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Dengan ini saya menyatakan bahwa dalam tesis yang saya tulis ini benar-
benar merupakan:hasil karya: saya sendiri; dan sepanjang pengetahuan: saya
juga tidak terdapat karya atau pendapat yang pernah ditulis atau diterbitkan oleh
orang lain 'kecuali yang tertulis' dalam ‘naskah-ini dan'disebutkan dalam daftar
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perbuatan tersebut, serta diproses sesuai peraturan perundang-undangan. yang

| REPOSITORY.UB.AC.ID |

beraku (UU No. 20 Tahun 2003, pasal 25 ayat 2 dan pasal 70).

Malang, 11 Desember 2018

i

UNIVERSITAS

-
=
=
=
oc
(a8

166080100111017

&
i

| REPOSITORY.UB.ACID |

—— ol ——

BRAWLAYA

UNIVERSITAS

My

5
i




DAFTAR RIWAYAT HIDUP

[ RePOSITORY.UB.ACID |
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pada tanggal 14 Juni~1994, dari pasangan suami-istri Bapak
DwirWitantosdan [bu: Ery-Hartati. Adapun: riwayat: pendidikan
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2009 lulus dari SMPK. Mardi Wiyata Kediri, dan pada tahun 2012 lulus dari SMAN
5" Kediri. Tahun =2016" 'lulus, -dari “Fakultas - 'Perikanan- ' dan- limu “Kelautan,
Universitas Brawijaya, Malang, dan pada tahun 2018 lulus. dari Program.Pasca

Sarjana (S2) Magister Budidaya Perairan, Fakultas Perikanan dan limu Kelautan,
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RINGKASAN

DIKLAWATI JATAYU (166080100111017). Program Studi Magister Budidaya
Perairan, Fakultas-Perikanan' dan limu-Kelautan, 'Universitas Brawijaya Malang,
11/ Desember | 2018.  Antioksidan dari Ekstrak, Pegagan: (Centella: asiatica)
sebagai, Hepatoprotektor, pada lkan :Mas (Cyprinus carpio-L:) yang -Mengalami
Stres Oksidatif. Akibat Pemaparan -Herbisida Isopropilamina Glifosat. Komisi
Pembimbing, Ketua: Prof. Dr. Ir. Happy Nursyam, MS., Anggota: Dr.. Asus
Maizar'S.H. S:Pi, MP:

Herbisida merupakan pestisida yang digunakan khusus untuk membasmi
gulma. 'Pemakaian —herbisida ‘dalam bidang  pertanian, ‘industri, perkotaan,
kehutanan ©“dan< perairan ' berpotensi- -menyebabkan' ' pencemaran perairan.
Organisme~yang; hidup :dalam ;ekosistem perairan._merupakan :organisme; non
target jyang. juga. terkena. dampak kontaminasi.herbisida. Beberapa..penelitian
telah. mengungkapkan bahwa efek dari kontaminasi herbisida isopropilamina
glifosat adalah terjadinya stres oksidatif pada ikan. Stres oksidatif menyebabkan
kerusakan - pada ~membran lipid sehingga menyebabkan -tingginya ' kadar
malondialdehida (MDA)- pada darah maupun /jaringan. ; Jika-tubuh tidak. mampu
menetralisir _radikal - bebas yang -berasal .dari  herbisida . ini, -maka  akan
menyebabkan kerusakan sel, jaringan, maupun organ.

Setiaporganisme' memiliki antioksidan-endogen yang terdapat- didalam
tubuh, ;salah -satunya; adalah  enzim :SOD. Enzim  SOD rbértugas: mengubah
senyawa radikal (O2°) menjadi hidrogen peroksida. (H,O,). Kontaminasi herbisida
yang berlebihan menyebabkan ketidakseimbangan antara radikal bebas dengan
enzim- antioksidan’ endogen-di-dalam -tubuh. ‘Dibutuhkan ' antioksidan ‘eksogen
yang  berasal-dari: luar-tubuh. seperti -bahan aktif ' (flavonoid, -terpenoid, | tanin,
saponin);. vitamin..C: dan  E  sebagai pemutus. reaksi.  radikal. dari- herbisida
isopropilamina .. glifosat. Tanaman -pegagan (Centella asiatica), merupakan
tanaman yang mengandung ‘bahan aktif 'seperti, terpenoid, flavonoid dan fenolik.

Beberapa'‘penelitian-'telah mengungkapkan ' bahwa'' ekstrak ' ‘tanaman
pegagan: memiliki. 'sifat . antioksidan. dengan: cara; -meningkatkan; aktivitas
antioksidan. endogen.. Penelitian ini, akan .memanfaatkan:.ekstrak tanaman
pegagan yang memiliki kemampuan sebagai antioksidan untuk’ menetralisir
radikal 'bebas~yang 'disebabkan’ oleh" paparan-herbisida “isopropilamina’ glifosat
terhadap ikan: mas (Cyprinus' carpio).-Pemberian ekstrak pegagan 'diharapkan
dapat : membantu.. meningkatkan enzim. -SOD, -sebagai .enzim- utama : dalam
menangkap radikal bebas sehingga tidak terjadi kerusakan oksidatif pada: tubuh
ikan mas.

Metode' yang digunakan' adalah metode ‘ekperimental. Metode ‘analisis
yang! | digunakan - adalah | -uji - fitokimia; <uji-antioksidan: 1 (DPPH); - -analisa
menggunakan Mass Spectrometry (MS), uji kadar MDA, serta SOD. Penelitian ini
menggunakan 10 perlakuan- yang terdiri dari- (K+), yaitu perlakuan -tanpa
pemaparan, ' ikan—dengan  ‘pemberian -herbisida 2' ‘ppm ~(K-); ‘ikan ‘dengan
pemberian cekstrak-pegagan dosis 50, 100, 150;dan 300 :mg/kg:BB(P1, P2, P3,
P4). serta ikan:dengan pemaparan herbisida; 2 -ppm.dan. penambahan. ekstrak
pegagan. dosis. 50, 100, 150, dan 300 mg/kg BB (HP1, HP2, HP3, dan HP4).
Pemberian “ekstrak ‘pegagan -dilakukan-setiap' 3 hari ‘sekali “selama "14" hari.
Pemaparan 'herbisida -dilakukan selama 10 'hari. "Pengambilan’ organ- hati
dilakukan pada hari ke-14 untuk-selanjutnya-dilakukan-analisis MDA dan SOD.
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Hasil - -penelitian. . menunjukkan. -bahwa - ekstrak .C. : asiatica,, memiliki
beberapa senyawa bioaktif. seperti flavonoid,. alkaloid, terpenaid, tanin, saponin,
serta memiiliki'kemampuan mengikat DPPH dengannilai'[Csy sebesar 125 ug/ml.
Data hasil ‘pengukuran-kadar /MDA ‘menunjukkan bahwa’ rata-rata’ kadar ‘MDA
padalikan kontrol.sebesar: 516,50 ng/ml. Perlakuan dengan penambahan ekstrak
etanol pegagan.sebesar 300 mg/kg memiliki kadar MDA terendah yakni sebesar
409,83 ng/ml, sedangkan -dengan penambahan ekstrak “300mg/kg dan
pemaparan-herbisida 2 ppm memiliki kadar MDA terendah sebesar 450,67 ng/ml.
Selanjutnya: iperlakuan :dengan-penambahan ;ekstrak etanol \pegagan 'sebesar
300 mg/kg memiliki kadar SOD. tertinggi-yakni-sebesar.1,726:ng/ml, . sedangkan
perlakuan dengan pemaparan herbisida 2 ppm ditambah pemberian ekstrak
etanol pegagan  sebesar 300 mg/kg memiliki' kadar ‘SOD ‘tertinggi yakni sebesar
2,272 ng/ml! Setelah’ melakukan uji-anova“-dua ‘arah, dan ‘terdapat perbedaan
dengan-signifikansi < ,0,05;:maka dilakukan. wji.lanjutan dengan- metode: Tukey
HSD. yang menunjukkan - bahwa terdapat . perbedaan_yang _signifikan jika
dibandingkan dengan kelompok kontrol dengan nilai P <'0,05. Perlakuan ekstrak
C. asiatica‘dosis 150  dan'300 mg/kg menunjukkan-hasil yang-paling-signifikan.
Berdasarkan data tersebut; ekstrak C. asiatica terbuktimeningkatkan kadar-SOD
pada hati ikan :mas yang .diinduksi oleh herbisida, berbahan aktif isopropilamina
glifosat. Penelitian ini. menunjukkan bahwa C. asiatica memiliki efek antioksidan
dengan meningkatkan mekanisme antioksidan seperti SOD di dalam tubuh ikan
dengan dosis terbaik sebesar:300 mg/kg BB:
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Puji-syukur: penulis' ucapkan ke 'hadirat ' Tuhan'/Yang -Maha Esa, atas
segala berkat dan rahmat yang telah dilimpahkan, kepada, penulis,. sehingga
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Herbisida, Isopropilamina, Glifosat”. Tesis; ini: dibuat| untuk-memenuhi-salah-satu
syarat kelulusan dalam meraih gelar Magister di Fakultas Perikanan dan limu
Kelautan, Universitas Brawijaya.
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Antioksidan Suatu “zat' yang jika “ada -pada“ konsentrasi ' rendah
dibandingkan dengan substrat, yang dapat dioksidasi, dapat
mencegah_ oksidasi substrat tersebut. -Antioksidan.-dapat
mengurangi dan> bahkan mencegah kerusakan .sel. dengan

menetralkan radikal,-bebas | sebelum :radikal; tersebut
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menyerang sel“'sehingga’ 'mencegah- kerusakan' lemak,
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protein,enzim, karbohidrat, dan' DNA:

Bahan aktif Senyawa ~ kimia® atau bahan bioaktif  lainnya
(mikroorganisme, . ekstrak . ; tumbuhan, _ dsb.) . yang
mempunyai efek. - pestisida | |(pesticidal, - effect),,: -yakni
meracuni atau efek biologi (biological-effect):

Biomarker Semua“zat, struktur,-atau’ '‘proses' yang bisa ‘diukur' dalam
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tubuh ' “atau produk-produk serta’ ‘pengaruhnya.“atau

< memprediksikan kejadian dampak. atau penyakit. Biomarker
E bisa .  dikelompokkan . sebagai.. penanda.. keterpaparan,
2 == penanda efek, dan penanda kerentanan.
—
2 ; Degradasi Kemunduran, kemerosotan; penurunan; dan sebagainya.
“2" é Dosis Jumlah~'sediaan* uji’ yang- 'diberikan; 'ditulis* sebagai ‘berat
=
>0

(mg, g) sediaan uji per bobot badan hewan uji (misal: g/kg).

Gastrointestinal Serangkaian organ muskular berongga. yang dilapisi oleh

o
i

membran mukaosa. (selaput.lendir). Saluran._gastrointestinal
adalah jalur panjang-yangtotal-panjangnya ‘mencapai, 23
sampai-26-kaki, yang’ berjalan'dari.mulut melalui-esofagus,

lambung dan usus sampai‘anus.

Hepatoprotektor Suatusenyawa atau zat yang berkhasiat melindungi- sel

sekaligus memperbaliki-.jaringan . hati _yang .rusak . akibat
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pengaruh zat toksik/

Hepatotoksikan Suatu zat atau senyawa yang menyebabkan penyakit;pada
hati.
Herbisida Suatu senyawa yang digunakan menghambat pertumbuhan

gulma dan rumput yang tidak diinginkan pada lingkungan

pertanian, industri, perkotaan, kehutanan.dan perairan.
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Imvivo

Suatu pengujian ryang: dilakukan didalam ‘tubuh ' makhluk
hidup, seperti hewan uiji.

Makromolekul

Molekul'yang sangat besar. Polimer-baik itu alami'maupun
sintetik merupakan makromolekul, misalnya._hemaoglobin.
Beberapa, senyawa. non-polimer; juga ada. yang-termasuk ke

dalam makromolekul,-misalnya lipid.

MDA Malondialdehid; < - senyawa, ' organik=! :dengani' '/ rumus
CH,(CHO),. MDA ‘merupakan '''senyawa" reaktif' “yang
terbentuk ‘secaraalami--dan “merupakan “penanda: “stres
oksidatif.

Non Polar Senyawa yang terbentuk, akibat .adanya; suatu.ikatan .antar

elektron; pada “unsur-unsurryan, membentuknya.: /Hal ini
terjadi “karena —~unsur: yang 'berkaitan' i mempunyai: nilai
elektronegatifitas yang-sama/hampir‘sama.

Peroksidasi lipid

Makromolekul yang paling rentan terserang radikal -bebas
salah ‘satunya .adalah lipid. Kerusakan. makromolekul ini
terjadi ketika radikal bebas, bereaksi dengan-asam: lemak
tak: jenuh- (PUFA), yang rpada, akhirnya: menyebabkan
peroksidasi lipid:

Polar Senyawa yang terbentuk-akibat 'adanya’ suatu-ikatan ‘antar
elektron pada unsur unsurnya. Sebuah Molekul dikatakan
polar jika'memiliki muatan positif dan negatif.

polutan Bahan/benda yang menyebabkan pencemaran; baik secara

langsung maupun-tidak: langsung, seperti'sampah:

Proliferasi'sel

pertumbuhan yang disebabkan oleh-pembelahan sel-yang
aktif ‘'dan’ bukan"disebabkan karena pertambahan’ ukuran

sel.

Radikal bebas

Suatu. atom atau molekul yang _mempunyai satu elektron

atau. lebih yang tidak berpasangan pada orbital terluarnya

SOD

Superoksida dismutase; antioksidan: endogen yang dapat
ditemukan-pada“berbagai jaringan tubuh.-SOD berperanan
penting dalam melindungi sel terhadap gangguan oksidan
(stres - oksidatif), yang dapat menyebabkan terjadinya

beberapa penyakit degenerasi:
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Surfaktan Surfaktan -~ bukanlah  :zat: tunggal - dan - mungkin | berisi
campuran - suatu“-bahan' untuk ''memberikan’ ' sifat ‘yang
diinginkan:

Toksikologi llImu yang mempelajari. tentang efek merugikan berbagai

bahan kimia dan-fisik pada semuasistem.kehidupan.

Toksisitas akut Uji-toksisitas akut, (seperti; uji LD50) dirancang  untuk
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menentukan dosis:mematikan dari bahan uji

Xenaobiotik Berasal dari bahasa "Yunani: Xenos 'yang artinya-asing dan

3
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biotik yang" artinya makhluk’ hidup.” Jadi Xenobiotik adalah
zat asing yang.-masuk dalam, tubuh manusia., Contohnya:
obat, . obatan, rinsektisida,. ,zat-  kimia;;.tambahan: pada
makanan -; (pemanis; - pewarna; \,pengawet). - ~dan -, zat

karsinogen lainya:
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1. PENDAHULUAN
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1.1 Latar Belakang
Herbisida dengan bahan-aktif isopropilamina glifosat merupakan herbisida
non-selektif.yang-digunakan untuk menghambat pertumbuhan gulma dan, rumput

yang tidak diinginkan pada lingkungan pertanian, industri, perkotaan, kehutanan
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dan perairan-(Cavas dan Konen, 2007). Telah diketahui-bahwa beberapa daerah

3
ﬁ"!

tersebut seperti daerah pertanian dan kehutanan'letaknya sangat dekat dengan
ekosistem perairan. Oleh karena itu-ekosistem perairansangat-mungkin untuk
terkontaminasi herbisida. Herbisida ini dapat masuk ke dalam ekosistem perairan

melalui beberapa'jalur. Jalur-utama kontaminasi herbisida pada perairan ‘adalah

| REPOSITORY.UB.AC.D |

melalui_air, limpasanair_hujan dan udara (Banaee et; al, 2013). Organisme_yang
hidup-di' dalam'ekosistem ‘perairan merupakan-organisme non‘target'yang dapat
dipengaruhi, ,oleh, kontaminasi ,herbisida. .Di perairan,  herbisida. dapat. diserap
melalui’ "insang, " kulit ' ‘dan ‘sistem pencernaan’ kemudian ' didistribusikan. ke

berbagai jaringan: melalui darah (Banaee et al, 2015).
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Herbisida yang mengandung bahan aktif isopropilamina glifosat- dapat

o
i

menyebabkan: akumulasi Reactive Oxygen:Species (ROS),-yang menyebabkan
stres, oksidatif pada_organisme (Fan et al. 2013). Stres oksidatif terjadi akibat

tidak seimbangnya radikal' bebas dengan’ antioksidan'di dalam-tubuh, dimana
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jumlah radikal bebas, lebih banyak bila dibandingkan dengan antieksidan, Jika

produksi' ‘radikal'“bebas 'melebihi - ‘kemampuan ‘-antioksidan'“intrasel ' untuk

menetralkannya maka.kelebihan radikal bebas sangat. potensial menyebabkan
kerusakan ‘sel (Halliwell, 2006):" Peroksidasi lipid merupakan salah ‘satu akibat
dari 'tingginya radikal -bebas . di dalam- membran -sel. -Membran -sel -akan
mengalami gangguan fluiditas‘dan permeabilitas serta gangguan aktivitas-enzim

dan fungsi-protein (Sharma et al, 2012). Salah:satu hasil dari:peroksidasi: lipid
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adalah malondialdehid. (MDA) yang dapat disebabkan. oleh latihan fisik - maksimal
atau latihan 'daya tahan dengan intensitas ‘tinggi. Oleh ‘karena itu,” MDA diukur
sebagai,penanda;umum yang, digunakan-untuk-menentukan - jumiah radikal bebas
(Niedernhofer et al, 2003).

Tubuh=organisme ;sebenarnya. memiliki_ sistem pertahanan ‘alami;berupa
enzim yang berfungsi untuk menetralkan dan, mempercepat degradasi senyawa
radikal 'bebas: sehingga 'dapat ‘mencegah kerusakan 'komponen makromolekul
sel. Sistem ini. dibagi dalam™ dua kelompok besar_yaitu: sistem. pertahanan
preventif' 'seperti- enzim' 'superoksida" 'dismutase (SOD),- katalase~ (CAT),” dan
glutation : peroksidase; (GPx). dan sistem. pertahanan.melalui; pemutusan: reaksi
radikal sepertiisoflavon, vitamin-A, vitamin' C, dan vitamin E-(Valko-etal, 2007).
Keseimbangan  antara-,.enzim-enzim -ini- merupakan: proses. --penting::: untuk
menghilangkan stres oksidatif’ secara efektif pada organel intraselular (Andrew
dan Mathew, 1989).

Menurut. Chandrasekara dan_Pathirantne (2005), aktivitas_enzim dapat
digunakan sebagai: biomarker untuk penilaian kontaminasi-pestisida di-dalam air.
Superoksida dismutase (SOD) merupakan enzim utama untuk menangkap ROS
yang ' terbentuk ‘serta’ mengurangi kerusakan. 'sel akibat radikal ‘bebas. -SOD
bertanggung jawab. untuk mengkatalisis konversi.anion. superoksida-(O,).menjadi
hidrogen' peroksida (H,05) (Sumitra et-al,~2001). Modesto dan'Martinez '(2010)
yang: menunjukkan bahwa; paparan:akut terhadap; Roundup:merangsang-jalur
biotransformasi, “ dengan ‘meningkatkan - aktivitas GST, ~dan ‘mengganggu
pertahanan-antioksidan-Prochilodus lineatus, dengan-mengurangi aktivitas-SOD
dan GPx. Pertahanan antioksidan hewani tidak mampu menetralkan ROS yang
diproduksi'rselama proses  biotransfermasi: sehngga ' menyebabkan - terjadinya
peroksidasi lipid. Dengan: demikian, paparan *herbisida . glifosat terhadap

Prochilodus' lineatus ‘menyebabkan situasi stres 'oksidatif. Selain‘itu, Costa-et al.
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(2008) ;mengamati. hahwa aktivitas SOD, -meningkat pada. hati, kecebong.yang
terkena ' paparan - Roundup, - sedangkan- ikan - Cyprinus - carpio” mengalami
peningkatan SOD setelah terpapar diazinon selama 5 hari-(Oruc; 2010):

Saat ini telah banyak digunakan berbagai bahan alami untuk penelitian
farmakologi-dan toksikologi; oleh: karena itu: digunakan ekstrak pegagan (Centella
asiatica) yang diharapkan .dapat meningkatkan aktivitas enzim SOD di dalam
tubuh_serta dapat membantu pemutusan reaksi'radikal di‘dalam: tubuh-ikan-yang
dipapar herbisida isopropilamina glifosat. Pegagan (Centella asiatica) merupakan
tumbuhan herba yang termasuk-dalam-famili Apiaceae. Senyawa bioaktif utama
yang: terkandung. dalam.  Centella . asiatica . adalah .  triterpenoid, - termasuk
asiaticoside, madecassoside, asam asiatic, dan asam madecassic (James dan
Dubery;, 2011).Flavonoid, : glikosida; -alkaloid; -steroid; :minyak -atsiri-dan: lemak
juga ditemukan di tanaman ini dan menunjukkan” berbagai aktivitas' biologis
(Subban et al,:2008): ~Mengingat kurangnya penelitian-tentang -efek: ekstrak
pegagan. (Centella asiatica) terhadap potensi racun herbisida Isopropilamina
glifosat pada ikan-mas (Cyprinus carpio), maka tujuan dari penelitian-ini adalah
untuk . mengetahui bagaimana aktivitas antioksidan. dari..ekstrak pegagan
(Centella ‘asiatica)-terhadap 1kan Mas (Cyprinus 'carpio) yang dipapar: herbisida
Isopropilamina glifosat,

Kregel'danZhang (2006) menyatakan bahwa-kerusakan-oksidatif sebagai
akibat dari radikal bebas dapat menyebabkan kerusakan sel, jaringan;-dan;ergan
seperti hati, ginjal, dan jantung 'baik pada manusia maupun hewan. Kerusakan ini
dapat menyebabkan kematian sel sehingga lebih cepat: menimbulkan; berbagai
penyakit degeneratif, Menurut-Mohamed (2009), hati merupakan organ vital dan
memiliki ' banyak: ~fungsi. penting, termasuk metabolisme: 'dan detoksifikasi
hepatotoksik, serta .menjadi sasaran peningkatan konsentrasi radikal bebas.

Parameter “biokimia “pada' hati’ ikan.csangat _sensitif 'untuk - ‘mendeteksi- efek



samping : dari -kerusakan yang diakibatkan-oleh polutan., Hati:dianggap .sebagai
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organ- sentral’metabolisme  xenobiotik pada ikan dan merupakan-organ ' target
yang! terkena-paparan -racun. Oleh "karena: itu,organ: hati- digunakan ;sebagai

biomarker atau penanda akibat adanya xenobiotik.

1.2 Rumusan Masalah
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Herbisida digunakan dengan cara’ disemprotkan' untuk' membasmi gulma.
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Berbagai. lahan. pertanian ; mengandalkan. herbisida glifosat,. dan-para . petani
sejauh ' ini “merupakan- pengguna terbesar ‘'dari “herbisida. “Akibat~ tingginya
penggunaan herbisida,glifosat serta penggunaan, yang, tidak-mengikuti.panduan,
muncul ‘beberapa efek negatif ‘terhadap organisme’ yang bukan target seperti

organismerpada-: ‘ekosistem -, perairan. - Penggunaan.-herbisida; :dengan
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menggunakan alat semprot, cara pencucian, penyimpanan, serta_pembuangan
yang tidak rtepat: dapat/ menyebabkan permukaan  tanah:- dan: :air tanah
terkontaminasi. Pada ekosistem perairan, meningkatnya konsentrasi herbisida
dapat. menyebabkan® penurunan kepadatan'dan ‘hilangnya' keanekaragaman

hayati biota perairan. Salah satu mekanisme yang mungkin terjadi_akibat dari
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toksisitas ‘herbisida adalah stres oksidatif. -Ketidakmampuan ‘organisme ' dalam
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mengatasi stres. oksidatif .tersebut menimbulkan . pemikiran. bahwa -dibutuhkan
suplemen’ tambahan-—-agar ‘dapat meningkatkan' sistem ‘pertahanan’ tubuh“ikan.

Berdasarkan- penelitian-penelitian sebelumnya, tanaman pegagan memiliki. sifat
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antioksidan yang tinggi, oleh karena itu digunakan ekstrak dari tanaman pegagan

agar | dapat:meningkatkan, aktivitas enzim; SOD sebagai-enzim:yang; bertugas

untuk menangkap radikal bebas. Berdasarkan permasalahan tersebut, maka
didapatkan-perumusan masalah-sebagai berikut:
1. Apa_saja_bahan -aktif yang terkandung dalam ekstrak pegagan (Centella

asiatica) yang berfungsi sebagai antioksidan?
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2.-Bagaimana ekspresi MDA sebagai biomarker oksidatif stres;dan SOD.sebagai
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hepatoprotektor' pada’ ikan ‘mas  yang ‘terpapar herbisidaglifosat ‘dengan
penambahan ekstrak pegagan (Centella asiatica)?

3. Berapa dosis terbaik ekstrak (Centella asiatica) yang dapat meningkatkan
enzim SOD. sebagai-hepatoprotektor ;pada’ ikan mas yang terpapar: herbisida

isopropilamina glifosat?
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1.3 Tujuan_Penelitian

Tujuan ' dari “penelitian’ “mengenai- Antioksidan *dari ' ‘Ekstrak~ Pegagan
(Centella,asiatica)-sebagai; Hepatoprotektor. pada |kan Mas (Cyprinus-carpio ,L.)
yang -Mengalami' Stres~ Oksidatif Akibat' Pemaparan Herbisida Berbahan“Aktif

Isopropilamina Glifosat adalah:

| REPOSITORY.UB.AC.D |

1. Untuk mengidentifikasi bahan aktif yang berfungsi sebagai antioksidan pada
ekstrak pegagan (Centella asiatica).

2. Untuk mengetahui.ekspresi MDA sebagai.biomarker oksidatif stres dan SOD
sebagaihepatoprotektor “pada ikan mas'yang terpapar  herbisida" glifosat

dengan penambahan ekstrak pegagan (Centella asiatica)?
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3. Untuk’' “mengetahui’ ‘dosis’ terbaik " ‘ekstrak -'(Centella “asiatica) “yang' dapat

o
i

meningkatkan- enzim.. SOD , sebagai -hepatoprotektor, pada .ikan.-mas yang

terpapar herbisida isopropilamina glifosat?
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1.4 Manfaat Penelitian

1.4.1 Manfaat:-Teoritis

Manfaat, yang, dapat diambil bagi peneliti atau lembaga ilmiah adalah
sebagai'' 'sumber “informasi- keilmuan dan 'dasar. untuk “penulisan’ ataupun
penelitian . lebih lanjut tentang aktivitas. antioksidan dari  ekstrak pegagan

(Centella “asiatica)- terhadap-'lkan Mas (Cyprinus ‘carpio)’ yang-terkontaminasi
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Herbisida Glifosat,. dilihat dari. kadar. MDA sebagai penanda stres: oksidatif dan

aktivitas enzim SOD sebagai enzim antioksidan pada organ hati.

1.4.2 Manfaat Praktis
Manfaat' bagi: pihak ‘pemerintah Jadalahsebagai-informasi 'dan’' bahan

pertimbangan tentang kemampuan, ekstrak tumbuhan pegagan (Centella

BRAWIJAYA

UNIVERSITAS

asiatica) terhadap-biota perairan yang terkena ‘bahan ‘pencemar, sehingga dapat
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dilakukan,  treatment-.pada;: biota perairan.yang, terkena . kontaminasi  secara
berkala.' Bagi-masyarakat umum, khususnya’ para petani; sebagai’ informasi-akan
pentingnya.-menjaga-lingkungan, dengan. cara-mengikuti -prosedur-penggunaan
herbisida secara tepat 'sehingga tidak mencemari biota perairan yang berguna

bagi ekosistem.
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1.5 Waktu dan Tempat
Penelitian ini dilaksanakan di-Laboratorium Biologi dan Kimia Universitas
Islam-'Negeri' ‘Maulana'w Malik' Ibrahim-'-Malang, ' Laboratorium-' ‘Eksplorasi

Sumberdaya. Perikanan. dan. Kelautan,. Laboratorium . Reproduksi lkan. Fakultas
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Perikanan dan llmu Kelautan, Laboratorium-Sentral Biomedik ‘serta 'Laboratorium

Patologi : Klinik -Fakultas . Kedokteran: Universitas ; Brawijaya. jpada;-bulan:: Mei- -
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Agustus' 2018.
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2, TINJAUAN PUSTAKA
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2.1 lkan Mas-(Cyprinus carpio)
Ikan mas biasanya hidup di bagian tengah dan hilir sungai serta pada
perairan yang: dangkal.-Suhu pertumbuhan-optimal ikan:mas diantara 25-30°C

namun ikan ini_juga dapat bertahan pada musim dingin. Salinitas yang- dapat
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ditoleransi oleh ikan mas 'sekitar 5 °.,-dan pH aptimal untuk kehidupannya antara
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6,5 - 9,0.. Ikan mas juga mampu bertahan dalam tingkat konsentrasi.oksigen yang
rendah; ‘‘antara' 0,3 "= 0,5 ' mg/l- (Svasand ‘et al,’ 2007).“Taksonomi-ikan-'mas

(Cyprinus ,carpio) -menurut.: Strange dan Mayden (2009) termasuk ke dalam :
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Kingdom » Animalia
Phylum ::.Chordata.
Class : Teleostei
S
<< Order : Cypriniformes
s .
g ; Family : Cyprinidae
%)
oc
';' <L Genus 1 Cyprinus'Linnaeus, 1758
S 06
=
>0 Species . Cyprinus carpio Linnaeus, 1758

o
i

2.1.1 Morfologi-dan:Anatomi
Ikan" mas memiliki bentuk tubuh yang agak memanjang dan memipih

tegak (compressed). Mulutnya dapat - disembulkan |(protaktil) -serta terletak -di
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ujung tengah (terminal). Bagian anterior atau atas mulut terdapat dua pasang

sungut. Bagian ujung dalam mulut terdapat gigi kerongkongan (pharyngeal teeth)

yang, tersusun atas tiga baris ‘gigi geraham (Khairuman et al, 2008). |kan yang
bertipe'sisik ‘cycloid ini memiliki-sisik yang’ relatif besar dan-letaknya beraturan.

