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ABSTRAK

Nama : Grace Natalia
Program Studi : Farmasi
Judul . Uji Efek Analgesik Ekstrak Etanol Daun Sisik Naggr(osia

piloselloides(L.) M.G. Price) pada Mencit yang Diinduksi
Asam Asetat

Obat bahan alam telah digunakan dalam upaya promotif, preventif, dan
rehabilitatif kesehatan manusia. Secara empiris, daun sisik naga digunakan oleh
masyarakat sebagai penghilang rasa sakit atau analgesik. Penelitian ini bertujuan
untuk menguji efek analgesik ekstrak etanol daun sisik naga dalam menghambat
respon geliat mencit yang disebabkan oleh stimulasi kimia. Pada penelitian ini, 25
ekor mencit jantan dibagi menjadi lima kelompok. Kelompok pertama diberi
CMC 0,5% sebagai kontrol negatif, kelompok kedua diberi asetosal 13 mg/20 g
bb sebagai kontrol positif, kelompok ketiga sampai kelompok kelima diberi
ekstrak etanol daun sisik naga dengan variasi dosis, yakni 17,125; 34,25; dan 68,5
mg/20 g bb secara oral. Satu jam setelah perlakuan, kelompok-kelompok tersebut
disuntikkan asam asetat glasial 0,6% secara intraperitoneal dan dihitung jumlah
geliat yang timbul pada menit ke-10 sampai menit ke-60 dengan interval 5 menit.
Hasil uji menunjukkan bahwa ketiga dosis ekstrak daun sisik naga memiliki efek
analgesik yang signifikam€0,05) ditinjau dari penurunan jumlah geliat mencit
dengan persentase inhibisi geliat yang diberikan oleh dosis I, dosis Il, dan dosis Il
berturut-turut adalah 94,27%:; 86,36%; dan 84,68%.

Kata kunci :analgesik, asam asetat, geliat, Pyrrosia pilosellsdgk naga
Xiv+64 halaman ; 7 gambar; 14 tabel; 11 lampiran
Daftar acuan : 36 (1964-2012)
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ABSTRACT

Name : Grace Natalia
Program Study : Pharmacy
Title . The Analgesic Effect Testing of Ethanol Extract of Sisik Naga

Leaves Pyrrosia piloselloides(L.) M.G. Price) in Mice
Induced by Acetic Acid

Natural medicines have been used in promotive, preventive, and rehabilitative of
human health. Empirically, sisik haga leaves used as analgesic. This study aimed
to observe the analgesic effect of ethanol extract of sisik naga leaves in inhibiting
writhing respon in mice caused by chemical stimulation. In this study, 25 mice
were used and divided into five groups. First group received CMC 0,5% as
negative control group, second group received acetosal 13 mg/20 g bw as positive
control group, third group until fifth group received ethanol extract of sisik naga
leaves with doses 17,125; 34,25; and 68,5 mg/20 g bw per oral. One hour
afterward, the groups induced by intraperitoneal injection of glacial acetic acid
0,6% and the writhing that occured at 10 minute until 60 minute counted with
interval 5 minute. The result showed that ethanol extract of sisik naga leaves have
analgesic effect significantlya€0,05) reviewed from reduction of writhing
number in mice with the writhing inhibition for dose I, II, and Ill are 94,27%;
86,36%; and 84,68% respectively.

Key words analgesic, acetic acid, writhingyrrosia piloselloides sisik
naga

Xiv+64 pages ; 7 pictures; 14 tables; 11 appendixes

Bibliography : 36 (1964-2012)
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BAB 1
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Nyeri merupakan sebuah gejala dari berbagai macam penyakit dan hampir
tiap orang pernah mengalaminya. Nyeri selalu bersifat subyektif dan tidak ada uiji
laboratorium yang dapat mendiagnosa nyeri. Hanya penderita yang dapat
menggambarkan rasa nyeri yang dialaminya (O’Neil, 2008; Baumann, 2005).

Obat yang digunakan untuk menghilangkan rasa nyeri disebut analgesik.
Secara garis besar, terdapat dua jenis analgesik yaitu analgesik non-opiat, seperti
obat anti-inflamasi non-steroid dan parasetamol; dan analgesik opiat, seperti
kodein dan morfin. Obat AINS menunjukkan aktivitas antiinflamasi, antipiretik,
dan analgesik. Aktivitas analgesik obat AINS disebabkan oleh kemampuannya
dalam menginhibisi sintesis prostaglandin sehingga menurunkan rangsang nyeri
yang diterima oleh sistem saraf pusat (Baumann, 2005). Efek analgesik obat-obat
AINS jauh lebih lemah daripada efek analgesik opiat, hamun AINS tidak
menimbulkan ketagihan dan efek samping sentral merugikan seperti yang dapat
ditimbulkan oleh opiat. Efek samping obat AINS yang paling sering terjadi yaitu
gangguan pada saluran cerna (Wilmana & Gan, 2007) sehingga masyarakat
beralih ke pengobatan tradisional menggunakan herbal yang relatif aman.

Kekayaan alam tumbuhan Indonesia terdiri atas 30.000 jenis tumbuhan
dari total 40.000 jenis tumbuhan di dunia dan 940 jenis di antaranya merupakan
tumbuhan berkhasiat obat (Nugroho, 2010). Bangsa Indonesia telah lama
mengenal dan menggunakan tanaman berkhasiat obat sebagai salah satu upaya
dalam meningkatkan kesehatan (promotif), memulihkan kesehatan (rehabilitatif),
pencegahan penyakit (preventif), dan penyembuhan (kuratif). Pengetahuan
tentang tanaman berkhasiat obat berdasar pada pengalaman dan keterampilan
yang secara turun-menurun telah diwariskan dari satu generasi ke generasi
berikutnya (Sari, 2006).

Daun sisik naga merupakan salah satu tanaman yang digunakan oleh
masyarakat untuk pengobatan tradisional antara lain sebagai antiinflamasi,
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analgesik, antitusif dan hemostatik (Dalimartha, 1999). Orang-orang Malaya telah
menggunakan tumbuhan ini sebagai obat luar, yaitu untuk mengobati luka dan
penyakit kulit. Orang-orang Cina menggunakan daun sisik naga untuk mengobati
sakit kepala dan orang-orang Filipina menggunakan seluruh bagian sisik naga
untuk menghentikan perdarahan. Selain itu, di Indonesia jus daun sisik naga
dilaporkan dapat digunakan sebagai obat batuk, susah buang air besar dan
gonorrhoea (Hartini, 2002). Penelitian yang telah dilakukan berhubungan dengan
penggunaan tumbuhan sisik naga sebagai obat masih sangat terbatas. Penelitian
secara in vitro menunjukkan bahwa ekstrak air, ekstrak kloroform, dan ekstrak
etanol daun sisik naga memiliki efek antibakteri yang diduga karena kandungan
sterol, fenol, flavonoid, dan tanin yang terdapat di dalamnya (Somchit, et al.,
2011).

Penggunaan tumbuhan sisik naga sebagai obat di Indonesia belum
memasyarakat. Untuk itu, diperlukan penelitian secara farmakologis agar
penggunaannya di masyarakat dapat dipertanggungjawabkan secara ilmiah. Daun
sisikk naga mengandung minyak atsiri, triterpen, flavonoid, tanin, gula, dan
saponin (Hariana 2006; Dalimartha, 1999). Efek analgesik yang dimiliki daun
sisikk naga diduga karena kandungan flavonoid di dalamnya yang dapat
menghambat sintesis prostaglandin (Narayana, Reddy, Chaluvadi, dan Krishna,
2001). Oleh karena itu, pada penelitian ini akan dilakukan uji efek analgesik
ekstrak etanol daun sisik naga pada hewan uji mencit jantan menggunakan metode

geliat.

1.2 Perumusan Masalah dan Ruang L ingkup

Masalah yang diteliti dalam penelitian ini adalah apakah ekstrak etanol
daun sisik naga memiliki efek analgesik ditinjau dari penurunan jumlah geliat
mencit jantan yang diinduksi oleh asam asetat. Ruang lingkup penelitian ini

adalah fitokimia dan farmakologi eksperimental.

1.3 Jenis Penelitian dan M etode Penelitian
Penelitian ini merupakan jenis penelitian eksperimental. Metode yang

digunakan adalah metode Sigmund yang dimodifikasi berdasarkan uiji
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pendahuluan. Penelitian ini menggunakan mencit yang diberi suspensi ekstrak
etanol daun sisik nagaPyrrosia piloselloides(L.) M.G. Price) secara oral

kemudian diinduksi dengan asam asetat secara intraperitoneal untuk menimbulkan
rasa nyeri yang ditunjukkan dengan adanya geliat. Ekstrak etanol daun sisik naga
diperoleh melalui proses maserasi kemudian dilakukan standardisasi terhadap
ekstrak. Efek analgesik ekstrak etanol daun sisik naga dievaluasi dengan

menghitung jumlah geliat yang timbul sebagai respon rasa nyeri.

1.4 Tujuan Pendlitian
Penelitian ini bertujuan untuk menguji efek analgesik dari ekstrak etanol
daun sisik nagaRyrrosia piloselloideqL.) M.G. Price) ditinjau dari penurunan

jumlah geliat mencit jantan yang diinduksi oleh asam asetat.
1.5Hipotesis
Ekstrak etanol daun sisik nagByfrosia piloselloides(L.) M.G. Price)

memiliki efek analgesik ditinjau dari penurunan jumlah geliat mencit jantan yang

diinduksi oleh asam asetat.
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BAB 2
TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Tumbuhan Sisik Naga
2.1.1 Taksonomi
2.1.1.1Klasifikasi

Dunia : Tumbuhan

Divisi . Pteridophyta

Kelas . Pteridopsida

Bangsa . Polypodiales

Suku . Polypodiaceae

Marga . Pyrrosia

Jenis Pyrrosia piloselloideqL.) M.G. Price (United States Department

of Agriculture, 2005)

2.1.1.2Nama daerah
Sumatra: picisan, sisik naga, sakat riburibu (Melayldgwa: paku
duduwitan (Sunda), pakis duwitan (Jawa) (Depkes RI, 1989).

2.1.2 Deskripsi tumbuhan

Sisik naga merupakan tumbuh-tumbuhan epifit kecil. Tumbuhan ini
memiliki akar rimpang yang tipis, bersisik, melekat kuat dan merayap jauh.
Warna daun hijau sampai hijau kecokelatan. Daun bertangkai pendek, tebal
berdaging, bentuk jorong sampai jorong memanjang, ujung daun tumpul atau
membundar, pangkal daun runcing atau agak meruncing, pinggir daun rata,
permukaan daun tua gundul atau berambut jarang pada permukaan bawah. Ukuran
daun yang berbentuk bulat sampai jorong hampir sama dengan uang logam
picisan sehingga tanaman ini disebut juga picisan (Depkes RI, 1989; Dalimartha,
1999).

Tumbuh-tumbuhan ini tersebar di seluruh Asia tropik, di Jawa di daerah
dengan musim kering yang banyak hujan, dari daerah datar hingga £1000 m di
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atas permukaan laut, tumbuh secara umum pada batang dan dahan pohon dan
perdu yang daunnya tidak begitu lebat (Heyne, 1987). Gambar tumbuhan sisik

naga terlampir pada Gambar 2.1.

2.1.3 Kandungan kimia
Sisik haga mengandung saponin, tanin, minyak atsiri, triterpen, flavonoid,
dan gula (Hariana, 2006; Dalimartha, 1999).

2.1.4 Efek farmakologis dan kegunaan tanaman

Daun sisik naga memiliki efek antiinflamasi, analgesik, hemostatis, dan
antitusif. Tumbuhan ini dapat digunakan untuk pengobatan sariawan, konstipasi,
sakit perut, disentri, parotitis, TBC kulit dengan pembesaran kelenjar getah
bening, batuk, TB paru disertai batuk darah, jaundice, gonore, perdarahan, rematik
non artikular, leukora, dan kanker payudara. Dosis oral yang dianjurkan adalah

rebusan 15-60 gram daun segar (Dalimartha, 1999; Heyne, 1987).

2.2 Simplisia, Ekstrak dan Ekstraksi

Simplisia atau herbal adalah bahan alam yang telah dikeringkan yang
digunakan untuk pengobatan dan belum mengalami pengolahan. Kecuali
dinyatakan lain, suhu pengeringan simplisia tidak lebih da@ 68implisia segar
adalah bahan alam segar yang belum dikeringkan. Simplisia nabati adalah
simplisia yang berupa tumbuhan utuh, bagian tumbuhan, atau eksudat tumbuhan.
Eksudat tumbuhan adalah isi sel yang secara spontan keluar dari tumbuhan atau
dengan cara tertentu dikeluarkan dari selnya atau zat nabati lain yang dengan cara
tertentu dipisahkan dari tumbuhannya (Departemen Kesehatan Republik
Indonesia, 2008).

Ekstrak merupakan sediaan kental yang diperoleh dengan mengekstraksi
senyawa aktif dari simplisia nabati atau simplisia hewani menggunakan pelarut
yang sesuai, kemudian semua atau hampir semua pelarut diuapkan dan massa atau
serbuk yang tersisa diperlakukan sedemikian rupa hingga memenuhi baku yang
ditetapkan. Proses yang dilakukan untuk memperoleh ekstrak disebut ekstraksi.

Terdapat dua cara ekstraksi menggunakan pelarut, yaitu cara dingin dan cara
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panas (Departemen Kesehatan RI dan Direktorat Jenderal Pengawasan Obat dan
Makanan, 2000).

2.2.1 Ekstraksi cara dingin (Departemen Kesehatan Rl dan Direktorat Jenderal
Pengawasan Obat dan Makanan, 2000; Tiwari, Kumar, Kaur, Kaur, dan
Kaur, 2011)
2.2.1.1Maserasi
Proses ekstraksi simplisia menggunakan pelarut dengan beberapa Kkali
pengocokan atau pengadukan pada temperatur ruangan disebut maserasi. Secara
teknologi, maserasi termasuk ekstraksi dengan prinsip metode pencapaian
keseimbangan konsentrasi. Maserasi kinetik berarti dilakukan pengadukan yang
kontinu. Remaserasi berarti dilakukan pengulangan penambahan pelarut setelah
dilakukan penyaringan maserat pertama dan seterusnya. Metode ini merupakan
pilihan terbaik untuk ekstraksi simplisia yang mengandung senyawa-senyawa

termolabil.

