 ml cairan embrionik. Pada dosis MATC
237pg/ml, dekokta daun benalu teh diberikan dengan
dengan cara memasukkan 0,5 ml dekokta ditambah 0,5 ml
cairan embrionik. Sedangkan pada dosis LCso 2066 pg/ml
dekokta daun benalu teh diberikan dengan cara
memasukkan 0,5 ml dekokta ditambah 0,5 ml cairan
embrionik.

Rancangan Penelitian
Rancangan penelitian dengan metode eksperimental

laboratorium menggunakan post test only control group
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design. Jumlah total sampel sebanyak 80 embrio ikan zebra
yang terbagi dalam 4 kelompok yaitu kelompok kontrol,
kelompok dosis terapi (200ug/ml), kelompok LCso (2066
ug/ml), dan kelompok MATC (237 ug/ml) dekokta daun
benalu teh. Sampel embrio ikan zebra diletakkan pada well-
plate dengan 1 embrio per well. Perlakuan diberikan sampai
embrio berusia 72hpf dan suhu inkubator dipertahankan
pada 279C. Pengukuran kelengkungan tulang belakang dilakukan
menggunakan metode Wang et al., (2019)
- Laik Etik
Penelitian ini telah mendapatkan persetujuan dari
Komisi Etik Penelitian Fakultas Kedokteran Universitas
Brawijaya nomor :369/EC/ KEPK/06/2015.
- Analisis Data
Data hasil penelitian dianalisis dengan ANOVA dan
dilanjutkan dengan uji Least Significant Difference (LSD)
menggunakan software SPSS versi 16.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil uji normalitas p > 0.05 didapatkan bahwa sebaran
datanya normal. Kemudian dilakukan dengan uji One-way ANOVA
(Analysis of Variance). Hasil uji One-way ANOVA diperoleh bahwa
nilai p = 0.000 (p < 005). Selanjutnya dilanjutkan dengan Post hoc
test untuk mengetahui kelompok yang mempunyai perbedaan
bermakna, menggunakan uji (LSD).
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Tabel 1.
Karakteristik sampel
Perlakuan Usia Tota_l Pajanan Dosis DDBT
(hpf) embrio (hpf) (ug/ml)
KN 5,25 20 72 -
P1 5.25 20 72 200
P2 5,25 20 72 2066
P3 5,25 20 72 237
Keterangan:
KN : Kontrol (Medium Embrionik)
P1 : Perlakuan dosis terapi 200
P2 : Perlakuan dosis MATC 237
P3 : Perlakuan dosis LCso 2066
Tabel 2.
Data kelengkungan tulang belakang embrio ikan zebra
N Perlakuan
Kontrol LC50 MATC Terapi
1 166890,5 164793,5 1663265 166820,0
2 162869,5 159886,5 161729,0 170694,0
3 163863,5 165462,0 153212,0 164712,0
4 167214,5 163656,0 162061,0 167552,5
5 160257,5 177150,5 175388,0 170137,5
6 163402,5 163222,0 172442,0 165661,0
7 172295,0 167462,0 165127,5 170626,0
8 164178,5 168986,0 167079,0 157595,5
9 161441,5 162408,5 1651685 168499,0
10 159804,5 159959,0 173734,5 161028,0
Total 1642217,5 1652986,0 1662268,0 1663325,5
Mean + 164221,8 1652986 1662268 166332,6
SD + 3754,2 +5079,3 +6574,0 +4293,5

Berdasarkan tabel 1, terlihat bahwa rata-rata area tulang
belakang tertinggi sebesar 166.332,6° terdapat pada perlakuan
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Terapi. Sedangkan rata-rata area tulang belakang terendah sebesar
164.221,8 terdapat pada kontrol. Berdasarkan nilai rata-rata
tersebut dapat dikatakan bahwa pemberian perlakuan mampu
meningkatkan rata-rata area tulang belakang.