Linea lateralis. ikan mas terletak di tengah tubuh dengan posisi. melintang. dari
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tutup: insang.-sampai ke, ujung belakang-(Tim Lentera,; 2002): Ciri-ciri, morfologi

ikan mas tersebut juga sesuai dengan Pudjirahaju; et al. (2008) yaitu:
1.-Warna sisik hijau kehitaman dengan-bagian perut berwarna putih.
2. Mata agak menonjol.

3. Gerakan-lamban dan-jinak:

4. Badan relatif paling pendek-dari ras strain yang lain dengan punggung tinggi.
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Menurut, Farag. et .al. (2014) yang.menginvestigasi anatomi-internal dari
ikan mas, sistem' pencernaanikan mas: terdiri-dari-mulut, rongga ‘mulut, faring,
esofagus; saluran usus,-hati dan-limpa. Sistem pencernaannya:terdiri dari insang,

operkulum,-dan-‘gelembung renang sedangkan sistem'urogenitalnya ‘terdiri' dari
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ginjal (head kidney dan; trunk kidney) -serta. gonad. Ikan-mas memiliki panjang

usus yang melebihi panjang tubuhnya. Melalui pengukuran yang telah dilakukan,
diketahui' bahwa  tubuhikan Mas memiliki panjang 'baku- 19 ‘cm rsedangkan
panjang .ususnya mencapai 50 cm-atau hampir tiga kali .lipat dari panjang
tubuhnya'/(Santoso, 11993)! ‘Gambaran: morfalogi’ ikan!'mas: 'dapat “dilinat ‘pada

Gambar 1.
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Gambar: 1.-Morfologi /lkan Mas (Cyprinus carpio L) (Farag et al;2014)
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2.1.2 Distribusi- dan Habitat
Svasand -et. al.-(2007), menggolongkan ikan mas. berdasarkan, distribusi
atau penyebarannya. Ikan mas secara ‘garis besar dibagi atas 2 sub-spesies,

yaitu| |Cyprinus - carpio:  yang - berasal ~dari Eropa  dan  Cyprinus: : carpio
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haematopterus: yang berasal dari Asia..lkan. mas yang: berasal dari: Asia sendiri
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dibagi’ ' menjadi-“2" grup, ' yaitu~ kelompok “Asia’ tengah- dan-Asia “tenggara.

Penyebaran ikan mas di.Benua Eropa dan-Asia dapat dilihat pada Gambar 2.
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1. The European subspedes Cypeinus carpio carpio™s
2 The Far Eastern subspecies Cyprinus carplo hasmatopterus -'t:?
3 The South-East Asion subspedes (yptinus carpio vifldiviaceus S,

Gambar 2. Kisaran populasi ikan mas liar di Eurasia (Svasand et al, 2007)

| REPOSITORY.UB.AC.D |

Habitat ikan mas.adalah perairan tawar seperti.sungai.atau danau.: Ciri
dari perairan -tersebut adalah tidak terlalu-dalam ‘dan memiliki- aliran''yang
tenang. lkan mas tumbuh menyukai daerah dengan ketinggian 150-600 meter
diatas pemukaan laut (dpl).' Pertumbuhan optimalnya pada suhu'25-30°C. ikan

omnivoera_ ini_terkadang juga dapat-hidup pada muara sungai yang berair

<
=
=
e
oc
(a8

UNIVERSITAS

payau dengan salinitas antara'25-30 %o (Khairuman, 2013)!
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2.1.3' Kebiasaan Makan
lkan. .mas.. termasuk . hewan . omnivora, i dengan.;:kecenderungan

memakan’ organisme’ ‘bentik; 'seperti*serangga’ air;” larva serangga, - cacing,
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moluska,. dan.:zooplankton; - Selain ritu,- ikan ~mas |tersebut : mengkonsumsi

tangkai, daun dan biji tanaman air dan terestrial, tanaman air yang membusuk

(Svasand et al, 2007): -Menurut, Cahyono(2000), makanan: utama:ikan: mas
adalah hewan kecil yang hidup di dasar perairan (bottom feeder), seperti larva
Chironomidag; | Oligochaeta;)/Tubificidae; = Epemenidae;:  Trichoptera, ' dan

Mollusca. Cara, makan hewan-hewan Kkecil tersebut dilakukan dengan cara
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mengambil -lumpur, menyeleksi;, danmengisap -bagian. yang:dapat .dimakan
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dan jasad yang tidak dapat dimakan dikeluarkan lagi-

Ikan. -yang- termasuk;. pemakan segala- /ini -saat,-muda -“memakan
zooplankton dan larva-larva- yang hidup didasar perairan  seperti larva
chironomus; icacing oligochaeta;: tubifex, serta berbagaijenis moluska. Pakan

tambahan dibutuhkan setelah’ ikan mas tumbuh-besar. Pakan tambahan ini
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dapat _berasal-dari-pakan buatan yang -memiliki'kadar: protein'sekitar:25-30%
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(Tim Agriminakultura,.2014).

2.2 Radikal Bebas
Radikal ‘bebas merupakan sekelompok' zat kimia' yang~ sangat reakiif

karena -memiliki -satu -atau lebih elektron, -yang, tidak  berpasangan - (Halliwell,
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2006). Hidrogen peroksida (H;03), anion superoksida (O;), dan radikal hidroksil
(OH)!merupakan-radikal;bebas atau spesies:oksigen reaktif (ROS) (Ahmad: et al,
2000; Harish dan Murugan, 2011). Clarkson dan -Thompson (2000) menjelaskan
bahwa radikal-bebas merupakan: suatu-atom: atau, molekul-yang-mempunyai:satu

elektron atau lebih yang tidak berpasangan. pada orbital terluarnya. Atom ini
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bersifat 'sangat reaktif 'sehingga bereaksisecaracepat 'dengan: atom-lain untuk
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mengisi. - orbital. .yang...tidak.  berpasangan. .Jika radikal . bebas tidak . dapat
dinetralisir,~maka ~dapat “merusak seluruh-tipe 'makromolekul -seluler," seperti

karbohidrat;, protein, (lipid dan asam mnukleat. Molekul.yang-terambil. elektronnya
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akan menjadi radikal bebas yang baru.

Menurut: Young dan Woodside' (2001),: pembentukan:radikal-dalam: tubuh

terjadi oleh "beberapa mekanisme yang melibatkan faktor endogen dan
lingkungan:-Faktor: endogen yang mempengaruhi terbentuknya radikal bebas: di
dalam, tubuh adalah produk” samping proses ‘metabolisme maupun karena

paparan 'yang masuk ‘melalui’ pernafasan_sehingga tersebar ke seluruh' tubuh.
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Selain: faktor.-..endogen, tersebut, terdapat faktor |lingkungan .. yang . .memicu

timbulnya' radikal “bebas,’ yaitu asap rokok, -polutan, “sinar “UV, radiasi dan

s xenobiotik:-Radikal bebas,imenyebabkan -kerusakan imembran: lipid; -DNA;, dan
2 = protein sehingga menyebabkan kerusakan jaringan (Gambar 3).
[
&’ ; ndogenous sources . : Environmental sources
o~ < smitochondrial leak Free radical production «cigarette smoke
> oc srespiratory burst * spollutants
S0 renzyme reactions 0. H.0 UV light
rautooxidation reactions 2 2 1i2¥2 sionising radiation
Lo o *xenobiotics
Transition
metals
Fe?*, cu'
8]
E: OH
E
| &
| § Lipid peroxidation Modified DNA bases Protein damage

NS

Tissue damage

Gambar 3.  Sumber: utama radikal -bebas-dalam tubuh-dan konsekuensi: dari
kerusakan. yang, diakibatkan oleh. radikal _bebas.. Radikal bebas
dapat menyebabkan LPO, kerusakan DNA dan protein sehingga
menyebabkan‘kerusakan jaringan (Young dan-Woodside, 2001).
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Kerusakan sel atau “jaringan akibat adanya radikal bebas . dapat
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menimbulkan - penyakit - degeneratif, seperti-penyakit "autoimun, “hingga' kanker

(Salamah et al; 2015). Makromolekul-yang paling rentan terserang radikal bebas
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salah-satunya 'adalah’ lipid. “Kerusakan -makromolekul' ini ‘terjadi ketika' radikal

bebas: bereaksi .dengan. asam. lemak  tak jenuh. (PUFA) yang. pada . akhirnya

menyebabkan’peroksidasi‘lipid. Peroksidasi lipid' merupakan reaksi berantai yang

memberikan - pasokan -radikal bebas. secara :terus-menerus  yang -menginisiasi

peroksidasi lebih lanjut (Shahidi 'dan Ambigaipalan, 2015).
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2.3 Antioksidan
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Antioksidan merupakan suatu zat'yang jika ada pada'konsentrasi rendah
dibandingkan-dengan: substrat yang 'dapat. dioksidasi, dapat-mencegah oksidasi
substrat tersebut (Flora et al, 2012). Antioksidan-dapat mengurangi dan bahkan
mencegah ckerusakan rsel dengan menetralkan; radikal /bebas:sebelum; radikal

tersebut menyerang.sel sehingga mencegah. kerusakan lemak, protein, enzim,
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karbohidrat, 'dan' DNA-(Fang /et al,~2002). 'Untuk menetralkan ROS, hewan
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memiliki mekanisme pertahanan antioksidan-yang terdiri dari.enzim _superoxide
dismutase (SOD), katalase '(CAT), glutathione'peroxidase (GPx), dan glutathione
reductase (GR); serta antioksidan non-enzimatik yakni.glutathione (GSH). Ketika

pertahanan-organisme tidak ‘cukup untuk menetralkan 'ROS; kerusakan' oksidatif
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dapat ! terjadi, salahsatu  jenis, yang- paling- serius- adalah: peroksidasi- lipid
(Scandalios, 2005). ~Aktivitas enzim antioksidan, “serta terjadinya kerusakan
oksidatif, telah diusulkan sebagai indikator stres-oksidatif-yang:-disebabkan-oleh
polutan (Ahmad et al, 2000; Li et al, 2003). Saat antioksidan yang berada di

dalam’ tubuh tidak: mampu! menyeimbangakan konsentrasi radikal-bebas! maka
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antioksidan sekunder dibutuhkan tubuh untuk “menjaga homeostasis antara

o
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radikal ‘bebas dan-antioksidan. ‘Hal ini‘tentunya’ dapat' mencegah berbagai efek
buruk,, seperti toksisitas. logam. berat,. inflamasi, kanker, penuaan, gangguan

kardiovaskular dan otak(Willcox et al, 2004).
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Sekarang-ini sumber. alami yang.memiliki,sifat; antioksidan.dipercaya-lebih

aman untuk kesehatan dibandingkan dengan antioksidan sintesis. “Beberapa

tanaman telah dilaporkan, memiliki potensi-sebagai' sumber antioksidan alami,
seperti ekstrak bekatul (Arab et al, 2011), ekstrak etanol daun serai (Hasim et al,
2015) dan buah naga (Cho dan Yong, 2011). Senyawa yang -memiliki aktivitas

antioksidan seperti vitamin. C dan .E, karotenoid, (karoten .dan xantofil), dan
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polifenol ;. (flavonoid, »asam -fenolik, lignan. dan, stilbenes) :dapat -memenuhi
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kebutuhan antioksidan di dalam‘tubuh(Oroian-dan Escriche, 2015).

Secara umum,-Flora-et-al. (2012),:mengelompokkan :antioksidan: alami
sesuai dengan mekanisme- tindakannya, vyaitu  antioksidan utama atau
pemutusan-rantai radikal (chain-breaking antioxidant) dan antioksidan: sekunder

atau  preventif. Antioksidan alami primer merupakan. senyawa yang mampu
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mengikis'radikal” bebas 'melalui: pemutusan ' reaksi._berantai. Hal ‘ini-dilakukan
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dengan cara memberikan elektron bebas pada ROS dan radikal lipid sehingga
sifatnya ' 'menjadi- stabil:' Proses' ini ‘menunda’ proses' oksidasi ‘dan ‘mencegah
peroksidasi- lipid yang nantinya dapat.menyebabkan kerusakan. membran (Flora

et al,~2012). Antioksidan' utama' yang -umum ‘termasuk ‘flavoneid, tokoferol dan

| REPOSITORY.UB.AC.D |

asam |askorbat; (Vaya -dan-, Aviram,’ .2000).: -Selain - itu,- terdapat: antioksidan
sekunder 'yang bertugas memperlambat laju reaksioksidasi, seperti vitamin E,
vitamin: C, B-caroten,-isoflavon, bilirubin-dan-albumin (Wanasundara dan Shahidi,

2005).

2.4 Stres Oksidatif
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Stres oksidatif' merupakan ketidakseimbangan ‘antara-produksi' radikal

o
i

bebas dan kemampuan.sistem biologis.tubuh untuk segera mendetoksifikasi.atau
memperbaiki “kerusakan ' ‘yang“diakibatkannya' (Flora,” 2012).~Hal “ini ' dapat

merusak  lipid, protein; dan asam. nukleat. Partikel atau-membran lipoprotein yang

| REPOSITORY.UB,ACID |

mengalami proses peroksidasi lipid menghasilkan™ berbagai produk termasuk

aldehida 'rantai :pendek seperti malondialdehida, alkana -dan- alkena; diena

terkonjugasi, dan berbagai hidroksida dan hidroperoksida. . Produk-produk ini
dapat. digunakan :sebagai'! penanda “peroksidasi; lipid |'(Young: dan’ Woodside,

2001).
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Peroksidasi. tlipid .. pada, kebanyakan- -kasus merupakan --fenomena
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sekunder, karena tidak ‘secara’langsung menunjukkan peran’penting untuk-stres
oksidatif  pada ‘penyakit  yang -bersangkutan: ~Harus- ada,mekanisme ; dimana
peningkatan produksi radikal- bebas atau penurunan pertahanan antioksidan
dapat terjadi: Selain itu,-bukti-stres oksidatif. harus dapat dideteksi-sebelum terjadi

kerusakan jaringan. Penambahan status antioksidan .pada .tahap. awal harus
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dilakukan'/antuk ~“mencegahi ‘atau mengurangi. kerusakan: jaringan(Young' 'dan
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Woodside, 2001). Beberapa  faktor, yang -.dapat ; mempengaruhi kerusakan
jaringan, antara'lain: target molekuler, tingkat stres yang terjadi,-mekanisme-yang
terlibat, serta waktu ;dan. sifat. alami dari. sistem_yang diserang. (Winarsi,: 2007).

Mekanisme-terjadinya’ stres oksidatif dapat-dilihat pada Gambar-4-.

Dynamic
Free Radicals homeostatic Antioxidants
balance
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Oxidative Stress

:

Tissue injury & cell death
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Gambar 4.-Proses terjadinya-stres oksidatif.-Dalam kondisi fisiologis: normal, ada
keseimbangan antara radikal bebas dan jantioksidan-dan- jika terjadi
penyimpangan .maka dapat menyebabkan stres _oksidatif yang
menyebabkan kerusakan jaringan dan kematian sel (Flora et al,
2012).
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2.5 Herbisida Roundup dengan Bahan Aktif Isopropilamina Glifosat
herbisida:Roundup, berbentuk-cair mamun, pekat dan-berwarha:kuning
kecoklatan yang mudah larut -dalam_air. Cara kerja herbisida Isopropilamina

glifosat | bersifat “sistemik; ' yakni dapat  mematikan rseluruh’ ‘bagian- gulma
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2.5.1 Degradasi-Herbisida di Tanah dan Lingkungan Perairan

[ RePOSITORY.UB.ACID |

Herbisida 'dapat masuk ke badan “air 'seperti aliran air-alami (sungai,
anak' sungai,-sungai), -saluran -drainase, dan -kolam -drainase,. -lahan. basah
alami;” kolam, laguna, "waduk dan danau melalui~penyemprotan  langsung
(EPA, 2017): Herbisida:juga:dapat mengkontaminasi perairan' melalui-aplikasi

di darat yang kemudia terkena limpasan atau pencucian air permukaan, dan
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menuju ke dingkunganperairan terdekat: Hal ini/telah dibuktikan-oleh-laporan
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yang, menunjukkan -adanya Tresidu.glifosat, dalam air yang berasal ‘dari
penyemprotan yang ‘berlebihan-dalam ‘operasi-Kehutanan, juga’ dari limpasan
dan dari;. pembuangan saluran._.irigasi . (WHO,. 2005). .Keberadaan. pestisida

dalam’ perairan ‘laut ‘'umumnya terbawa ‘oleh aliran sungai’ dan’dari'atmosfer

| REPOSITORY.UB.AC.D |

yangijatuh bersamaan-dengan. hujan:.dan.sebagian besar. disumbangkan;dari
aktifitas pertanian (Clark, 2002).

Waktu- degradasi herbisida merupakan, waktu yang. diperlukan  bagi
herbisida untuk mencapai setengah dari'konsentrasi awal. Pada tanah, waktu

paruh glifosat;kurang /lebih adalah 47-hari=(Vencill,' 2002).-Glifesat; memiliki
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potensi rendah untuk mencemari air tanah karena sifat adsorptif yang kuat.

o
i

Namun; herbisida ini berpotensi: untuk-mengkontaminasi-air ' permukaan 'dari
penggunaan air. dari glifosat dan erosi tanah. Penguapan glifosat diperkirakan

tidak -akan‘signifikan-karena tekanan uap 'yang rendah’ (EPA,1993). Tanah
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dan kondisi iklim mempengaruhi persistensi glifosat di tanah (EPA,1993).

Kandungan herbisida; baik di dalam-tanah maupun di'dalam’air ‘akan

mengalami-degradasi seiring. waktu.: Saat-badan, air jterkontaminasi: herbisida
glifosat, ' maka waktu degradasi glifosat terjadi mulai dari beberapa hari-sampai
91 hari(bervariasi). (Tomlin, 2006). Degradasi terjadi/lebih.cepat pada kondisi

aerobik dibandingkan dalam kondisi anaerob. Waktu paruh untuk biodegradasi
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dalam tanah. sangat -bervariasi dan . berkisar - antara . beberapa :hari  dan
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beberapa bulan;‘di'dalam‘air-antara 12 jam'sampai 7 minggu (WHO, 2005).

2.5.2 Toksisitas Akut Glifosat dan Roundup
Selain-bahan‘aktif, herbisida memiliki-kandungan lain‘yang sebenarnya

memiliki fungsi.untuk membasmi. Bahan tersebut, disebut_inert (surfaktan).
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Tujuannya ~adalalr ‘untuk ''memfasilitasi “penggunaan v produk - atau" ‘untuk
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membuatnya lebih. efisien.:Biasanya senyawa.inert tidak-diidentifikasi. .dalam
label pestisida‘(Ghisi; '2012)." Herbisida ‘Roundup’ adalah-formulasi-komersial
yang! mengandung. glifesat [N-(fosfonometil) glisin] sebagai. bahan: aktif dan
Polyoxyethyleneamine (POEA) sebagai surfaktan (Guilherme et al, 2010).

Surfaktan  mengurangi -tegangan permukaan:dan_'meningkatkan-penetrasi

| REPOSITORY.UB.AC.D |

glifosat dalam jaringan tanaman. Surfaktan bukanlah zat tunggal dan mungkin
berisi_campuran:suatu ‘bahan untuk memberikan' sifat' yang diinginkan pada
setiap formulasi komersial herbisida glifosat (Micah, 2015). Menurut Diamond
dan Durkin=(1997), surfaktan'yang terdapat-pada herbisida ‘Roundup -dengan

bahan. aktif glifosat sebesar 15% atau.150 g/l..Hal ini;diasumsikan bahwa nilai
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15% mengacu pada ‘berat'per satuan ‘volume. Surfaktan'Roundup merupakan
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turunan.dari lemak, campuran kompleks. lemak dari jaringan lemak.sapi atau
domba. Untuk organisme' air, surfaktan-jauh-lebih’ beracun dari-glifosat. Tidak

seperti glifosat, POEA Jlebih: beracun:di-dalam: air, alkali:dari- pada. di:dalam air

| REPOSITORY.UB,ACID |

asam. Dengan demikian, potensi relatif POEA terhadap glifosat tergantung pH

Toksisitas, akut glifosat -tidak-menyerang -organ  target yang spesifik

(Bayer, 2013). Beberapa penelitian telah menunjukkan bagaimana toksisitas

glifosatrmaupun ‘herbisida /Roundup pada biota)perairan. Folmar-et al:: (1979)

menjelaskan _bahwa LCsg glifosat untuk rainbow._trout (Onchorynchus mykiss)

adalah 140 mg/l, untuk fathead minnows (Pimephales promelas) adalah 97
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mg/l, untuk-ikan -lele (lcalurus, punctatus) adalah 130 -mg/l dan. untuk-bluegill

[ RePOSITORY.UB.ACID |

sunfish' '(Lepomis ~macrochirus)’ adalah- 150" -mg/l.- Ketika'mereka “dipapar
Roundup, LCsq untuk: ikan ' yang sama berturut-turut adalah 8,3 -mg/l, 2,4 mg/l;

13,0 'mg/l, -dan;-6,4 -mg/l, sedangkan -Seyedkolaei| et :al.. (2013) juga telah
menemukan nilai LCsp-g6am ROUNdup pada Cyprinus carpio dengan panjang 10

cm dan berat. 41 gram-adalah sebesar 22,19 ppm. Berdasarkan ‘penelitian-
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penelitian tersebut, “dapat disimpulkan bahwa formulasi Roundup lebih
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beracun untuk ikan- dibandingkan -dengan | glifosat; murni. | ‘Hal -ini; dapat
disebabkan oleh senyawa .inert (surfaktan) yang berada di dalam.formulasi

Roundup:

2.5.3'Roundup sebagai Penyebab Stres Oksidatif-dan'Hepatotoksikan

| REPOSITORY.UB.AC.D |

Selama proses metaholisme,~-ROS, yang diproduksi-secaraalami: dapat
bereaksi. dengan makromolekul utama seperti lipid, protein, dan asam nukleat.
Dalam kondisi: normal, terdapat keseimbangan antara produksi-dan pemindahan
radikal bebas. Peroksidasi lipid membran sel merupakan faktor utama.dalam

kerusakan “insang- dan- organ lainnya- karena' paparan‘-bahan- kimia' tertentu
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(Mehrepak et al, 2016). Produksi ROS yang terkait;dengan adanya, polutan dan
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pembentukan - stres ‘oksidatif merupakan -mekanisme ' toksisitas-yang mungkin

terjadi' pada-.organisme, airyang terpapar. :herbisida; (Oropesa et al,.:2008).

| REPOSITORY.UB,ACID |

Beberapa xenobiotik, seperti -herbisida, dapat  menghasilkan Reactive Oxygen

Species; (ROS) ‘melalui-beberapa mekanisme, seperti. gangguan. pada: transpor

elektron dii membran mitokondria, inaktivasi enzim antioksidan, penipisan
antioksidan-non-enzimatik .dan membran: peroksidasi lipid (Winston dan: Di: Giulio,
1991).

Konsentrasi 'ROS"'lyang' rendah’‘cenderung "'menginduksi 'sinyal: pro-

survival. ‘Artinya organisme tersebut-masih dalam keadaan _mampu, menetralisir
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radikal - bebas :/di.. dalam  tubuhnya,  .sementara tingkat - stres. oksidatif- dan
kerusakan ~'sel ““yang " ‘lebih~ tinggi = dapat meningkatkan ~apoptosis ' sebagai
mekanisme-perlindungan (Martindale-dan Holbrook; 2002).-Webster, dan;Santos
(2015) telah- membuktikan bahwa herbisida Roundup maupun bahan aktifnya,
yakni_ glifosat: memiliki:  efek stres oksidatif ) pada 1 ikanr <brown - trout. : :Profil
transkripsional .. menunjukkan ~ bahwa paparan . glifosat. dan Roundup
mempengaruhi'jalur sinyal' yang-mengendalikan respons/stres seluler.-Jalur=jalur
ini meliputi jalur MARK, TNF, Kalsium; AP-1, NF-Kb,dan tp53 yang terlibat dalam
pengaturan-apoptosis sel.'Hal ini menunjukkan adanya respons seluler terhadap
stres: oksidatif.: Selain .itu, terdapat juga.peningkatan. . proliferasi.sel.dan terjadi
peningkatan' proses -metabolisme. Mekanisme ‘glifosat “dan “Roundup dalam

menginduksi stres-oksidatif dapat dilihat.pada Gambar-6.

Glyphosate & Roundup

Oxidative Stress

v

anti-oxidant system

pro-apoptosis

signalling
MAPK signalling
TNF signalling ¢

N N calcium signalling "
Pro- survival repair AP1 Apoptosis

J NF-kB
tp53
PNA damage-inducible
transcripts \ /

Heat shock proteins

Molecular chaperones

Cell proliferation &
turnover

|

proliferation factors
insulin signalling
ECM
cytoskeleton

cellular transporters

energy metabolism
lipid metabolism Metabolic response

Gambar 6. Skema yang menggambarkan stres’ oksidatif sebagai. mekanisme
utama toksisitas - glifosat-dan-'Roundup-' ‘dan - proses' ‘yang
terpengaruh; yang : sesuai ' dengan respons: stres -sel. -Teks biru
menunjukkan jalur. pensinyalan-kunci yang diatur. dan kelompok gen
fungsional yang terkait dengan setiap proses (Webster. dan Santos,
2015).
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Herbisida masuk  dalam tubuh ikan.dapat melalui saluran pencernaan,
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saluran ‘pernafasan, dan’ kulit. ‘Pada “saluran‘ pencernaan, herbisida“yang' ada
dalam!usus -akan-mengalami proses -absorpsi -dan distribusi, dengan; adanya
proses ini mengakibatkan kerusakan pada jaringan ikan. Proses distribusi terjadi
dimana pestisida: yang-ada :di usus -dibawa oleh’ peredaran darah’ vena portal

hepatis menuju ke hepar. Di hepar akan terjadi detoksikasi dan akumulasi racun
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(Rudiyanti'dan [Ekasari,-2009)./Hati memiliki: peran sentral* yakni‘sebagai tempat
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biotransformasi.xenobiotik. Oleh karena itu didalamnya terjadi beberapa. reaksi
oksidatif dan pembentukan radikal bebas. Penelitian-yang-dilakukan oleh Jasper
et al. (2012) menunjukkan bahwa terjadi. aktivitas .antioksidan:yang-tinggi akibat

dari pemaparan‘glifosat pada’ jaringan- hati-tikus. Aktivitas tersebut tampaknya

| REPOSITORY.UB.AC.D |

tidak cukup.untuk -menghindari- kerusakan yang dipicu. oleh glifosat - Roundup®
bahkan pada dosis rendah (50'mg / kg berat badan). Peningkatan lipoperoksidasi
dan penurunan kadar. tiol\non-protein. dalam; jaringanhati; mendukung; hipotesis
bahwa efek toksik herbisida dikaitkan . dengan = kemampuannya - untuk

menghasilkan-'ROS.
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Konsentrasi radikal bebas yang tidak seimbang dengan antioksidan dapat

o
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menimbulkan —stres oksidatif'pada tubuh.’ Stres' oksidatif 'dapat menyebabkan
peroksidasi lipid sehingga dapat menyebabkan kerusakan. sel.dan menimbulkan

penyakit ' degeneratif,” misalnya ‘penyakit-pada-hati-(Sen“et-al.-* 2010). ‘Paparan

| REPOSITORY.UB,ACID |

glifosat.-dan, metabolismenya. yang terjadi-di: hati dapat menyebabkan . produksi

malondialdehid (MDA) berlebihan serta stres oksidatif melalui ROS yang tidak

teregulasi (El-<Shenawy,2009). Oleh karenasitu; sangat penting mempertahankan

keseimbangan antara ROS dan antioksidan di dalam tubuh.
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2.6 Pegagan (Centella asiatica)

[ RePOSITORY.UB.ACID |

Pegagan™ (Centella ' asiatica) “adalah - tumbuhan “rambat’ yang ' dikenal

g dengan-nama: Indian Pennywort. Tumbuhan /ini  adalah-salah. -satu-tumbuhan
2 g herba yang biasanya digunakan untuk menyembuhkan luka, mengobati
%E permasalahan; pada Kulit sertar untuk-merevitalisasi_syaraf \dan-sel-otak: Berikut
% % adalah klasifikasi Pegagan (Centella asiatica (L.) Urban.) menurut Gupta (2013):
& Kingdom ! Plantae

Division : Tracheophyta

T Class : Magnoliopsida

o

: g Order “Apiales

E é Family . Apiaceae

|8

Eé Genus ;- Centella

Spesies : Centella'asiatica’(L.) Urban

Pegagan_ tumbuh merambat-hingga:mencapai, ketinggian-15, cm. dan
batangnya berwarna'lurik. ‘Pada‘setiap batang terdapat 2-3 daun dengan panjang

2-6 .cm.dan, lebar. 1,5-5-cm. Pegagan: memiliki-bunga- berwarna putih-keunguan
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atau merah ‘'muda. Buahnya' berbentuk-persegi ‘panjang dan“bulat. “Bunga ‘ini
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mekar selama bulan: April sampai Juni., Tumbuhan! ini berkembang di tempat
teduh, lembab dan basah seperti sawah dan tepi sungai. (Singh_et al, 2010).