2.2.1.2Perkolasi

Ekstraksi dengan pelarut yang selalu baru sampai sempexhauétive
extraction) yang umumnya dilakukan pada temperatur ruangan disebut perkolasi.
Proses terdiri dari tahapan pengembangan bahan, tahap maserasi antara, tahap
perkolasi sebenarnya (penetesan/penampungan ekstrak), terus menerus sampai

diperoleh ekstrak yang jumlahnya 1-5 kali bahan.

2.2.2 Ekstraksi cara panas (Departemen Kesehatan RI dan Direktorat Jenderal
Pengawasan Obat dan Makanan, 2000; Tiwari, Kumar, Kaur, Kaur, dan
Kaur, 2011)
2.2.2.1Refluks
Ekstraksi dengan pelarut pada temperatur titik didihnya, selama waktu
tertentu dan jumlah pelarut terbatas yang relatif konstan dengan adanya pendingin
balik disebut refluks. Umumnya dilakukan pengulangan proses pada residu
pertama sampai 3-5 kali sehingga dapat diperoleh proses ekstraksi sempurna.
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2.2.2.2Soxhlet

Ekstraksi menggunakan pelarut yang selalu baru yang umumnya dilakukan
dengan alat khusus sehingga terjadi ekstraksi kontinu dengan jumlah pelarut
relatif konstan dengan adanya pendingin balik disebut soxhlet. Metode ini tidak
dapat digunakan untuk senyawa-senyawa yang termolabil karena pemanasan
dapat menyebabkan degradasi senyawa tersebut.

2.2.2.3Digesti

Maserasi kinetik (dengan pengadukan kontinu) pada temperatur yang lebih
tinggi daripada temperatur ruangan, yaitu umumnya dilakukan pada temperatur
40-50°C disebut digesti.

2.2.2.4Infus

Ekstraksi dengan pelarut air pada temperatur penangas air (bejana infus
tercelup dalam penangas air mendidih, temperatur terukur@g-98lama waktu
tertentu (15-20 menit) disebut infus.

2.2.2.5Dekok
Infus pada waktu yang lebih lama30 menit) dan temperatur sampai titik
didih air disebut dekok. Metode ini digunakan untuk mengekstraksi simplisia yang

mengandung senyawa larut air dan stabil pada pemanasan.

Selain menggunakan pelarut, metode ekstraksi dapat dilakukan dengan
destilasi uap yang merupakan ekstraksi senyawa kandungan menguap (minyak
atsiri) dari bahan (segar atau simplisia) dengan uap air. Ekstraksi ini berdasarkan
pada peristiwa tekanan parsial senyawa kandungan menguap dengan fase uap air
dari ketel secara kontinu sampai sempurna dan diakhiri dengan kondensasi fase
uap campuran (senyawa kandungan menguap ikut terdestilasi) menjadi destilat air
bersama senyawa kandungan yang memisah sempurna atau memisah sebagian.
Pada destilasi uap, bahan simplisia tidak tercelup ke air yang mendidih namun
dilewati uap air sehingga senyawa kandungan menguap ikut terdestilasi.
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2.3 Standardisas Ekstrak

Dalam upaya pengembangan obat bahan alam, penelitian mengenai khasiat
obat perlu diikuti dengan upaya peningkatan mutu dan keamanan produk. Hal ini
bertujuan untuk meningkatkan kepercayaan masyarakat terhadap manfaat bahan
obat tersebut. Oleh karena itu, standardisasi ekstrak penting dilakukan untuk
memelihara keseragaman mutu, keamanan, dan khasiatnya (Badan Pengawas
Obat dan Makanan Republik Indonesia, 2005).

Standardisasi ekstrak terdiri dari dua paramater yaitu paramater non
spesifik dan parameter spesifik. Parameter non spesifik terdiri dari susut
pengeringan, bobot jenis, kadar air, kadar abu, sisa pelarut, residu pestisida,
cemaran logam berat, cemaran mikroba, serta cemaran kapang, khamir, dan
aflatoksin dalam ekstrak. Parameter spesifik terdiri dari identitas, organoleptik,
kandungan kimia, dan kadar total golongan kandungan kimia, dan kadar
kandungan kimia tertentu dalam ekstrak (Departemen Kesehatan Republik

Indonesia dan Direktorat Jenderal Pengawasan Obat dan Makanan, 2000).

2.4 Nyeri

International Association for the Study of PalA$P) mendefinisikan
nyeri sebagai suatu pengalaman sensorik dan emosional yang tidak
menyenangkan berkaitan dengan potensi atau terjadinya kerusakan jaringan, atau
keadaan yang menggambarkan kondisi tersebut (O’Neil, 2008). Dalam lingkup
pengertian nyeri, terdapat istilah ambang dan toleransi nyeri. Ambang nyeri
merupakan tingkatan dimana stimulus diterima dan dirasakan pertama kali sebagai
nyeri. Ambang nyeri tiap orang umumnya hampir sama tetapatdberubah.
Toleransi nyeri merupakan kemampuan individu dalam menahan stimulus nyeri
tanpa menunjukkan gejala-gejala fisik. Toleransi nyeri sangat Dbervariasi
antarindividu dan dipengaruhi oleh faktor psikologis dan sosiokultural (Corwin,
2008).

2.4.1 Patofisiologi nyeri
Sebagian besar jaringan dan organ manusia dilengkapi dengan nosiseptor,

yaitu reseptor sensorik khusus yang terhubung ke serabut saraf aferen primer
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(Woolfrey & Kapur, 2003). Tipe nyeri dapat diklasifikasikan menjadi nyeri
nogseptif dan nyeri neuropati. Nyeri nosiseptif merupakan nyeri sementara
sebagai respon terhadap stimulus berbahaya di nosiseptor. Sistem nosiseptif ini
menyampaikan informasi adanya bahaya di perifer ke sistem saraf pusat. Nyeri
neuropati merupakan nyeri yang disebabkan oleh proses input sensori yang
abnormal oleh saraf perifer atau SSP karena adanya kerusakan atau perubahan
patologis. Nyeri nosiseptif menggambarkan patofisiologi nyeri akut sedangkan
nyeri neuropati merupakan penyebab munculnya nyeri kronis (O’Neil, 2008;
Baumann, 2005).

Mekanisme terjadinya nyeri nosiseptif dijelaskan melalui empat proses,
yaitu transduksi, transmisi, persepsi, dan modulasi. Transduksi merupakan
konversi stimulus bahaya termal, mekanikal, atau kimiawi menjadi aktivitas
elektrik di ujung perifer serabut saraf sensori. Potensial aksi melewati ujung saraf
perifer sepanjang akson menuju sistem saraf pusat. Transmisi merupakan transfer
sinaptik dan modulasi input dari satu neuron ke neuron lainnya. Persepsi adalah
rasa nyeri mulai dirasakan secara sadar oleh penderita. Modulasi merupakan
proses inhibisi rangsang nosiseptif melalui pelepasan opioid endogen, serotonin,

dan norepinefrin (Baumann, 2005; Burzynski, J. & Strassels, S., 2009).

2.4.2 Klasifikasi nyeri
2.4.2.1Nyeri akut

Nyeri akut berlangsung kurang dari enam bulan. Nyeri ini bersifat
protektif dan sangat berguna sebagai peringatan akan terjadinya suatu penyakit
dan kondisi yang berbahaya. Di bawah kondisi normal, nyeri akut berperan dalam
proses penyembuhan dengan menurunkan stimulus nyeri. Namun, apabila tidak
diobati, nyeri akut dapat menyebabkan stres psikologi dan menurunkan sistem
imun tubuh sehingga akan memperlambat pemulihan. Gejala yang muncul dapat
berupa hipertensi, takikardi, takipnu, diaforesis, midriasis, dan pucat (Baumann,
2005; Corwin, 2008; O’Neil, 2008).
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2.4.2.2Nyeri kronis

Nyeri akut yang berlangsung selama lebih dari enam bulan menyebabkan
nyeri kronis. Seringkali, respon fisiologis yang umumnya muncul pada nyeri akut
tidak muncul pada nyeri kronis, namun beberapa gejala dapat mendominasi. Pada
nyeri kronis terdapat empat pengaruh utama, yaitu 1) pengaruh terhadap fungsi
fisik, 2) perubahan psikologis, 3) konsekuensi sosial, dan 4) konsekuensi
masyarakat. Efek nyeri kronik terhadap fungsi fisik meliputi lemahnya aktivitas
sehari-hari dan gangguan tidur. Perubahan psikologis yang terjadi antara lain
depresi, gelisah, insomnia, marah, dan kehilangan harga diri. Perubahan fisik dan
psikologis yang dialami dapat menyebabkan perubahan hubungan dan keakraban
dengan teman-teman atau keluarga karena penderita menarik diri. Dalam tingkat
masyarakat, nyeri kronik menyebabkan naiknya harga perawatan kesehatan,
disabiliti, dan kehilangan produktivitas (Baumann, 2005; O’Neil, 2008).

2.4.3 Penilaian nyeri (O’Neil 2008)

Dalam dunia kedokteran, tidak terdapat tes laboratorium yang dapat
mendiagnosa nyeri. Pasien adalah satu-satunya orang yang dapat menggambarkan
intensitas dan kualitas nyeri yang dirasakannya. Oleh karena itu perlu dilakukan
pendekatan yang berorientasi kepada pasien untuk menilai nyeri yang dirasakan
oleh pasien. Riwayat medis, keluarga, dan psikologis serta latihan fisik penting
untuk mengetahui sumber nyeri. Selain itu, perlu dilakukan penilaian secara
seksama mengenai karakteristik nyeri, seperti onset, durasi, lokasi, kualitas,
tingkatan, dan intensitas nyeri, usaha untuk meringankan gejala nyeri, efikasi dan
efek samping yang muncul pada pengobatan yang pernah dijalani maupun

pengobatan terakhir.

2.5 Pengobatan Nyeri
2.5.1 Analgesik nonopioid

Asetaminofen, asam asetil salisilat (aspirin), dan obat-obat antiinflamasi
non-steroid (AINS) merupakan obat-obat nonopioid yang digunakan untuk
pengobatan nyeri akut ringan sampai sedang (Baumann, 2005). Asetaminofen

(parasetamol), agen analgesik dan antipiretik, merupakan terapi awal untuk

Universitas Indonesia

Uji efek..., Grace Natalia, FMIPA Ul, 2012



11

pengobatan nyeri ringan sampai sedang. Sebagai analgesik, asetaminofen
menghambat sintesis prostaglandin di SSP dan memblok rangsang nyeri di perifer.

Penggunaan asetaminofen secara berlebihan dapat menyebabkan hepatotoksik
(O’Neil, 2008).

Aspirin dan AINS lainnya memiliki efek analgesik, antipiretik, dan
antiinflamasi. Aspirin efektif untuk pengobatan nyeri ringan sampai sedang,
namun risiko iritasi dan perdarahan saluran cerna menyebabkan penggunaannya
dibatasi (O’'Neil, 2008). Gambar 2.2 di bawah ini menunjukkan mekanisme

pembentukan prostaglandin yang menyebabkan timbulnya rasa nyeri.

Trauma/luka pada se|

A 4
Gangguan pada membran se

Fosfolipid

it o

y
Asam arakidonat

Hidroperoksid Endoperoksid

" Lipoksigenase

ESihooksigenaﬂ
|

PGG,/PGF

A 4
Leukotrien Prostasiklin Tromboksan A

A 4

Prostaglandin (PGEPGR, PGD,)

Keterangangees —— = menghambat
= memperantarai
Gambar 2.2 Biosintesis prostaglandin [Sumber: Wilmana & Gan, 2007]
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Obat-obat AINS sangat efektif digunakan pada pengobatan nyeri inflamasi
dan nyeri yang berhubungan dengan metastasis tulang. Obat ini bekerja sebagai
analgesik dengan menginhibisi enzim siklooksigenase sehingga mencegah sintesis
prostaglandin dan mengakibatkan penurunan sensitisasi nosiseptor serta
peningkatan ambang nyeri.

Berdasarkan inhibisinya terhadap siklooksigenase (COX), AINS
diklasifikasikan menjadi AINS non-selektif (menghambat COX-1 dan COX-2)
dan AINS selektif (hanya menghambat COX-2). Di mukosa lambung, aktivasi
COX-1 menghasilkan prostasiklin yang bersifat sitoprotektif. Penghambatan
terhadap COX-1 inilah yang menyebabkan timbulnya efek iritasi saluran cerna.
Berbagai stimulus inflamatoar, termasuk sitokin, endotoksin, dan faktor
pertumbuhan menginduksi COX-2 sehingga terjadi sintesis prostaglandin dan
timbul inflamasi. Tromboksan A yang disintesis trombosit oleh COX-1
menyebabkan agregasi trombosit, vasokonstriksi, dan proliferasi otot polos.
Sebaliknya, prostasiklin (Pglyang disintesis COX-2 di endotel makrovaskular
melawan efek tersebut sehingga menyebabkan penghambatan agregasi trombosit,

vasokonstriksi, dan proliferasi otot polos (Wilmana & Gan, 2007).

2.5.2 Analgesik opioid

Kelompok obat analgesik yang memiliki sifat seperti opium disebut
analgesik opioid. Opium vyang berasal dari getBaApaver somniferum
mengandung sekitar 20 jenis alkaloid, di antaranya morfin, kodein, tebain, dan
papaverin (Dewoto, 2007).

Analgesik opioid merupakan terapi pilihan untuk nyeri akut berat dan
nyeri sedang sampai berat yang berkaitan dengan kanker. Efek analgesik opioid
disebabkan oleh stimulasi reseptor opioid pdand) di SSP (O’Neil, 2008).
Agonis opioid melalui reseptor |x, dand pada ujung prasinaps aferen primer
nogseptif mengurangi pelepasan neurotransmiter dan menghambat saraf yang
mentransmisi nyeri di kornu dorsalis medula spinalis. Dengan demikian, opioid
memiliki efek analgesik yang kuat melalui pengaruh terhadap medula spinalis.
Selain itu, p agonis juga menimbulkan efek inhibisi pascasinaps melalui reseptor

u di otak (Wilmana, 2007). Obat-obat opioid yang dapat digunakan untuk nyeri
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sedang adalah kodein, hidrokodon, tramadol, dan agonis parsial, sedangkan untuk
nyeri berat dapat digunakan morfin dan hidromorfon (O’Neil, 2008).