Selanjutnya dilakukan uji One-way ANOVA untuk
mengetahui apakah terdapat perbedaan rata-rata area tulang
belakang antar masing-masing perlakuan. Data area tulang
belakang pada masing-masing perlakuan memiliki nilai
signifikansi hasil analisis yang lebih besar dari taraf nyata 5%
sehingga disimpulkan data hasil penelitian tersebut berdistribusi
normal. Kelengkungan tulang belakang yang terdiri dari 4
perlakuan memiliki ragam yang homogen karena nilai signifikansi
(p-value) yang diperoleh dari hasil analisis lebih besar dari 0,05.
Hasil uji LSD (Least Square Difference) menunjukkan bahwa rata-
rata area tulang belakang tertinggi terdapat pada perlakuan terapi.
Sedangkan rata-rata area tulang belakang terendah terdapat pada
kontrol. Kedua perlakuan ini tidak berbeda signifikan dengan
perlakuan yang lain, karena hasil pengujian LSD menunjukkan
tidak adanya perbedaan notasi pada masing-masing perlakuan. Hal
ini menunjukkan bahwa semua perlakuan memiliki rata-rata area
tulang belakang yang tidak berbeda signifikan.

Tulang Belakang

175000 - a
170000 { a

165000 -
160000 -

155000 -

150000

Rata-rata Area Tulang Belakang

KN P1 P2 P3
Perlakuan

Gambar 1. Histogram Rerata kelengkungan tulang belakang embrio ikan
Zebra.
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Keterangan:

KN : Kontrol Normal (medium embrionik)

P1 : Perlakuan dosis terapi 200

P2 : Perlakuan dosis MATC 237

P3 : Perlakuan dosis LCso 2066

Notasi menunjukkan perbedaan yang tidak signifikan (p>0.05)

Tulang belakang embrio ikan zebra mulai terbentuk pada
usia 5,25hpf (hour pass fertilization) yang merupakan periode
gastrula. Pada periode ini awal pergerakan epiboli sampai akhir
terjadi dan celah blastoderm mulai menutup. Usia 10,5hpf (periode
segmentasi) segmen ekor dan tulang belakang ikan zebra mulai
terlihat, namun segmen badan masih belum bisa dibedakan.
Selanjutnya pada usia 24hpfatau saat embrio ikan zebra memasuki
periode pharingula terjadi pelepasan ekor dari yolk salk terlihat
gerakan spontan dan mulai terjadi pigmentasi. Kemudian pada usia
72hpf (periode penetasan) tulang belakang sudah dapat diamati
dengan jelas (Kimmel, 1995).

Pemberian dekokta daun benalu teh dosis terapi 200ug/ml,
dosis MATC 237ug/ml, dan dosis LCso 2066ug/ml tidak
menyebabkan kelengkungan tulang belakang. Hal ini diduga
kandungan senyawa zat aktif (rutin dan quersetin) benalu teh pada
ketiga dosis tersebut tidak mamapu mengganggu struktur dan
fungsi tulang belakang.

Berdasarkan penelitian Ainia (2015) pemberian dekokta
Kumis kucing (Orthosiphon stamineus, Benth) dosis 381ug/ml dan
870ug/ml menyebabkan kelengkungan tulang belakang ikan
zebra. Hal ini dikarenakan senyawa flavonoid pada herbal ini dapat
menginduksi keluarnya sitokin inflamasi seperti IL-1, IL-6, dan
TNF-a yang dapat menstimulasi osteoklas sehingga menyebabkan
resorbsi tulang dan mengakibatkan terjadinya osteoporosis serta
kelengkungan tulang belakang secara abnormal.

KESIMPULAN
Pemberian dekokta daun benalu teh dosis terapi 200ug/ml,

dosis MATC 237ug/ml, dan dosis LCso 2066ug/ml tidak
menyebabkan kelengkungan tulang belakang.
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