Centella asiatica dapat ditemukan di seluruh-daerah tropis-dan sub tropis, seperti

| REPOSITORY.UB,ACID |

Asia Tenggara, India, Sri Lanka, bagian China, Kepulauan Laut Selatan Barat,

Madagaskar; - Afrika> 'Selatan, - Amerika (’Serikat ' Bagian - Selatan;, - 'Meksiko,

Venezuela, Columbia.dan Amerika Selatan Bagian Selatan (Ravi et al, 2008).
Centella' “asiatica' - mengandung - berbagai -senyawa ' ‘seperti- ‘alkaloid,
saponin, ;. glikosida, fenol, triterpenoid,.dan. flavonoid, Menurut. Chippada. dan

Vangalapati (2011), 'senyawa fenol, triterpenoid’ dan’ flavonoid ‘memiliki’ aktivitas
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antioksidan yang- luar-biasa. Tanaman: ini juga:memiliki.senyawa.triterpen, seperti

asiaticoside, madecassoside, ‘asam asiatic,” dan ‘asam madecassic yang. dapat
menyebabkan- efek hepatoprotektif (Zhao, et-al;.2014). ,Beberapa:-penelitian-telah
menunjukkan beberapa manfaat bahan aktif yang terdapat pada pegagan,
sepertirkandungan, asiaticosideyang cdapat ‘'mempercepat-penyembuhan:luka

(Srivastava et al, 1997). Pemberian .oral ekstrak pegagan juga telah dilaporkan
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sebagail anti'tumor oleh' Babu'dan Paddikkala'(1994). Menurut: Upadhyay ‘et al.

A
\_"g'r

(2002), - Centella = asiatica _mengandung - brahmicacid, _asam . isobrahmic,
brahminoside dan-brahmoside. Ini memiliki sifat’ psikotropika, -obat penenang dan
antikonvulsan.. :Hal ini. juga .berguna; dalam .demensia, . gangguan: mental. dan

kecemasan-serta peningkatan’ memori,” konsentrasi-pada-anak-anak ‘disabilitas.
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Selanjutnya; Wang et al..(2003) mengisolasi:pektin idari Centella asiatica-yang
menunjukkan ~aktivitas ‘imunostimulan.Ekstrak 'metanol Centella "asiatica ‘juga
menunjukkan<efek: imunemodulator:(Jayathirtha s dan ‘Mirsha;::2004).  Seluruh

bagian dari tanaman_pegagan (Centella asiatica) dapat dilihat pada Gambar 7.
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Gambar 7. Centella asiatica (Chandrika dan ' Kumara, 2015)

| REPOSITORY.UB.ACID |

2.6.1 Centella asiatica sebagai Natural Antioksidan
Beberapa tahun terakhir, para-ilmuwan telah' 'melakukan ‘upaya besar
untuk meningkatkan sistem detoksifikasi. dan, meningkatkan sistem antioksidan

seluler ‘untuk melawan stres oksidatif yang disebabkan xenobiotik. Banaee‘et al,
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2015 dalam--penelitiannya -melihat bagaimana . efektivitas ;ekstrak- . silymarin
terhadap ikan’zebra yang' diinduksi malthion. Ibrahim dan Banaee (2014) juga
melihat-bagaimana efek dari-lycopene dan-vitamin e pada-ikan nila'yang dipapar
oleh diazinon berdasarkan hematologi dan biokimianya. Selain itu, Zhou et al,
2015 melakukan = percobaan  untuk: cmelihat ) efektivitas: hepatoprotektif:- dari
formulasi herbal China (Yingchen decoction) .terhadap. ikan mas yang di-papar
olaquindox:: 'Beberapa ~penelitian ini- ‘menunjukkan’ ‘pentingnya: meningkatkan
kapasitas antioksidan total pada sel. Samani et al; 2017 menyatakan bahwa
peningkatan 'kapasitas antioksidan total pada ‘sel sangat‘efektif dalam ‘menjaga
keseimbangan sel untuk. menetralisir radikal bebas serta. melindungi-sel.

Nansy et al. (2014) memfraksinasi-ekstrak etanol-70% " Centella ‘asiatica
dengan-pelarut kloroform. Penelitian:ini. menunjukkan-kandungan flavenoid-total
yang setara dengan kuersetin 1,19 £+ 0,01"g tiap 100 g berat kering ekstrak.
Sampai saat: ini;: flavonoid; dianggap:;sebagair kontributor -:utama; aktivitas
antioksidan yang ditunjukkan oleh tanaman (Mustafa et al, 2010). Ekstrak
Centella 'asiaticaadalah ' salah ‘satu yang menunjukkan ‘aktivitas penangkapan
radikal bebas (Hashim et al, 2011). Setiap gram ekstrak etanol Centella asiatica
memiliki aktivitas-antioksidan-sebesar43,98 + 2,048 mg Kuersetin (Salamah dan
Farahana, 2014). Selain itu, Pittella et al. (2009). melaporkan bahwa ekstrak air
Centella ‘asiatica’mengandung ‘flavonoid- (0,361 g 7 100-Q) yang menunjukkan
aktivitas, ;penangkapan- radikal ;bebas: dengan nilai | 1Cs adalah, 31,25, ug: /. mL.
Senyawa flavonoid danfenolik dalam Centella asiatica memiliki kontribusi besar
terhadap aktivitas antioksidan (Zainol-et al:;<2003) dan berpotensi: untuk penyakit
kardiovaskular (Pang et al., 2008).

Berdasarkan ‘penelitian’ Katare:dan-Ganachari (2001) :Centella  asiatica
dilaporkan memiliki aktivitas:anti-lipid-peroksidatif akibat toksisitas yang dimediasi

oleh radikal bebas. Hasil'penelitian ‘Jayashree et al.' (2003) juga menunjukkan
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kegiatan penangkapan radikal bebas dari eksrak, Centella.asiatica.  Efek. biologis

Centella asiatica“ini terkait dengan adanya bahan' aktif seperti'senyawatriterpen

s dan fenolik. Konstituen-aktif,yang ada dalam-ekstrak centella -asiatica adalah
2: triterpenes yaitu asam asiatic, asiaticoside (Inamdar et al, 1996). Aktivitas
= B
2 = antioksidan-dari ;'senyawa asiaticoside telah: diteliti Shukla et al<(1999) sebagai
w
>
= o senyawa yang melawan kerusakan sel akibat radikal bebas. Mekanisme yang
S

l terjadi’ ‘akibat-xenobiotik 'dan ‘' efek dari antioksidan 'herbal- dapat “dilihat ‘pada

o
Gambar 8.
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Gambar 8. Gambaran mekanisme metabolisme obat dan xenobiotik dan efek
antioksidan herbal. Induksi reseptor nukleus oleh obat-obatan dan
xenobiotik ‘menyebabkan ‘translokasi-di ‘nukleus”dimana ‘mereka
meningkatkan-ekspresi. enzim sitokrom 1 P450. Aktivitasenzim/ ini
menghasilkan -.metabaolit . reaktif - dan radikal. bebas: yang -pada
gilirannya mengikat makromolekul, menyebabkan peroksidasi lipid
membran, ‘dan- meningkatkan - toksisitas" seluler.” Produk alami
meningkatkan- ekspresi- enzim'' fase ''ll;-’ tingkat - ‘antioksidan
intraselular, (GSH), dan-enzimantioksidan:<Produk: -alami:juga
dapat menghambat aktivitas enzim sitokrom P450 untuk mencapai
homeostasis dinamis dan mengurangi toksisitas seluler (Singh et
al, 2016). »

| REPOSITORY.UB.ACID |

Kemampuan -antioksidan Centella asiatica, juga telah dilaporkan oleh

Kumar 'dan Gupta (2002).' Hasil-penelitian’'mereka menunjukkan bahwa ekstrak

BRAWIJAYA

UNIVERSITAS

18

4
g




POSITORY.UB.ACID |

[

UNIVERSITAS

*/BRAWIJAYA

| REPOSITORY.UB.AC.ID |

<
=
=
e
oc
(a8

UNIVERSITAS

4
iy

| REPOSITORY.UB,ACID |

BRAWIJAYA

UNIVERSITAS

&

air. Centella. asiatica ;pada_dosis. 200 dan 300 mg kg menunjukkan-penurunan
yang “signifikan ‘padatingkat MDA di otak, yang merupakan produk-akhir dari
peroksidasi- lipid-, dan rradikal, /bebas. -Peningkatan |serentak: glutathione -yang
merupakan sebuah tripeptida yang ditemukan di semua sel secara simultan dan
signifikan/bereaksi dengan:radikal -bebas- untuk :melindungi-:sel- dari, radikal
superoksida, radikal hidroksil dan oksigen singlet (Schulz et al, 2000). Zainol et
al. ' (2003) juga ‘melaporkan:hahwa daun dan 'akar 'Centella -asiatica' memiliki
aktivitas .antioksidan-tinggi; yang sama_ baiknya dengan_a-tocopherol. Mereka
menentukan' kandungan ‘fenolik- 3,27-11,7' g ‘dalam-100°g -sampel kering, dan
memiliki ;asosiasi. kuat. (r2.=.0,90) dengan _aktivitasantioksidan.. Jadi.. senyawa
fenolik dapat menjadi-kontributor utama aktivitas ‘antioksidan Centella asiatica.
2.6.2|Centella asiatica sebagai-Hepatoprotektor

Hati-adalah organ utama untuk detoksifikasi berbagai xenobiotik termasuk
obat-obatan ; dan -toksin; ' Akibatnya, -obat-obatan | lebih - mempengaruhi - hati
daripada. organ lainnya dan menempatkan hati, pada peningkatan - risiko
kerusakan toksik-(Cheng' et al; '2012).- Kerusakan' hati'ini’ diakibatkan ‘oleh' bahan
kimia hepatotoksik dan peran stres- oksidatif di dalamnya .(Malhi. dan "Gores
2008). 'Jika''dapat memblokir, atau menghambat reaksi- berantaidari' proses
oksidasi ;. maka. akan, menjadi. strategi terapeutik . untuk :.pencegahan.. dan
penanganan kerusakan hati-(Kepekci-et al, 2013).-Oleh- karena itu,~beberapa
terapi hepatoprotektif-telah, dikembangkan dengan menghambat peroksidasi-lipid,
meningkatkan' mekanisme ' pertahanan - antioksidan seluler atau memodulasi
fungsi kekebalan:tubuh-(Shaker: et al.;~2011): Selanjutnya; peneliti-menemukan
bahwa beberapa ekstrak herbal dan komponennya memiliki efek antioksidan dan
hepatoprotektif 'dan ‘akan. digunakan- sebagaipengobatan ‘pengganti; antibiotik
dan bahan kimia untuk pencegahan-dan pengendalian penyakit ikan (Jia et al

2014).
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Suatu .- senyawa- atau . zat yang-. berkhasiat| melindungi- sel . sekaligus
memperbaiki jaringan hati' yang rusak -akibat pengaruh zat toksik biasa disebut
dengan, hepatoprotektor  (Panjaitan,~2008).. Pemberian, hepatoprotektor:  dapat
dilakukan “untuk = pencegahan (preventif) ~atau penyembuhan = (kuratif)
(Kumarappans=et-al,-2011). “Antony -et ral. 5(2006) | telah-meneliti ‘tentang:efek
hepatoprotektif . Centella asiatica pada hati ‘tikus . yang.. diinfeksi karbon
tetraklorida: 'Hasil “penelitian-ini- menunjukkanbahwa'' ekstrak :Centella’asiatica
memiliki efek hepatoprotektif terhadap, kerusakan hati pada tikus akibat CCl,. Hal
ini dibuktikan dengan-penghambatan penurunan serum albumin-dan-peningkatan
kadar protein pada enzim marker yaitu, AST, ALT dan:ALP. Pemberian ekstrak
Centella asiatica’ secara ‘efektif menghambat ‘perubahan ‘lemak ~dan" ‘infiltrasi
round cell pada hepatosit dengan dosis-berbeda. Tikus, yang-di treatment dengan
40-mg ekstrak memiliki tingkat” perlindungan yang lebih" tinggi daripada yang
diobati dengan ekstrak-20:mg:

Penelitian yang dilakukan oleh Choi et al (2016) ingin menunjukkan
apakah'| /' Centella: ‘asiatica '’ mampu:  mencegah i kerusakan: —hati'/akibat
Dimethylnitrosamine, (DMN). DMN -merupakan bahan kimia yang biasanya
terdapat dalam ‘cairan -batik atau rokok. 'Penelitian 'ini ‘fokus ' pada -perbaikan
fungsional dan: morfelogi. organ.hati melalui peningkatan. enzim. antioksidan dan
redaman mediator-inflamasi, serta mengevaluasi kerusakan-hati- yang diinduksi
DMN pada tikus dengan.menggunakan ekstrak-etanol (EtOH) yang diperoleh dari
daun Centella asiatica. Hasil histologi hati - menunjukkan ‘bahwa Centella asiatica
secarasignifikan, -mengurangi  nekrosis;, degenerasi-intralobular dan; nekrosis
fokal, dengan fibrosis_jaringan-hati. Selain itu, Centella asiatica secara signifikan
menurunkan' tingkat malondialdehid (MDA) ‘dan 'secara signifikan meningkatkan
kadar . enzim . antioksidan, termasuk superoksida . dismutase,- glutathione

peroxidase-dan katalase.
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2.7 Malondialdehida;(MDA).sebagai Biomarker Stres: Oksidatif

[

Malondialdehida (MDA) merupakan biomarker stres oksidatif yang' paling
sering! digunakan -dalam .banyak masalah -kesehatan, seperti -kanker; psikiatri,
penyakit ~ paru  obstruktif- kronik, asma, “atau penyakit’ Kkardiovaskular
(Khoubnasabijafari- etral;12015). Sifat)alamiah 'dari\ radikal -bebas adalah

menyerang organel-organel sel yang menunjukkan . reaksi. seperti oksidan.
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Serangan’ ‘radikal - bebas''pada membran: lipid  menyebabkan pembentukan

J
f‘é'.v

hidroperoksida -dan selanjutnya memproduksi malondialdehida. (MDA). Serangan
pada-membranlipid-ini- disebut' peroksidasi lipid, dan' malondiadehida'saat ini
diukur,..sebagai .. produk . . kerusakan, . membran . lipid. . akibat.  radikal :bebas

(Niedernhofer et al, 2003).
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Penelitian. -yang- . dilakukan oleh- Banaee; et al.~(2015) menunjukkan
peningkatan’ ‘peroksidasi lipid “akibat “paparan ‘malathion " (pestisida) disertai
denganpenipisan-kapasitas-antioksidan; total -di: hatirikan,yang:terpapar.-Oleh
karena itu, peningkatan kadar MDA dapat dikaitkan dengan peningkatan:kadar

ROS di hati ikan-yang terpapar-xenobiotik: seperti herbisida: Peningkatan: kadar
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MDA juga terjadi di berbagai jaringan ikan yang terpapar pestisida lain seperti

4
iy

deltamethrin’(Yonar dan'Sakin, 2011), metil parathion dan‘chlorpyrifos (Sharbidre

et al,;2011), carbamazepine (Li et al,2010), dan trazine (Paulino.et al, 2012).
Menurut' Domijan et al. (2014), supernatan dari 10% homogenat ikan'mas

(N =120),, memiliki-tingkat, MDA-1,54-2,70-umol ./ L (2,16-+.0;37-umol / L)-atau

0,015-0,027 ymol /' g jaringan (0,02 + 0,004 ymol-/ g jaringan). Kadar MDA pada

| REPOSITORY.UB,ACID |

ikan tergantung pada’jenis ikan.-Sanz et-al,<(2013) melaporkan-bahwa:jenis;ikan
yang berbeda seperti cubus lberia (Squalius pyrenaicus), ikan mas biasa, ikan
mas (Carassius - auratus), barbel Andalusia ‘(Luciobarbus sclateri)-dan -trout
pelangi (Oncorhynchus mykiss) memiliki tingkat MDA hati yang berbeda.. Selain

itu, suhu'air'dan aktivitas perilaku ikan dapat-mempengaruhi tingkat MDA dengan
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meningkatkan.tingkat: metabolisme. Selain. suhu, suplementasi pakan-juga.-akan
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mempengaruhi tingkat MDA pada organisme. ‘Hal ini dibuktikan“oleh~penelitian
Chien dan Hwang-(2001) bahwa suhudan, suplementasi vitamin-C-berpengaruh
pada kadar MDA hati ikan thornfish (Terapon jarbua) yang dibudidayakan pada
suhu' 28,32 «dan -36°C:  Tingkat MDA terendah ryaitu di:bawah 0,37umol\/-g

jaringan,. yang terdeteksi pada ikan.yang dikultur pada suhu 28°C dan" diberi
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makanan'/'yang -dilengkapi | ‘dengan vitamin' ' C."/Hal ! ini- menunjukkan' 'bahwa

3
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lingkungan  serta = faktor - fisiologis-, spesifik. _dari masing-masing  spesies
mempengaruhi tingkat MDA pada ikan.
Stres. oksidatif .dapat . diukur imelalui. kadar MDA, . SOD, GPx.dan. CAT

dalam’ homogenat-jaringan' hati; sebagai-indikator aktivitas peroksidasi lipid dan

| REPOSITORY.UB.AC.D |

aktivitas, enzim antioksidan (Choi et al,-2016): - Hasil penelitian-Flora dan Gupta
(2007) menunjukkan bahwa ekstrak air ‘Centella asiatica pada konsentrasi 200
dan 500 mg: /kg:beratbadanmelindungi-hewan secara signifikan:dari kerusakan
akibat arsenik. Penurunan aktivitas ALAD, aktivitas GSH / GSSG, SOD, katalase

dan GPx, disertai-dengan’|peningkatan tingkat /MDA (produk :akhir peroksidasi

<
=
=
e
oc
(a8

UNIVERSITAS

lipid), mendukung fakta bahwa stres oksidatif dihasilkan. karena paparan

o
i

xenobiotik (arsenik). Ekstrak -air-Centella asiatica memberikan' perlindungan yang
signifikan, . terhadap ~stres ;.oksidatif—yang . disebabkan . oleh. _arsenik, . dengan

mengaktifkan “enzim-ALAD, -~ menghambat -peroksidasi ‘lipid ' dan ‘mengaktifkan
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enzim pertahanan. antioksidan.-Halini. .juga :telah| dibuktikan -oleh: .Choi: et , al.

(2016) melalui pemberian ekstrak Centella asiatica terhadap tikus yang diinfeksi

DMN. Tingkat-MDA meningkat secara nyata-menjadi 0,5 x-0,1 nmol /. mg jaringan
pada kelompok yang diinfeksi DMN. Namun. Centella asiatica secara signifikan
menurunkan' tingkat MDA menjadi 0,3 0,03 nmol '/ mg pada: dosis 'masing-

masing 100 mg / kg dan 0,2+ 0,01 nmol / mg.pada dasis 200 mg / kg.
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Dwijayanti et al. (2014) juga telah -melakukan- penelitian.yang bertujuan
untuk-membuktikan efek ‘hepatoprotektif-dari ‘kombinasi’ antara’ Acalyphaindica
and Centella-asiatica terhadap, hipoksia melalui penghambatan: peroksidasi: lipid
dengan mengukur kadar malondialdehida (MDA) dalam plasma dan hati. Hasil
penelitian ini-menunjukkan bahwa kadar, MDA pada hati-meningkat; sedangkan
kadar MDA pada plasma tidak mengalami peningkatan. Kelompok B dengan
Acalypha'indica 200-mg/kg berat badan ditambah dengan Centella“asiatica'150
mg/kg.berat badan memiliki efek perlindungan pada hati tikus.terhadap hipoksia
melalui’ ' mekanisme “peroksidasi' lipid: “Efeknya’ menunjukkan “perbedaan “yang
signifikan. dibandingkan kelompok hipoksia. MDA sendiri. merupakan-produk. akhir
dari peroksidasi lipid.” Peroksidasi lipid-disebabkan oleh"spesies-oksigen reaktif,
yang! diinduksi: -oleh: -hipoksia-. (Jusman;,--2009); | Kumar. -dan. Gupta - (2002)
melaporkan bahwa ekstrak air dari tanaman Centella asiatica memiliki  aktivitas
antioksidan- rdengan- imengurangi peroksidasilipid-, dan = menambah,  enzim

antioksidan endogen_di otak.

2.8 Superoksida Dismutase (SOD) sebagai- Enzim Antioksidan Endogen
Tubuh-'memiliki- mekanisme' ‘sistem ' ‘pertahanan- alami-berupa ' enzim
antioksidan.endogen-yang; berfungsi-menetralkan dan: mempercepat.degradasi
senyawa radikal‘bebas untuk- mencegah kerusakan komponen ‘makromolekul sel.
Sistem ini. dibagi dalam-dua kelompok- besar yaitu: sistem pertahanan preventif
seperti enzim superoksida dismutase, katalase, dan glutation peroksidase (Valko
etal, 2007); dan; sistem pertahanan- melalui: pemutusan- reaksi: radikal ' seperti
isoflavon, vitamin A, vitamin C, dan vitamin E. Superoksida dismutase (SOD),
enzim. pertama yang-berada:dalam ‘garis.pertahanan antioksidan, bertanggung
jawab ; untuk mengkatalisis konversi anion superoksida -menjadi__hidrogen

peroksida:. ' SOD ‘mempercepat perubahan superoksida (02) menjadi H,0, yang
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dapat dikatakan-sebagai  pertahanan: primer:karena -mencegah-radikal  bebas.
Penurunan - 'aktivitas- SOD “'dapat ' dikaitkan - 'dengan’ ‘peningkatan- ‘produksi
superoksida selama metabolisme xenobiotik-(arsenik) (Flora etial;-2006).

Penentuan aktivitas SOD dilakukan baik dengan teknik konvensional atau
dengan menggunakan :perekasi: kit. -Teknik: yang konvensional -adalah: metoda
spektrofotometri dengan menginduksi radikal superoksida yang dihasilkan dari
reaksi. antara-xantin_dan’xantin' oksidase. Radikal_superoksida- nantinya -akan
bereaksi. dengan _sitokrom C atau dengan nitro .biru_ tetrazolium . (NBT)
menghasilkan-warna-formazan /ungu kebiruan. SOD yang terdapat dalam sampel
akan, berkompetisi.dengan NBT untuk_berekasi dengan superoksida yang.akan
menghambat -pembentukan ‘warna biru.-Warna yang terbentuk-diukur ‘dengan
spektrofotometer sinar tampak pada A=560-nm (Rahman et al, 2012).

Sistem pertahanan - antioksidan "seluler, “baik  enzimatik- maupun non-
enzimatik, dapat:secara efektif- menghilangkan, ROS di berbagai jaringan: dan
mengurangi kerusakan yang- disebabkan oleh “stres oksidatif. Modesto dan
Martinez (2010) melakukan uji\toksisitas [IRoundup terhadap Prochilodus lineatus.
Ilkan ,yang terkena .paparan selama 24 jam_ menunjukkan. penurunan. pada
superoksida 'dismutase-(SOD) dan aktivitas ‘'glutathione’ peroxidase '(GPx), dan
peningkatan kandungan glutation (GSH). Langiano dan Martinez (2008). dalam
penelitiannya “menunjukkan -peningkatan -glukosa ‘darahdan~AchE “hati “yang
terkena-10-mg L herbisida glifosat: .Dengan: demikian, paparan. akut. Roundup
merangsang jalur ‘biotransformasi, dengan peningkatan GST, tapi mengganggu
pertahanan- antioksidan; dengan pengurangan SOD-dan aktivitas. /\GPx, -yang
mengarah ke terjadinya peroksidasi lipid. Perubahan konsentrasi atau tingkat
biomarker dari: stres oksidatif pada ikan dapat membantu dalam menilai risiko
pencemaran lingkungan dan’ meningkatkan K keamanan ikan konsumsi.. untuk

nutrisi manusia.
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Gupta-dan.Flora (2006)-telah: meneliti-efek dari. Centella asiatica -pada
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tikus 'yang “diberi’ arsenik ‘'sehingga menyebabkan stres oksidatif. ‘Penelitian’ ini
menjelaskan-bahwa terjadi: penurunan yang- signifikan, pada aktivitas- SOD -pada
paparan arsenik. Pada pemberian Centella asiatica dosis terendah,. SOD
dilaporkan mengalamipeningkatan secara signifikan. SOD adalah satussatunya

enzim  yang ..menggunakan anion superoksida .sebagai substrat dan
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menghasilkan-hidrogen peroksida sebagai‘metabolit. Hidrogen peroksida'ini-lebih
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beracun dari pada radikal superoksida dan harus dihilangkan dengan katalase
(Kumar 'dan ' Gupta, 2002). Hal“ini didukung penelitian Choi et al.-(2016) yang
meneliti. bagaimana efek pemberian ekstrak Centella asiatica terhadap.tikus.yang

diinfeksi DMN. ‘Tingkat SOD 'dalam “hati-pada’ kelompok' yang" diinfeksi ‘DMN
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secara ;signifikan, lebih-rendah;, dibandingkan sdengan- kelompok -kontrol. negatif,
sedangkan tingkat SOD pada kelompok ‘perlakuan 200 mg / kg Centella asiatica
1,6 kali ‘lipat: lebih -tinggi dibandingkan;dengan kelompok - perlakuan -pada

kelompok yang. diinfeksi MDN.

2.9 Kualitas Air
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2.9.1 Suhu

o
i

Fluktuasi.-suhu..mempengaruhi . proses- fisika,- kimia, dan rbiologi pada
perairan olehkarena 'itu 'suhu*juga akan -mempengaruhi ‘ekosistem  perairan.

Meningkatnya suhu air -dapat . menyebabkan viskositas ar. meningkat. Selain; itu
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juga akan terjadi proses peningkatan reaksi kimia; votilisasi, serta evaporasi. Jika

suhu!menurun, juga akan terjadi:penurunan-kelarutan-gas-dicbadan air. Terdapat

beberapa efek yang tejadi pada organisme jika terjadi fluktuasi suhu, antara lain
dapat. 'mengakibatkan - 'meningkatnya: proses ' metabolisme: - serta " repirasi
organisme. Aktivitas- ini. membuat -kebutuhan akan -oksigen menjadi - tinggi.

Kenaikan'suhu'sebesar-10°C ‘akan menyebabkan peningkatan konsumsi oksigen
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hingga 2-3 kali lipat. Hal ini akan sekaligus menurunkan kadar oksigen di dalam
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perairan. "Akibatnya, - organisme akuatik -tidak  mampu “memenuhi’ ‘kebutuhan
melakukan:.proses. metabolisme dan -respirasi-karena, kurangnya roksigen, -di
perairan (Effendi, 2003).