2.6 Asetosal

Asetosal (asam asetil salisilat atau aspirin) merupakan prototip obat AINS
yang memiliki sifat analgesik, antipiretik, dan antiinflamasi. Obat ini sangat luas
digunakan dan digolongkan sebagai obat bebas (Wilmana & Gan, 20t)ini
terdekomposisi secara bertahap ketika mengalami kontak dengan udara lembab
dan terdekomposisi dengan cepat dalam basa menjadi asam asetat dan asam
salisilat. Suspensi asetosal bersifat stabil selama beberapa hari. Sebuah penelitian
melaporkan bahwa 3,2% suspensi asetosal terdegradasi menjadi asam salisilat

setelah tujuh hari pada temperatur ruangan (Reynold, 1982).

2.6.1 Farmakokinetik asetosal

Pada pemberian oral, asetosal dihidrolisis menjadi asam asetat dan salisilat
terutama di hati sehingga hanya kira-kira 30 menit terdapat dalam plasma.
Selanjutnya, sebagian salisilat diabsorpsi dengan cepat dalam bentuk utuh di
lambung, tetapi sebagian besar di usus halus bagian atas. Suasana asam di dalam
lambung menyebabkan sebagian besar dari salisilat terdapat dalam bentuk
nonionisasi sehingga memudahkan absorpsi. Kadar puncak salisilat dalam plasma
dicapai dalam waktu 1-2 jam. Asetosal memiliki onset 30 menit, durasi analgesik
3-6 jam, dan waktu paruh 15 menit. Obat ini mudah menembus sawar darah otak

dan sawar uri (Wilmana & Gan, 2007; Payan & Katzung, 1998; Baumann, 2005).

2.6.2 Farmakodinamik asetosal

Asetosal sangat efektif dalam meredakan nyeri ringan sampai sedang.
Asetosal bekerja terutama dengan cara menghambat enzim siklooksigenase yang
mengkatalisis perubahan asam arakidonat menjadi senyawa endoperoksida
sehingga mencegah sintesis prostaglandin. Sebagai analgesik, asetosal juga
menyebabkan penurunan sensitisasi nosiseptor dan peningkatan ambang nyeri
(O’Neil, 2008). Dosis umum asetosal adalah 325-650 mg setiap empat jam. Dosis

maksimum adalah 4000 mg per hari (Baumann, 2005).
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2.7 Metode Uji Efek Analgesik

Metode-metode pengujian efek analgesik dilakukan berdasarkan
kemampuan bahan uji dalam menekan atau menghilangkan rasa nyeri yang
diinduksi pada hewan percobaan. Induksi dapat dilakukan secara mekanik, termik,
elektrik, atau kimia. Metode pengujian dengan induksi nyeri secara mekanik atau
termik lebih sesuai untuk menguji obat-obat analgesik kuat (analgesik narkotik).
Pada umumnya, daya kerja analgesik dinilai pada hewan coba dengan mengukur
besarnya peningkatan stimulus nyeri yang harus diberikan sampai ada respon
nyeri, jangka waktu ketahanan hewan terhadap stimulus nyeri, atau peranan

frekuensi respon nyeri (Kelompok Kerja limiah, 1993; Parmar & Prakash, 2006).

2.7.1 Metode induksi secara kimia (metode Sigmund)
2.7.1.1Metode geliat

Pada metode ini, obat uji dinilai kemampuannya dalam menekan atau
menghilangkan rasa nyeri yang diinduksi secara kimia pada hewan percobaan,
yaitu mencit. Rasa nyeri yang timbul ditunjukkan dalam bentuk respon gerakan
geliatan. Tiap episode geliat dikarakterisasi dengan adanya perputaran internal
pada kaki, menijilat perut, peregangan badan, punggung melengkung, berputar ke
satu sisi kemudian diam, atau mengelilingi kandang. Frekuensi gerakan ini dalam
waktu tertentu menyatakan derajat nyeri yang dirasakannya. Bahan kimia yang
sering digunakan sebagai penginduksi adalah asam asetat dan fenil p-benzokuinon
tetapi penggunaan fenilbenzokuinon memiliki masalah dalam hal kelarutan,
fotosensitivitas, dan autooksidasi (Kelompok Kerja llmiah, 1993; Parmar dan
Prakash, 2006).

2.7.1.2Metode Randall-Selitto

Prinsip pada metode ini adalah bahwa inflamasi dapat meningkatkan
sensitivitas nyeri yang dapat dikurangi oleh obat analgesik. Bahan kimia yang
digunakan untuk menghasilkan inflamasi yd#xewer’'s yeastang diinjeksikan
secara subkutan pada permukaan kaki/tangan tikus. Inflamasi yang terjadi diukur
dengan suatu alat yang menggambarkan adanya peningkatan ambang nyeri
(Parmar dan Prakash, 2006).
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2.7.1.3Metode formalin

Metode ini digunakan untuk mengetahui efek analgesik suatu obat
terhadap nyeri kronis. Formalin digunakan sebagai penginduksi yang diinjeksikan
secara subkutan pada permukaan tangan/kaki tikus yang akan menimbulkan
respon tikus berupa menijinjit atau menjilat kaki. Respon ini dinilai dengan skala
0-3 (Parmar dan Prakash, 2006).

2.7.2 Metode induksi secara panas

Hewan percobaan yang ditempatkan di atas plat panas dengan suhu tetap
sebagai stimulus nyeri akan memberikan respon dalam bentuk mengangkat atau
menjilat telapak kaki depan atau meloncat. Selang waktu antara pemberian
stimulus nyeri dan terjadinya respon, yang disebut waktu reaksi, dapat
diperpanjang oleh pengaruh obat-obat analgetika. Perpanjangan waktu reaksi ini
selanjutnya dapat dijadikan sabagai ukuran dalam mengevaluasi aktivitas

analgesik (Kelompok Kerja limiah, 1993).

2.7.3 Metode analgesik untuk nyeri sendi

Analgesik tertentu dapat mengurangi atau meniadakan rasa nyeri artritis
pada hewan percobaan yang ditimbulkan oleh suntikan intraartikular larutan
AgNO3 1%. Setelah diinduksi, terhadap tiap hewan coba dilakukan gerakan fleksi
pada sendi sebanyak 3 kali dengan interval 10 detik. Sediaan uji dinyatakan
bersifat analgesik untuk nyeri sendi apabila hewan tidak mencicit kesakitan oleh

gerakan fleksi yang dipaksakan (Kelompok Kerja limiah, 1993).
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BAB 3
METODE PENELITIAN

3.1 Tempat dan Waktu
Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Farmakologi dan
Laboratorium Fitokimia Departemen Farmasi, Fakultas Matematika dan limu

Pengetahuan Alam, Universitas Indonesia pada bulan Februari-Mei 2012.

3.2 Bahan
3.2.1 Bahan Uji

Pada penelitian ini, digunakan bahan uji daun sisik nagardsia
piloselloide3 yang diambil dari lingkungan sekitar kampus FMIPA Ul dan
dideterminasi oleh pusat dan pengembangan Lembaga Iimu Pengetahuan
Indonesia (LIPI) Cibinong. Hasil determinasi daun sisik naga terlampir pada

Lampiran 7.

3.2.2 Bahan Kimia

Pada penelitian ini, digunakan etanol 96% (Brataco), asam asetat glasial
(Mallinckrodt), asetosal (PT Bayer Cibubur), karboksimetil-selulosa, NaCl
fisiologis (Otsuka), aguades, asam Kklorida (Merck), pereaksi Mayer, pereaksi
Dragendorf, pereaksi Bouchardat, larutan besi (lll) klorida P, serbuk magnesium
(Merck), serbuk zink (Merck), larutan gelatin 10%, pereaksi Mollisch, eter
(Merck), asam sulfat (Merck), asam asetat anhidrat (Merck), asam galat (Merck),

natrium karbonat (Merck), dan pereaksi Folin-Ciocalteu.

3.2.3 Hewan Uji

Pada penelitian ini digunakan hewan uji berupa 45 ekor mencit jantan
galur ddY (Deutschland, Denken, Yoken) berumur 5-7 minggu dengan bobot 20-
30 gram. Hewan uji diperoleh dari Laboratorium Il, Badan Pengawasan Obat dan

Makanan (BPOM). Sertifikat galur hewan uji terlampir pada Lampiran 10.
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3.3 Alat

Pada penelitian ini digunakaotary vacuum evaporatofBuchi), shaker
(KS 501 D), penangas air, alkoholmeter, penyaring vakum, kertas saring, lemari
pendingin, oven, desikator, spektrofotometer UV-Vis T 80+ (PG Instrument),
mikropipet (Socorex), kandang mencit, stopwatch, sonde oral, jarum suntik 26G
% (Terumo), spuit 1,0 mL (Terumo), lumpang dan alu, penangas air, timbangan
analitik (Ohaus, USA), timbangan hewan (Mettler, Teledo), dan alat-alat gelas

(Pyrex).

3.4 Prosedur Kerja
3.4.1 Rancangan penelitian

Pada penelitian ini, hewan uji dibagi menjadi lima kelompok yang
dilakukan dengan metode Rancangan Acak Sederhana. Lima kelompok tersebut
adalah kelompok kontrol negatif (CMC 0,5%), kontrol positif (asetosal), bahan uji
dosis |, bahan uji dosis Il, dan bahan uji dosis Ill. Jumlah minimal mencit yang
dibutuhkan tiap kelompok dihitung berdasarkan rumus Federer sebagai berikut
(Jusman S. & Halim A., 2009):

(t-1)(n-1) >15
dimana: t adalah jumlah perlakuan

n adalah jumlah pengulangan untuk tiap perlakuan

Pada penelitian ini, t = 5, maka>n5 sehingga jumlah minimum mencit
yang digunakan dalam tiap kelompok adalah 5 ekor. Total jumlah mencit yang
digunakan pada penelitian ini adalah 25 ekor untuk 5 kelompok perlakuan.

3.4.2 Persiapan hewan uji

Sebelum digunakan, mencit diaklimatisasi selama satu minggu di dalam
kandang Laboratorium Farmakologi Departemen Farmasi, FMIPA Universitas
Indonesia agar dapat menyesuaikan diri dengan lingkungan yang baru. Mencit
diberi makan dan minum yang seragam dan dilakukan pengamatan rutin terhadap
keadaan umum dan penimbangan berat badan mencit. Mencit yang sehat memiliki
ciri-ciri bulu bersih dan tidak berdiri, mata jernih bersinar, dan berat badan

bertambah setiap hari.
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3.4.3 Ekstraksi

Bahan uji ekstrak etanol daun sisik naga dibuat dengan proses ekstraksi
cara dingin, yaitu maserasi berulang. Pelarut yang digunakan adalah etanol 96%
yang telah didestilasi kemudian diencerkan dengan akuades hingga diperoleh
etanol 80% dari pengukuran menggunakan alkoholmeter. Akan tetapi, maserasi
pertama tidak menggunakan etanol 80% melainkan etanol 96% dengan asumsi
bahwa etanol 96% akan menjadi etanol 80% melalui penambahan air yang berasal
dari kandungan dalam daun sisik naga, yaitu sebesar +90%. Maserasi kedua
hingga ketujuh dilanjutkan menggunakan pelarut etanol 80%.

Prosedur ekstraksi dimulai dengan memisahkan daun sisik naga dari akar-
akarnya kemudian dibersihkan dengan air mengalir hingga bersih dan diangin-
anginkan selama sehari untuk menghilangkan tetesan air pada permukaan daun.
Daun tersebut ditimbang +1500 gram dan diblender dengan pelarut etanol 96%
sebanyak 3 LSerbuk basah yang telah diperoleh dipindahkan kandalotol
cokelat kemudian dimaserasi dengan cara dikocok menggusb&kearselama 6
jam dan didiamkan selama 18 jam. Selanjutnya, serbuk basah disaring
menggunakan penyaring vakum dan kertas saring rangkap dua sehingga diperoleh
filtrat jernih dan ampas. Filtrat jernih diuapkan menggunala@ary vacuum
evaporator Pelarut etanol ditampung kembali dan filtrat dipindahkan ke dalam
cawan penguap kemudian diuapkan di atas penangas air dengan %@ihingga
didapatkan ekstrak kental. Ampas sisa penyaringan dimaserasi kembali dengan
etanol 80% secara berulang hingga total maserasi yang dilakukan sebanyak tujuh
kali.

3.4.4 Standardisasi ekstrak
Setelah diperoleh ekstrak kental, dilakukan standardisasi terhadap ekstrak.
Parameter standardisasi ekstrak terdiri dari dua jenis, yaitu parameter non spesifik

dan parameter spesifik.

3.4.4.1Parameter non spesifik
Parameter non spesifik yang dilakukan dalam penelitian ini adalah susut

pengeringan. Parameter ini bertujuan untuk memberikan batasan maksimal
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(rentang) tentang besarnya senyawa yang hilang pada proses pengeringan. Uji
susut pengeringan dilakukan dengan cara ekstrak ditimbang seksama sebanyak
satu gram dan dimasukkan ke dalam botol timbang yang sebelumnya telah
dipanaskan pada suhu 205 selama 30 menit dan telah ditara. Sebelum
ditimbang, ekstrak diratakan di dalam botol timbang menggunakan batang
pengaduk hingga merupakan lapisan setebal 5-10 mm. Botol timbang dimasukkan
ke dalam oven dalam keadaan tidak tertutup lalu dikeringkan pada sut@ 105
hingga bobot tetap. Sebelum setiap pengeringan, botol dibiarkan mendingin di
dalam desikator dalam keadaan tertutup hingga mencapai suhu ruangan. Jika
ekstrak sulit kering dan mencair pada pemanasan, ditambahkan satu gram silika
pengering yang telah ditimbang seksama setelah dikeringkan dan disimpan dalam
desikator pada suhu ruangan. Silika tersebut dicampurkan secara merata dengan
ekstrak pada saat panas kemudian dikeringkan kembali pada suhu penetapan
hingga bobot tetap (Departemen Kesehatan Republik Indonesia dan Direktorat

Jenderal Pengawasan Obat dan Makanan, 2000).