Salah satu-faktor penting yang-berpengaruh terhadap’pertumbuhan; dan

kelangsungan hidup ikan adalah suhu. Pernapasan, tingkat nafsu makan ikan,
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serta. reproduksi-'sangat dipengaruhi- oleh 'suhu. Kelabora :(2010) “menyatakan
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bahwa banyaknya oksigen terlarut dan _selera makan.ikan sangat. dipengaruhi
oleh 'suhu 'yang ‘tinggi. “Cholik’ et al (1986) -menyebutkan-bahwa fluktuasi-suhu
hingga .5°C. akan mengakibatkan stress. pada.organisme .akuatik:~-Hal.ini juga

dapat” menyebabkan-kematian.” Pertumbuhan-dan -kehidupan-biota ‘air 'sangat
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dipengaruhi. suhu, air. Ikan-ikan-pada-daerahtropis memiliki- suhu roptimal -yang

baik untuk kehidupan ikan yakni antara 28°C-32°C. Pada suhu 18°C-25°C, ikan

S
< masih bertahan hidup; :tetapi nafsu ‘'makannya mulair-menurun. :Suhu- air 12°C-
ég 18°C mulai berbahaya bagi ikan, sedangkan pada, suhu di bawah 12°C ikan
g é tropis_mati kedinginan.’ Secara! teoritis; ikan tropis'masih hidup 'normal pada suhu
% (a8 30°C:35°C jika konsentrasi oksigen. terlarut cukup tinggi (Kordi dan Tancung,
4 2010).
2.9/2'pH

Derajat keasaman lebih dikenal -dengan- istilah: pH-.- pH -(singkatan. dari

| REPOSITORY.UB,ACID |

puissance negatif de H), yaitu logaritma dari kepekatan ion-ion H (Hidrogen)

yang'terlepas-dalam suatu cairan. Aktivitas:-ion,H pada airrmenunjukkan derajat

keasaman (pH). air yang dinyatakan_sebagai konsentrasi ion H dalam mol/liter.
Nilai pH'yang-rendah-berkaitan ‘dengan:rendahnya kandungan mineral'yang ada
di_perairan, dan sebaliknya. Hal ini disebaban karena pH merupakan log negatif

dari konsentrasi-H".“Kegunaan- mineral 'yang“ada di' perairan’ adalah'sebagai
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nutrien yang-berperan.-dalam, siklus produksi perairan.: Perairan .dengan kondisi

[ RePOSITORY.UB.ACID |

alkali-akan-lebih” produktif daripada perairan‘yang-asam  (Kordi’ dan- Tancung,
2010).

Fluktuasi nilai pH dipengaruhi oleh adanya buangan limbah organik yang
berasal dari aktivitas' pertanian-di sekitar; sungai. 'Air ‘normal-yang memenuhi

syarat suatu kehidupan mempunyai pH sekitar 6,5-7,5 (Wardhana, 2004). Selain
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itu, ‘perubahan pH-juga ditentukan oleh aktivitas fotosintesis-dan‘respirasi dalam

3
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ekosistem.  Fotosintesis. memerlukan _karbon  dioksida, .oleh.. karena = itu
ketersediaan karbon-dioksida akan menurun. Penurunan ‘ini-akan menyebabkan
kenaikan.pH. perairan.. Sebaliknya, proses. respirasi jakan. meningkatkan. jumlah

karbon dioksida, sehingga pH perairan - menurun (Wetzel, 1983)."Susana (2010)

| REPOSITORY.UB.AC.D |

menyatakan bahwa senyawa kimia yang memiliki sifat-racun-maupun tidak,-akan
tetap mengakibatkan perubahan nilai pH. Biota ‘akuatik sangat peka terhadap
fluktuasi  pH, ilai -yang- ideal  bekisar cantar; 7-8,5. | Jika,nilai: pH; rendah, maka
mengindikasikan rendahnya Kkualitas_ perairan. Hal ini akan berdampak pada

kehidupan —organisme ~akuatik-: yang :hidup' (di'’ dalamnya: ' Nilai: pH" isendiri
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tergantung dari. letak, atau . lokasi perairan. Semakin ke laut,. nilai-pH semakin

o
i

tinggi.-Menurut Odum (1971), batas aman pH ‘perairan untuk kehidupan biota di

dalamnya antara 6,5-8.

2.9.3/DO (Dissolved-Oxygen)

| REPOSITORY.UB,ACID |

Terdapat beberapa hal yang mempegaruhi jumlah oksigen terlarut di

perairan,  yakni' ;salinitas, 'suhu,; tekanan:atmosfer, danturbulensi: air. Kadar

oksigen terlarut akan semakin rendah jika lokasinya semakin tinggi dari
permukaan-air!laut. 'Selain! jitu, oksigen terlarut!juga 'berfluktuasi secara’harian

(diurnal) serta musiman. Hal ini bergantung pada pencampuran dan pergerakan
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masa air, aktifitas fotosintesis, di-dalam_perairan, respirasi,.dan masuknya limbah

ke badan perairan (Effendi, 2003).

Bila--oksigen ‘terlarut -tidak seimbang,:maka jakan. menyebabkan stress
pada ikan. Otak ikan tidak mendapat suplai oksigen yang. cukup. Selain-itu,
kematian akibat -kekurangan: oksigen «(anoxia); yang disebabkan oleh jaringan

tubuh tidak dapat mengikat oksigen terlarut dalam darah. Oksigen dihasilkan
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melalui fotosintesis pada'siang/hari. Sedangkan pada'malam: hari; saat tidak ada

3
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cahaya, oksigen akan digunakan oleh organisme, untuk proses metabolisme.
Kadar- 'oksigen'-akan' ‘mencapai maksimum ‘pada 'sore’ ‘hari-dan- minimum
menjelang, pagi hari (Tatangindatu et:al,.2013).

Sebagian- besar' ‘organisme ' akuatik'‘dapat- hidup -dengan’’ baik “pada

| REPOSITORY.UB.AC.D |

kandungan-oksigen terlarut sebesar 5 ppm.-Namun ada beberapa ikan air tawar
yang masih dapat bertahan hidup pada‘oksigen terlarut <5 ppm. Pada perairan
dengan konsentrasi oksigen di bawah 4 ppm,beberapa jenis ikan masih.mampu
bertahan hidup, tetapi nafsu makannya mulai menurun. Konsentrasi yang baik

dalam budidaya ikan adalah antara 4=7 ppm: (Kordi, 2004).
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3. KONSEP.PENELITIAN

[ RePOSITORY.UB.ACID |

3.1 Landasan Teori
Pemakaian-bahan ‘pembasmi gulma darat maupun gulma perairan-yang
biasa :disebut.:herbisida. dapat-.menyebabkan. masuknya -residu rherbisida ke

dalam tanah maupun ke perairan sekitar.” Perairan alam seperti sungai sangat
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penting-bagirmanusia: dalam:bidang rumah tangga, pertanian, perikanan, irigasi,
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serta sebagai ekosistem atau-tempat hidup bagi-hewan air. Berdasarkan fungsi
penting tersebut:maka dilakukan penelitian imenggunakan: salah ‘satu erganisme
perairan .yang dapat-digunakan sebagai bioindikator, yakni ikan mas. Ikan mas

merupakan-ikan-yang sangat 'sensitif-terhadap’ perubahan’lingkungan’sehingga

| REPOSITORY.UB.AC.D |

dapat digunakan sebagai hiomarker keadaan lingkungan perairan yang tercemar
herbisida.

Herbisida;, -khususnya . yang mengandung | bahan . .aktif.. isopropilamina
glifosat berpotensi® menyebabkan stres'oksidatif'pada’ ikan. Hal"ini disebabkan

karena bahan-aktif-dan bahan pelengkap dalam herbisida tersebut bersifat racun
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terhadap organisme vyang -tidak termasuk dalam sasaran _pengguhaan.

o
i

Organismeperairan:yang terkena herhisidaini\akan mengalami-peningkatan
Reactive Oxygen Species (ROS) atau radikal bebas (oksidan) didalam tubuhnya.

Peningkatan' produksi ROS ini.akan menyebabkan oksidasi lipid ‘sehingga dapat

| REPOSITORY.UB,ACID |

menyebabkan - kadar, Malondialdehida . (MDA) ~meningkat. . Oleh-, karena itu

digunakan ‘MDA sebagai penanda atau biomarker stres ‘oksidatif pada jaringan

organisme.

Oksidan“yang - berlebihan "di-dalam-' tubuh ' ‘dapat “dinetralisir “'oleh
antioksidan-yang-berada didalam tubuh. maupun-dari antioksidan sekunder-yang
bersal dari dalam tubuh. Ikan- memiliki” antioksidan -primer seperti Superoksida-

dismutase (SOD)- sebagai  enzim pertahanan,tubuh, terhadap: radikal bebas.
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Enzim: ini, akan -mengalami.-peningkatan -aktivitas | jika. terdapat oksidan -yang

[ RePOSITORY.UB.ACID |

berlebihan di dalam tubuh ‘guna menetralisir dan' mengubah oksigen singlet (02")
yang! bersifat toksik menjadi-H,O dan O, yang-tidak| bersifat toksik. Antioksidan
sekunder seperti vitamin E, vitamin _C, dan bahan aktif seperti flavonoid dan
triterpenoid- dapat: diperoleh:  dari berbagai’imacam buah: ‘maupun: tumbuh-

tumbuhan. Ekstrak pegagan dipilih karena memiliki bahan aktif seperti flavonoid,
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alkaloid, | fenolik,dan’ itriterpenoid yang bersifat'sebagaiantioksidansehingga

3
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diharapkan dapat memutus reaksi-berantai dari, radikal bebas,.serta. dapat
meningkatkan- aktivitas ‘enzim SOD sebagai antioksidan primer di ‘dalam' tubuh.
Oleh karena. itu. enzim SOD. digunakan sebagai indikator.untuk .melihat apakah

ekstrak pegagan-(Centella’asiatica) tersebut‘-mampu-bekerja-sebagai antioksidan

| REPOSITORY.UB.AC.D |

sekunder.yang membantu, dalam, menetralisir radikal bebas.

Organ hati bertugas menetralisir bahan beracun yang masuk ke dalam
tubuh sehingga organ rini;merupakan-salahsatu-bagian tubuh yang: paling:peka
terhadap. perubahan lingkungan. Paparan herbisida dengan konsentrasi tertentu

dapat menyebabkan perubahan:dan kerusakan pada jaringan hati:oleh karena itu
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jaringan hati _digunakan sebagai penanda bahwa, organisme tersebut telah

o
i

mengalami-kontaminasi-akibat, ' bahan pencemar. Ekstrak pegagan 'yang bersifat
sebagai. antioksidan diharapkan. dapat mencegah maupun mengobati kerusakan

jaringan hati yang disebabkan oleh paparan-herbisida glifosat:

| REPOSITORY.UB,ACID |
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3.2 Kerangka Konsep-Penelitian

Penelitian” ini-dilakukan “‘untuk melihat apakah' ekstrak “Centella ‘asiatica

berfungsi, sebagai- antioksidan -serta: mampu - membantu. meningkatkan: enzim

<
o4 S SOD sehingga dapat menurunkan kadar MDA di dalam jaringan hati. Kerangka
= B
2 konsep penelitian: dapat-dilihat. pada Gambar, 10.
[T <
=
2 PSR- A
=fas Ekstrak Pegagan Ikan Mas 2 i .Hert.)isida. 5
(Centella asiatica) 1 (Cyprinus carpio) | Isopropilamina glifosat &
\L ! surfaktan 1
| Gastrointestinal
(o] Senyawa Bioaktif s Rea \I/ ____________
R P oL YL Y
! § ; Vena Porta !
Eé -------------- : \I/ inducer |
18 i inducer Hati - Sel hati Sperraprianest
I 0 | eyt (Hepatosit)
CToTTTTTTTTE TR I Pl el J{ ............................. 1AV A
! Antioksidan ! 5 - : | Radikal bebas
g | Bksogen | Brawdy  NizmenghatARE  hgrersify "etla bebes |
,< ) |
é ; o ! Antioksidan [ )
A | Hepatoprotektif | Endogen (SOD) < Stres Oksidatif i
w < Lo y1mrarer s 11emr=t AW AV A oo INivercitas RFaWiaus
=
= pTTTTTm T
S0 L meningkatkan | AT .
"""""""""""" —.' mencegah :% LPO- MDA
___________________ .
' menghambat

|
;

o
o
<
=
2
>
o
[}
e
v
o
a
)
=4

Gambar; 1. Kerangka Konseptual Penelitian
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3.3 Hipotesis

Ho: Pemberian ‘ekstrak pegagan (Centella-asiatica) tidak meningkatkan enzim
SODpada-ikan: mas(Cyprinus-carpio) yang (di-papar:herbisida-berbahan
aktif isopropilamina glifosat.

Hi\: Pemberian ekstrak:pegagan (Centella-asiatica) meningkatkan enzim:SOD

pada ikan mas. (Cyprinus carpio) yang. di papar. herbisida berbahan aktif
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isopropilamina glifosat.
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3.4 Kerangka Operasional Penelitian

Ekstrak Pegagan (Centella asiatica)

|
\E %

<
>
=
f_i — Uji Fitokimia MS
5=
S <L
% o Flavonoid, Alkaloid, Terpenoid, Asiaticoside, Madecassoside,
S Tanin, Saponin) Asiatic acid, Madecassic acid

Sumber Antioksidan

Penelitian Tahap |

i

|2

E

| > Ikan Mas (Cyprinus carpio)

|&| | —I_ LCso

| 5

8 \: Vi

| &

L LDso Ujl In-Vivo

> Dosis aman \l/
< | Ekstrak Pegagan Herbisida IPA
) —
75}
~ P2 meningkatkan Organ Hati
>
S
S0
SOD Stres oksidatif
R
Status antioksidan Status antioksidan
meningkat menurun
| | |
; mencegah menyebabkan

| REPOSITORY.UB.ACID |

Kerusakan Makromolekul Lipid (MDA)

Penelitian Tahap Il

Gambar 2.'Kerangka Operasional Penelitian
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3.4.1Penelitian Tahap.-|

3.4.1.1 Maserasi

Seluruh bagian tanaman Pegagan (Centella
asiatica) diseleksi dan dibersihkan dari kotoran

L

Dikeringkan menggunakan oven (60°C)
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/
Diayak menggunakan ayakan ukuran 60

3
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Ditimbang sebanyak 300 g

Diletakkan pada 3 buah botol sampel (Botol
Schott) @ 100 g.

| REPOSITORY.UB.AC.D |

Dilarutkan dalam pelarut etanol (p.a) @
sebanyak 500 ml

Dishaker selama 24 jam
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Disaring menggunakan corong buchner

Diambil filtrat dan dipekatkan dengan
rotary evaporator

Ditimbang hasil ekstrak
dengan timbangan analitik

| REPOSITORY.UB.ACID |

Gambar 3. Kerangka Proses Maserasi
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3.4.1.2 Uji, Aktivitas ‘Antioksidan (DPPH)

3,94 mg DPPH dilarutkan dalam metanol p.a
sebanyak 100 ml (0,1 mM)

L

Melarutkan 6 mg ekstrak ditambah 10 ml
metanol sebagai larutan induk (600 ppm)
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Menambahkan 10 ml metanol pada tabung reaksi

Menambahkan 167, 833, 1667, 2500, 3333 pl
larutan induk pada tabung reaksi

Diperoleh larutan seri konsentrasi sebesar
10, 50, 100, 150, dan 200 pg/mL

| REPOSITORY.UB.AC.D |

Menambahkan 3 mL larutan DPPH 0,1 mM
dengan 1 mL larutan seri

Campuran diinkubasi selama 30 menit (37°C)
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Diukur absorbansinya pada panjang gelombang
515 nm menggunakan spektrofotometer

L

Persentase peredaman =

A1-A2

x 100%

| REPOSITORY.UB.ACID |

Nilai ICsq = konsentrasi antioksidan (ug/mL) yang
mampu meredam radikal bebas sebanyak 50%

Gambar 4. Kerangka Uji Aktivitas Antioksidan
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3.4.1.3 Skrining Fitokimia

Ekstrak Pegagan (Centella asiatica)
dengan menggunkan pelarut etanol
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Identifikasi
Flavonoid

Identifikasi
Alkaloid

Identifikasi
Terpenoid

Identifikasi
Tanin

Identifikasi
Saponin

| REPOSITORY.UB.AC.ID |

*2 ml ekstrak +
8 ml aquadest
yang telah
dipanaskan
10 menit

«filtrat disaring
& dimasukkan
ke tabung
reaksi

« ditambahkan
HCI pekat
beberapa
tetes

« ditambahkan
sedikit serbuk
Mg

* Hasil positif :
warna merah
tua/merah
muda

*2 ml ekstrak +
8 ml aquadest
yang telah
dipanaskan
10 menit

«filtrat disaring
& dimasukkan
ke tabung
reaksi

« ditambahkan
6 tetes
pereaksi
Bouchardat

* Hasil positif:
terdapat
endapan
coklat

*2 ml ekstrak +
8 ml aquadest
yang telah
dipanaskan
10 menit

«filtrat disaring
& dimasukkan
ke tabung
reaksi

« ditambahkan
3 tetes
Bouchardat

*Hasil positif:
steroid (hijau
kebiruan),
triterpenoid
(ingga
kecoklatan)

*2 ml ekstrak +
8 ml aquadest
yang telah
dipanaskan
10 menit

«filtrat disaring
& dimasukkan
ke tabung
reaksi

« ditambahkan
3 tetes FeClI3
1%

* Hasil positif:
warna coklat
kehitaman,
biru
kehitaman,
hijau
kehitaman

*2 ml ekstrak +
8 ml aquadest
yang telah
dipanaskan
10 menit

«filtrat disaring
& dimasukkan
ke tabung
reaksi

+ ditambahkan
2ml air panas

+ dikocok kuat

* Hasil positif:
terbentuk buih
permanen
>10 menit
setinggi 1-10
cm

« ditambahkan
HCI pekat 1
tetes

* Hasil positif:
busa
permanen
tidak hilang

<
<
-
P
e
o0

UNIVERSITAS

Gambar 5. Kerangka Skrining Fitokimia
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3.4.2/Penelitian Tahap I

3.4.2.1 Uji Toksisitas ('LDso)

Ekstrak Centella asiatica
(Pelarut Etanol)

Uji Toksisitas In-vivo (Sonde)
@10 ekor ikan selama 48 jam dengan
3 kali pengulangan
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5 50 300 2000

Kontrol mg/kg BB mg/kg BB mg/kg BB mg/kg BB

| REPOSITORY.UB.AC.ID |

Ikan mas diamati tingkah laku dan
pergerakannya serta dihitung

jumlah mortalitasnya
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Gambar. 6. Kerangka Uji Toksisitas. (LDso)

2
i

| REPOSITORY.UB.ACID |

BRAWIJAYA

UNIVERSITAS

4
g




3.4.2.2

2
=
(%)
2
i
%
-)

e
%

REPOSITORY.UB.AC.1D |

UNIVERSITAS

BREAWIJAYA

| REPOSITORY.UB.AC.ID |

Memasukkan herbisida ke dalam aauarium (KN. HP1. HP2. HP3)

¥

Memasukkan ikan mas ke dalam aquarium (K, KN, P1, P2, P3, HP1, HP2, HP3) @10 ekor (3x ulangan) selama 14 hari

!

Memberi ekstrak Pegagan pada hari ke 2, 5, 8 dan 11 dengan metode oral

!

Perlakuan Uji In-Vivo

KN P1 P2 P3 P4 HP 1 HP 2 HP 3 HP 4
H (2 ppm)l H (O ppm)l H (O ppm)l H(O ppm)l H(O ppm)l H (2 ppm)l H (2 ppm)l H(2 ppm)l H (2 ppm)
P (0 P (300 P (300
/kg BB)| |mg/kg BB) P (50 P (100 P (150 mg/kg BB) P (50 P (100 P (150 mg/kg BB)
mg/kg BB)] ' Img/kg BB)|. Img/kg BB) mg/kg BB)|- Img/kg BB){ Jmg/kg BB)
\

Analisis kadar MDA

Analisis enzim SOD

Analisa data menggunakan RAL Faktorial <

Gambar 7. Kerangka Uji‘'In-Vivo
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3.5 Penelitian Terdahulu

Penelitian: - yang

telah: dilakukan

sebelumnya

tentangr - herbisida

S
< isopropilamina dan ekstrak pegagan (Centella asiatica) dapat dilihat pada Tabel
V) =
= E 1 dibawakhini:
(%2]
S T
= o Tabel- 1. Penelitian-terdahulu~ yang “menggunakan 'herbisida - Isopropilamina
% (an) glifosat:dan ekstrak pegagan (Centella asiatica)
= No, | Author-dan-Tahun Judul Hasil
1. | (Nwaniet al,,2013) /| DNA damage and e pemaparan subletal
15 oxidative stress glifosat terhadap C.
| <
r‘§ modulatory effects-of punctatus merangsang
:g glyphosate-based stres oksidatif yang
(& A
E 2 herbicide-in menyebabkan
freshwater fish, peningkatan LPO,
§ Channa punctatus menekan: :enzim
I antioksidan dan
V) - . §
g § menginduksi-kerusakan
g P genotoksik.
% (' 2. |/(Menezes.et al; Roundup causes Roundup. menginduksi
>0 2011) oxidative stress in stres oksidatif karena
~pr liver; and- inhibits peningkatan LPO /dan
acetylcholinesterase karbonilasi protein.
in‘muscle and brain CAT dan SOD menurun,
tg of the fish dan GST menunjukkan
4 . .
Ig Prochilodus lineatus peningkatan aktivitas
8|
;;8' 3. | (Webster dan Global Roundup maupun bahan
=] Santos, 2015 transcriptomic aktifnya (glifosat) memiliki
profiling efek.stres .oksidatif pada
§ demonstrates ikan brown: trout:
< induction-of Profil transkripsional
178 B |
g § oxidative stress and menunjukkan bahwa
%3]
« e of compensatory paparan glifosat dan
=
zZ
S

4
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cellular stress Roundup,mempengaruhi

[ RePOSITORY.UB.ACID |

responses:in brown jalursinyal yang
< trout exposed'to mengendalikan-respons
2 glyphosateand stres seluler, khususnya
g = Roundup yang terlibat dalam
Zs ; pengaturan apoptosis sel.
LéJ § 4. (Choi-et-al,-2016) Protective effects:of - | o |- Centella asiatica
% o Centella asiatica leaf menunjukkan:efek
& extract on hepatoprotektif melalui
dimethylnitrosamine peningkatan kadar enzim
induced liver injury antioksidan dan
in rats mengurangi tingkat

mediator inflamasi pada
tikus dengan kerusakan
hati'yang disebabkan

| REPOSITORY.UB.AC.ID |
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oleh dimethylnitrosamine

= 5. (Dwijayanti et al, Hepatoprotective o, Acalypha indica dan

E 2015) Effects of Acalypha Centella asiatica. memiliki
B — indica and.Centella efek perlindungan
= .
2 ; asiatica terhadap hati tikus yang
w < . .

terkena' hipoksia

% o in Rat's Liver P
>0

Against Hypoxia

o
i

3.6 Strategi Publikasi

Hasil penelitian mengenai Efektivitas Hepatoprotektif Ekstrak Pegagan

| REPOSITORY.UB,ACID |

(Centella asiatica) terhadap:' lkan ‘Mas ((Cyprinus carpio- L.)- yang ' 'Dipapar

Herbisida Berbahan Aktif Isopropilamina Glifosat rencananya akan dipublikasikan
pada Research Journal-of Life Science (RILS). Publikasi jurnal-ini sebagai salah
satu syarat untuk menyelesaikan studi di_program Magister. Budidaya Perairan,

Fakultas Perikanan dan-limu-Kelautan; Universitas Brawijaya, Malang.
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4. MATERI DAN:METODE PENELITIAN

[ RePOSITORY.UB.ACID |

g 4.1 Desain-Penelitian
< _ >
7 | Tabel 1. Desain Penelitian
S e
% E Pokok Pembahasan Hasil
i
% oc Masalah penelitian Bagaimana ekspresi MDA dan'SOD ikan mas
S0

yang: ‘terpapar ‘herbisida ' -glifosat " dengan
penambahan - ekstrak- - pegagan- - (Centella
asiatica), sebagai;antioksidan.

3
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Tujuan penelitian Mengetahui perbedaan ekspresi MDA dan
SOD jaringan ‘hati' lkan' Mas-—yang' di' papar
herbisida-isopropilamina glifosat dan'dengan
penambahan, - ekstrak-. -pegagan.- . (Centella
asiatica).

Variabel Data dan Sumber Data | ¢ Variabel "bebas : kandungan bioaktif
ekstrak Centella asiatica
o Variabel terikat : MDA dan ‘SOD:organ hati

| REPOSITORY.UB.AC.D |

ikan mas.
Metode Pengumpulan Data Eksperimental
Metode Uji‘Analisis Fitokimia,> MS, ' Antioksidan ' {(ICx), -Toksisitas

Akut- ~Herbisida | | (LCgp);s: 11 Toksisitas | ~Akut
Pegagan (LDsp), Uji.MDA, Uji. SOD

Metode Analisa Data RAL Faktorial
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4.2 Waktu dan. Tempat

o
i

Penelitian:ini dilaksanakan di Laboratorium Biologi-dan Kimia'Universitas
Islam | Negeri .. Maulana . Malik Ibrahim _Malang,, Laboratorium, Eksplorasi
Sumberdaya Perikanan- dan-Kelautan;-Laboratorium' Reproduksi lkan ‘Fakultas

Perikanan.dan limu Kelautan, Laboratorium Sentral Biomedik serta;kaboratorium

| REPOSITORY.UB,ACID |

Patologi Klinik' ‘Fakultas ‘Kedokteran “Universitas’ Brawijaya padabulan' Mei -

Agustus, 2018.

4.3 Materi Penelitian
Materi dalam-penelitian ini adalah ekstrak  etanol pegagan, (Centella

asiatica) 'yang di-uji secara in-vivo pada'ikan mas,(Cyprinus ‘carpio L.). Proses
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perendaman.ikan .mas (Cyprinus carpio-L.). dengan herbisida isopropilamina

[ RePOSITORY.UB.ACID |

glifosat digunakan sebagai’ pemicu stres -oksidatif ‘pada ‘ikan ‘mas(Cyprinus
carpio! L.).-. Ekstrak “etanol ~pegagan -(Centella: ;asiatica) -digunakan -untuk
meningkatkan enzim SOD sebagai enzim antioksidan yang berada di dalam

tubuh.
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4.4 Alat dan Bahan
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4.4.1, Alat

Alat-alat yang-digunakan untuk-menunjang penelitian 'ini-adalah 'sebagai
berikut:
¢ Maserasi pegagan (Centella asiatica): 3 buah’ erlenmeyer bertutup' 1000- ml,

timbangan«digital,- spatula; ; shaker, botol vial, \corong; buchner. dan; rotary

| REPOSITORY.UB.AC.D |

evaporator.

o ldentifikasi-senyawa ‘(fitokimia): beaker glass,; gelas ukur-100-ml, pipet tetes,
spatula, erlenmeyer, timbangan analitik.

o ' Uji-aktivitas antioksidan: tabung reaksi, kuvet, mikropipéet, spektrofotometer

o -Uji In-vivo: akuarium-30x30x30, aerator,.selang,aerasi, batu aerasi,.sectio set,
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seser, toples plastik- dan-nampan. -Sedangkan “peralatan ‘untuk ‘mengamati

o
¢

kualitas air-digunakan pH meter, termometer dan DO meter.
o Uji kadar MDA: Pipet 10 dan 200, pipet tip, stir bar, tabung mikrosentrifugasi

poliprolena; semi-mikrokuvet, spektrofoometer; vortex, magnetic stirrer, water

| REPOSITORY.UB,ACID |

bath.

Uji-aktivitas enzim-SOD: ‘sentrifuge, vortex, UV-VIS.

4.4.2 Bahan
Bahan-bahan ‘yang digunakan—untuk - menunjang- penelitian’ ini" adalah

sebagaiberikut:
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o -Maserasi pegagan: (Centella asiatica):, simplisia pegagan-1:kg, pelarut etanol

[ RePOSITORY.UB.ACID |

p.a., Kertas 'saring Whatman, kertas label, aluminium foil

e |ldentifikasi- senyawa  (fitokimia): ~ekstrak ' Centella asiatica; HCI,  reagen
Dragendroff, aquadest, natrium hidroksida, air, etanol, asam asetat anhidrat
dan 1ml'H2S04

o _Uji aktivitas antioksidan: ekstrak Centella asiatica, DPPH, etanol p.a.

BRAWIJAYA
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o Uji- 'In-vivo:' “ikan’ mas. “(Cyprinus- -carpio) ukuran- 7-10"~cm, “ herbisida

3
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isopropilamina, glifosat, .ekstrak Centella asiatica, pakan-ikan.
¢ Uji'kadar MDA: organ hati, PBS, TCA, TBA.
o Uji_aktivitas 'enzim ;SOD:~organ hati; reagen SOD, 'PBS, xanthine oxidase,

klorida tembaga

| REPOSITORY.UB.AC.D |

4.5 Metode Penelitian

Metode ‘yang “digunakan dalam - penelitian ‘ini ~adalah “metode
eksperimen. -Metode ini, menggunakan. variabel-variabel yang - terkontrol dari
faktorluar sehingga data yang didapatkan pada penelitian dianggap valid

(Borg |/ dan- Gall; - 1983)., Jaedun (2011)- menyatakan- bahwa -penelitian
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eksperimen  dilakukan “melalui penambahan perlakuan tertentu terhadap

o
i

subyek penelitian.- Selanjutnya, akan: dilihat perubahan ataupun; dampaknya
terhadap subyek penelitian.

Terdapat:dua karateristik penting dalam:metode eksperimen yaitu:

| REPOSITORY.UB,ACID |

1. Variabel bebas, dalam hal ini adalah ekstrak pegagan dan.herbisida, yang

merupakan-variabel yang-dapat secara bebas ditentukan-oleh peneliti' dan

dipertanggungjawabkan .. secara - terbuka, untuk . memberikan. dampak

terhadap variabel terkait yaitu-ekspresi' MDA, dan-SOD ‘pada‘ikan.
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2.-Observasi--atau- pengamatan- secara. langsung, akan. hasil ;atau; efek. yang

[ RePOSITORY.UB.ACID |

diinginkan ‘yaitu” respon ‘ekspresi MDA -dan-SOD-pada ikan-setelah’ diberi
perlakuan-ekstrak pegagan dan herbisida.
Sumber data yang digunakan dalam penelitian ini mencakup 2 macam
data, yaitu data primerdan data;sekunder.

A. Data Primer
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Data 'yang-didapatkan /dari sumber: asli"maupun: didapatkan-secara
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langsung termasuk ke dalam data, primer, Peneliti mengumpulkan data
tersebut 'untuk' ‘'menjawab’ 'pertanyaan--penelitian. Pendapat/opini ‘seseorang
secara individu. maupun. kelompok, -hasil survei. atau. pengamatan. terhadap

benda/' kegiatan- serta“hasil' ‘pengujian- merupakan ' beberapa -contoh" data

| REPOSITORY.UB.AC.D |

primer (Ilndriantoro dan.,Supomo, 2002).-Wandansari- (2013) menyebutkan
bahwa data ‘primer merupakan data yang didapatkan langsung dari sumber
pertama. Sumber; pertamaini;adalah-individu yang menginginkan:pengelolaan
lebih Tanjut. Contohnya adalah hasil wawancara, dan juga hasil_pengisian

kuisioner. :Data - primer. 'dalam: penelitian- ini diperoleh dariPenelitian: :ini
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menggunakan . data . primer “antara. lain: pengamatan, pengukuran dan
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perhitungan secara langsung selama penelitian dilaksanakan; yaitu bahan ‘aktif
dari ekstrak pegagan; pengukuran MDA dan-SOD, ;serta pengukuran kualitas

air (suhu, pH,dan DO).

| REPOSITORY.UB,ACID |

B. Data-Sekunder.

Data yang didapatkan dari seseorang yang telah'melakukan-penelitian

sebelumnya disebut data sekunder. Terdapat bberapa sumber data-sekunder;
yakni perpustakaan atau laporan yang berasal peneliti terdahulu.” Hasan
(2002), menyebutkan' bahwa data sekunder. disebut juga data yang tersedia.
Pernyataan ini.di dukung oleh Surakhmad (2004), yang menyatakan bahwa

data yang diperoleh kemudian dilaporkan:oleh oranglain-yang bukan peneliti

BRAWIJAYA

UNIVERSITAS

4
i




sendiri.- Namun -.data - tersebut . sebenarnya : adalah - data . yang rasli. . Data

[ RePOSITORY.UB.ACID |

sekunder ‘dalam“penelitian ‘ini 'didapat dari' keterangan yang'ada’ pada jurnal,
buku] !skripsi- terdahuly, .internet, dan -kepustakaan- lain-<yang. menunjang

pelaksanaan penelitian ini.

4.6 Prosedur Penelitian Tahap |
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Penelitian’ ‘tahap ''satu, meliputi: .ekstraksi pegagan:/(Centella’ ‘asiatica)

3
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dengan. menggunakan. metode, maserasi. sehingga jdidapatkan ekstrak pegagan
yang -berbentuk pekatan atau pasta. Pekatan'ini kemudian di"uji- fitokimia untuk
mengetahui. ada-atau: tidaknya, senyawa-akitif: tertentu- yang - terkandung . didalam
ekstrak pegagan. Selanjutnya-dilakukan:ujiaktivitas-antioksidan sehingga dapat

diketahui. kemampuan -pegagan dalam- menangkap atau -menetralisir  radikal

| REPOSITORY.UB.AC.D |

bebas (DPPH). Selain itu, dilakukan juga uji -untuk. mengetahui kandungan
bioaktif dari ekstrak ‘pegagan (Centella (asiatica) dengan-mengunakan Mass

Spectrometry (MS).

4.6.1 Ekstraksi:Centella asiatica dengan-Metade Maserasi
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Seluruh ‘bagian ‘dari tanaman pegagan (Centella asiatica) diseleksi dan

o
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dibersihkan- dari; -kotoran-kotoran. Selanjutnya; rtanaman -pegagan;;(Centella
asiatica) - dikeringkan. dengan-cara dimasukkan ‘ke dalam oven dengan suhu

60°C. Suhu tersebut merupakan suhu-optimal sehingga senyawa = senyawa yang

| REPOSITORY.UB,ACID |

ada di dalamnya tidak rusak akibat proses pengeringan. Setelah kering, tanaman

tersebut 'digiling-hingga menjadi simplisia.-Simplisia’ kemudian-diayak ‘dengan

ayakan._.ukuran.60. hingga: menjadi ;serbuk halus, kemudian : ditimbang, dengan
timbangan ‘analitik. Setelah didapatkan serbuk-dari-tanaman pegagan (Centella
asiatica), selanjutnya-dilakukan-proses- ekstraksi. Zat-pokok- yang ada di dalam
tanaman ditarik menggunakan pelarut sehingga zat-zat yang diingankan dapat

ikut terlarut: dalam: pelarut; tersebut (Voight, 11994)./\Proses imaserasi:meliputi
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[ RepOSITORY.UB.ACID |

proses -perendaman :sampel, bersamaan -pelarut. organik - (pada isuhu. ruang).

Proses' 'ini-‘perendaman’ ' sampel dengan pelarut’ mengakibatkan “terjadinya
pemecahan. dinding rserta, membran-sel., Hal: ini terjadi akibat -adanya tekanan
osmosis, yakni adanya perbedaan tekanan di dalam dan di luar sel. Berbagai
metabolit sekunder: pada sitoplasma akan larut dalam pelarut-organik.

Digunakan pelarut yang sesuai agar, ekstrak memiliki efektivitas: tinggi
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dengan’iimemperhatikan''kelarutan ‘pelarut: tersebut (Darwis, “2000). " Proses

A
%

maserasi ini akan menggunakan pelarut polar. yaitu, etanol p.a. Metade ekstraksi

yang ‘- digunakan' “merupakan’ “modifikasi- -dari’ 'metode- Mirza- (2012) “yang

| REPOSITORY.UB.AC.ID |

mengekstrak. Centella ,asiatica. dengan. menggunakan. perbandingan. 1.5 antara

sampel dengan pelarutnya. Tahapan-tahapan yang dilakukan antaralain:

1.~ , Ditimbang simplisia;Centella asiatica. .sebanyak 300, gram dan-diletakkan
pada 3-buah botol sampel‘(Botol Schott)’ masing-masing 100°g.

2. Dilarutkan; masing-masing dalam-pelarut. pelarut etanol (p.a): @ 500,ml

3. © Dishaker selama 24 jam

4./ Dimaserasi ulang sebanyak-1 kali
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5. © Disaring dengan-menggunakan corong buchner, untuk memisahkan antara

&
£

residu danfiltrat
6.~ Dibuang residu dan diambil filtrat

7./ Dipekatkan filtrat 'yang diperoleh ‘dengan rotary evaporator ‘'vacum (50°C)

l REPOSITORY.UB.ACID ‘

8... . Diperoleh ekstrak kental Centella asiatica dengan pelarut etanol

)

Ditimbang hasil ekstrak dengan timbangan-analitik

4.6.2 Skrining Fitokimia
Identifikasi: dengan!| fitokimia - dilakukan! pada 'masing:masing " 'ekstrak
etanol, etil asetat dan n-heksan dengan tujuan untuk mengetahui_perbedaan

senyawa-senyawa- aktif-yang terkandung'di' 'dalam-ekstrak- tersebut.” Prosedur
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[ RepOSITORY.UB.ACID |

pengujian fitokimia.yang.dilakukan pada ekstrak Centella asiatica.adalah.sebagai

berikut:

Ekstrak pegagan diambil, sebanyak 5 gram| ke ‘dalam:beaker glass: dan
ditambah aquades sebanyak 10 ml, kemudian di panaskan hingga mendidih dan
disaring;menggunakan kertas saring -dan corong: Hasil saringan-dimasukkan ke

dalam, beaker .glass  untuk: kemudian diujikan pada masing-masing senyawa

BRAWIJAYA
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metabolit'sekunder

A
%

1. Identifikasi Alkaloid

Pada ' uji'senyawa 'ini'\diperlukan 0,5 ‘ml' larutan' 'sampel ‘dalam’ ‘masing-

| REPOSITORY.UB.AC.ID |

masing, 3. .tabung; reaksi. kemudian ditambahkan. Pereaksi.Boucherdat,

Meyer,” Dragendrof ‘beberapa tetes: -Hasil-positif jika 'terdapat 'endapan

coklat; bouchardat,-endapan putih meyer, endapan jingga-Dragendrof.

2. ldentifikasi Tanin
Pada uji-senyawa: ini diperlukan 0,5 ml-larutan; sampel -ke-dalam-tabung
reaksi kemudian ditambahkan FeCI3 1%. Hasil'dinyatakan positif jika warna

hijau, biru; unguy; biru-tua, hijau kehitaman.
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3. 1dentifikasi Saponin

&
£

1 ml sampel dimasukkan ke dalam: tabung reaksi kemudian ditambahkan 2
ml air. panas. dan-dikocok kuat. Hasil positif jika terbentuk, buih-permanen

selama “tidak ‘kurang''dari ~10 ‘menit “setinggi- ' 1-10' “cm.> Selanjutnya

l REPOSITORY.UB.ACID ‘

ditambahkan. HCL, pekat .1 tetes:-Hasil positif jika:busa permanen, tidak

hilang.

4. ldentifikasiFlavonoid
Pada, uji-senyawarini-diperlukan 0;5 mi Iarutah sampel dimasukan ke dalam

tabung reaksi kemudian' dipanaskan selama 5 menit kemudian  ditambah
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HCL pekat-beberapa tetes-dan ditambah sedikit serbuk Mg. Hasil Positif jika

warna merah tua /-merah muda.

5.-ldentifikasi-Terpenoid
0,5 ml sampel dimasukkan ke dalam tabung reaksi kemudian ditambahkan
0.25 mletanol dan 10:25 ml asam-asetat-anhidrat. ;Selanjutnya ditambah; 1

ml H2S04 pekat melalui-dinding tabung. Warna hijau biru (Steroid), warna
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orange, jinggakecoklatan:(triterpenoid):
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4.6.3- Ujir “Kandungan ' Bioaktif Ekstrak ‘Pegagan’ menggunakan ''Mass
Spectrometry

Terdapat-heberapa: tipe-Mass .Spectrometry | atau. spektrometer. /massa,

yakni~ 'ion ~'trap, ~ orbitrap, Q" trap, ‘triple 'quadropole,” dan TOF/QTOF.

| REPOSITORY.UB.AC.D |

Spektrofotometer, massa : yangpaling. banyak,digunakan: adalah-jenis Matrix
assisted laser desorption ionization (MALDI) atau electrospray ionization' (ESI).
dapat dibagir menjadi tiga' bagian dasar yaitu sumber ionisasi, alat analisa, dan
detektor.. Alat ini dapat digunakan untuk mendeteksi senyawa secara kualitatif

maupun kuantitatif:
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Sampel dimasukkan ke dalam.sumber ionisasi instrumen. Begitu berada

2
i

di' dalam' sumber- ionisasi,” molekul sampel terionisasi 'dan’diekstraksike' dalam
wilayah penganalisa: spektrometer massa di- mana; mereka dipisahkan. menurut

rasio ‘massa-muatan-(m-/ z)."lon"yang-terpisah-dideteksi' dan’ sinyal-ini-dikirim ke

sistem data.di-mana rasio m-/ .z disimpan. bersama dengan kelimpahan, relatifnya

untuk ditampilkan dalam format spektrum m / z. Alat analisa, pendeteksi

| REPOSITORY.UB.ACID |

spektrometer -massa,’ dan, juga-sumberionisasi, dijaga s dibawah -vakum :yang
tinggi agar ion-ion dapat masuk dan berpindah dari ujung instrumen yang satu ke

instrumen lainnya tanpa hambatan dari‘molekul udara (Tilvi et al,; 2014).
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4.6.4Uji Aktivitas-Antioksidan.dengan Metode DPPH
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Metode Aizad et al. (2016) yang dimodifikasi dengan metode “Killedar “et
al: (2013) -digunakan-untuk : menguiji-aktivitas antioksidan.. Tahapan-tahapannya
adalah sebagai berikut:

1)y Pembuatan Larutan:DPPH

Sebanyak 3,94 mg DPPH dilarutkan dalam metanol p.a sebanyak 100 ml

BRAWIJAYA

UNIVERSITAS

sehingga 'diperoleh: larutan/dengan konsentrasic0,1 mM.
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2) Pembuatan Larutan Uji
Larutan induk-sebanyak-600 ppm ‘dibuat untuk ekstrak ‘pegagan dengan
melarutkan 6 mg. ekstrak ditambah 10-ml metanol. Dilakukan-pengenceran dalam

tabung reaksi-dengan menambahkan 10'ml pelarut metanol pada masing-masing

| REPOSITORY.UB.AC.D |

larutan seri-dan:ditambahkan-167, 833, 1667, 2500, 3333 pllarutanjinduk sampel
sehingga diperoleh konsentrasi sebesar 10, 50,7100, 150, dan 200 pg/mL.
3) Penentuan:Aktivitas-Antioksidan

Penentuan aktivitas -antioksidan dilakukan dengan cara menambahkan 3

mL/larutan-DRPH-0,1 mM dengan masing-masing 1 mL darutan-uji:(larutan ‘seri
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dari masing-masing ekstrak etanol, etil asetat, dan n-heksan) konsentrasi 10, 50,

o
i

100, 150,200 pg/mL. Campuran’ diinkubasi 'selama 30 'menit-pada 37°C. Larutan
ini kemudian diukur absorbansinya pada panjang gelombang 515 . nm.

4) Penentuan-Persentase Peredaman-dan-1Csg

| REPOSITORY.UB,ACID |

Al—-A2
Persen peredaman= T X 100%

Keterangan. ... Al = absorbansi kontrol
A2 = absorbansi sampel

Persen ' peredaman ‘yang diperoleh dari 'data -absorbansidilakukan
perhitungan _ nilai = ICso dengan menggunakan . persamaan  regresi - yang
menyatakan hubungan antara konsentrasi'ekstrak (x) dengan persen peredaman

(y). . Sampel yang mempunyai nilai ICso terendah menunjukkan.bahwa sampel
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tersebut . memiliki - kemampuan- sebagai - antioksidan, ;.\yang :tinggi.--Nilai . |Cso

(Inhibition" "Concentration’ '50)’ ‘adalah~ konsentrasi— antioksidan~ (ug/mL). “yang
mampu-meredam radikal bebas-sebanyak 50%:. Ekstrak: dinyatakan-aktif-sebagai

antioksidan bila nilai ICsy kurang dari 200 ug/mL.

4.7 Prosedur_ Penelitian Tahap Il
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47.1-Aklimatisasi

A
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Aklimatisasi ikan,mas, dilakukan-dengan, menyiapkan -satu: kolam-keelil
dengan ‘ukuran 2'X 1 x"1 meter, kemudian ‘diisi air dengan ketinggian'+ 30 cm.
Pada kolam, diberikan :sistem, resirkulasi-dengan 'menggunakan ‘water;; pump.
Pemeliharaan _ikan ~mas -dilakukan, di “kolam pemeliharaan Laboratorium

Reproduksi:lkan-Fakultas /Perikanan-dan limu Kelautan;-Universitas Brawijaya.

| REPOSITORY.UB.AC.D |

Aklimatisasi ini. dilakukan selama 7 hari dengan pemberian pakan berupa pellet
dua kali''sehari yaitu-pagi' pukul 07.00°WIB: dan ' sore' pukul'16.00-WIB. ' Pakan
diberikan, sebanyak 3%, dari. berat tubuh_ikan. Setelah dilakukan. aklimatisasi
pada-kolam'selama“7 “hari,~kemudian-ikan dipindahkan-pada’ akuarium untuk

perlakuan selanjutnya.
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47,2 Pengenceran Herbisida lsopropilamina Glifosat
Pada penelitian Seyedkolaei et al, (2013), nilai toksisitas akut LCso-ggjam

untuk ikan ‘Cyprinus carpio '(panjang 10-cm dan berat 41 ‘gram) yang terpapar

herbisida, .Roundup -diperoleh, sebesar.. 22,19 ppm. . Konsentrasi. .paparan

sebesar 11-ppm-dipilih-berdasarkan 50% dari-nilai- LCsp-gejam ‘SESUAI“dENgaN

| REPOSITORY.UB.ACID |

penguijian , toksikologi - sebelumnya. -Herbisida. -cair; -dengan; -merk..-dagang
Roundup ini memiliki kandungan bahan aktif Isopropilamina glifosat 486 g/L =
486.000, mg/L: = 486.000 ppm. Rumus pengencéran herbisida adalah sebagai

berikut :

ViXN; =V, XN,
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Keterangan:

V1) volume ataujumlah-herbisida yang-dibutuhkan
N1.: konsentrasi herbisida

V2 . volume. air:yang:digunakan

N2': dosis herbisida yang diinginkan

4.7.3Uji Lethal/Coneentration 50 (LCsg) Herbisida Isopropilamina Glifosat

Tahapan uji LCs, adalah sebagai berikut:

BRAWIJAYA
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1. Menentukan variasi konsentrasi herhbisida’' Roundup ‘sesuai-dengan. skala

3
ﬁ"!

Rand yang sudah-ditentukan pada-uji pendahuluan sebanyak 7 variasi.dan
1 kontrol.

2. Mempersiapkan. medianya dengan melarutkan. herbisida. Roundup. sesuai
dengan “konsentrasi-yang- telah ditentukan-dan-melakukan‘-pengulangan

sebanyak, 3 kali.

| REPOSITORY.UB.AC.D |

3. Memberikan aerasi selama 5-10 menit'sebelum ikan mas (Cyprinus‘carpio
L..) dimasukkan:

4. Memasukkan ikan mas- (Cyprinus carpio L.) pada masing-masing bak
sebanyak; =10 -ekor - 'sehingga jumlah) -ikan' yang dibutuhkanbeserta

pengulangannnya.adalah 240 ekor.
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5. Memberikan aerasi selama perlakukan (96 jam) tanpa pemberian pakan.

o
i

6. Mengukur parameter kualitas air selama 24.jam sekali selama 96 jam.
7. Mengamati- 'danr mencatat \gejala ‘mortalitas’' ikan' mas' setiap ‘saat''pada

masing-masing.bak- perlakuan. Bila gejala: mortalitas, sudah. terlihat. maka

| REPOSITORY.UB,ACID |

ikan' mas' segera diambil-dan melakukan ‘pembedahan ‘untuk mengambil

organ; ginjal: sehingga dapat melakukan, pengamatan perubahan:histologis

yang terjadi akibat pemberian‘paparan.

4.7.4 Dosis.dan Pengenceran Ekstrak Pegagan (Centella asiatica)
Dosis -ekstrak- pegagan ‘ditentukan- berdasarkan hasil ‘uji’ ICsy dan-LDs,

yangitelah dilakukanipada uji-tahap |. Tahapannya adalah sebagai berikut:
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1.-Menentukan dosis ekstrak (mg/kg BB)

N

. Menimbang berat (rata-rata) ikan (gram)

w

~Menghitung dosis ekstrak per kg beratikan:dengan rumus:

Berat Badan(g)

T x Dosis ekstrak (mg)

4. Menghitung kebutuhan ekstrak:

BRAWIJAYA
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Dosis ekstrak per kg berat ikan (mg) x Kebutuhan pelarut (ml)

=¥
¢
a1

. Memberikan 1 ml ekstrak untuk setiap 1 ekor ikan.

4.7.5 Uji Lethal Dose 50 (L Dsg)-Ekstrak Pegagan terhadap-lkan-Mas

| REPOSITORY.UB.AC.ID |

Beberapa uji toksisitas-akut, seperti uji LDso dirancang untuk menentukan

dosis_mematikan: ‘dari; bahanuji. Median dosis yang dapat 'mematikan (LDsp)

didefinisikan sebagai-dosis zat uji yang mematikan untuk 50%. dari hewan dalam
kelompaok.dosis. Dosis'yang digunakan-untuk 'uji toksisitas‘akut LDsy adalah‘dosis
yang; tidak menyebabkan menyebabkan kematian sama sekali sampai. dengan
dosis-yang-menyebabkan’kematian '100% (Abdullah’et-al, -201.0). Uji' toksisitas

akut 'bertujuan:untuk; menentukan sifat. toksik. darizat, uji..yang terjadi: ketika
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hewan terpapar dengan satu atau lebih 'dosis  zat' uji' dalam ‘satu-periode 24 jam

(WHO; 1993).

£
i

Langkah - langkah pengujian LDs, adalah sebagai berikut:

1.-Menyiapkan akuarium sebanyak 12-buah;yang masing-masing berisi 10 liter

| REPOSITORY.UB.ACID |

air.

2. 'Membeti: aerasi: pada''setiap akuarium>dan: diisi ‘'dengan: likan 'mas.'masing-

masing sebanyak 10 ekor ukuran 7-10 cm.
3. Melakukan-aklimatisasi ikan mas selama 24 tanpa diberi pakan.
4. Melarutkan. ekstrak pegagan. dengan cairan infus (Aqua. pro. injection).; Dosis

yang digunakan'masing-masing adalah'5,°50,'300, dan-2000°‘mg/kg BB.
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5.-Memberikan -ekstrak ., pegagan :pada,.ikan  mas. dalam..dosis . tunggal

menggunakan sonde oral. ‘Dosis  yang-digunakan masing-masing-adalah ‘5,
50, 1300,.:dan2000-mg/kg BB.

6. Memberi pakan setelah 4 jam dari pemberian ekstrak.

7. Mengamati-tingkah' laku dan’/pergerakamikan mas pada:12, 24;;36 dan /48 jam

8. Menghitung jumlah mortalitas setelah 24 jam.
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9. Batas'aman/dosis untuk 'LD50 dilihat‘berdasarkan Fix.Dose Procedure (QECD

A
%

420);
A => 2 deaths
. B =>1 with’evident toxicity and/or’<1 death
| C = No'toxicity

4.7/6. . Ujiridn=vivo- Ekstrak :Centella: asiatica dan 'Herhisida  Isopropilamina
Glifosatipada:lkan,Mas

| REPOSITORY.UB.AC.ID |

Setelah proses’ aklimatisasi selesal;, dilakukan pemaparan pada ikan mas
(Cyprinus carpio L.) menggunakan herbisida Roundup berbahan aktif
isopropilamina glifosat serta ekstrak pegagan (Centella asiatical). Pemaparan ini

ditakukan dengan-maksud untuk melihat.pengaruh ekstrak pegagan: terhadap
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ikan yang terpapar herbisida berbahan aktif isopropilamina glifosat. Hal ini dapat

£
i

dilihat melalui hasil peroksidasi lipid yaknitkadar MDA dan ‘enzim yang berperan
dalam, pengikisan radikal bebas yakni enzim SOD pada organ hati ikan_mas.

Tahapan - tahapan yang akan dilakukan pada 'uji in vivo'adalah sebagai berikut:

| REPOSITORY.UB.ACID |

1... .Menyiapkan akuarium dengan kapasitas. 20 liter sebanyak: 30 buah untuk. 10
perlakuan: (3 kali-ulangan).

2./ Menyiapkan: media ‘dengan melarutkan ‘herbisida ddengan: dosis" 2 ppm

berdasarkan25% dari nilai LCso.g6jam.

3. 7 Menyiapkan ekstrak pegagan (Centella asiatica) dengan konsentrasi
sebesar 50, 100,150, dan 300 mg/kg BB.

4. Membagi.akuarium berdasarkan beberapa perlakuan:
a) Kontrol positif = Herbisida O ppm. + ekstrak pegagan 0.-mg/kg BB
b) Kontrol negatif = Herbisida 2 ppm * ekstrak pegagan 0 ' mg/kg BB
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¢) Perlakuan P1 = Herbisida O ppm. + ekstrak pegagan 50 mg/kg BB

[ RePOSITORY.UB.ACID |

d) Perlakuan P2 = Herbisida 0 ppm: + ekstrak pegagan 100-mg/kg BB
e) Perlakuan P3 = Herbisida 0 ppm: + ekstrak pegagan 150 -mg/kg-BB
f)- Perlakuan P4 = Herbisida 0 ppm- + ekstrak pegagan 300 mg/kg BB
g). Perlakuan HP1 = Herbisida 2 ppm + ekstrak pegagan 50 mg/kg BB
h). Perlakuan HRP2 = Herbisida 2 ppm + ekstrak pegagan 100 mg/kg BB
i) 1 Perlakuan HP3 = Herbisida 2 ppm. + ekstrak pegagan 150.mg/kg BB
i) | Perlakuan HP4: = Herbisida 2 ppm,+ ekstrak pegagan-300:-mg/kg BB
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5.7 Memasukkan ikan"mas (Cyprinus ‘carpio I..) ‘padal masing-masing’ akuarium

3
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sebanyak”''10° ‘ekor''sehingga’ “jumlah “‘ikan ““yang-' dibutuhkan ‘‘beserta
pengulangannya adalah 300 ekor.

6. - Memberikan ekstrak dengan metode oral pada hari ke-0, ke-3, ke-6, ke-9,
dan ke-12.
Memberikan-herbisida pada hari ke-4,sampai hari ke-14

Memberikan aerasi-‘selama perlakukan (14 hari).

| REPOSITORY.UB.AC.D |

Mengukur parameter'kualitas air'selama-24 jam'sekali-

10. Mengamati gerakan ikan mas pada masing-masing akuarium.

11: Mengambil organ hati pada hari terakhir sehingga dapat melakukan analisis
SOD serta:MDA:

4.7.7 Pengukuran Kualitas Air

Kualitas air-merupakan'salah satu faktor penting yang-perlu diperhatikan

<
=
=
e
oc
(a8

UNIVERSITAS

dalam pemeliharaan organisme perairan. Pengelolaan kualitas air adalah usaha

o
i

yang harus-dilakukan-agar parameter lingkungan tetap stabil‘dan sesuai'dengan

kebutuhan organisme,yang:ada di dalamnya.

| REPOSITORY.UB,ACID |

4°7.7.1 Suhu

Menurut Pratama et al. (2012),.cara penggunaan DO meter untuk

mengukur ' suhu:
e _Alat DO meter dikalibrasi terlebih dahulu,
o ' | alu tekan tombol “ON” tunggu sampai terlihat kata “ready”.

o, Kemudian ujung: hitam DO-meter dimasukkan kedalam media:air'percobaan:
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e - Lalu dibiarkan kurang, lebih tiga menit.

¢ Menunggu sampai nilai yang terbaca benar-benar konstan.

o Kemudian baru-dilakukan pencatatan hasil pengukuran:suhu-dalam o)

4.7.7.2 pH

Menurut;Sumardikan (2007), cara penggunaan.pH meter yaitu:
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pH meter dikalibrasi dengan memasukkan elektroda pH-meter dalam larutan

3
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buffer.pH 7.

¢ ' Knop diatur dengan angka 'monitor yang tercantum pada pH meter
menunjukkan pH 7.