3.4.4.2Parameter spesifik
Parameter spesifik yang dilakukan dalam penelitian ini adalah identitas
ekstrak, organoleptis ekstrak, kandungan kimia ekstrak, dan penetapan kadar

fenolat total.

a. ldentitas ekstrak

Identitas ekstrak merupakan parameter spesifik yang bertujuan untuk
memberikan identitas obyektif dari nama ekstrak dan identitas spesifik dari
senyawa identitas. Parameter ini mencakup deskripsi nama ekstrak, nama latin
tumbuhan, bagian tumbuhan yang digunakan, nama Indonesia tumbuhan serta
senyawa identitas bila telah diketahui (Departemen Kesehatan Republik Indonesia

dan Direktorat Jenderal Pengawasan Obat dan Makanan, 2000).

b. Organoleptis ekstrak
Prinsip parameter ini adalah penggunaan panca indera untuk

mendeskripsikan bentuk, warna, bau, dan rasa ekstrak. Parameter ini bertujuan
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untuk pengenalan awal seobyektif mungkin terhadap ekstrak (Departemen
Kesehatan Republik Indonesia dan Direktorat Jenderal Pengawasan Obat dan
Makanan, 2000).

c. Kandungan kimia ekstrak

Prinsip parameter ini adalah ekstrak ditimbang, diekstraksi dengan pelarut
dan cara tertentu, kemudian dilakukan analisis kromatografi sehingga memberikan
pola kromatogram yang jelas. Parameter ini bertujuan memberikan gambaran
awal komposisi kandungan kimia berdasarkan pola kromatogram (KLT, KCKT,
dan KG) (Departemen Kesehatan Republik Indonesia dan Direktorat Jenderal
Pengawasan Obat dan Makanan, 2000). Selain itu, kandungan kimia ekstrak dapat

diketahui melalui penapisan fitokimia secara kualitatif melalui reaksi warna.

1) Identifikasi alkaloid

Ekstrak etanol daun sisik naga sebanyak 100 mg dilarutkan 10 mL dalam
asam klorida 2 N dan disaring. Filtrat digunakan untuk identifikasi alkaloid
dengan larutan pereaksi Mayer, Dragendorff, dan Bouchardat. Filtrat dibagi
menjadi 3 bagian, masing-masing sebanyak £3 mL. Tiap bagian ditambah dengan
pereaksi Mayer, pereaksi Dragendorff, dan pereaksi Bouchardat masing-masing 3-
4 tetes. Adanya alkaloid ditunjukkan dengan terbentuknya endapan kuning ketika
ekstrak direaksikan dengan pereaksi Mayer, endapan merah ketika ekstrak
direaksikan dengan pereaksi Dragendorff, dan endapan cokelat merah ketika
ekstrak direaksikan dengan pereaksi Bouchardat (Tiwari, Kumar, Kaur, Kaur &
Kaur, 2011). Sebagai pembanding, dilakukan prosedur yang sama terhadap

Cinchona Cortex dengan jumlah bahan dan pereaksi yang sama.

2) ldentifikasi fenol

Filtrat ekstrak etanol daun sisik naga sebanyak 2 mL ditambahkan 2-3
tetes besi (lll) klorida. Adanya fenol ditunjukkan dengan terbentuknya warna
hitam kebiruan (Tiwari, Kumar, Kaur, Kaur & Kaur, 2011). Sebagai pembanding,
dilakukan prosedur yang sama terhadap Theae Folium dengan jumlah bahan dan

pereaksi yang sama.
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3) ldentifikasi flavonoid

Ekstrak etanol daun sisik naga sebanyak 100 mg dilarutkan dalam 5 mL
etanol 96% kemudian disaring. Sebanyak 2 mL filtrat ditambah 50 mg serbuk
magnesium dan 10 tetes HCl| pekat. Adanya flavonoid ditunjukkan dengan
terbentuknya warna merah keunguan. Kemudian, sebanyak 2 mL filtrat
ditambahkan 50 mg serbuk zink dan 2 mL HCI 2 N kemudian didiamkan 1 menit.
Setelah itu, filtrat ditambahkan 10 tetes HCI pekat. Adanya flavonoid ditunjukkan
dengan terbentuknya warna merah jingga (Mikail, 2010). Sebagai pembanding,
dilakukan prosedur yang sama terhadap Orthosiphonis Folium dengan jumlah

bahan dan pereaksi yang sama.

4) Identifikasi tanin

Ekstrak etanol daun sisik naga sebanyak 100 mg dilarutkan dalam 10 mL
akuades, dipanaskan, kemudian disaring. Filtrat sebanyak 2 mL ditambah dengan
1-2 tetes larutan gelatin 10% yang dibuat segar. Adanya tanin ditunjukkan dengan
terbentuknya gumpalan berwarna putih (Kumar A., et al., 2009). Sebagai
pembanding, dilakukan prosedur yang sama terhadap Psidii Folium dengan

jumlah bahan dan pereaksi yang sama.

5) ldentifikasi saponin

Ekstrak etanol daun sisik naga sebanyak 100 mg ditambahkan 5 mL
akuades panas di dalam tabung reaksi, didinginkan, kemudian dikocok kuat-kuat
selama 10 detik dan didiamkan selama 10 menit. Setelah itu larutan ditambah
dengan 1 tetes HCI 2N. Adanya saponin ditunjukkan dengan terbentuknya busa
setelah pengocokan yang yang tidak hilang dengan penambahan HCI 2 N (Tiwari
P., Kumar B., Kaur M., Kaur G. & Kaur H., 2011). Sebagai pembanding,
dilakukan prosedur yang sama terhadap Orthosiphonis Folium dengan jumlah

bahan dan pereaksi yang sama.

6) ldentifikasi glikosida
Ekstrak etanol daun sisik naga sebanyak 100 mg ditambah dengan 10 mL

HCI 2N lalu dipanaskan hingga tersisa setengah bagian kemudian disaring. Filtrat
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yang diperoleh diidentifikasi kandungan glikosidanya menggunakan tes Mollisch.
Sebanyak 2 mL filtrat dalam tabung reaksi ditambah dengan 3 tetes pereaksi
Mollisch kemudian dan dialiri 1 mL asam sulfat pekat melalui dinding tabung.
Adanya glikosida ditunjukkan dengan terbentuknya cincin ungu (Tiwari P.,
Kumar B., Kaur M., Kaur G. & Kaur H., 2011). Sebagai pembanding, dilakukan
prosedur yang sama terhadap Centella Herba dengan jumlah bahan dan pereaksi

yang sama.

7) ldentifikasi steroid/triterpen

Ekstrak etanol daun sisik naga sebanyak 100 mg dilarutkan dalam 5 mL
eter. Filtrat dipindahkan ke dalam cawan penguap dan eter dibiarkan menguap.
Sisa penguapan yang diperoleh ditambahkan dua tetes asam asetat anhidrat dan
satu tetes asam sulfat pekat. Adanya steroid/triterpen ditunjukkan dengan
terbentuknya warna biru kehijauan (Kumar A., et al., 2009). Sebagai pembanding,
dilakukan prosedur yang sama terhadap Caryophylli Flos dengan jumlah bahan

dan pereaksi yang sama.

d. Penetapan kadar fenolat total (Andayani, Maimunah & Lisawati)

Selanjutnya, terhadap ekstrak etanol daun sisik naga dilakukan penetapan
kadar fenolat total. Pertama-tama dibuat kurva kalibrasi yang diperoleh dari hasil
pengukuran serapan larutan asam galat untuk memperoleh persamaan regresi
linear. Setelah itu dilakukan penetapan kadar fenolat ekstrak.

Pembuatan larutan asam galat dilakukan dengan cara menimbang 125 mg
asam galat lalu ditambahkan etanol 70% hingga 25 mL sehingga diperoleh larutan
induk berkonsentrasi 5,000 mg/mL. Larutan induk dipipet 10 mL lalu diencerkan
dengan etanol 70% hingga volume 50 mL sehingga diperoleh larutan induk kedua
berkonsentrasi 1,000 mg/mL. Larutan induk kedua dipipet 3, 4, 5 dan 7 mL lalu
diencerkan dengan etanol 70% hingga volume 10 mL. Larutan yang dihasilkan
memiliki konsentrasi 300, 400, 500, dan 700 mg/L asam galat. Larutan
berkonsentrasi 500 mg/L digunakan untuk membuat spektrum serapan lalu

panjang gelombang maksimum yang diperoleh dari spektrum serapan digunakan

Universitas Indonesia

Uji efek..., Grace Natalia, FMIPA Ul, 2012



23

sebagai panjang gelombang maksimum pada pembuatan kurva kalibrasi dan
penetapan kadar fenolat total ekstrak.

Masing-masing larutan dipipet 0,2 mL lalu ditambahkan 15,8 mL akuades
kemudian ditambahkan 1 mL reagen Folin-Ciocalteu, larutan dikocok hingga
homogen. Larutan didiamkan selama 8 menit lalu ditambahkan 3 mL larutan
N&COs; 20% kemudian larutan dikocok hingga homogen. Larutan kembali
didiamkan selama 2 jam pada suhu ruangan. Serapan diukur pada panjang
gelombang maksimum lalu dibuat kurva kalibrasi hubungan antara konsentrasi
asam galat (mg/L) dengan absorbansi.

Penetapan kadar fenolat ekstrak dilakukan dengan cara menimbang 0,3
gram ekstrak kemudian dilarutkan sampai 10 ml dengan etanol:air (1:1). Dipipet
0,2 ml larutan ekstrak dan ditambahkan 15,8 ml aquabidest dan 1 ml reagen Folin-
Ciocalteu kemudian dikocok. Larutan didiamkan selama 8 menit kemudian
ditambahkan 3 ml N&O; 20 % ke dalam campuran. Larutan didiamkan kembali
selama 2 jam pada suhu kamar. Serapan larutan uji diukur dengan
spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang serapan maksimum 765 nm
yang akan memberikan komplek biru. Pengukuran dilakukan sebanyak 3 Kkali.

Kadar fenol diperoleh sebagai mg ekuivalen asam galat/g sampel segar.

3.4.5 Penetapan dosis bahan uji

Dosis daun sisik naga yang digunakan oleh masyarakat secara empiris
adalah 15-60 gram daun segar. Pada penelitian ini dosis yang akan diambil adalah
30 gram daun segar. Faktor konversi dari manusia ke mencit adalah 0,0026
(Laurence dan Bacharach, 1964) dan faktor koreksi farmakokinetik yang
digunakan adalah 10 (Williams, 1979). Maka dosis acuan untuk mencit adalah:

Dosis =30 x 0,0026 x 10=0,78 g

Dosis yang akan dibuat adalah %2 x, 1x, dan 2x dosis uji, yaitu 0,39 gram,
0,78 gram, dan 1,56 gram berat basah. Mencit dengan berat badan 20 gram
diberikan suspensi bahan uji dalam 0,5 mL CMC 0,5%. Dosis ekstrak yang akan
diberikan dihitung setelah didapatkan rendemen. Perhitungan dosis bahan uji

terlampir pada Lampiran 1.
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3.4.6 Penetapan dosis suspensi asetosal

Dosis lazim asetosal untuk manusia dewasa 325-650 mg (Baumann, 2005).
Pada penelitian ini digunakan dosis 500 mg (Departemen Kesehatan Republik
Indonesia, 1979) dengan faktor konversi dari manusia ke mencit adalah 0,0026
(Laurence dan Bacharach, 1964) dan faktor farmakokinetik yang digunakan
adalah 10 (Williams, 1979) sehingga dosis asetosal yang diberikan adalah 13

mg/20 g bb. Perhitungan dosis asetosal terlampir pada Lampiran 1.

3.4.7 Pembuatan larutan CMC 0,5%.
Sejumlah CMC ditimbang lalu dikembangkan dengan aquades hangat
(60°C) sebanyak 20 kalinya. Setelah mengembang, CMC digerus dengan

ditambahkan aquadest hingga volume tertentu.

3.4.8 Pembuatan asam asetat

Asam asetat glasial mengandung tidak kurang dari 99,5% dan tidak lebih
dari 100,5% b/b asam asetat (Departemen Kesehatan Republik Indonesia, 1995).
Asam asetat 0,4%, 0,6%, dan 0,8% dibuat dengan metode pengenceran
menggunakan NacCl fisiologis. Bagan pengenceran asam asetat terlampir pada
Gambar 3.1.

3.4.9 Pelaksanaan uji

Pada penelitian ini akan digunakan metode Sigmund, yaitu dengan induksi
secara kimia menggunakan asam asetat. Sebelum uji sebenarnya, dilakukan uji
pendahuluan dan uji kepekaan mencit terhadap induksi asam asetat untuk

menyeleksi hewan uji yang akan diikutsertakan dalam percobaan.

3.4.9.1Uji pendahuluan

Uji pendahuluan pertama dilakukan untuk menentukan konsentrasi asam
asetat yang menghasilkan geliat terbanyak dan mudah diamati. Uji dilakukan pada
satu kelompok mencit yang berjumlah 9 ekor mencit jantan. Kemudian mencit
dibagi menjadi tiga kelompok sehingga masing-masing terdiri dari 3 ekor mencit.

Berdasarkan penelitian terdahulu, asam asetat 0,6% sebanyak 0,2 mL/20 g bb
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sudah menimbulkan rasa nyeri yang ditunjukkan dengan adanya geliat. Oleh
karena itu, dalam uji pendahuluan ini, tiga kelompok mencit dipuasakan £18 jam

kemudian diberi injeksi asam asetat sebanyak 0,2 mL/20 g bb mencit dengan
konsentrasi 0,4%; 0,6%; dan 0,8% secara intraperitoneal. Respon geliat mencit
dihitung sepuluh menit setelah induksi hingga satu jam dengan interval lima

menit. Pengelompokkan dan perlakuan dapat dilihat pada Tabel 3.1.

Tabel 3.1 Uji pendahuluan konsentrasi asam asetat

Kelompok| Jumlah mencit Perlakuan
I 3 Diinduksi asam asetat 0,4%
Il 3 Diinduksi asam asetat 0,6%
1l 3 Diinduksi asam asetat 0,8%

Keterangan: tiap kelompok uji diberi injeksi asam asetat sebanyak 0,2 mL/20 g bb secara
intraperitoneal.