¢ Kemudiaan elektroda dibilas dengan aquades dan dikeringkan dengan kertas

tisu setelah: itu:dimasukkan ke sampel yang akan diuji.

| REPOSITORY.UB.AC.D |

¢ ‘Angka yang terbaca pada layar pH-meter dicatat sebagai pH sampel setelah

keadaan konstan.

4.7.7.3' DO (Dissolved Oxygen)

Menurut Pratama et al./(2012), cara penggunaan DO meter yaitu:

Alat DO meter-dikalibrasi terlebih dahulu;
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e Lalu tekan tombol “ON” tunggu sampai terlihat kata “ready”.

2
i

o 'Kemudian ujung hitam DO meter dimasukkan'kedalam ‘media‘air percobaan:
e _Lalu dibiarkan kurang lebih tiga menit.

o Menunggu sampai nilai yang terbaca benar-benar konstan:

o ~Kemudian baru-dilakukan pencatatan hasil pengukuran,DO dalam

| REPOSITORY.UB.ACID |

satuan mg/l.

4.7.8 Pembedahan Ikan Mas
Pembedahan dilakukan setelah7 hari masa pemaparandengan'tahapan

sebagai. berikut:
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1., Dilakukan.pembedahan pada hewan- uji.dengan membuka:daerah perut

[ RePOSITORY.UB.ACID |

2./ Diambil' dandipisahkan organ hati
3., Diletakkan pada botol yang berisi-PBS

4. - Dilakukan pengukuran SOD, dan MDA

4.7.9 Pengukuran Kadar MDA (Malondialdehid)
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Stres oksidatif menyebabkan “peroksidasi lipid sehingga’ meningkatkan

3
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kadar ' ;malondialdehid- - (MDA):-, Pengukuran: -kadar - MDA .dilakukan, ; setelah
pemaparan-pada ikan. Pengukuran kadar-MDA dilakukan‘menurut Dwijayanti et
al(2015), yaitu:

1. © Dibuat homogenat hati dengan mencampurkan 100 mg_ jaringan hati yang

dihomogenisasi dalam 0;1 M buffer penyangga fosfat (PBS) pH 7,4

| REPOSITORY.UB.AC.D |

2. - Diencerkan sepuluh kali homogenat sebanyak 200 uL
3. Ditambahkan asam trikloroasetat (TCA)-10%.

4.  Ditambahkan TBA 0,67%

5. / Dipanaskansampel pada suhu 100-°C selama 10 menit.

6.~ . Didinginkan sampel. sampai.suhuw kamar dan disentrifugasi. pada -3.000, rpm
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selama“10 menit.

o
i

7., Diambil. rsupernatan .untuk-, mengukur. - absorbansi:  pada: - spektrofotometer
dengan panjang  gelombang 530 nm" dibandingkan dengan_penyerapan

standar MDA:

| REPOSITORY.UB,ACID |

8. © MDA diekspresikan dalam ng/ml jaringan.hati.

4.7.10 Pengukuran Aktivitas SOD (Superoxide-Dismutase)
Stres oksidatif menyebabkan turunnyaaktivitas superoksida ‘dismutase
(SOD). /" Uji aktivitas SOD ' dilakukan - dengan; menggunakan;: spektrofotometri

seperti yang dijelaskan oleh Durak et al. (1996). Tahapan yang dilakukan yaitu:
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1., Dibuat.-reagen SOD, 2,8 ml (xantine.0,3-mM, EDTA.0,67 mM, 150 uM

[ RePOSITORY.UB.ACID |

nitrotetrazolium blue chloride (NBT), natrium karbonat 0,4 M, albumin 30°mg
30mlh)

2. - Disiapkan PBS (Buffer Salin)

3. Digerus roergan: hati-dengan: menggunakan, mortal  hingga ~halus,-kemudian

ditambahkan PBS sesuai dengan berat hati (0,1 ml)

BRAWIJAYA

UNIVERSITAS

4./ Divortex sampel dan'dimasukkanke dalam tube

3
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5. ' Ditambahkan 50-ul xanthine oxidase (10 ul dalam 2.M amonium-sulfat)
6. . Divortex' sampel'sampai‘homogen
7... . Diinkubasi sampel selama 20 menit. dengan suhu 25°C

8. ' Dicampur-'dengan klorida'tembaga0,1-ml 8 M.

| REPOSITORY.UB.AC.D |

9.~ , Diambil. supernatan-dari sampel

10. Diukur dengan spektrofotometri UV-Vis pada 560nm

4.7.11 Analisis Data
Analisa 'data ‘pada’/penelitianini: menggunakan rancangan acak 'lengkap

faktorial (RALF). dengan pola perlakuan faktorial 3x2 dengan 3 kali pengulangan.
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Data -di ' analisa- dengan ' menggunakan teknik 'analisis- statistik - berdasarkan

o
i

prosedur. Steel dan. Torrie (1995). Analisa.ini digunakan untuk mengetahui:
1. Apakah ‘penambahan ‘ekstrak pegagan’ (Centella asiatica) dengantingkatan

dosis yang-berbeda berpengaruh terhadap nilai SOD?

| REPOSITORY.UB,ACID |

2. Apakah penambahan dengan tingkatan dosis yang berbeda berpengaruh

terhadap:nilai:SOD?

3. Apakah terdapat _interaksi-antara penambahan ekstrak pegagan (Centella
asiatica) dengan penambahan herbisida isopropilamina: glifosat terhadap’ nilai

SOD yang diperoleh?
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Berdasarkan i-pertanyaan tersebut, .. maka | dilakukan: analisis . .variansi
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(ANOVA) ' berdasarkan  uji-F. * Apabila~dari analisis ' variansi “diketahui’ ‘bahwa
perlakuan menunjukkan;, pengaruh yang, berbeda nyata-atau-sangat. berbeda
nyata, maka untuk membandingkan nilai dilanjutkan dengan uji_Beda ‘Nyata
Terkecil| (BNT), untuk rmengetahui perlakuanyang mana-yang: berbeda: Model

persamaan RALF secara matematis adalah sebagai berikut:
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Yijk = p + ai + R + (aR)ij + £(ij)k
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Keterangan-:

Yijk | 1= Nilai. SOD ke-k yang .memperoleh :kombinasi. perlakuan ;penambahan
ekstrak pegagan ke-i dan penambahan herbisida ke-|

¥ = Nilai-rata-rata SOD

ai Pengaruh: perlakuan'tingkat penambahan’ ekstrak>pegagan ke-i

Rj Pengaruh: perlakuan; tingkat- penambahan herbisida ke-j
(aR)ij . = Pengaruh interaksi perlakuan ke-i dan ke-j
€(ijk = Pengaruh galat perlakuan ke-i dan'ke-j pada satuan percobaan ke-k

| REPOSITORY.UB.AC.ID |
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Berdasarkan -‘persamaan diatas; rmaka  dilakukan -desain- eksperimen

< 33 |
E tersarang yang disajikan pada Tabel 3:
g == Tabel 2: Susunan RAL dengan Pola Faktorial
g E Faktor A Faktor B Ulangan (r)
> o Ekstrak Herbisida ' Perlakuan Total Rata-
% A Pegagan (ppm) ® A B C rata
(mg/kg BB)
& 0 0 K+ (KA . (K+)B.. . (KH)C . T(K+).. T(K+)/3
0 2 K- (KJ)A . (K-)B (K)B. T(K-) T(K-)/3
50 0 P1 P1A P1B P1C TP1“ TP1/3
2 HP1 HP1A "“HP1B ' HP1C < THP1 " THP1/3
= 106 0 P2 P2A P2B pP2C TP2 - TP2/3
g 2 HP2 HP2A . HP2B. : HP2C. . THP2 .THP2/3
;g 150 0 P3 P3A P3B P3C TP3  TP3/3
|E| 2 HP3 HP3A HP3B HP3C  THP3 THP3/3
gg 300 0 P4 P4A P4B PAC TP4 = TP4/3
I; 2 HP4 HP4A '« HPAB  'HPAC - THP4: THP4/3
Keterangan =
< ¢ A, B, Cadalah ulangan (r)
S o K+,/K-,'P1,HPL, P2,;HP2,P3, HP3,'P4, HP4 adalah perlakuan-(t)
< ¢ 'Kantrol 'positif.-=-Herhisida:0 ppm +-ekstrak: pegagan 0.mg/kg:BB
o - o -Kontrol negatif,.= Herbisida,2 ppm + ekstrak pegagan 0 mg/kg.BB
5 g o _Perlakuan P1 = Herbisida O ppm +-ekstrak:pegagan .50 mg/kg BB:
£ " e Perlakuan P2 = Herbisida 0'‘ppm + ekstrak pegagan 100 mg/kg BB.
=
S0
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Perlakuan-P3 = Herbisida .0 ppm + ekstrak pegagan 150 mg/kg-BB;
Perlakuan P3 = Herbisida 0 ppm + ekstrak pegagan 300 mg/kg BB.
Perlakuan HP1 = Herbisida 2 ppm_+ ekstrak pegagan 50 mg/kg BB.
Perlakuan HP2 = Herbisida 2 ppm +-ekstrak pegagan 100-mg/kg BB
Perlakuan HP3'= Herbisida 2 ppm + ekstrak pegagan 150 mg/kg BB.
Perlakuan HP4 = Herbisida 2-ppm +:ekstrak pegagan 300-mg/kg BB:

Dari perlakuan ~ diatas, maka dapat dihitung nilai ~analisis ragam

berdasarkan rumus :
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e Derajat Bebas :
- db total = (a.b.r)-1
< db ‘perlakuan'= (ab-1)
- db faktora =a-1
- db faktor b.= b-1
- db interaksi faktor a dan b= (a-1)(b-1)
- db'galat'="dbt - dbp

3
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o - Faktor Koreksi
- FK=Yij2/a.b.r

o Jumlah Kuadrat
< JK Total'= Z(Yijk)? < FK
- JK Perlakuan = (Z (Zyj)?)/r) - FK
- JK Faktor A = (Z(Zyi)))/rb) - FK
- JK Faktor B = (Z (Zyj)*)/ra) - FK
< JK'Interaksi faktor 'A'dan B = JKP - JKA- JKB
-+ JKGalat = JKT +JIKP,

e Kuadrat Tengah
- KT Perlakuan = JKP/dbp
- KTFaktor-A'=:JKB/dba
- KT Faktor-B =.JKB/dbb
- KT Interaksi faktor A dan B = JKA.JKB/dba.dbb
- KT Galat = JKG/dbg
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Berdasarkan 'rumus; diatas, selanjutnya-dapatdilakukan;analisis,variansi

untuk mengetahui pengaruh perlakuan. Tabel analisis tersebut dapat dilihat pada

Tabel 4;

| REPOSITORY.UB.ACID |
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Tabel 3. Analysis,of Varian (ANOVA)

SK Db JK KT F Hit 5(; Tab‘lalyo

g Perlakuan t-1 JKP JKP/dbp KTP/KTG

< Faktor A a-1 JKA JKA/dba KTA/KTG
2= Faktor B b-1 JKB JKB/dbb -~ 'KTBIKTG

* *

5= Faktor AB  dba*dbb. ~ JKP-JKA-JKB Jd'z'g*fj'ggl KTQTETB/
o
w <L Galat . dbt-.dbp JKG JKG/dbg
500 Total sn-1 JKT
S0

o _ Jika F'hit>F tabel'5% maka perlakuan berbeda nyata

3
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o, . Jika F hit < F tabel 5% maka tidak berbeda nyata
Apabila’ dari ‘hasil ‘analisis tersebut -diperoleh’ hasil ‘berbeda’ nyata-atau
berbeda sangat: nyata, - maka harus dilakukan uji.Beda Nyata Terkecil (BNT) dari

masing-masing perlakuan.’Rumus perhitungan uji-BNT sebagaiberikut

SED= /—ZKTTG

| REPOSITORY.UB.AC.D |

BNT 5% = ttabel 5% dbg x SED
Kesimpulan:
o Jika selisih = BNT 5% maka non signifikan atau tidak berbeda nyata

o Jika BNT 5% < selisih <'BNT 1% maka berbeda nyata
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5. HASIL DAN.PEMBAHASAN

[ RePOSITORY.UB.ACID |

5.1 Ekstraksi. Tanaman. Pegagan (Centella.asiatica)
Simplisia“pegagan’ didapatkan “dari ‘Materia-Medica,” Kota ‘Batu.’ Proses
maserasi, menggunakan, pelarut, etanol..p-a- dengan perbandingan-1:5.. .Pelarut

etanol digunakan karena “memiliki ' sifat “polar. - Senyawa ~aktif’ dari” tanaman
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pegagan akan lebih-mudah;larut dalam pelarut yang bersifat; polar:  Ekstrak
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pegagan dengan menggunakan berbagai pelarut polar, seperti metanol juga juga
telah' dilakukan oleh-Zainol: et al, (2003) dan;Jayathirtha <dan=Mirsha (2004).
Selain.itu, Abdul-Hamid et al, (2002) telah mengekstraksi akar tanaman pegagan

dengan ' pelarut ‘etanol.” Proses- evaporasi ‘dilakukan 'setelah' ‘proses ' maserasi

| REPOSITORY.UB.AC.D |

selesai.. Evaporasi. dilakukan untuk menguapkan pelarut dengan menggunakan

rotary- evaporator -pada kecepatan 90 bar. Maserat 'pegagan‘-dengan’ pelarut

etanol menghasilkan ektrak dalam bentuk pasta sebanyak. 7 gram.
Ekstraksi“pegagan’ menggunakan metode maserasi-meliputi pemisahan

senyawa . biaoktif -jaringan -tanaman’ -dari - kemponen  inaktif-. /. inert . dengan

<
=
=
e
oc
(a8

UNIVERSITAS

menggunakan pelarut selektif. Pelarut terdifusi ke material tanaman yang- padat

o
i

selama ekstraksi; ‘Proses ini-membuat: senyawa dengan-polaritas serupa:lebih
mudah larut. Metode ini paling cocok untuk digunakan dalam kasus. obat-obatan

thermolabile " (Ncube et al) 2008). Tujuan -prosedur 'ekstraksi-‘tanaman’' herbal
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adalah untuk menghilangkan bahan-.yang tidak diinginkan dan mendapatkan

bagian ‘yang' penting-dengan-sifat terapeutik. ‘Jenis-ekstraksi, ‘waktu, suhu; sifat

pelarut, konsentrasi konsentrat dan polaritas dapat mempengaruhi kuantitas dan
ekstrak ‘metabolit sekunder (Tiwari ‘et al, -2011). Toksisitas yang ‘rendah,
mudahnya penguapan-pada suhu rendah,-penyerapan fisiologis yang-cepat dari
ekstrak, tindakan pengawetan, ketidakmampuan untuk menyebabkan ekstrak

menjadi:kompleks-atau berdisosiasi adalah beberapa isifat:dari pelarut-yang; baik
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dalam | ekstraksi-tanaman, (Eloff, 1998). -Berdasarkan literatur, -tersebut ; maka

ekstrak pegagan dengan’ pelarut etanol ‘merupakan ekstrak “yang ‘memenuhi
syarat! untuk-diproduksi; secara;masal. Proses maserasi:- dan evaporasi dapat

dilihat pada Gambar 16.
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Gambar 1; (A).Proses Maserasi dan.(B) Proses Evaporasi.
(Sumber: Dokumentasi pribadi)

5.2 Skrining-Fitokimia Ekstrak-Etanol-Tanaman Pegagan (Centella asiatica)
Skrining “fitokimia dilakukan untuk mengidentifikasi ‘senyawa “aktif yang

terdapat ' dalam:: ekstak  etanol tanaman: pegagan. 'Berdasarkan penelitian

sebelumnya, senyawa bioaktif pada C. asiatica’ yang utama adalah senyawa

triterpen seperti asiaticoside; madecassoside, asiatic acid, dan-madecassic acid
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(Shukla et al, 1999).-Oleh karena itu,-dilakukan skrining fitokimia pada senyawa

£
i

aktif golongan-flavonoid, alkaloid, terpenoid;-tanin, dan saponin.:Hasil identifikasi
menunjukkan bahwa ekstrak etanol pegagan positif mengandung alkaloid, tanin,

saponin, ‘flavonoid, dan-terpenoid. Berdasarkan' penelitian-sebelumnya, senyawa
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bioaktif - pada.;C... asiatica -yang utama-.-adalah; senyawa; triterpen;  seperti

asiaticoside, madecassoside, -asiatic acid, dan ‘madecassic acid (Shukla ‘et al,

1999).

Telah dilaporkan juga bahwa Asiaticoside (Mustafa et al, 2010) dan
flavonoid ' (Korkina-dan :Afanasev, 1997) memiliki efek penyembuhan:luka:-yang
disebabkan oleh kandungan antioksidanmya..Flavonoid.adalah antioksidan alami

dari tumbubhan. Telah dilaporkan bahwa flavonoid bertanggung jawab-atas efek
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pengikatan. radikal karena -kandungan.. hidroksilnya. (Hanasaki. et.-.al, :1994).
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Beberapa flavonoid 'dapat mengikat superoksida, dan flavonoid lainnya dapat
mengikat peroksinitrit. -Peroksinitrit adalah-radikal turunan oksigen-yang:sangat
reaktif (DeGroot, 1994). Penelitian sebelumnya mengatakan bahwa flavones dan
cathechins-adalah-flavoneid:-yang paling kuat:melawan /ROS (Cui et-al, 2006).

Hasil identifikasi ekstrak etanol pegagan dapat dilihat pada Tabel 5.
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Tabel ;1.. Perubahan-Warna pada Skrining. Fitokimia  Ekstrak Etanol Tanaman
Pegagan (Centella asiatica)

Alkaloid
Nama Sampel Flavonoid Pereaksi Pereaksi Pereaksi
Meyer Dragendrof Bouchardat

| REPOSITORY.UB.AC.ID |

Pegagan

(C. asiatica; Terpenoid Tanin Saponin

Linn)
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Alkaloid “juga’ 'menunjukkan * kekuatan- ‘pengikatan -radikal- 'yang “kuat.
Aktivitas sitotoksik, antimikroba,-dan antiretroviral mereka terkait,dengan aktivitas
pengikatan radikal (Gu et al, 2008). Lebihlanjut, tannin - menunjukkan" aktivitas
antioksidan-berdasarkan laju, peroksidasi lipid (Hagerman ret ial,~1998).. Tannin,
atau polifenol” polimerik adalah” antioksidan yang lebih Kuat daripada fenolat

monaomerik-sederhana: Ini karena berat  molekulnya yang: tinggi-dan kedekatan
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dari banyak cincin aromatik dan gugus hidroksil (Chan et al, 2014). Selanjutnya,
penelitian. tsebelumnya- 'mengklaim ~bahwa' ' ‘saponin ' “berkontribusi-! terhadap
aktivitas . antioksidan, pada _ekstrak-, biji _kenaf yang dihilangkan lemaknya.

Pemurnian saponin secara' signifikan meningkatkan-aktivitas antioksidan primer
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(Atanassova. et al,.2011). Oleh karenavitu, senyawa bioaktif berpotensi digunakan
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sebagai bahan antioksidan. ‘Hasil skrining fitokimia ekstrak pegagan dapat dilihat

g padal Tabel 6.
< itas Rrawiiaya
Q = Tabel” 2. Hasil Skrining Fitokimia Ekstrak Etanol Tanaman Pegagan (Centella
= ; asiatica)
e
- <L Senyawa Aktif Pereaksi Hasil Kesimpulan
= oc Alkaloid Bouchardat Berwarna cokelat + (Positif)
S Tanin FeCls 1% Berwarna hijau + (Positif)
> kehitaman
K Saponin Air + HCIl Pekat  Terdapat busa permanen + (Positif)
Flavonoid HCL Pekat + Mg  Berwarna merah muda + (Positif)
Terpenoid Etanol + Asam Berwarna jingga + (Positif)
anhidrat + HCI kecoklatan

5.3 Identifikasi Senyawa Aktif Ekstrak Etanol Pegagan (Centella asiatica)
menggunakan Mass Spectrometry
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Mass.spectrometry digunakan-untuk mengidentifikasi senyawa kimia yang
terdapat  pada’ ekstraketanol ‘pegagan. -Berdasarkan “penelitian ~sebelumnya,
senyawa bioaktif-pada C.,asiatica yang. utama-adalah, senyawa: triterpen; seperti
asiaticoside, madecassoside, -asiatic acid, dan madecassic acid (Shukla et al,

1999). Oleh karena itu, dilakukan uji-menggunakan Mass spectrometry: dengan
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merk, TSQ Quantum_Acces Max (Triple Quadropole) pada berat molekul antara

o
i

400 - 1000/ dengan probe HESI dan mode positif ' serta- laju- alir -5ul/menit.
Berdasarkan hasil analisa menggunakan spektrofotometri massa pada ekstrak

etanol ' pegagan, ~dapat ' 'ditemukan “beberapa’ \senyawa' ‘utama'“yang' biasa
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ditemukan. di_dalam-tanaman, pegagan, yakni madecassic  acid,-asiatic -acid,

madecassoside ‘dan asiaticoside.

Berdasarkan -Gambar 17, Madecassic acid . atau asam: -madekasik
memiliki peak (puncak) tertinggi (a) dengan berat molekul 527 ‘'m/z. Saat proses
pendeteksian terjadi ionisasi dengan Natrium (Na), oleh karena itu berat:molekul
dari asam madekasik sebesar 504 m/z ditambah dengan berat molekul  Na

sebesar; 23 m/z ;sehingga’asam: madekasik: terdeteksi pada berat -molekul; 527
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m/z. (Hasil -pendeteksian , asam- madekasik. menggunakan -Mass spectrometry

dapat-dilihat pada Gambar 17.

S#: 7052 FULL: QIMS CT:D.81  1.91s5
1004 527,055

SSE (a) 542997
o] (b)
o
s
7]
o]
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60
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Gambar 2. Analisa spektrofotometri massa ekstrak etanol pegagan.(C. asiatica)
pada berat molekul antara 400 - 1000 m/z yang mendeteksi asam
madekasik-(a) M+Na dan' (b) M+K:
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Selain_Na, asam madekasik juga. terionisasi_dengan. Kalium (K) yang
memiliki ‘berat: molekul sebesar-39 mj/z sehingga terdeteksi-pada berat 'molekul
543 m/z; Hal.ini sesuai dengan penelitian Jian. et al. :(2007). yang: mendeteksi

adanya '‘asam’ madekasik' pada ekstrak pegagan dengan ‘menggunakan-High
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Performance - Liquid- -Chromatography. -, (HPLC)., |Hasil - pengisolasian; i asam

2
i

madekasik ‘menunjukkan bahwa senyawa’ ini memiliki sifat” anti-inflamasi yang
disebabkan: oleh iNOS,:COX-2;; TNF-a; ' 1L<1B; dan_penghambatan-IL:6,/melalui

penurunan regulasi aktivasi NF-kB pada sel makrofag RAW. 264,7 (Won et al,

2009).

Selain_asam madekasik, juga.terdeteksi adanya senyawa asam .asiatik

| REPOSITORY.UB.ACID |

pada‘ekstrak etanol pegagan yang dapat dilihat' pada Gambar-18.-Asam' asiatik
adalah konstituen_yang- paling, menonjol. dari: saponin, Centella. dan .merupakan
triterpenoid-pentasiklik ‘alami. ‘Senyawa ini - memiliki- spektrum-aktivitas ‘biologis

yang' 'luas; -terutama - antikanker, “anti-inflamasi; 'dan. . .penyembuhan : -luka,
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antidiabetes,  antioksidan, dan . hepatoprotektif; virus anti-hepatitis C: (HCV),. dan
neuroprotektif, di-antaranya. ‘Secara kimiawi, asam asiatik (2,3,23-trihidroksi-urs-
12-ene-28-oic-acid) adalah bentuk aglikon-dari asiatikosida dan: mudah. dibentuk
dengan menghidrolisis bagian-gula dari struktur asiatikosida dalam kondisi asam
(Lv et al,; 2017).-Senyawalain yang-terdeteksi pada 429 m/z-adalah: senyawa
cycloartenol. . Senyawa ini merupakan salah “satu .senyawa dari golongan
triterpenoid. 'Penelitian “sebelumnya ' telah mengemukakan “bahwa - cycloartenol
memiliki - sifat - sebagai antidiabetik - (Tanaka et al, .2006),, berperan -dalam
pencegahan’hiperglikemia, ' mengurangi-hiperlipidemia, memperbaiki'stetosis hati
dan jakumulasi: .lemak.. visceral pada. . tikus  (Misawa . .et. al, ..2012).. . .Hasil
pendeteksian-asam ‘asiatik ‘dan-Cycloartenol ‘menggunakan-Mass spectrometry

dapat dilihat pada Gambar, 18.

S#: 7199 FULL: Q1MS CT:081 1.05e5
429166

(b)

408891 481 002
456997

485 084
425 040 439,017

413058 488,092 — (a)
Lipg: ]
403.003
I

3
17,019
449 463 ‘
a0 abs a 440 ass  aep s

Gambar 3.-Analisa spektrofotometri massa ekstrak etanol pegagan:(C. asiatica)
pada-berat-molekul-antara-400 - 500.m/z yangmendeteksi (a); Asam
asiatik M+H dan (b) Cycloartenol.

ass 473 086

a

T T
70 A7

1
465

Senyawa asiatikosida dan madekosida merupakan senyawa utama lain
yang. terdapat di dalam pegagan. Menurut Das dan Mallick .(1991) kandungan
senyawa " asiatikosida' tergantung pada’‘lokasi jtumbuhnya.' Tumbuhan ‘yang
tumbuh pada lokasi yang lebih tinggi-mengandung lebih banyak asiatikosida dari

pada-tanaman ‘yang- tumbuh /di lokasiyang“lebih-rendah. ‘Asiatikosida “yang
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diisolasi, dari-C.: asiatica, menunjukkan sintesis-kolagen tipe | ;pada: sel. fibroblast

dermal manusia. Penuaan’ kulit menjadi terlihat karena penurunan kadar kolagen
tipe 1 /(Lee. et ‘al;. 2006): Asiatikosida. yang: memiliki ‘berat ‘molekul. 959, m/z
terdeteksi pada peak tertinggi’ (a) yang menunjukkan  angka 997. Hal ini

disebabkan: karena penambahan berat molekul r kalium(K)' sebesar 38 -m/z.
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Dimungkinkan . telah. terjadi- ionisasi ~antara -asiatikosida K dengan Kalium.

Asiatikosida 'juga terdeteksi-pada peak b'yang ' menunjukkan angka 981 miz.

3
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Dimungkinkan juga telah terjadi ionisasi antara asiatikosida dengan-natrium (Na)
sehingga ‘berat ‘molekulnya bertambah-sebanyak 22’ m/z-sebagai berat'molekul
Na., Madekosida yang memiliki berat molekul sebesar; 975 m/z terdeteksi pada

peak-c. ‘Selain itu,”madekosida‘juga terdeteksi-pada peak d dengan angka 998

| REPOSITORY.UB.AC.D |

m/z. |Selisih -angka 'sebanyak ;23 disebabkan- karena :madekosida -mengalami
ionisasi dengan natrium (Na) yang memiliki berat molekul 23 'm/z.” Asiatikosida
dan madekosida merupakan:glikosida:triterpen yang: diakui:sebagai komponen
biomarker dan telah dibuktikan sebagai senyawa yang memiliki efek farmakologis

(Hashim etaal,2011)
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Gambar 4. Analisa spektrofotometri massa ekstrak,etanol pegagan-(C. asiatica)
pada berat molekul antara 900 - 1000 m/z. yang mendeteksi
asiatikosida (a) M+K, dan-(b)-M+Na, serta (c) madekosida, dan (d)
Madekosida M+Na
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5.4 Aktivitas Antioksidan Ekstrak Etanol Pegagan (Centella asiatica)

Pengujian “aktivitas ' antioksidan ‘dilakukan ‘untuk- membuktikan bahwa
ekstrak-etanol pegagan. memiliki sifat-antioksidan. Hal ini-ditunjukkan: dengan
adanya nilai I1Cso, yakni persentase penghambatan (inhibisi) sebesar 50% pada
senyawa radikal-bebas:.: DPPH :adalah: radikal -bebas ryang; stabil; dengan warna

ungu tua. Cairan DPPH akan kehilangan warna violetnya jika dicampur dengan
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zat 'yang'menyumbangkan atom hidrogen (Kedare dan:Singh,-2011)." Radikal
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bebas.yang digunakan adalah 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) yang dapat
dilihat pada’Gambar-20-dengan-konsentrasi-0,1'mM. -Konsentrasi-sampel ekstrak

etanol pegagan.yang-digunakan sebesar.10, .50, 100,;150, dan;200 pg/mL.

| REPOSITORY.UB.AC.D |

Gambar 5. Larutan DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl)
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DPPH.adalah: metode . yang mudah,.cepat, dan. murah-untuk -mengukur

2
i

kapasitas  antioksidan ‘secara’ keseluruhan’ (Prakash '2001). “Metode "ini*‘juga

digunakan -untuk-; mengukur -antioksidan-dalam, sistem ' biologis: yang -kampleks,

baik sampel padat atau cair (Sendra et al, -2006). Metode DPPH hanya

digunakan ~dalam: larutan ' dan pelarut organik ' nonpolar: :Metode ini ' dapat
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memeriksa antioksidan hidrofilik dan lipofilik (Prior et al, 2005). Uji, DPPH telah
digunakan “untuk' ‘memeriksa sSifat antioksidan' gandum:dan -dedak;' sayuran,
herbal, dan  tepung-dengan beberapa pelarut yang  berbeda seperti etanol,
acetone' cair, metanol, -alkohol cair dan benzena (Yu 2001; Parry et-al, 2005).