Setelah didapatkan konsentrasi asam asetat yang sesuai, dilakukan uji
kepekaan seluruh mencit terhadap induksi 0,2 mL/20 g bb asam asetat secara
intraperitoneal. Berdasarkan literatur, mencit yang peka adalah mencit yang
memberikan respon nyeri berupa geliatan kedua pasang kaki ke depan dan ke
belakang serta perut menekan lantai yang muncul dalam waktu maksimal lima
menit setelah diinduksi dengan fenil p-benzokuinon (Kelompok Kerja limiah,
1993). Dalam penelitian ini, sebagai penginduksi nyeri tidak digunakan fenil p-
benzokuinon melainkan asam asetat. Asam asetat memiliki onset sekitar lima
menit (Wahyuni & Sujono, 2004). Syarat uji kepekaan mencit yang digunakan
dalam penelitian ini adalah mencit memberikan respon nyeri dalam waktu 5-10
setelah diinduksi dengan asam asetat secara intraperitoneal.

Uji kedua dilakukan untuk menentukan dosis suspensi asetosal yang tidak
menimbulkan geliat. Uji ini dilakukan untuk mengurangi bias yang mungkin
terjadi apabila suspensi asetosal dengan dosis yang telah ditentukan dapat
menimbulkan geliat. Berdasarkan perhitungan, dosis suspensi asetosal yang
diberikan adalah 13 mg/20 g bb mencit. Dua ekor mencit dipuasakan selama 18
jam kemudian suspensi asetosal dosis 13 mg/20 g bb diberikan dan diamati efek

geliatnya selama dua jam. Apabila tidak timbul geliat pada mencit, maka dosis
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suspensi asetosal yang digunakan adalah 13 mg/20 g BB mencit. Apabila timbul
geliat pada mencit, dosis diturunkan sampai ditemukan dosis yang tidak
menimbulkan geliat pada mencit. Dosis minimum asetosal sebagai analgesik pada
manusia adalah 325 mg sehingga batas minimum dosis asetosal yang diberikan
kepada mencit adal&®25 mg x 0,0026 x 10 = 8,45 mg/20 bb.

Uji ketiga dilakukan untuk menentukan waktu pemberian ekstrak yang
setara dengan dosis Il (0,78 g daun segar/20 g bb). Uji dilakukan pada 9 ekor
mencit jantan. Kemudian mencit dibagi menjadi tiga kelompok sehingga masing-
masing terdiri dari 3 ekor mencit. Tiga kelompok ini diberikan bahan uji dengan
tiga variasi waktu pemberian, yaitu 60 menit, 30 menit dan sesaat sebelum
diinduksi. Setelah tiba waktunya, mencit diinduksi dengan asam asetat sebanyak
0,2 mL/20 g bb secara intraperitoneal dan dihitung jumlah geliat mencit pada
menit ke-10 sampai menit ke-60 dengan interval lima menit. Waktu yang dipilih
untuk uji sebenarnya adalah waktu yang mana mencit memberikan respon geliat
paling sedikit. Pengelompokkan dan perlakuan uji pendahuluan ketiga dapat
dilihat pada Tabel 3.2.

Tabel 3.2 Uji pendahuluan waktu pemberian ekstrak

Jumlah Perlakuan
Kelompok : - _ .
Mencit Diberi ekstrak dosis Il Waktu pemberian
I 3 v 60 menit sebelum diinduksi

asam asetat

Il 3 v 30 menit sebelum diinduksi

asam asetat

I 3 v Sesaat sebelum diinduksi

asam asetat

Keterangan: dosis Il = ekstrak yang setara 0,78 g daun segar/20 g bb.

3.4.9.2Uji efek analgesik
Pada uji ini, mencit jantan dikelompokkan secara acak masing-masing

menjadi lima kelompok dan masing-masing kelompok berjumlah lima ekor
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mencit. Tiap kelompok diberi perlakuan kemudian diinduksi dengan asam asetat
0,2 mL/20 g bb. Kelompok kontrol negatif diberi CMC 0,5%, kelompok kontrol

positif diberi suspensi asetosal sebagai obat standar, kelompok bahan uji I, I, dan
[l diberi suspensi ekstrak dengan dosis yang divariasikan. Pengelompokkan dan

perlakuan dapat dilihat pada Tabel 3.3.

Tabel 3.3 Kelompok perlakuan uji analgesik

_ Induksi asam asetat 0,2
Kelompok| Jumlah Menci Perlakuan
mL/20 g bb
I 5 Kontrol negatif v
I 5 Kontrol positif 4
11 5 Bahan uji dosis | v
\Y 5 Bahan uji dosis Il v
\% 5 Bahan uiji dosis Il v

Keterangan: kontrol negatif = CMC 0,5% sebanyak 0,5 mL/20 g bb; kontrol positif = suspensi
asetosal 13 mg/20 g BB mencit dalam 0,5 mL suspensi CMC 0,5% secara oral; bahan
uji dosis | = suspensi ekstrak setara 0,39 g daun segar/20 g bb dalam 0,5 mL suspensi
CMC 0,5%; bahan uji dosis Il = suspensi ekstrak setara 0,78 g daun segar/20 g bb
dalam 0,5 mL suspensi CMC 0,5%; bahan uji dosis Il = suspensi ekstrak setara 1,56
g daun segar/20 g bb dalam 0,5 mL suspensi CMC 0,5%. Semua bahan uji diberikan
secara oral setelah mencit dipuasakan selama +18 jam.

3.5Metode
3.5.1 Prinsip metode

Penelitian ini menggunakan metode Sigmund yang dimodifikasi
berdasarkan uji pendahuluan. Induksi dilakukan secara intraperitoneal dengan cara
menyuntikkan asam asetat 0,2 mL/20 g BB mencit. Konsentrasi asam asetat dan
selang waktu antara pemberian bahan uji dengan induksi asam asetat disesuaikan
dengan hasil dari uji pendahuluan. Nyeri ditandai dengan geliat, yaitu abdomen
menyentuh dasar tempat berpijak dan kedua pasang kaki ditarik ke belakang.
Setelah 10 menit, jumlah geliat yang terjadi dihitung dengan interval waktu 5

menit selama satu jam.
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3.5.2 Prosedur uji analgesik (Kelompok Kerja lImiah, 1993)

Uji analgesik ekstrak daun sisik naga terhadap hewan uji akan dilakukan
dengan prosedur berikut ini.

a. Mencit dipuasakan £ 18 jam sebelum penguijian, air minum tetap diberikan.

b. Pada hari pengujian, mencit ditimbang bobotnya dan dikelompokkan secara
acak menjadi 5 kelompok.

c. Pada kelompok kontrol negatif, mencit diberikan larutan CMC 0,5% sebanyak
0,5 mL/20 g bb dan diinduksi dengan asam asetat secara intraperitoneal.

d. Pada kelompok kontrol positif, setiap mencit diberi asetosal dengan dosis 13
mg/20 g bb dalam 0,5 mL larutan CMC 0,5% dan diinduksi dengan asam
asetat secara intraperitoneal.

e. Pada kelompok uji dosis I, II, dan Ill, mencit diberi bahan uji sesuai dengan
dosis yang ditetapkan dan diinduksi dengan asam asetat 0,2 mL/20 g bb secara
Intraperitoneal.

f. Jumlah geliat mencit dihitung 10 menit setelah induksi sampai satu jam
dengan interval waktu 5 menit.

g. Jumlah geliat tiap kelompok dirata-ratakan kemudian dilakukan
pembandingan data antara kelompok kontrol dengan kelompok uji. Adanya
aktivitas analgesik ditunjukkan dengan jumlah geliat lebih sedikit (aktixitas
50%) dibandingkan dengan kelompok kontrol negatif.

h. Semua data yang diperoleh dianalisis secara statistik.

Skema kerja uji efek analgesik dapat dilihat pada Lampiran 11.

3.6 Analisis Data

Data yang diperoleh dianalisis secara statistik dengan uji Shapiro-Wilk
untuk melihat distribusi data dan uji Levene untuk melihat homogenitas data. Jika
data terdistribusi normal dan homogen, maka dilanjutkan dengan uji analisis
varians (ANAVA) satu arah dengan taraf kepercayaan 95% sehingga dapat
diketahui hubungan antara kelompok perlakuan. Jika terdapat perbedaan
signifikan antarkelompok, dilakukan analisis dengan uji Beda Nyata Terkecil
(BNT). Jika data tidak normal dan homogen maka dilakukan uji non-parametrik
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yaitu uji Kruskal-Wallis untuk melihat adanya perbedaan, jika terdapat perbedaan
bermakna maka dilanjutkan dengan uji Mann-Whitney (Trihendradi C., 2011).

Penurunan jumlah geliat kelompok bahan uji dibandingkan dengan
kelompok kontrol negatif menunjukkan adanya efek analgesik yang digambarkan
dengan persentase inhibisi geliat. Persentase inhibisi geliat dihitung dengan rumus
(Chattopadhyay C., Chakrabarti N., Chatterjee M., Chatterjee S., Bhattacharcay
D. & Ghosh D, 2012):

. e rata—rata jumlah geliat (kelompok kontrol negatif—kelompok bahan uji
% inhibisi = ) £ ( D 5 P D

X 100%

rata—rata jumlah geliat kolompok kontrol negatif

Untuk melihat persentase efektivitas analgesik bahan uji, dilakukan
pembandingan persentase inhibisi kelompok bahan uji terhadap persentase
inhibisi kelompok kontrol positif (obat standar) yang digambarkan oleh rumus di

bawabh ini:

% inhibisi kelompok bahan uji

X 100%

0 . .
efektivitas analgesik =
/s g % inhibisi kelompok kontrol positif
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BAB 4
HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Pembuatan Ekstrak

Penelitian ini menggunakan ekstrak yang dibuat dengan metode maserasi
menggunakan pelarut etanol. Metode maserasi dipilih untuk mencegah
terdegradasinya senyawa flavonoid karena pemanasan. Pelarut etanol dipilih
karena etanol lebih efisien dibandingkan dengan air dalam mendegradasi dinding
sel yang bersifat non polar dan menyebabkan polifenol dilepaskan dari dalam sel.
Selain itu, penggunaan air murni sebagai pelarut dihindari karena air merupakan
medium yang baik bagi pertumbuhan mikroorganisme (Tiwari P., Kumar B., Kaur
M., Kaur G. & Kaur H., 2011). Bahan yang digunakan dalam ekstraksi ini adalah
daun sisik naga yang tidak dikeringkan karena daun sisik naga mengandung £90%
air dan memerlukan waktu yang cukup lama untuk mengeringkannya sehingga
dikhawatirkan terjadi pembusukan. Setelah dicuci, daun sisik naga diangin-
anginkan semalam. Proses ini mengurangi kandungan air dalam daun sisik naga
sebanyak +1,8%. Bobot daun sisik naga sesudah diangin-anginkan semalam
adalah 1648,8 gram sehingga bobot awal daun sisik naga adalah +1678,5 gram.
Gambar ekstrak yang diperoleh terlampir pada Gambar 4.1.

Sebanyak 1648,8 gram daun yang telah dicuci dan diangin-anginkan
dimaserasi dengan 3,5 L etanol 96%. Maserasi selanjutnya menggunakan + 3 L
etanol 80%. Proses maserasi sebanyak tujuh kali menghasilkan 72,4 gram ekstrak
sehingga didapat rendemen ekstrak sebesar 4,39%. Dengan begitu, diperoleh dosis
| =17,125 mg/20 g bb; dosis Il = 34,25 mg/20 g bb; dan dosis Ill = 68,5 mg/20 g

bb. Perhitungan dosis terlampir pada Lampiran 1.

4.2 Standardisasi Ekstrak

Setelah diperoleh ekstrak kental, dilakukan standardisasi ekstrak dengan
parameter non spesifik berupa susut pengeringan dan parameter spesifik berupa
identitas ekstrak, organoleptis ekstrak, kandungan senyawa kimia dan kadar fenol
total. Hasil standardisasi ekstrak dapat dilihat pada Tabel 4.1 di bawah ini. Data

selengkapnya terlampir pada Tabel 4.7, Tabel 4.8, dan Lampiran 2.
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Tabel 4.1 Hasil standardisasi ekstrak etanol daun sisik naga

Parameter non spesifik
Susut pengeringan 20,63% + 0,45%
Parameter spesifik
Identitas nama ekstrak ekstrak etanol daun sisik
naga
nama latin tumbuhan Pyrrosia piloselloidegL.)
M.G. Price
bagian tumbuhan yang daun
digunakan
nama Indonesia tumbuhan  sisik naga
Organoleptis bentuk ekstrak kental
warna coklat tua kekuningan
rasa asin, asam kecut, sepat
bau khas
Kandungan senyawa| fenol, flavonoid, tanin, saponin, glikosida, dan tritergen
Kimia
Kadar fenol total 70,08 * 2,78 mg ekuivalen asam galat per gram ekstrak

4.3 Uji Pendahuluan

Uji pendahuluan pertama dilakukan untuk menentukan konsentrasi asam
asetat yang menimbulkan geliat yang jelas, mudah diamati, dan tidak
menimbulkan kematian. Asam asetat glasial dipilih sebagai penginduksi karena
sifatnya yang larut dalam air, tidak teroksidasi, dan tidak fotosensitisasi (Parmar
dan Prakash, 2006). Sertifikat analisis asam asetat dapat dilihat pada lampiran 8.
Asam asetat 0,4%; 0,6%; dan 0,8% dibuat dengan metode pengenceran asam
asetat glasial menggunakan NacCl fisiologis. Penggunaan NacCl fisiologis bertujuan
meminimalisir adanya mikroorganisme dalam larutan asam asetat karena larutan
ini akan diberikan secara injeksi intraperitoneal. Bagan pengenceran asam asetat
terlampir pada Gambar 3.1.