Berdasarkan -pengujian, .yang telah . dilakukan, : ekstrak . etanol .pegagan
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dengan- konsentrasi sebesar- 10 ppm:memiliki nilai  persentase-inhibisi, terendah

sebesar 31,9 %. Konsentrasi 50 ppm memiliki persentase inhibisi sebesar 40,62
%, dan-pada konsentrasi 100 ppm sebesar-47,52: %} sedangkan: pada 150-ppm
terdeteksi sebesar 56,11 %. Konsentrasi tertinggi, yakni 200 ppm memiliki nilai
persentase-inhibisi tertinggi:yakni sebesar 157,42 %. Tabel:7 'menunjukkan

konsentrasi, absorbansi serta’ persentase inhibisi dari. ekstrak etanol pegagan
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terhadap ‘radikal-bebas-(DPPH). Perhitungan uji‘antioksidan'dapat:dilihat-pada
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Lampiran 1.

Tabel-3. Uji'Aktivitas-Antioksidan Ekstrak Etanol Pegagan

| o

|3 .

,% Konsentrasi ekstrak Absorbansi Inhibisi (%)

s etanol pegagan (ppm)

=] Kontrol 0,768 -

E 10 0,520 32,202

- 50 0,456 40,625
100 0,403 47,526
150 0,337 56,120
200 0,327 57,422

C. asiaticarekstrak sebagai antioksidan yang menyumbangkan-proton ke

DPPH. Warna campuran antara larutan DPPH dan ekstrak etanol dari C. asiatica
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menghasilkan- warna: kuning kehijauan. Warna' larutan. akan Jlebih: 'kuning: ‘jika
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konsentrasi ekstrak lebih tinggi. Berdasarkan Tabel 8, ekstrak etanol C. asiatica
dengan ''dosis'' 10; 50, 100,150, ‘dan‘200- 'pug-mL-1-'memiliki- ' persentase

penghambatan; masing-masing.sebesar 32.29,.40.62;.47.52,.56.12, dan 57.42%.

Semakin ‘tinggi “konsentrasi- sampel, “maka ‘'semakin’ ‘tinggi* “pula’ persentase

inhibisinya.-. . Selanjutnya; . kurva, regresi, -dibuat, ; antara.. kensentrasi. (x)-..dan
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persentase penghambatan (y), sehingga persamaan regresi adalah'y'= 0,1337x
432,668 dengan <ICspr =1125,87; ug 'mk-1. Hal ini menunjukkan:bahwa: ekstrak
etanol, C. asiatica tergolong- aktif sedang. Menurut Molyneux (2004), sifat

antioksidan berdasarkan nilai ICso dapat dibagi‘menjadi beberapa golongan: Nilai
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ICs0 <50 ug mL:t tergolong sangat kuat, 50.- 100 ug mL-1 tergolong. kuat, 100. -
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150 pg mL? tergolong ‘sedang, dan 150-200 pg mL-1 tergolong lemah. Kurva

g regresihasil uji:aktivitas-antioksidan dapat dilihat pada-Gambar 21.

V) —
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Gambar 6. Kurva Regresi Aktivitas Antioksidan Ekstrak Etanol Pegagan
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Penelitian” ~ini'* “menunjukkan™~hasil' -'yang- 'berbeda ~ dari‘ “penelitian
sebelumnya,- yang- mengklaim . bahwa -nilai ICso-dari .ekstrak: etanol -C. . asiatica
adalah 35,6 +'1,3 ug ml (Sugunabai et al,”2015). Penelitian fain memiliki-hasil
yang serupauntuk ICsy ekstrak air dari C. asiatica adalah 30-pig-ml* (Kundu-et al,

2015). Penelitian sebelumnya -oleh Andarwulan et al, (2015) menyatakan bahwa
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ekstrak etanol: C:iasiatica dalam:tipe ekosistem: yang berbeda juga memiliki; nilai
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ICso yang berbeda. Hasil penelitiannya menunjukkan bahwa kandungan fenolik
yang lebih‘tinggi dalam '‘ekstrak bertepatan dengan ‘aktivitas antioksidan yang

lebih tinggi. Beberapa faktor yang berkontribusi terhadap. variasi antioksidan dan

nutriennya “adalah- perbedaan iklim, “geografis, tahunan; kondisitanah, ‘serta

penggunaan pestisida.
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5.5 LCs HerbisidarRoundup, dengan . Bahan -Aktif. Isopropilamina, Glifosat
pada Ikan Mas (Cyprinus carpio)
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Menurut! WHO ' (1994), /glifosat-merupakan ‘senyawa: yang cukup! | toksik
bagi biota _akuatik. namun Roundup-dianggap. lebih beracun daripada glifosat
karena' mengandung surfaktan polyoxyethylene ‘amine '(POEA)-(Amarante ‘et al,

2002).: Penelitian. yang dilakukan Lushchak-et al, | (2009) menunjukkan bahwa
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Roundup “memiliki- efek "yang “merugikan -pada’ ikan. ' Uji “pendahuluan “yang
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dilakukan, ;sebelum uji-toksisitas akut bertujuan- untuk:.mengetahui: konsentrasi
ambang batas atas dan ambang batas bawah’ toksisitas herbisida Roundup
dengan bahan ' aktif-Isopropilamina -Glifosat. - Konsentrasir yang; menyebabkan
mortalitas hewan uji. merupakan konsentrasi. ambang. batas atas.. Konsentrasi

ambang 'batas' ~bawah 'didapatkan dari: “konsentrasi/ ‘tertinggi ~yang'' dapat

| REPOSITORY.UB.AC.ID |

"
{
[
|
|
|
|
{
|
|
{
|
{
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|
|

menyebabkan -seluruh hewan uji hidup setelah pemaparan selama 48 jam

§ (Agusnar,'2008):'Data presentase mortalitas ‘pada uji' pendahuluan 'ditampilkan
2 g pada Tabel .8,
5=
(%)
§ < Tabel 4, Data-Mortalitas:lkan-Mas pada Uji-Pendahuluan
% % Konsentrasi ~'Zlkan Mortalitas'lkan‘pada’ Uji Pendahuluan %
(ppm) Mas (Ekor/Jam) Mortalitas
“Lu: 24 jam 48 jam 72 jam 96 jam
Kontrol 10 0 0 0 0 0
0,1 10 0 0 0 0 0
1* 10 0 0 0 0 0
10%* 10 0 2 5 8 80
100 10 10 0 0 0 100

| REPOSITORY.UB,ACID |

Keterangan : * = ambang batas bawah
**“= ambang batas atas

Tabel -8 ‘menunjukkan’' bahwa pada-perlakuan ‘kontrol hingga konsentrasi

1 .ppm tidak. terdapat .mortalitas hewan, uji...Konsentrasi.10.:;ppm menunjukkan
mortalitas yang ‘berjumlah 8 ekor (80%). Seluruh hewan uji (10-ekor) mengalami
mortalitas , -pada-, konsentrasi .- 100 ~ppm.,-Mortalitas, yang | ditemukan -pada

konsentrasi- 100 ppm terjadi -selama paparan 24 jam. Pada paparan 48 jam

BRAWIJAYA
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[ RePOSITORY.UB.ACID |

hanya 2 hewan:uji-yang, mati,yaitu pada konsentrasi; 10 ppm.:24-jam-kemudian,

yakni-paparan selama 72 jam terjadi mortalitas lagi pada konsentrasi 10 ppm
sebanyak -3 -ekor.-Hari-terakhir,, yaitu setelahpaparan ;selama-96: jam,: terjadi
mortalitas pada konsentrasi yang sama (10 ppm) sebanyak 3 ekor, sehingga

jumlah rseluruh ‘hewan:uji; yang mati- berjumlah 8 rekor, “‘dengan rpersentase

BRAWIJAYA

UNIVERSITAS

mortalitas sebesar 80%. Berdasarkan data.tersebut, .dapat. ditentukan bahwa

konsentrasi- 1- ppm merupakan konsentrasi: ' ambang' batas:-bawah, 'sedangkan

)
-
¢

konsentrasi 10. ppm merupakan konsentrasi-ambang batas atas untuk uji LCso

herbisida "Roundup. “Pemaparan ikan-mas- dengan 'herbisida” Roundup' dapat

| REPOSITORY.UB.AC.ID |

dilihat pada.Gambar:22.

Gambar 7:Uji LCso:Herbisida Roundup pada‘lkan Mas
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Setelah didapatkan ‘ambang batas-atas-dan bawah dari uji pendahuluan,

&
i

maka dilakukan uji. toksisitas, akut (LLCso). Konsentrasi. paparan. yang- digunakan
yaitu 1,35 ppm, 1,8 ppm, 2,4 ppm, 3,2 ppm, 4,2 ppm, 6,5 ppm, dan 8,7 ppm.

Perhitungan pengenceran herbisida dapat dilihat pada Lampiran 2, sedangkan

| REPOSITORY.UB.ACID |

penentuan konsentrasi paparan ini berdasarkan-Tabel skala Rand yang: dapat

dilihat pada:Lampiran 3:

Tidak ditemukan kematian pada pada perlakuan kontrol, konsentrasi 1,35
ppm, 1,8 ppm, 2;4 ‘ppm,’dan ‘pada3;2 ‘ppm. Ditemukan ‘Kematian-ikan-'mas
sebanyak 1 _ekor. pada. konsentrasi; 4,2 ppm,. maka didapatkan, persentase

kematian ‘sebesar 10%. Didapatkan juga-kematian-ikan ‘mas' berjumlah 2 ekor

BRAWIJAYA
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pada konsentrasi, 6,5:ppm,: sehingga nilai persentase kematiannya: adalah .20%.

[ RePOSITORY.UB.ACID |

Kematian ikan ‘mas pada konsentrasi 8,7 ppm sebanyak 6 ekor, sehingga

g diperoleh nilai-persentase kematiannya sebesar,60%. Hasil persentase mortalitas
<
S pe pada masing- masing konsentrasi pemaparan dapat dilihat' pada Tabel 9.
—
5=
w <L Tabel 5. Data Mortalitas lkan Mas pada Uji Toksisitas Akut Herbisida Roundup
o«
% (nn) Konsentrasi - % lkan Mortalitas Ikan pada Uji LC50 (Ekor/Jam) - %
3 (ppm) Mas 24 jam 48 .jam 72 jam 96 jam: - Mortalitas
.|‘_'\-,_;
0 10 0 0 0 0 0
1,35 10 0 0 0 0 0
18 10 0 0 0 0 0
(o] 2,4 10 0 0 0 0 0
|2 3,2 10 0 0 0 0 0
15| 4,2 10 0 0 0 1 10
25» 6,5 10 0 0 il 2 20
|8 8,7 10 10 1 3 6 60

Berdasarkan data tersebut, dapat disimpulkan bahwa semakin- tinggi
tingkat 'konsentrasi paparan:herbisida ‘Roundup yangdiberikan,-maka'semakin
tinggi tingkat kematian ikan mas. Selain itu, pada konsentrasi yang tinggi, ikan
mas ‘mengalami-mortalitas | lebih cepat_jika'dibandingkan ‘dengan: konsentrasi

yang;lebih rendah. Penelitian ini juga-menunjukkan bahwa semakin lama waktu

<
=
=
e
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paparanherbisida® Roundup-‘denganikan’' mas, -maka ‘kematiannya juga -akan

o
i

semakin meningkat. Hasil. pengamatan tingkah-laku ikan, mas pada saat uji-LCso
dapatdilihat pada Tabel 10.

Tabel 6. Pengamatan Tingkah Laku lkan-Mas pada Uji LCso-Herbisida Roundup

| REPOSITORY.UB,ACID |

| Konsentrasi (ppm) Tingkah'Laku ' lkan Mas

' 0 Pergerakan normal ke atas. dan ke dasar bak, operculum

i membuka dan menutup “dengan normal _sampai hari
terakhir.

1,35 Pergerakan normal ke atas dan ke dasar bak; operculum
< membuka. dan -menutup-. dengan . normal rsampai-, hari
> terakhir.
<L

2 o 1,8 Pergerakan normal ke atas dan ke dasar ‘bak; operculum
5 g membuka dan -menutup.. dengan.. normal -sampai.. hari
e < terakhir.

>

o
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Tabel 10. Lanjutan

Konsentrasi (ppm)

Tingkah Laku lkan Mas

2/4

3,2

4,2

6,5

8,7

Pergerakan normal ke atas dan ke dasar ‘bak; operculum
membuka dan -menutup . dengan- normal -sampai-; hari
terakhir.

Pergerakan normal ke atas dan ke dasar bak, operculum

membuka dan “menutup ‘dengan- normal -sampai- hari

terakhir.

e Pergerakan normal.sampai 72 jam

e Pada 96 jam, terdapat 1 ikan. yang_.berenang
dengan lambat, kemudian melayang-layang di -kolom
perairan dengan--opeculum yang- ‘membuka dan
menutup dengan; cepat.r Beberapa waktu: kemudian;ikan
tersebut mati.

¢ Pergerakan normal sampai 48 jam.

e Terdapat beberapa ikan yang berenang dngan cepat ke
atas'/dan ke ‘bawah, ‘opekulum'-membuka < dan
menutup dengan - cepat, | | kemudian: - melayang; :di
permukaan -bak. Beberapa menit kemudian mati pada
72 jam.

e Pergerakan ' melambat, ‘melayang ~di~ kolom' ‘perairan
dan~terdapat. ‘beberapa yang 'tergelatak di’ dasar 'bak
kemudian mati-beberapa saat-kemudian pada- 96 jam.

e Pergerakan normal pada 24 jam.

e Pergerakan mulai tidak - stabil, operkulum membuka
dan“menutup' -dengan-'cepat, ‘serta ‘terdapat ‘1 ikan
yang: melompat keluar dari' bak kemudian mati'pada 48
jam.

e Pergerakan -mulai. melambat, berenang. ke permukaan
bak dan terdapat beberapa ekor ikan yang lemas dan
beberapa saat kemudian mati pada 72 jam.

o Hampir-: tidak ~bergerak, ' melayang:  pada - permukaan,
operkulum masih, . membuka :. dan- :menutup. . dengan
lambat namun lama kelamaan mati. pada hari terakhir
(96 jam).

Nilai: [LCso “diketahuil ‘berdasarkan (total ) mortalitas: ikan: mas, ~-kemudian

dilakukan perhitungan _menggunakan. analisis probit, Rata-rata mortalitas yang

berasal ‘dari’ ulangan ‘1,2, ‘dan 3 kemudian dicari persentase kematian' dan

persentase. koreksi kematiannya. Persentase. koreksi: kematian dikonversi ke

probit- (y)" dari tabel transformasi probit yang- dapat dilihat' dari ‘Lampiran 4.

Sedangkan- nilai-x. didapatkan. -dari 'Log, konsentrasi-paparan.-.yang- digunakan

dalam uji toksisitas akut. Setelah didapatkan nilai x dan'y, dilakukan ‘analisis

regresi: Berdasarkan: hasil: regresi, diperoleh rumus:Y=-0,64 +: 4,73x. /Nilai Y

14
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adalah 5. Angka -5-merupakan nilai konversi-probit dari 50-yang merupakan-50%

kematian 'ikan mas. Melalui rumus’ regresi tersebut, diketahuinilai“ X" adalah
sebesar, 0,92 Nilai. LCso diperoleh dariantilog 0,92, yaitu 8,32 ppm. Perhitungan
analisis probit ini dapat dilihat-pada Lampiran 5. Jadi dapat disimpulkan bahwa
toksisitas akut:herbisida-Roundup berbahan:-aktif Isopropilamina-glifosat terhadap

ikan mas adalah sebesar. 8,32 ppm. Berdasarkan, kriteria .daya. racun- lethal

BRAWIJAYA
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pestisida'menurut -Rudiyanti-dan Ekasari (2009), toksisitas:herbisida'Roundup

3
\:"!

berbahan aktif- Isopropilamina glifosat ini_termasuk, dalam_golongan. pestisida
yang ‘memiliki-daya racun'tinggi,-yaitu antara-1-10 mg/L.
Monitoring kualitas ; air. .juga dilakukan pada; uji .toksisitas rakut. ,Hal . .ini

dilakukan karena jika 'kualitas' air media pemeliharaan”tidak ‘memenuhi' syarat

| REPOSITORY.UB.AC.D |

kelangsungan- hidup- ikan:mas; maka faktor,penyebab -kematian -ikan-mas
tersebut tidak murni disebabkan’oleh paparan herbisida. Kegiatan pengukuruan
kualitas air.yang meliputi suhu,/pH danD0Oini‘dilakukan setiap:hari selama 4 hari
pada pukul 17.00 WIB. Pengukuran parameter tersebut.  dilakukan secara

langsung ' /pada’ bak-bak' pemeliharaan: Kisaran' hasil ‘pengukuran: kualitas. air
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dapat dilihat pada Tabel 11.

2
i

Tabel 7. Kisaran Pengukuran Kualitas Air pada Uji L.Cso Herbisida'’Roundup

Konsentrasi (ppm) Parameter
Suhu (°C) pH DO (mg/l)

B 0 24,2-27,8 7,29-7,76 7,9-8,7
k= 1,35 24,2-27,9 7,30-7,82 6,7-7,4
F 18 24,6-24,8 7,26-7,79 7,7-8,3
2 2,4 24,6-28,1 7,25-7,53 7,7-8,0
5 3,2 24,4-28,2 7,29-7,63 6,7-7,4
_ 4,2 24,5-28,2 7,32-7,61 7,9-8,7

6,5 24,8-28,2 7,29-7,63 7,7-8,0

8,7 24,7-28,0 7,32-7,63 7,7-8,3
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5.6 LDsg Ekstrak.Etanol Tanaman Pegagan (Centella asiatica).pada lkan -Mas
(Cyprinus.carpio)

Uji/ LDso ‘merupakan :dosis tunggal yang 'diperoleh’ dari ‘suatu’ zat -yang
dapat kematian 50%, hewan uji melalui metode oral. LDso. dinyatakan dalam
mg/kg. ' Tujuan 'dari pengujianini adalah’untuk’ mengetahui-konsentrasi-ekstrak

etanol, pegagan yang aman.untuk diaplikasikan pada ikan.mas. Metode yang

BRAWIJAYA
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digunakan untuk-uji LDsg adalah-metode Fix"Dose Procedure Acute-Oral Toxicity

»
-
¢

menurut OECD:420.-Bagan Fix-dose procedure-dapat dilihat: pada-Lampiran 6.
Uji“ini-menggunakan 4 ‘dosis, -yakni 5, 50, 300, dan'2000 mg/kg, dengan dosis

batasan yang: paling tinggi adalah 5000, mg/kg(limit-dose). Perhitungan untuk

| REPOSITORY.UB.AC.ID |

dosis LDso dapat dilihat pada-Lampiran 7. Sebelum pemberian ekstrak secara

oral, ikan/dipuasakan 'selama’:satu -hari, kemudian rikan:diberi: makan' 4 jam

setelah pemberian ekstrak. Pemberian ekstrak pada hewan uiji.tidak boleh
melebihi 24 jam.:Dosis yang diberikan:jugatidak 'boleh melebihi-1-ml/ 100 g berat
badan. Perlakuan  uji toksisitas. akut, oral pada hewan. uji. dapat-dilihat pada

Gambar 23.
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Gambar' 8. Perlakuan- 'LD50 ~Ekstrak - 'Etanol' \Tanaman -Pegagan-' (Centella
asiatica) pada:lkan Mas (Cyprinus;carpio)

| REPOSITORY.UB.ACID |

Ekstrak. etanol pegagan diberikan satu kali, (single dose) pada pukul 9
pagi. -Setelah 'pemberian’' ekstrak, ‘dilakukan  pengamatan 'tingkah “laku dan
mortalitas .pada. ikan-selama 48 jam. Pengamatan jini meliputi, apakah . terjadi

mortalitas, timbul' gejala keracunan pada ikan- 'sehingga dapat dipastikan ‘bahwa
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[ RePOSITORY.UB.ACID |

ikan akan, mengalami kematian-pada dosis. yang, lehih. tinggi: (Evident, toxicity),

ataupun terjadi “kematian ' sebelum “waktu ‘pengamatan ‘yang direncanakan

g (Impending death). Data mortalitas pada uji- 1:Dso ekstrak- etanol-pegagan dapat
<
o dilihat pada Tabel 12.
=
7S
L;( Tabel 8. Data Mortalitas lkan Mas- pada Uji LDso Ekstrak Etanol Tanaman
= oc Pegagan (Centella asiatica)
S| : . _
Konsentrasi 2 lkan Mortalitas Ikan pada Uji % Keteranaan
~pe: (mg/kg) Mas LD50 (Ekor) Mortalitas eteranga
24 jam 48 jam
Kontrol 10 0 0 0
5 10 0 0 0
[a] 50 10 0 0 0
|2 300 10 0 0 0 Evident
E: Toxicity
8| 2000 10 10 0 100 Maribound
8 status

Berdasarkan data 'mortalitas pada Tabel 12, dapat diketahui-bahwa tidak
terjadi/ mortalitas-hingga 48 jam:pada perlakuan kantrol, konsentrasi 5,:20, dan
300 mg/kg. Namun pada konsentrasi 300 mg/kg timbul gejala keracunan (evident
toxicity): pada: pengamatan 24 -jam.~Seluruh ikan ' mas ‘mati ‘- 3 ‘jam/setelah

pemberian ekstrak pada dosis 2000 mg/kg. Kondisi ini disebut maribound status,
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yaitu suatu-kondisi dimana ikan sebagai-hewan' uji 'mengalami- mortalitas' dan

2
i

tidak mampu. lagi bertahan hidup. walaupun diberi obat.
Berdasarkan ‘pengamatan tingkah laku-dapat-diketahui bahwa pada ‘dosis

300 mg/kg telah terjadi-gejala keracunan, sehingga dapat disimpulkan bahwa. jika

melebihi° 300 -mg/kg, ikan' mas‘akan  mengalami kematian. Hal  tersebut “yang

mendasari pemilihan-dosis untuk uji in-vivo (uji-tantang). selanjutnya: Daosis-yang

| REPOSITORY.UB.ACID |

digunakan harus aman dan tidak menimbulkan kematian pada ikan mas. Praptiwi
et al, (202.0) melakukan:ujitoksisitas (LDsp) ekstrak pegaganpada mencit.dengan
nilai LDsp sebesar 13,6 g/kg BB. Hal ini menunjukkan bahwa ekstrak pegagan

termasuk . dalam:Kkategori'roksisitas rendah>(5-15 g/kg'BB).!'Hasil pengamatan
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tingkah-laku ikan.mas saat pengujian: LDso ekstrak ietanol.pegagan dapat dilihat

pada Tabel13.

S

< Tabel 9. Pengamatan Tingkah Laku Ikan Mas pada Uji LDs, Ekstrak Etanol
2 — Tanaman-Pegagan (Centella asiatica)
—
g ; Konsentrasi (ppm) Tingkah Laku. lkan Mas
& T
% o Kontrol Pergerakan normal-ke atas dan ke-dasar bak, operculum
sm membuka dan ~menutup . dengan-normal ~sampai- hari

terakhir.,

I 5 Pergerakan normal ke atas dan ke dasar bak, operculum
membuka dan ‘menutup -dengan normal _sampai hari
terakhir.

;’9_‘ 50 Pergerakan normal ke atas dan ke .dasar -bak; operculum

3 membuka dan . menutup.-. dengan.. normal -sampai.. hari

K terakhir.

|8

| &

:g 300 e [kan'tampak " melayang 'dan' berenang lambat 'setelah

pemberian ekstrak
e Setelah 24 jam.ikan kembali berenang dengan.normal
2000 ¢ Pergerakan ..melambat, "ikan melayang-layang setelah
pemberian ekstrak.
¢ Operkulum "membuka’’ dan' 'menutup ‘dengan’’ cepat,
beberapa jam:: kemudian 'mati- tergelatak di dasar
akuarium.

Selain pengamatan tingkah laku, juga dilakukan pengukuran kualitas air

pada'uji LDz ekstrak etanol ‘pegagan: Hal ini 'dilakukan ‘untuk ‘mengontrol media
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hidup hewan uji.agar sesuai dengan kemampuan hidupnya. Kisaran, pengukuran

2
i

kualitas air‘'dapat dilihat‘pada Tabel 14.

Tabel” 10. Kisaran Pengukuran Kualitas “Air ‘pada Uji- LDsy Ekstrak Etanol
Tanaman-Pegagan (Centella asiatica)

| REPOSITORY.UB.ACID |

| Konsentrasi (ppm) Parameter

i Suhu (°C) pH DO (mg/l)

| Kontrol 24,6-27,7 7,2-7,6 6,7-7,4

' 5 24,2-27,6 7,3-7,8 7,9-8,7
50 24,4-27,6 7,2-7,6 7,7-8,0
300 24,6-28,3 7,2-7,5 7,7-8,3
2000 24,4-28,0 7,2-7,6 7,5-8,0
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5.7 Uji In-vivo padalkan Mas (Cyprinus, carpio)

Uji in-vivo pada ‘penelitian ini meliputi pemberian’ ekstrak etanol pegagan
dan herbisida: Roundup: berbahan aktif. Isopropilamina glifosat: pada -ikan -mas.
Ikan mas yang digunakan berukuran_7-9 cm. Pemberian ekstrak etanol pegagan

dengan metode oral menggunakan sonde mencit,’ EKstrak:langsung dimasukkan

BRAWIJAYA

UNIVERSITAS

melalui mulut ikan. Uji ini menggunakan 4 dosis yang. berbeda, yakni 50, 100,

150, .dan /300 'mg/kg.  Perhitungan dosis untuk' uji in-vivo- dapat “dilihat -pada

)
-
¢

Lampiran 8. Dosis tertinggi merupakan dosis. aman yang tidak mematikan ikan.

Dosis-ini'didapatkan ‘dari ‘hasil 'uji LDsg ekstrak-etanol' pegagan. ‘Ekstrak diberikan

| REPOSITORY.UB.AC.ID |

3 hari sekali sebanyak .5 kali. Herbisida Roundup diberikan. pada hari ke-4 hingga

hari ke-14. Dosis untuk pemaparan herbisida Roundup adalah 25% dari nilai LCso

yaitu 2 ppm. Kegiatan uji in-vivo-pada ikan-mas-dapat dilihat pada Gambar 24,

|
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diberikan,. (C) Pemberian ekstrak etanol . pegagan. pada.ikan mas
dengan metode-oral dan (D) Perlakuan uji in-vivo ikan mas.

Ujirtantang: inir dilakukan selama (14 ‘hari. ‘Selama -perlakuan; terdapat

beberapa ikan yang mengalami kematian pada masing-masing perlakuan. Pada
perlakuan’ kontrol, - yang ‘hanya-diberi-pakan' tidak.terdapat ' mortalitas,” namun
pada perlakuan_ kontrol negatif, yang dipapar :herbisida , sebesar 2 ppm

mengalami-kematian-sebanyak-9 ekor-sampai-hari-terakhir-paparan. Perlakuan

BRAWIJAYA
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berikutnya, yakni.P1,:P2, P3, dan P4.yang diberi ekstrak dengan dosis, 50,-100,

150, dan 300 mg/kg serta tidak di papar herbisida mengalami kematian secara
berturut-turut sebanyak-4, 4,-3, dan 5 ekor,sampai pada hari terakhir perlakuan.
Kemudian, ikan mas yang-diberi ekstrak dengan dosis yang sama namun di
papar herbisida sebanyak 2:ppm pada:perlakuan HP 1,y HP-2,-HP 3,-dan ‘HP-4

mengalami kematian sebanyak 9, 8, 10, dan .13 ekor sampai pada.hari terakhir

BRAWIJAYA
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perlakuan.

3
\:"!