Pada uji ini, terdapat tiga kelompok uji. Masing-masing kelompok
dipuasakan selama £18 jam kemudian diinduksi asam asetat secara intraperitoneal
dengan konsentrasi 0,4%; 0,6%; dan 0,8% dengan volume 0,2 mL/20 g bb mencit.
Sebagai penginduksi rasa nyeri, asam asetat memiliki durasi sekitar satu jam
(Wahyuni & Sujono, 2004). Oleh karena itu, pengamatan dilakukan selama satu
jam terhitung dari induksi dengan asam asetat. Nyeri ditandai dengan geliat, yaitu
abdomen menyentuh dasar tempat berpijak dan kedua pasang kaki ditarik ke
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belakang (Gambar 4.2). Berdasarkan hasil uji ini, asam asetat 0,4% belum cukup
memberikan respon geliat yang jelas dan mudah diamati. Asam asetat 0,6% dan
0,8% memberikan efek geliat yang jelas pada mencit. Perbedaannya terletak pada
jumlah geliat yang dihasilkan. Jumlah geliat mencit yang diinduksi asam asetat
0,6% lebih banyak daripada jumlah geliat mencit yang diinduksi asam asetat
0,8%, namun tidak memberikan perbedaan yang bermakna. Penyimpangan ini
dapat disebabkan intensitas nyeri yang dirasakan oleh mencit kelompok asam
asetat 0,8% terlalu besar sehingga mencit terlalu lama menekan abdomen ke dasar
tempat berpijak dan menimbulkan bias dalam pengamatan atau disebabkan oleh
variasi biologis dari mencit. Oleh karena itu, pada uji efek analgesik sebenarnya
akan digunakan asam asetat 0,6% dengan volume 0,2 mL/20 g bb sebagai
penginduksi rasa sakit pada mencit dan hal ini sesuai dengan penelitian-penelitian
terdahulu. Rata-rata jumlah geliat mencit selama satu jam yang dihasilkan tiap
kelompok perlakuan uji pendahuluan pertama dapat dilihat pada Tabel 4.2 dan

data selengkapnya terlampir pada Tabel 4.9.

Tabel 4.2 Rata-rata jumlah geliat mencit uji pendahuluan konsentrasi asam asetat

Rata-rata jumlah geliat menit ke- Total geliat
K elompok
15| 20 | 25 | 30 | 35 | 40 | 45 | 50 | 55 | 60 rata-rata
I 10 | 11,5| 8,5 3 2 2 0,5 2 7 3,b 53
Il 11,5| 145 9 5,5 9| 175 135 155 235 185 147
I 11,5 7,5 8 9 11,? 16,5 13,F5 1 15,5 155 138
Keterangan: kelompok I, I, dan Il diberi asam asetat 0,4%; 0,6%; dan 0,8% berturut-turut secara

intraperitoneal dengan volume 0,2 mL/20 g bb.

Setelah didapatkan konsentrasi asam asetat yang tepat, dilakukan uji
kepekaan mencit terhadap induksi asam asetat. Berdasarkan literatur, mencit
dikatakan memenuhi syarat uji kepekaan apabila mencit memberi respon nyeri
berupa geliat dalam waktu maksimal lima menit setelah diinduksi secara
intraperitoneal (Kelompok Kerja limiah, 1993). Namun, setelah dilakukan uji
kepekaan mencit, hanya 9% yang memenuhi syarat. Sebanyak 45% memberi
respon geliat dalam waktu 5-10 menit dan sisanya belum memberi respon geliat

sampai 10 menit. Oleh karena itu, pada penelitian ini dilakukan modifikasi syarat
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uji kepekaan mencit, yaitu mencit dikatakan peka dan dapat diikutsertakan pada
uji selanjutnya apabila mencit memberi respon nyeri berupa geliat dalam waktu 5-
10 menit setelah diinduksi dengan asam asetat secara intraperitoneal. Modifikasi
ini dilakukan mengingat bahwa onset asam asetat adalah sekitar lima menit.
Variasi onset asam asetat yang dihasilkan dalam penelitian ini dapat disebabkan
oleh variasi biologis mencit. Modifikasi ini diperkuat oleh penelitian yang
dilakukan oleh Coolier (1968) dalam jurnalnya yang berjutiué Abdominal
Constriction Response and Its Suppression by Analgesic Drugs in The Mouse
menunjukkan hasil bahwa pemberian asam asetat 50 mg/kg bb secara
intraperitoneal menyebabkan respon geliat pada 12% mencit di dua menit pertama
dan 75% mencit di sepuluh menit pertama.

Uji pendahuluan kedua dilakukan untuk menguji apakah dosis lazim
asetosal yang akan digunakan sebagai kontrol positif akan memberikan bias
melalui respon geliat pada mencit. Asetosal dipilih sebagai kontrol positif karena
merupakan prototip obat AINS dan obat pilihan pertama dalam mengatasi rasa
nyeri ringan sampai sedang. Sertifikat analisis asetosal terlampir pada Lampiran 9.
Dosis lazim asetosal setelah dikonversi ke dosis mencit adalah 13 mg/20 g BB.
Suspensi asetosal diberikan secara oral kepada mencit setelah mencit dipuasakan
selama £18 jam. Setelah dilakukan pengamatan selama dua jam, ternyata dosis
tersebut tidak menimbulkan geliat pada dua ekor mencit percobaan. Oleh karena
itu, suspensi asetosal dengan dosis 13 mg/20 g BB mencit akan digunakan sebagai
kontrol positif pada uji sebenarnya.

Uji ketiga dilakukan untuk menentukan waktu pemberian ekstrak kepada
mencit. Parameter yang digunakan dalam uji ini adalah jumlah geliat mencit
selama satu jam. Berdasarkan hasil uji ini, data set ketiga tidak diperhitungkan
karena mengalami penyimpangan yang cukup jauh dari dua set data sebelumnya.
Dengan melihat data set pertama dan kedua, pemberian ekstrak pada waktu 60
menit sebelum induksi lebih baik daripada 30 menit maupun sesaat sebelum
induksi. Oleh karena itu, pada uji sebenarnya ekstrak daun sisik naga akan
diberikan satu jam sebelum induksi. Jumlah geliat mencit pada uji ketiga ini dapat
dilihat pada Tabel 4.3 dan data selengkapnya terlampir pada Tabel 4.10.
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Tabel 4.3 Rata-rata jumlah geliat mencit uji pendahuluan waktu pemberian

suspensi ekstrak 34,25 mg/20 g bb

Rata-rata jumlah geliat mencit menit ke- Total geliat
K elompok
15 20 25 30 35 | 40 | 45 | 50 | 55 | 60 rata-rata
I 05| 05 0 0 15 3 7 6 2 2 22,5
Il 8,5 11 5 75| 45 5 45 115 8 14 89,5
1] 19 | 17,5| 15,5 16| 20,5 2156 235 245 235 20 2015
Keterangan: Kelompok I, Il, dan Il diberi suspensi ekstrak 34,25 mg/20 g bb secara oral

berturut-turut pada 60 menit, 30 menit, dan sesaat sebelum induksi

4.4 Uji Efek Analgesik

Berdasarkan uji pendahuluan, maka pada uji efek analgesik sebenarnya
digunakan asam asetat 0,6% sebagai penginduksi rasa sakit, asetosal dengan dosis
13 mg/20 g bb sebagai kontrol positif, dan ekstrak diberikan satu jam sebelum
induksi. Pada uji ini, terdapat lima kelompok uji yaitu kelompok kontrol negatif
yang diberi CMC 0,5%, kelompok kontrol positif yang diberi asetosal, dan
kelompok bahan uji dosis |, Il, dan Ill. Satu jam setelah diberi perlakuan, mencit
disuntik asam asetat 0,6% dan sepuluh menit kemudian dihitung jumlah geliatnya
sampai satu jam. Jumlah geliat rata-rata yang diperoleh dapat dilihat pada Tabel

4.4 dan data selengkapnya terlampir pada Tabel 4.11.

Tabel 4.4 Rata-rata jumlah geliat mencit kelompok kontrol negatif, kelompok

kontrol positif, dan kelompok bahan uji

Kelompok uji Perlakuan Rata-rata jumlah geliat + SD
I Kontrol negatif 202,4 £ 50,9
Il Kontrol positif 18,6 £18,5
1 Dosis | 11,6 £12,9
v Dosis Il 27,6 +17,2
Vv Dosis Il 31,0+ 33,4

Keterangan: kontrol negatif = CMC 0,5% 0,5 mL/20 g bb; kontrol positif = asetosal 13 mg/20 g
bb; dosis | = ekstrak daun sisik naga 17,125 mg/20 g bb; dosis Il = ekstrak daun
sisik naga 34,25 mg/20 g bb; dosis Il = ekstrak daun sisik naga 68,5 mg/20 g bb.
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Berdasarkan hasil yang tertera pada Tabel 4.4, pengujian efek analgesik
menunjukkan bahwa jumlah geliat mencit kelompok bahan uji dosis I, II, dan Il
mengalami penurunan dibandingkan dengan kelompok kontrol negatif. Hal ini
menunjukkan bahwa ekstrak daun sisik naga dapat mengurangi timbulnya geliat
mencit sebagai respon nyeri yang ditimbulkan oleh pemberian asam asetat secara
intraperitoneal. Semakin sedikit jumlah geliat mencit, semakin baik fungsi
analgesik bahan uji.

Pada Tabel 4.4 dapat dilihat rata-rata jumlah geliat mencit dan standar
deviasinya. Kelompok kontrol positif, dosis |, dosis I, dan dosis Ill memiliki
standar deviasi yang sangat besar. Hal ini menunjukkan jumlah geliat antarmencit
dalam satu kelompok memiliki rentang yang cukup jauh. Besarnya standar deviasi
ini dapat disebabkan oleh kesalahan dalam pengamatan geliat atau faktor variasi
biologis mencit. Standar deviasi ini akan memberikan pengaruh dalam pengolahan
secara statistik, namun umlah geliat dengan standar deviasi yang sangat besar
dalam kelompok kontrol positif, dosis I, dosis Il, dan dosis Il masih memiliki
perbedaan secara bermakna dengan kelompok kontrol negatif sehingga efek
analgesik kelompok-kelompok tersebut masih dapat diolah secara statistik.

Berdasarkan data uji efek analgesik, dihitung persentase inhibisi geliat
yaitu kemampuan bahan uji dalam menginhibisi respon geliat mencit. persentase
ini menggambarkan daya analgesik bahan uji. Persentase inhibisi diperoleh
dengan membandingkan jumlah geliat kelompok bahan uji terhadap kelompok

kontrol negatif. Persentase inhibisi geliat dapat dilihat pada Tabel 4.5.

Tabel 4.5 Persentase inhibisi geliat mencit

Kelompok uji Perlakuan % Inhibisi
Il Kontrol positif 90,81
1] Dosis | 94,27
vV Dosis I 86,36
Vv Dosis Il 84,68

Keterangan: kontrol positif = asetosal 13 mg/20 g bb; dosis | = ekstrak daun sisik naga 17,125
mg/20 g bb; dosis Il = ekstrak daun sisik naga 34,25 mg/20 g bb; dosis IIl = ekstrak
daun sisik naga 68,5 mg/20 g bb.
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Pada Tabel 4.5 dapat dilihat bahwa berdasarkan persentase inhibisi geliat,
kelompok bahan uji dosis | menunjukkan daya analgesik terbesar pada mencit.
Secara berurutan dari persentase terbesar, daya analgesik oleh bahan uji dosis I,
dosis Il, dan dosis Ill. Untuk melihat persentase efektivitas analgesik, dilakukan
perbandingan persentase inhibisi kelompok bahan uji terhadap kelompok kontrol
positif. Pada Tabel 4.6 dapat dilihat bahwa bahan uji dosis terendah, yakni dosis |
memberikan efek analgesik lebih baik daripada asetosal sedangkan bahan uji dosis
yang lebih tinggi, yakni dosis Il dan dosis Ill memiliki efektivitas yang lebih
rendah daripada dosis | dan kontrol positif. Grafik efektivitas analgesik ini dapat
dilihat pada Gambar 4.3 dan grafik yang menggambarkan jumlah rata-rata geliat

mencit pada uji sebenarnya selama satu jam terlampir pada Gambar 4.4.

Tabel 4.6 Persentase efektivitas analgesik

Kelompok uji Perlakuan % Efektivitas
Il Kontrol positif 100,00
1l Dosis | 103,81
\Y Dosis I 95,10
\% Dosis Il 93,25

Keterangan: Kontrol positif = asetosal 13 mg/20 g bb; dosis | = ekstrak daun sisik naga 17,125
mg/20 g bb; dosis Il = ekstrak daun sisik naga 34,25 mg/20 g bb; dosis Il = ekstrak
daun sisik haga 68,5 mg/20 g bb.
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Keterangan: Kontrol positif = asetoseél3 mg/20 g bb; dosis | = ekstrak daun sisik naga 1
mg/20 g bb; dosis Il = ekstrak daun sinaga 34,25 mg/20 g bb; dosis Ill = ekst
daun sisik naga 68,5 mg/20 g

Gambar 4.3 Diagram batang persentcinhibisi dan efektivitasasetosal dan

ekstrak etanol daun sisik naga

Persentase analgesik bahan uji dosis | lebih besar daripada konttif
dapat disebabkan oleh perbediosis. Pada penelitian ini digunakan asetc
dengan dosis satu kali num dan bahan uji ekstrak etamiaun sisik naga deng:
dosis satu harildealnya, dosis yang diberikan untuk pengujian efek anal
adalah dosisehari, yaitu3x500 mg asetosal. Namun, pemberian asetpada
dosis tersebudikhawatirkan akan menimbulkan efek samping saluran
berupa geliat. Efek samping ini terjadi karena penghambatan terh
siklooksigenasd- menyebabkan penurunan sintesis prostasiklin yang beri
melindungi mukosa lambung sehingga justru menimbulkan rasaDisarankan
pada penelitian efek analgesik selanjutnyakukan optimasi dosis aseto:
terlebih dahulu dengan batas maksimum pemakaian satu hari3x500 mg dan
kriteria bahwa dosis tersebut tidemenimbulkan efek samping yang da
membuat bias dalam pengam:.

Untuk mengetahui efek analgesik bahan ujiara statistik, dilakuka

pengolahan data menggunakan program S119. Normalitas distribusi dat
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dianalisis dengan uji Saphiro-Wilk. Hasil dari uji ini adalah data terdistribusi
secara normal. Uji dilanjutkan ke tahap berikutnya, yaitu uji Levene untuk melihat
homogenitas varians data. Hasilnya, data yang diperoleh tidak homogen. Oleh
karena itu, uji dilanjutkan secara non parametrik. Untuk melihat adanya perbedaan
bermakna efek analgesik antarkelompok, dilakukan uji Kruskal-Wallis.
Berdasarkan uji ini, diperoleh hasil bahwa terdapat perbedaan bermakna
antarkelompok uji. Oleh karena itu, uji dilanjutkan ke tahap berikutnya, yaitu uiji
Mann-Whitney untuk melihat adanya perbedaan bermakna tiap kelompok.
Berdasarkan uji Mann-Whitney, dapat disimpulkan bahwa kelompok kontrol
positif, bahan uji dosis I, Il, dan Ill menghasilkan efek analegsik yang berbeda
bermakna (&0,05) dibandingkan dengan kelompok kontrol neg#télompok

bahan uji dosis I, Il, dan lll menghasilkan efek analegesik yang tidak berbeda
bermakna dibandingkan dengan kelompok kontrol positif. Berdasarkan persentase
efektivitas, efek analgesik ekstrak menurun dengan bertambahnya dosis tetapi
penurunan ini tidak bermakna secara statistik. Hasil pengolahan data secara
statistik ini dapat dilihat pada Lampiran 3-6.

Metode geliat yang diinduksi oleh asam asetat merupakan metode yang
digunakan untuk menguji efek analgesik perifer suatu senyawa baru (Ren, Shi,
Han, Liu & Guo, 2012). Geliat yang dihasilkan oleh mencit berasal dari reaksi
inflamasi akut lokal karena pelepasan asam arakidonat dari jaringan fosfolipid
melalui jalur siklooksigenase dan menghasilkan prostaglandin, terutamadBGE
PGF,, dalam cairan peritoneal. Prostaglandin menyebabkan rasa nyeri karena
peningkatan permeabilitas kapiler. Oleh karena itu, suatu senyawa yang dapat
menghambat geliat mencit memiliki efek analgesik yang cenderung disebabkan
oleh inhibisi sintesis prostaglandin, suatu mekanisme perifer dari inhibisi nyeri
(Muhammad, Muhammad & Khan, 2012).
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BAB 5
KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kessmpulan

Berdasarkan hasil penelitian ini, ekstrak etanol daun sisik fgeosia
piloselloides (L.) M.G. Price) pada mencit dengan dosis 17,125 mg/20 g bb
memiliki efek analgesik ditinjau dari penurunan jumlah geliat mencit jantan yang
diinduksi oleh asam asetat. Efek analgesik bahan uji dosis 17,125, 34,25, dan 68,5
mg/20 g bb serta asetosal 13 mg/20 g bb tidak berbeda secara bermakda)(

5.2 Saran

Perlu dilakukan uji efek analgesik daun sisik naga dengan variasi dosis di
bawah 17,125 mg/20 g bb untuk melihat hubungan antara dosis dengan respon
serta penelitian untuk mengetahui senyawa aktif daun sisik naga yang berperan

sebagai analgesik.
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Gambar 2.1 Daun sisik naga

diambil 1 mL ad 25 mL
Nacl fisiologis

diambil 3 mL ad 50 mL
Nacl fisiologis

diambil 2 mL ad 25 mL
Nacl fisiologis

asam asetat 0,4%

asam asetat 0,6%

asam asetat 0,8%

Gambar 3.1 Bagan pengenceran asam asetat 0,4%; 0,6%; dai
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Gambar 4.1 Ekstrak etanol daun sisik naga

Gambar 4.2 Geliat mencit yang diinduksi oleh asam asetat 0,6%
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Keterangan: Kontrol positif = asetosal 13 mg/20 g bb; dosis | = ekstrak daun sisik naga 17,125
mg/20 g bb; dosis Il = ekstrak daun sisik naga 34,25 mg/20 g bb; dosis 11l = ekstrak
daun sisik naga 68,5 mg/20 g bb.

Gambar 4.4 Grafik rata-rata geliat mencit pada uji efek analgesik sebenarnya

selama satu jam
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Tabel 4.7 Susut pengeringan ekstrak
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Uji ke- Bobot awal Bobot akhir % Susut pengeringan
| 1,7128 g 1,3651 g 20,30%
[ 1,0664 g 0,8483 g 20,45%
[l 1,0190g 0,8036 g 21,14%
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Tabel 4.8 Penapisan fitokimia

48

Tes Pengamatan Kesmpulan
Identifikasi alkaloid
a. Mayer Tidak terbentuk endapan kuning

b. Dragendorf

Tidak terbentuk endapan merah jing

ga Negatif alkaloid

c. Bouchardat

Tidak terbentuk endapan coklat hitag

m

Identifikasi fenol

Larutan Fed

Terbentuk warna hitam

Positif fenol

Identifikasi flavonoid

a. Reduksi Zn

Terbentuk warna merah lemah

b. Reduksi Mg

Terbentuk warna merah lemah

Positif flavonoid

Identifikasi tanin

Larutan gelatin

Terbentuk gumpalan putih

Positif tanin

Identifikasi saponin

Terbentuk busa yang tidak hilang

Tes busa Positif saponin
dengan penambahan HCI 2N
Identifikasi glikosida
Tes Mollisch Terbentuk cincin ungu Positif glikosida

Identifikasi steroid/triterpen

Tes Liebermann-

Burchard

Terbentuk warna biru-hijau toska

Positif

steroid/triterpen
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Tabel 4.9 Jumlah geliat mencit uji pendahuluan konsentrasi asam asetat

Uji Menit Konsentras Jumlah geliat menit ke- Total
ke- asamasetat | 15 | 20 | 25 | 30 | 35 | 40 | 45 | 50 | 55 | 60 | geliat
I 1 0,4% 17| 12| 15 3 2 1 | f 4 64
2 0,6% 17| 18/ 12 6| 16 26 21 25 29 P2 192
3 0,8% 14| 9| 6| 0| 3 19 1y 17 13 23 121
I 4 0,4% 3| 11| 2| 3 2| 3/ 0o 0 9 3 36
5 0,6% 6| 11| 6| 5/ 2| 9 6 § 1 1 84
6 0,8% 9| 6| 100 18 20 14 1p 15 18 9 129

Keterangan: tiap mencit disuntik asam asetat dengan volume 0,2 mL/20 g bb secara
intraperitoneal dengan variasi konsentrasi 0,4%; 0,6%; dan 0,8%.

Tabel 4.10 Jumlah geliat mencit uji pendahuluan waktu pemberian ekstrak

Uji y Jumlah geliat menit ke- Total
ke- R 5 [10|15|20| 25|30 (35|40 |45|50 |55 |60 | geiat
I 1 Waktu | 0 of 1f oL O O O d @ 0 P 3
2 Waktu 11 2| 4| 7| 8 1/ 0o O O 2 4 8 8 38
3 Waktu Il 3|21 18 13 12 12 18 13 17 17 (7 |12 144
I 4 Waktu | 0| 4| 1| 0| Of O 3 6 14 12 4 P 42
5 Waktu Il 3| 17] 10 14 9 15 9 10 ¥ 19 |8 pO 121
6 Waktu I 4 19| 200 22 19 2p 28 30 30 B2 BO (28 259
I 7 Waktu | 7| 34| 25 18 18 3 9 4 T 8 |7 107
8 Waktu Il 4 | 28| 26 1] 17 16 11 15 12 9 |6 |6 135
9 Waktu I 1) 11| 15 2% 1y 10 1p 11 | |7 8 |9 11%

Keterangan: tiap mencit diberi suspensi ekstrak dengan dosis 34,5 mg/20 g bb (dosis Il) dengan
variasi waktu pemberian yaitu waktu | = 60 menit sebelum induksi, waktu Il = 30
menit sebelum induksi, dan waktu IlI'= sesaat sebelum induksi.
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Tabel 4.11 Jumlah geliat mencit uji efek analgesik
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Kelompok | Ulangan Jumiah geliat menit ke Total
15| 20| 25| 30| 35| 40| 45| 50| 55| 60

I 1| 26| 22| 28 32 29 10 1 32 30 p2 243
2 13| 27| 29 19 14 19 4 4 29 26 2p1
3 19| 27| 23 29 23 9 25 13 11 7 186
4| 15| 20| 23 13 12 8 1p ol 7 7 121
5 5 8| 17| 27 29 16 42 4 30 27 241

Il 1 12 1 0 0 0 1 d ( D D 1
2 6 9| 14 5 5 1 d ( D D 40
3 0 2 1 0 0 (0 @ 0 D 3
4 0 0 0 0 0 (0 @ 0 D 0
5 19 8 6 1 2 o d ( 0 D 36

I 1 0 0 0 0 0 0 a @ 0 D 0
2 0 0 0 0 0 0 (0 @ 0 D 0
3 9 4 8 0 0 0 a @ 0 D 16
4 1 0 0 0 2 a ] 5 2 11
5 4 3 5 1 4 3 4 ] 3 3 31

vV 1 0 0 2 4 0 q (0 g 2 D 25
2 1 0 0 0 0 4 4 7 ( D 16
3 8| 12 8 6 5 4 5 3 1 P 54
4 0 0 0 1 7 5 11 7 2 D 33
5 8 2 0 0 0 0 (0 @ 0 D 1p

vV 1 7 3 2 5 9 13 g 5 2 5 60
2 0 0 0 0 0 0 0 ] 0 D il
3 8 6 3 0 0 0 1 2 1 L 2p
4 9| 14 9 3 8 12 5 4 3 72
5 0 0 0 0 0 (0 @ 0 D 0

Keterangan: kelompok | = kontrol negatif (CMC 0,5% 0,5 mL/20 g bb); kelompok II = kontrol
positif (aspirin 13 mg/20 g bb); kelompok Il = dosis | (ekstrak daun sisik naga
17,125 mg/20 g bb); kelompok IV = dosis Il (ekstrak daun sisik naga 34,25 mg/20 g

bb); kelompok V = dosis Il (ekstrak daun sisik naga 68,5 mg/20 g bb).
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Lampiran 1. Penetapan dosis dan cara pembuatan suspensi bahan uji

A. Ekstrak daun sisik naga

Dosis empiris daun sisik naga adalah 30 gram. Dari 1648,8 gram daun
basah diperoleh 72,4 gram ekstrak kental sehingga dosis yang diberikan kepada
mencit dengan berat 20 gram adalah:

dosis manusia x faktor konversi x faktor farmakokinetik x rendemen

72,4g _ 1000 mg

Dosis| =15g % 0,0026 x 10 % = 17,125 mg
1648,8 g 1g

Doss Il =30 g X 0,0026 X 10 X ==& 5 129008 _ 34 95 mg
1648,8 g 1g

Doss Il = 60 g x 10,0026 x 10 X ——£_ x 22%0ME _ g 5 mg

1648,8 g 1g

B. Asetosal
Dosis lazim asetosal adalah 500 mg sehingga dosis yang diberikan kepada
mencit dengan berat 20 gram adalah:
dosis manusia x faktor konversi x faktor farmakokinetik
= 500 mg % 0,0026 x 10 = 13 mg

C. Pembuatan suspensi bahan uiji
Mencit dengan berat 20,0 gram diberikan suspensi uji sebanyak 0,5 mL
tiap perlakuan. Suspensi uji dibuat dengan menimbang ekstrak daun sisik naga
sesuai dengan dosis yang digunakan kemudian disuspensikan dalam CMC 0,5%.
1. Pembuatan bahan uji dosis Il
Persediaan yang ingin dibuat adalah 4 mL, yaitu 2 mL untuk uji dosis llI
dan 2 mL untuk diencerkan menjadi dosis Il, maka jumlah ekstrak yang

dibutuhkan adalah:

4mL x 2208 = 548 mg
0,5 mL

Jdi, timbang 548 mg ekstrak daun sisik naga kemudian tambahkan CMC
0,5% hingga 4 mL.

Uji efek..., Grace Natalia, FMIPA Ul, 2012



52

(lanjutan)

2. Pembuatan bahan uji dosis Il
Persediaan yang ingin dibuat adalah 4 mL, yaitu 2 mL untuk uji dosis Il
dan 2 mL untuk diencerkan menjadi dosis I, maka diambil 2 mL bahan uiji
dosis Il kemudian ditambahkan dengan CMC 0,5% hingga 4 mL.

3. Pembuatan bahan uji dosis |
Diambil 2 mL bahan uji dosis Il kemudian ditambahkan dengan CMC
0,5% hingga 4 mL.

4. Pembuatan suspensi asetosal
Ditimbang 39 mg asetosal kemudian ditambahkan dengan CMC 0,5%
hingga 1,5 mL.

Kelompok kontrol negatif diberikan larutan CMC 0,5% sebanyak 0,5 mL
untuk tiap mencit dengan berat badan 20 gram. Volume larutan CMC 0,5% yang

dibutuhkan tiap hari adalah:

Kontrol negatif :0,5mL
Kontrol positif :1,5mL
Dosis i :4 mL

Pengenceran untuk dosis | :2 mL

ok w DB

Pengenceran untuk dosis Il : 2 mL
Larutan CMC 0,5% yang dibuat perhari = 10 mL. Karena berat badan nencit
berkisar 20-30 gram dan sebagai cadangan, maka pembuatan CMC 0,5%
dilebihkan 2x menjadi 20 mL.

Larutan CMC 0,5% dibuat dengan menimbang 100 mg CMC kemudian
ditaburkan pada air hangat (£6) sebanyak kurang lebih 2 mL di dalam mortir
dan didiamkan selama 15 menit. Selanjutnya, CMC yang telah mengembang
digerus hingga terbentuk suspensi yang homogen dan cukupkan volumnya hingga
20 mL.
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Lampiran 2. Penetapan kadar fenolat total

Pembuatan larutan induk dan spektrum serapan

Sebanyak 125,1 mg asam galat ditimbang lalu ditambahkan etanol 70% hingga 25
mL sehingga diperoleh larutan induk berkonsentrasi 5,004 mg/mL. Larutan induk
dipipet 10 mL lalu diencerkan dengan etanol 70% hingga volume 50 mL sehingga
diperoleh larutan induk kedua berkonsentrasi 1,008 mg/mL. Larutan induk kedua
dipipet 3, 4, 5 dan 7 mL lalu diencerkan dengan etanol 70% hingga volume 10
mL. Larutan yang dihasilkan memiliki konsentrasi 300,24; 400,32; 500,40; dan
700,56 mg/L asam galat yang kemudian diukur serapannya dan dibuat kurva

kalibrasi dari lima konsentrasi asam galat. Persamaan kurva kalibrasi diperoleh y
=0,0012x + 0,0343.

1.4 b
o L A y=0.0012x+0.034 & 1263
R =0.997

|
1

0.8

0.6 [l
0a |

0.2 _— _

Absorbansi (A)

0 200 400 600 800 1000 1200

Konsentrasi Larutan Standar Asam Galat (mg/L)

Larutan sampel (ekstrak daun sisik naga) kemudian diukur serapannya (y) dan

dihitung konsentrasinya (x) berdasarkan persamaan kurva kalibrasi. Kadar fenolat

total dihitung sebagai berikh}gl(:)nsentrasi sampel (ppm)Xxvolume pengenceran (mL)
berat sampel (g)x1000

dengan hasil tertera pada tabel di bawah ini:

- Kadar fenolat (mg ekuivalen asam
Uji ke- Berat ekstrak Serapan
galat per gram ekstrak)
I 300,4 mg 0,771* 68,12
I 301,0 mg 0,815* 72,05

Keterangan: * = pengenceran 30%
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Lampiran 3.

Tujuan

Hipotesa

Stastistik uji
a=0,05

54

Uji normalitas terhadap jumlah geliat mencit

: mengetahui distribusi data jumlah geliat mencit
: Ho = data jumlah geliat mencit jantan antarkelompok
terdistribusi normal
Ha = data jumlah geliat mencit jantan antarkelompok tidak
terdistribusi normal
> Uji Shapiro-Wilk

Pengambilan keputusan:

Ho ditolak jika nilai signifikansi < o

Ho diterima jika nilai signifikansi >

Shapiro-Wilk
Kelompok Statistic df Sig.
Jumlah geliat Kontrol negatif 0.858 5 0.221
Kontrol positif 0.871 5 0.269
Dosis | 0.9 5 0.409
Dosis Il 0.945 5 0.699
Dosis llI 0.864 5 0.242

Kesimpulan:

Ho diterima sehingga data terdistribusi normal
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Lampiran 4. Uji homogenitas varians terhadap jumlah geliat mencit

Tujuan . mengetahui homogenitas data jumlah geliat mencit.
Hipotesa : Ho =data jumlah geliat mencit jantan tiap kelompok bervariasi
homogen.

Ha =data jumlah geliat mencit jantan tiap kelompok tidak
bervariasi homogen.
Stastistik uji : Uji Levene
a=0,05

Pengambilan keputusan:
Ho ditolak jika nilai signifikansi < o

Ho diterima jika nilai signifikansi >

Test of Homogeneity of Variances

JumlahGeliat
Levene Statistic | df1 df2 Sig.
3.781 4 20 .019

Kesimpulan : Ho ditolak sehingga data bervariasi tidak homogen.
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Lampiran 5. Uji Kruskal-Wallis terhadap jumlah geliat mencit

Tujuan : mengetahui ada tidaknya perbedaan bermakna jumlah geliat
mencit antarkelompok perlakuan
Hipotesa : Ho =data jumlah geliat mencit jantan tiap kelompok tidak ada
perbedaan bermakna.
Ha =data jumlah geliat mencit jantan tiap kelompok ada
perbedaan bermakna.
Stastistik uji  : Uji Kruskal Wallis
a=0,05

Pengambilan keputusan:
Ho ditolak jika nilai signifikansi < o
Ho diterima jika nilai signifikansi >

Test Statistics®”

JumlahGeliat

Chi-Square 13.019
df 4
Asymp. Sig. .011

a. Kruskal Walllis Test

b. Grouping Variable: Kelompok

Kesimpulan : Ho ditolak sehingga terdapat perbedaan bermakna

antarkelompok perlakuan
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Lampiran 6.

Tujuan

Hipotesa

Stastistik uji
a=0,05

57

Uji Mann-Whitney terhadap jumlah geliat mencit antarkelompok

. mengetahui perbedaan bermakna jumlah geliat mencit.
: Ho =data jumlah geliat mencit jantan antarkelompok tidak ada
perbedaan bermakna.
Ha =data jumlah geliat mencit jantan antarkelompok ada
perbedaan bermakna.
. Uji Mann-Whitney

Pengambilan keputusan:

Ho ditolak jika nilai signifikansi < o

Ho diterima jika nilai signifikansi >

K elompok K elompok AsyTaFi)i e%)g (2
Kontrol positif 0,009*
Kontrol negatif DOS.IS ! 02
Dosis Il 0,009*
Dosis llI 0,009*
Kontrol negatif 0,009~
Kontrol positif DOS.IS ! -9
Dosis Il 0,465
Dosis llI 0,675
Kontrol negatif 0,009*
Dosis | Kontrol positif 0,459
Dosis I 0,141
Dosis Il 0,341
Kontrol negatif 0,009*
: Kontrol positif 0,465
Dosis i Dosis | 0,141
Dosis lli 0,917
Kontrol negatif 0,009*
. Kontrol positif 0,675
Dosis I Dosis | 0,341
Dosis Il 0,917

Keterangan: tanda * menunjukkan nilai signifikansi < 0,05 artinyadata jumlah geliat pada dua
kelompok tersebut memiliki perbedaan secara bermakna

Uji efek..., Grace Natalia, FMIPA Ul, 2012



58

Lampiran 7. Surat determinasi tumbuhan sisik naga

LEMBAGA ILMU PENGETAHUAN INDONESIA

( Indonesian Institute of Sciences )
PUSAT PENELITIAN BIOLOGI

{ Research Center for Biology )

LIPI JI. Raya Jakara - Bogor Km. £8 Cibitang 16911, Indonesia PO Box 25 Cibinong
Talp. (021) B7O07E36 - A7007604 Fax, ETO0TE12

=
Cibinong, 27 Februari 2012
Nomor : 240/1PH. 1.02/10.8/11 /2012
Lampiran s
Perihal . Hasd] identifikasi/ determinasi Tumbndhoan
Kepada Yth.

Bpk. /Thu,/ Sdr(i). Gracc Natalia
__Mhsz, Univ, Indonesia

Jakarta : - .

Dengan hormat,

Bersama ind kami sampalkan hasil identifikasi/determinasi (umbuhan
vang Saudara kirimkan ke “Herbarium Bogoriense”, Bidang Botani Pusat
Penelitian Biologi-LIPl Bogor, adalah schagai berilout ;

No. No. Kel | Jenis Suku
I | SikNoga | Pyrrosia piloselloides [L.) M.G.Price | Polypodiaceac s
Demikian, semogs berguna bagl Saudara,
K Gidang Botani
#FuF litinn Biologi-LIPL,
1% :
-4 |
I\ f
=4 T Setijoe Rahajoe
b, ~NIP. 196706241993032004
ol :-I_:. !
:\lderr 200 2\ (Grace Navalia doc| Wardi-D0
Page I'af ]
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Lampiran 8. Sertifikat analisis asam asetat glasial

A Acetic Acid, Glacial

BAKER ANALYZED'® HPLC Reagent
'{Isf? For Use in High Performance Liquid ol
X Chromatography Release Daie 08/14/2008

Certificate of Analysis

ECAPATION.

Assay by GO, comected for walz

B3E %

97 % min.
Liktraviolel Absorbance
{1.00-cm cell ve. waler):
. 280 nm 0.05 max. 001
| 350 nm 0.01 max. o0
Residue after Evaporation 0.0005 % max. < 00005 %
Water (by Karl Fischer titrm) 0% max. 0.07 %
Physical Data (not specifications):
Eluatropic Yaluz (on AL, ), &° 10
Denity, g/ml at 207G 1,040
Polarity Index (1) 82
Solvent Group (1) 4

‘(1) 8nyder, LA, J. Chromatography, 52.223-230 (1074)

For Laberatary, Research o Manulscturing Use

IMPCHRTANT: Materizl will freezaif stored below 177G (B3F).

Country of Origin;~~_-/SA

(A oL 1 TorR
SO Pl K i
: B
Thrvmniee dland SGERDD S 4006 199
kaangea H'|.'I|J"H|'H|.I|

Al R

uafmmmraam HH: EE!HBI:IMD:IILE.I'! P'h.l]lpimrg J'HUEH'EIS
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Lampiran 9. Sertifikat analisis asetosal

a i i ]
"

R T
N~ £ %
(™ -‘;"h':‘i.l-'.u:'_"' Pt

Bayer HealthCare

onsumer Care

" 2 =1
Bayer Hispanin S L "1 pl ol
Sabina Alonso Fueyn 77 Corificate of Analysis Pager 1 of 3
33534 La Falguers (Spain) Date:  2017-10-21
Tal: «34 J8ESTE01E
Material. Q0B3TAEY 855 1 Ea4l e}
Your Matarlal ic Acad orysial 1B0/BAD

(RS 180BA
Biatch: FEMI3RS Coundry: Indonesia
Dala of manulaciura; 2011-08-28 Dalivery number: BZ3T8E06
Ordhar numiner; TE4EGL
Dale for relest 2013-03-25
Insp. Insiraction: T.0303-5

Inspactian lot: 40000903k Specification; T.03.01 -8
Ingpackon Acceplance crilsnon Liohd Rasull
Mazeial crystalline subsanoce orysialine subslance
Colaur whille whibs
Idantity {IR) migs comply complies
lelenbity {reaet with s comply complas
sodium brpdeomice)
Idanlity [raaclwit s COmply complies
ferric chlonide)
Pariicle size =850 1 max, 0.3 kY [
Apriiche size <150 pm max. 20 % q
Appesrance of sciution clgar claar
clariy (Einanet)
Appearancn of scintion oalouriess coloriess
calour (Ethano)
Apoesr ol solutian chagr clpar
clarily (Ma2C03-sal.)
Appear.al soluticn colouriess colargss
colour {MadCod-eal )
Chiorido max. 140 ppm =140
Suiphata i 400 pp =0 ;;
Sulphatad ash max, 0.05 % a.00 TE
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(lanjutan)

L] 4 5 ]
N

Bayer HealthCare

‘onsumer Care
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Bayer Hiapania S
Sahino Alonse Fueya 77

Tal: +34 BASETA01S

33934 La Falguars {Spain}

Cariifieata of Anakysis

Page: 2 of 3
Date:  2011-10.21

htatorial: OOSSTAEN

ASS 1a0/BEL0 i

our Matarlah Acubylsslicyic Acid crystal 180/840
[A5A 1B0EAD)
: ; Indonasia
Dat 6f manufactie B 0028 Dalery ;ﬁﬁﬁ:ﬂﬁw
Data for rasest; #013-03-25
| |m, Insiruction: T.A303-5
inaaaction kol D40000E01934 Spacificaticn: TO3.01-§
Ims peclion Agcaptanca critafian Uk, Fasull
Hagyy melak max. 10 ppm <10
LaEs on drying mae. 0.1 % 0.0
Mgy A e 1000 ppm <250
impurky B max. 1000 ppm < FEO
lenpruefty © max. 1000 P = 280
Irnpustty D max. 1000 = 250
rrgurity E max, 1000 pam =250
mpuriy £ max. 1000 FRm < 280
Ay umBpscifiad impunty . 500 ppm = 250
Fleiobed SUBSAACEY BuUM . 2EOE fram < 50
Fron salicylic acid e, SO0 poem <150
*  (Orpanicvolatia it comply "
impurities [LSF
FRaadily carvonizable st comply complles
substances
Assay l.de. [= 1 B L] : % =]
Total serobic microblal e, 1000 L T ::.
count (TAME) :
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(lanjutan)
L] " % ! &
0 e ' E
Bayer HealthCare BAYER
‘onsumer Care FEI'.
Bayer Hispania 5.1,
|;m et P Certificate of Analysis HanE
23834 La Falguer (Spain) Date:  2011-10-21
Tal: +34 BESETA04S
Matariad  OOBB7ES ASE 1604840 KG
Your Malarial: Aoatylsalicylic Asid erystal 1805840
[ASA 1B0E40)
Balch: EXNDIRS Country: Inganesia
Date of menufachure:  2041-00-28 Daltvery numbar: 82378508
Ovder numnber: 74684
Dhale far pelest 2013035
Insp, Mstruction: T.03.03-58
Inzpection kot 40000903938 Spacificaticn; T.0301 -6
Igpectan Accegtance erledon luoM. [ Resu
Tatal cambined rrax, 100 CFlig |4
yengtmould caunt [TYMC)
Escharichia nos Absencs in 19 *
Bigdoieman Grame Absancain g |
nagakve batieg
RAmlasse date MY YMMOn) min. @ 20111005

*) Test is carried out on spol-check basis. However wa confirm compliance with
tha inspection and raquiremanis alsg for this baleh,

The baich compliag witk apaeiication,

The bateh compling with faflawing spacification

Qusalily Assurance

Ph. Jap, Magirn
uar Asplen

Or. Jorpn J. Alvargz

Fi mur - Aelyisalioylie scld
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Lampiran 10. Sertifikat galur hewan uji

Japan SLE,Inc.

3371-8 KOTOH-CHO. HAMAMAYSU\, SHIZUOKA, 431-11 JAPAN

N .

CERTIFICATE OF STRAIN

bereby certify the'strain of the animals and their background as [ollows

| Place of birth Japan SLC, Inc. Inasa Production Facility
Purchaser:

L Sipping date April 24, 2007
Moanitoring result

Details:
~ Outbred Mouse
Sle:ddY

NIH (Japan)
Origin | = 1963, SLC
&
History

Japn SLC, Inc.

Shouhei Takagi, D.V.M
Director, Department of
Laboratory Animal Medicine

Shovhes T fea g
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Lampiran 11. Skema kerja pelaksanaan uji analgesik

64

Mencit diaklimatisasi selama satu minggu

A 4

Mencit ditimbang dan dikelompokkan secara acak menjadi lima
kelompok, masing-masing terdiri dari lima ekor mencit.

v

Kontrol
negatif
(diinduksi

asam asetat,
diberi CMC

0,5%
sebanyak 0,5
mL/20 g bb)

Kontrol
positif
(diinduksi
asam asetat,
diberi asetosa
13 mg/20 g
bb)

Dosis |
(diinduksi
asam asetat,
diberi ekstrak
17,125 mg/20
g bb)

Dosis Il
(diinduksi
asam asetat,
diberi ekstrak
34,25 mg/20
g bb)

Dosis Il
(diinduksi
asam asetat,
diberi ekstrak
68,5 mg/20 g
bb)

v

Mencit dipuasakan =18 jam (tetap diberi minum) g

ditimbang berat badannya.

an

A 4

Mencit diberi ekstrak atau obat pembanding seca

peroral.

A 4

Satu jam kemudian mencit diberi injeksi asam as¢

0,6% secara intraperitoneal.

ptat

A 4

Jumlah geliat mencit dihitung pada menit ke-10|
sampai menit ke-60 dengan interval 5 menit.
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