Berdasarkan data yang diperoleh, dapat dilihat bahwa paparan herbisida
Roundup 'sebesar- 2° ppm' menyebabkan- ' kematian' 'sebesar :30%- '(Kontrol ).
Perlakuan, P1, P2, P3, dan P4.juga terlihat :menyebabkan kematian pada.ikan

mas sebesar 10-16,7%: Hal ‘ini ‘mungkin-dikarenakan faktor -dari tubuh'ikan'mas

| REPOSITORY.UB.AC.ID |
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yang!kurang-baik.-Selanjutnya pada perlakuan-uji tantang. antara ekstrak; etanol

pegagan dan herbisida” (HP1, HP 2, HP 3, dan HP 4) mengalami kematian

S
< sebesar 26;7<- 43,3 %. Hal ini mungkin, disebabkan oleh paparan;herbisida
V) -
é § sebesar 2 ppm. Data mortalitas ikan mas pada uji in-vivo .dapat._dilihat pada
&
< < Tabel 15.
S
S0 Tabel 11. Data. Mortalitas lkan"Mas pada Uji In-Vivo
I Perlakuan ¥ lkan Mas ¥ Mortalitas lkan % Mortalitas
pada Uji LD50
(Ekor)
K 30 4 13,3
3] K- 30 9 30
|9 P1 30 4 13,3
£ P2 30 4 13,3
Z P3 30 3 10
k= P4 30 5 16,7
| HP1 30 9 30
— HP2 30 8 26,7
HP3 30 10 33,3
HP4 30 13 43,3

Berdasarkan ‘data  mortalitas, -dapat-dilihat bahwa-persentase-mortalitas
ikan mas yang. dipapar herbisida dan telah diberi ekstrak pegagan (HP1, HP 2,

HP. 3, danHP. 4) lebih rendah dari persentase mortalitas-ikan-mas'yang hanya
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diberi | herbisida-, -tanpa . . pemberian. .ekstrak-. etanol .. pegagan :(K-).... Selain

pengamatan mortalitas, juga dilakukan pengukuran-kualitas'air pada media air
tempat hidupikan. Saat dilakukan uji-in-vivo, 'suhu udara.saat malam-dan siang
hari sangat fluktuatif, sehingga pada setiap akuarium di beri pengatur suhu
(heater) untuk: mencegah kematian ikan akibat perubahan suhu yang:signifikan.

Kisaran kualitas air pada uji in-vivo dapat dilihat pada Tabel 16.
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Tabel 12. Kisaran Pengukuran Kualitas-Air_ pada Uji In-Vivo Ikan Mas

A
%

Konsentrasi (ppm) Parameter
Suhu (°C) pH DO (mg/l)

: Kontrol (-) 28°C 7,29-7,76 7,9-8,7
E Kontrol (+) 28°C 7,30-7,82 6,7-7,4
2 P1 28°C 7,26-7,79 7,7-8,3
| 2 P2 28°C 7,25-7,53 7,7-8,0
E = P3 28°C 7,29-7,63 6,7-7,4
I P4 28°C 7,32-7,61 7,9-8,7
=] HP1 28°C 7,29-7,63 7,7-8,0
HP2 28°C 7,32-7,63 7,7-8,3

HP3 28°C 7,26-7,79 7,7-8,0

HP4 28°C 7,25-7,53 6,7-7,4

5.8 Malondialdehid (MDA) pada Hati Ikan Mas (Cyprinus carpio)

Malondialdehyde ' (MDA) merupakan-indikator yang 'baik: dari ‘peroksidasi
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lipid dan juga stres oksidatif. Peroksidasi lipid adalah reaksi berantaiyang dimulai

&
£

oleh ‘abstraksi-‘atau ‘penambahan hidrogen-oleh radikal oksigen; menghasilkan
kerusakan. .oksidatif dari.asam .lemak .tak jenuh. ganda (Cheng.dan.Li, 2007).

Stres oksidatif’menunjukkan ‘peran penting dalam’ patogenesis berbagai‘penyakit

l REPOSITORY.UB.ACID ‘

(Khanna et-al, 2002) Kegiatan pengujian- MDA dapat dilihat pada-Gambar 25,

Gambar 10. (A) Organ Hati Ikan Mas, dan (B) homogenat
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Saat terjadi stres. oksidatif, tubuh, bereaksi dengan.oksidan:atau, radikal

[

bebas dan terbentuklah hidroperoksida yang menyebabkan rusaknya membran
lipid sehingga: memproduksi; MDA. Tujuan-daripengukuran kadar MDA -pada
organ hati ikan mas_adalah untuk mengetahui apakah terjadi penurunan- kadar
MDA setelah-pemberian ekstrak etanol pegagan pada s ikan mas. Pengukuran

kadar MDA menggunakan Spektrofotometri UV-Vis, dengan panjang gelombang

UNIVERSITAS

*/BRAWIJAYA

530 nm! ! Uji MDA adalah"metode yang paling sering 'digunakan: dalam' praktek

klinis, karena_sensitivitas dan kesederhanaannya, meskipun_beberapa zat dapat
menjadi mengganggu pengujian’ini (Sattler-et'al,’ 1998): ‘Data ‘hasil' pengukuran

kadar MDA dapat dilihat pada Tabel 17.

Tabel 13. Data Hasil-Pengukuran Kadar. MDA pada Hatilkan-Mas

;
|
|
|
|
|
|
i
|
{
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Perlakuan- “Abs Kadar (ng/ml) Rata-rata

§ A- B C A B c
o i Kontrol 0,121 0,147 0,125 519,00 519,00 511,50 516,50
S Kontrol'(-)-' 0,250 ~°0,245 ~ 0,251 611,50 581,50 589,00 594,00
A ; P1 0,143 0,170 110,148 554,00 484,00 506,50 514,83
oy < P2 0,121 0,152 ...0,130 > 525,50 - 465,00 515,50 502,00
= o P3 0,137 ..0,114 0,142 451,50 409,00. 479,00 446,50
% o P4 0,077 0,055~ 0,065 441,50 319,00 ' 469,00 409,83
HP1 0,176 0,116 - 0,110 621,50 459,00 516,50 532,33
fui HP2 0,178 :0,088 -.0,181 > 550,50 -, 497,00 520,50 522,66
HP3 0,091 ..0,144 0,164 . 486,00, 530,50 515,00 510,50
HP4 0,173 0,193 0,146 424,00 474,00 454,00 450,67

Keterangan = Kontrol'(K): Herbisida 0'ppm+ekstrak 0 mg/kg, Kontrol negatif (K-):
Herbisida 11 ppm+ekstrak 0 ' mg/Kg, P1: Herbisida 0 ppm+ekstrak
50-mg/kg; P2:-Herbisida 0 ppm+ekstrak: 100 mg/kg, P3::Herbisida
0 -ppm+ekstrak: 150 mg/kg; -P4: Herbisida 0 ippm+ekstrak; 300
mg/kg,-HP1: Herbisida 2-ppm-+ ekstrak-50 . mg/kg,-HP2: Herbisida
2. ppm+_ekstrak 100 mg/kg, HP3: Herbisida 2. ppm+ekstrak 150
mg/kg, dan HP4: Herbisida 2 ppm + ekstrak 300, mg/kg
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Data 'hasil ‘pengukuran kadar ‘MDA pada Tabel 18 menunjukkan 'bahwa
rata-rata. kadar. MDA, pada ikan kontrol sebesar 516,50 ng/ml. lkan dengan
perlakuan‘herbisida 2'ppm’ (kontrol negatif) memiliki kadar-MDA rata-rata sebesar

594,00 ng/ml..Kemudian ikan dengan pemberian ekstrak etanol pegagan dengan
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dosis 50 mg/kg -(P1); -100, mg/kg (P2),-150 :img/kg |(P3),. dan-300: mg/kg-(P4)

memiliki kadar MDA rata-rata sebesar 514,83, 502,00, 446,50, dan 409,83 ng/ml.

g Selanjutnya. ikan-pada-perlakuan HP1, HP2; HP3; dan HP4 dengan pemaparan
<L
g = herbisida 2 ppm ditambah pemberian ekstrak etanol pegagan dosis 50, 100, 150,
=
2% dan 300 mg/kg memiliki kadar MDA rata-rata: sebesar 532;33;: 522,66,510,50,
i
==
= % dan 450,67 ng/ml. Diagram hasil pengukuran kadar MDA dapat dilihat pada
=
& Gambar 26.
Malondialdehida (MDA)
\S H Herbisida O ppm  H Herbisida 2 ppm
| <€
E: __ 600.00
I £ 500.00
| 8 g’
|8 400.00
& <
— QO 300.00
=
— 200.00
[
'S 100.00

X 0.00

0 mg/kg 50 mg/kg 100 mg/kg 150 mg/kg 300 mg/kg
Ekstrak Pegagan

Gambar ' 11.' Hasil-Pengukuran ‘Kadar ‘MDA pada Organ ‘Hati ‘lkan-Mas." Kontrol
(K):- Herbisida -0 - ppm+ekstrak -0 /mg/kg, - Kontrol negatif -~ (K-):
Herbisida. 11 ppm+ekstrak .0-mg/kg, . P1: Herbisida.0;ppm+ekstrak
50 mg/kg, P2: Herbisida O ppm+ekstrak 100 mg/kg, P3: Herbisida 0
ppm+ekstrak ‘150 mg/kg, P4:“Herbisida 0 ppm+ekstrak 300 mg/kg,
HP1:*Herbisida 2 ppm + ekstrak 50 'mg/kg, HP2i Herhisida'2 ppm-+
ekstrak 100 mg/kg;: HP3: Herbisida- 2 ppm-+tekstrak 150 /mg/kg, dan
HP4: Herbisida 2 ppm +ekstrak 300 mg/kg
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Berdasarkan ‘diagram’pada Gambar 26, dapat disimpulkan  bahwa ikan

dengan.pemberian ekstrak. etanol pegagan (P1,. P2, P3, dan P4) mengalami

| REPOSITORY.UB.ACID |

penurunan kadar MDA jika dibandingkan dengan ikan kontrol. Perlakuan kontrol
memiliki, kadar MDA sebesar. 516,50 ng/ml-sedangkan pada perlakuan.P1; P2,
P3,; dan P4 memiliki kadar MDA berturut-turut sebesar 514,83, 502,00, 446,50,

dan 409,83: ng/ml:: Perlakuan: dengan pemberian: dosis /tertinggi: ekstrak: etanol
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pegagan; sebesar, 300 mg/kg-memiliki_ kadar MDA terendah yakni.sebesar 1069,5

[ RePOSITORY.UB.ACID |

ng/ml. Kemudian ikan dengan-pemberian ekstrak etanol pegagan dosis 50, 100,
150, dan 300-mg/kg-ditambah dengan-pemaparan herbisida 2-ppm. (HP1,-HP2,
HP3, dan HP4) menunjukkan-penurunan kadar MDA jika dibandingkan dengan
ikan yang hanya: dipapar herbisida 2:-ppm: (kontrol negatif). 'Perlakuan kontrol

negatif memiliki kadar MDA sebesar 594,00 ng/ml sedangkan pada perlakuan
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HP1, HP2, HP3, dan 'HP4 memiliki kadar MDA berturut-turut-sebesar' 532,33,

3
ﬁ"!

522,66, 510,50, dan-450,67 ng/ml. Perlakuan dengan pemaparan. herbisida 2
ppm ditambah 'pemberian’ ekstrak etanol ‘pegagan 'sebesar-300-mg/kg  memiliki
kadar MDA. terendah; yakni: sebesar:409,83 :ng/ml.; Data tersebut )menunjukkan

bahwa ' ‘peningkatan— dosis “pemberian' ekstrak’ etanol~ pegagan’ juga. “akan

| REPOSITORY.UB.AC.D |

menurunkan kadar-MDA.pada hati ikan-mas.

5.9 Superoksida Dismutase (SOD) padaHati lkan Mas/ (Cyprinus-carpio)
Enzim_detoksifikasi--pertama.-dan antioxidan paling kuat di_dalam’ sel
disebut 'superoksida dismutase’ (SOD).''Enzim /ini’ ‘bertindak- sebagai' 'sistem

pertahanan. lini: pertama. dalam. organisme. melawan. reactive . oxygen . species
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(ROS)." Aktivitas“SOD' tergantung pada rkofaktor logam" seperti- besi' (Fe), seng

o
i

(Zn), tembaga (Cu):-dan, mangan (Mn). -Metaloenzim . ini-mengkatalisis : anion
superoksida (027) menjadi- hidrogen ‘peroksida (Hz0;) dan 'oksigen molekuler

(02).| Fe-SOD,  umumnya . ditemukan--di-prokariot: dan kloreplas: dari-beberapa

| REPOSITORY.UB,ACID |

tanaman, sementara Mn-SOD terdapat ‘dalam prokariota dan mitokondria pada

eukariota:/Terakhir: adalah' Cu/Zn-SOD: yang utamanya terdapat ‘pada eukariota,

biasanya tedapat pada sitosol tetapi-dapat ditemukan juga dalam kloroplas dan
peroksisom:(Gill dan Tuteja, 2010). Telah'disarankan bahwa 'suplementasi-SOD
akan, melindungi. sistem  kekebalan-tubuh_dan. secara, signifikan- mengurangi

kemungkinanpenyakit.- Penelitian saat ini-menunjukkan, bahwa tingkat “SOD
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pada kelompok: kontrol.lebih. rendah daripada-kelompok.yang-diberi-perlakuan

penambahan ekstrak C. ‘asiatica. Kegiatan pengujian SOD' dapat dilihat “pada

Gambar 27-
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Gambar '12.(A) Organ Hati lkan ‘Mas, (B) Homogenat

Pengukuran kadar. SOD mengunakan _spektrofotometri. UV-Vis pada

| REPOSITORY.UB.AC.ID |

panjang ‘gelombang ‘560 ‘nm. SOD diperlukan-untuk 'kesehatan-sel," melindungi

sel-sel tubuh-dari, oksigen radikal yang-berlebihan dan radikal: bebas; juga.-agen

|
|
|
|
|
|
|
{
|
|
|
|

berbahaya fainnya 'yang mendorong kematian sel. Data hasil pengukuran: kadar

Keterangan ="Kontral’(K):'Herbisida 0" ppm+ekstrak 0 mg/kg, Kontrol negatif (K-):
Herbisida 11 ppm+ekstrak 0, mg/kg; PL1: Herbisida O -ppm#+ekstrak
50 mg/kg, P2: Herbisida 0 ppm+ekstrak 100 mg/kg, P3: Herbisida
0 ppm+ekstrak- 150 mg/kg, P4: Herbisida 0 ppm+ekstrak 300
mg/kg, HP1: Herbisida 2 ppm-+ ekstrak 50°mg/kg, HP2: Herbisida
2 ppm+; ekstrak 200 mg/kg, ‘HP3: Herbisida 2’ ppm+ekstrak 150
mg/kg,-dan HP4: Herbisida 2 ppm + ekstrak -300;mg/kg

g SOD|dapat dilihat pada Tabel, 18.
A i Tabel 14. Data Hasil Pengukuran Kadar SOD pada Hati Ikan Mas
g Pe—
z ; Perlakuan  Abs Kadar (ng/ml) Rata-rata
(58]
= é A B C A B C
S
K 0,531 0,508 0,517 1,360 1,485 1,306 1,383
~pr K- 0,270 0,263 0,232 0,650 0,573 0,615 0,612
P1 0,462 0,479 0,526 1,360 1,472 1,385 1,405
P2 0,531 0,534 0,517 1,616 1,602 1,582 1,600
P3 0,558 0,488 0,462 1,716 1,685 1,589 1,663
[al P4 0,566 0,567 0,620 1,761 1,683 1,734 1,726
|9 HP1 0,288 0,301 0,286 0,727 0,588 0,715 0,676
£ HP2 0,366 0,396 0,343 1,005 1,165 1,222 1,130
= HP3 0,693 0,689 0,677 2,215 2,186 1.883 2,078
k= HP4 0,699 0,694 0,674 2,535 2,006 2,276 2,272
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Data hasil pengukuran kadar SOD. pada Tabel .19 menunjukkan bahwa

rata-rata’ kadar ‘SOD pada“ikan kontrol-sebesar 1,383 ng/ml. ‘lkan ‘dengan
perlakuan herbisida 2:ppm, (kontrol negatify memiliki kadar.SOD rata-rata-sebesar
0,612 ng/ml. Kemudian ikan dengan_pemberian ekstrak etanol pegagan dengan
dosis_50 "mg/kg -(P1);1 1200 mg/kg (P2); 150 mg/kg (P3);dan=300 mg/kg:(P4)

memiliki kadar. SOD rata-rata sebesar ‘1,405, 1,600, 1,663, dan 1,726 ng/ml.

BRAWIJAYA

UNIVERSITAS

Selanjutnya’ikan-pada’perlakuan HP1,-HP2; HP3, dan' HP4-dengan pemaparan

»
-
¢

herbisida 2 ppm ditambah pemberian ekstrak etanol pegagan dosis;50, 100, 150,

dan 300 'mg/kg ‘memiliki kadar SOD rata-rata 'sebesar 0,676, 1,130, 2,078, dan

e
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2,272 ng/ml..Diagram hasil pengukuran kadar,SOD dapat dilihat pada, Gambar

28.
| Superoksida Dismutase (SOD)
S M Herbisida 0 ppm  ® Herbisida 2 ppm
” < s
ey £
= £
S 5 2
i <L g 15
T .omm
= @ 1.383 1.405
T 05 -
X
O -
0 mg/kg 50 mg/kg 100 mg/kg 150 mg/kg 300 mg/kg
Ekstrak Pegagan
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Gambar ' 13.' Hasil’Pengukuran ‘Kadar ‘'SOD-pada Organ ‘Hati ‘lkan-Mas."' Kontrol
(K): Herbisida ~0' - ppm+ekstrak (0" /mg/kg, - Kontrol ‘negatif ~(K-):
Herbisida- 11, ppm+ekstrak .0-mg/kg, - P1: Herbisida - 0rppm+ekstrak
50.mg/kg, P2: Herbisida 0 ppm+ekstrak. 100 mg/kg, P3: Herbisida 0
ppm+ekstrak ‘150 mg/kg, P4:Herbisida 0 ppm+ekstrak 300 mg/kg,
HP.L1:“Herbisidax ppm + ekstrak 50 mg/kg,/'HP2: Herbisida'x ppm+
ekstrak -100:mg/kg;;HP3: Herbisidar2 ppm-+ekstrak 150 mg/kg; dan
HP4: Herbisida x ppm +-ekstrak 300 mg/kg

Berdasarkan 'diagram'pada Gambar 28, 'dapat! disimpulkan: bahwaikan
dengan.pemberian ekstrak: etanol pegagan-(P1, P2, P3, dan P4) mengalami

peningkatan kadar SOD jika dibandingkan‘dengan ikan kontrol. Perlakuan kontrol
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memiliki kadar. SOD sebesar. 1,383 ng/ml.sedangkan pada. perlakuan P1, P2, P3,

[ RePOSITORY.UB.ACID |

dan P4 memiliki kadar SOD berturut-turut' sebesar 1,405, 1,600, 1,663, dan 1,726
ng/ml.! Perlakuan -dengan, pemberian -dosis ‘tertinggi, ekstrak-.etanol. pegagan
sebesar 300 mg/kg memiliki kadar SOD tertinggi yakni sebesar 1,726 ‘ng/ml.
Kemudian' ikan dengan-pemberian ekstrak ‘etanol pegagan-dosis 50,-100,:150,

dan 300 mg/kg ditambah dengan pemaparan herbisida 2 ppm (HP1, HP2, HP3,

BRAWIJAYA
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dan HP4)/'menunjukkan peningkatan kadar:SOD'jika 'dibandingkan-dengan-ikan

3
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yang, hanya dipapar herbisida 2 ppm-(kontrol, negatif). Perlakuan kentrol negatif
memiliki kadar SOD 'sebesar-0,612 ng/ml 'sedangkan pada perlakuan HP1,"HP2,
HP3, dan HP4:memiliki kadar SOD berturut-turut sebesar. 0,720, 1,0004,: 2,228,

dan 2,2320,676,1,130,-2,078, dan 2,272 -ng/ml.’Perlakuan-dengan pemaparan

| REPOSITORY.UB.AC.D |

herbisida.2-ppm ditambah pemberian-ekstrak etanol pegagan sebesar 300 mg/kg
memiliki = kadar SOD' ‘tertinggi~ yakni~ ‘sebesar- 2,272 ‘ng/ml. “Data 'tersebut
menunjukkan<bahwa-peningkatan dosis pemberian ekstrak- etanol pegagan:juga
akan meningkatkan kadar SOD pada hati ikan mas.

Proses. induksi -enzim'/'SOD -berlangsung’ melalui: jalur ‘Nrf2.-1 Senyawa
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bioaktif yang menjadi sumber antioksidan .eksogen. masuk melalui saluran

o
i

pencernaan’ 'dan-‘menyebar ke seluruh’ tubuh ‘melalui’ aliran-'darah~dan' dibawa
oleh vena porta menuju ke hati. Di dalam sel hati (hepatosit) terjadi.transkipsi

oleh gen Nrf2’ (Nuclear-factor. erythroid :2-related factor' 2).-Nrf2” adalah' protein

| REPOSITORY.UB,ACID |

leusin | zipper. dan- merupakan - faktor -transkripsi. penting -untuk pemeliharaan

homeostasis selama  paparan ‘stres oksidatif ataupun paparan kimia. Nrf2

diekspresikan-pada tingkat rendah di-semua jaringan; namun terdeteksi.dengan
tingkat yang lebih tinggi pada organ ginjal, otot, paru-paru, jantung dan hati (Moi
et al., 1994). ‘Saat: terjadi' stres-oksidatif, Nrf2 akan_meningkat:atau mengalami

upregulation (Lau et al., 2013).
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Nrf2. terdapat: pada sitosol dan ketika-masuk ke. dalam nukleus, - Nrf2
mengikat ‘gen’yang mengandung Antioxidant Response Element (ARE) ‘pada
promotor, kemudian-membentuk heterodimer dengan, protein -seperti, Maf-atau
Jun (Itoh et al., 1999). ARE terdapat pada promotor gen yang mengkode
beberapa enzim penting selama: detoksifikasi. ‘Beberapa target-dari: Nrf2 adalah
SOD, katalase,. glutathione peroxidase dan. glutathione-S-transferase (Giuliani
dan Regoli,; '2014). Transkripsi-gen target yang ‘telah diaktifkan: oleh’ Nrf2:'dan
protein _yang dihasilkan akan ‘membantu sel kembali ke dalam_keadaan: basal
dengan menghilangkan-sumber-dari stres"oksidatif (Lau’ et al.,~2013).-Beberapa
contoh . lain. .dari. target . Nrf2  selain. enzim:. antioksidan. adalah protein. anti-
apoptosis, transporter obat-obatan, dan enzim biotransformasi. ‘Selanjutnya; Nrf2
terlibat -dalam- proses ;seluler, \lainnya’ seperti:apoptosis, proliferasi, .diferensiasi
dan pertumbuhan (Bryan et al.,” 2013). ‘Penelitian yang' dilakukan oleh Gwarzo
(2009) /menunjukkan-bahwa: Nrf2 telah: terbuktirmengatur. .ekspresi-basal SOD.
SOD, juga dapat diinduksi oleh berbagai rangsangan, seperti Tumour Necrosis
Factor-a (TNF-a), interleukin-1 (IL-1), lipopolysaccharides (LPS) and interferon-g
and NF-kB (Visner et.al., 1990; Hirose et al., 1993; Akashi et al., 1995; Maehara
et al.,-1999).

Kumar dan Gupta (2002) menunjukkan bahwa Ekstrak.C. asiatica dengan
pelarut' air memiliki dua efek pada otak tikus, ‘khususnya dalam meningkatkan
pembelajaran.- dan memori,. juga memiliki kemampuan. -antioksidan, . dengan
menurunkan' peroksidasi lipid' dan meningkatkan enzim antioksidan—endogen.
Studi lain oleh Choi et al; (2016) menunjukkan, bahwa ekstrak- Centella: asiatica
meningkatkan kadar SOD- dalam jaringan _hati. Penelitian. sebelumnya juga
menunjukkan:bahwa-ekstrak-C.-asiatica:memiliki efek kardioprotektif pada tikus.
Efek .ini mungkin melibatkan mekanisme pencegahan dari peroksidasi lipid dan

pemeliharaan-enzim -antioksidan, seperti SOD 'serta pengikatan radikal' bebas

28



(Kumar- et -al,;. 2015).; Hussin, .et, al, ((2007)..juga, menunjukkan. bahwa, terdapat
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peningkatan ‘kadar SOD' secara signifikan  setelah pemberian  C. 'asiatica.
Koemponen .antioksidan dalam-.C. asiatica: seperti | senyawa -fenaolik:. mungkin
memiliki peran sebagai inhibitor dan_aktivitas pemutusan rantai radikal bebas.
Juga, perlakuan dengan dosis 100, dan 200 mg kg C. asiatica oleh Sivakumar

et al, (2018) menunjukkan peningkatan yang. signifikan. pada kadar-SOD karena
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kemampuan' “senyawa - ‘bioaktif: untuk “mengikat . ROS: ' Penelitian-penelitian
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tersebut menunjukkan bahwa pemberian C. asiatica akan _meningkatkan. enzim
antioksidan-'seperti “superoxide’' dismutase- (SOD). ' Dengan'-demikian, ' dapat

mengikat.dan.menetralisir radikal bebas,

5.10 Analisa Data-Hasil;Penelitian
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Rancangan percobaan yang digunakan -untuk menganalisa data hasil
penelitian ini ‘adalah—-Rancangan Acak:Lengkap' Faktorial (RALF) dengan-pola
perlakuan faktorial 3x2, dengan 3 kali.pengulangan. Data yang dianalisa berasal
dari hasil' ‘pengukuran “kadar'/SOD 10 'perlakuan'_pada hati-ikan 'mas ‘yakni

perlakuan . dengan_herbisida 0 _ppm-dan_ekstrak pegagan 0 _mg/kg (Kontrol),
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perlakuan’ ‘dengan- herbisida’ 2 ppm"'dan--ekstrak -pegagan' ‘0 “mg/kg " (Kontrol

o
i

negatif), . perlakuan herbisida. 0, ppm .dan.ekstrak 50. mg/kg.. (P1), -perlakuan
herbisida ‘0 ppm dan ekstrak ‘pegagan 100 mg/kg (P2), perlakuan herbisida 0

ppm [dan ekstrak -pegagan -150. mg/kg (R3); perlakuan-herbisida: 0 ppm:.dan
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ekstrak pegagan 300 mg/kg- (P4), perlakuan herbisida 2 ppm dan ekstrak

pegagan 50 mg/kg (HP1); perlakuan-herbisida 2 ppm dan ekstrak pegagan 100

mg/kg (HP2), perlakuan herbisida 2 ppm dan.ekstrak pegagan 150 mg/kg (HP3),
serta perlakuan herbisida 2'ppm-dan ekstrak pegagan 300 mg/kg (HP4).
Data yang_diperoleh dianalisa menggunakan metode analisis . statistik

ANOVA ' (Analysisof “Varians)’ menggunakan ‘aplikasi' SPSS. Desain-penelitian
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yang: digunakan.-adalah, anova faktorial - karena- penelitian .ini -menggunakan..2

faktor, faktor pertama adalah pemberian ekstrak pegagan dengan dosis 50, 100,
150, 300 mg/kg .dan-faktor kedua adalah pemaparan-herbisida: dengan: dosis-0
ppm dan 2 ppm. Tujuan -dari analisaini” adalah” untuk mengetahui apakah
penambahan <ekstrak’ pegagan:(Centella asiatica) _serta- pemaparan- herbisida

dengan dosis yang berbeda dapat berpengaruh terhadap kadar SOD hati ikan

BRAWIJAYA
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mas. Uji'anova dilakukan''secara dua ‘arah:(two way anova) yang dapat dilihat

3
\:"!

pada Tabel 19.

Tabel-15. Tests'of-Between-Subjects Effects

Tests of Between-Subjects Effects

Dependent Variable:SOD

| REPOSITORY.UB.AC.ID |
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|
|
|
{
|
|
{
|
{
|
|
|
|

Type [l Sum
Source of Squares df Mean Square F Sig.
< Corrected Model 7.9522 11 723  49.770 .000
2 Intercept 63.648 1 63.648( 4.382E3 .000
g == Ekstrak 5.183 4 1.296| 89.215 .000
2 ; Herbisida .295 1 .295] 20.312 .000
ué é Ulangan .023 2 .011 776 475
>0 Ekstrak * Herbisida, 2.451 4 .613| 42.187 .000]
<f: Error .261 18 .015
Total 71.861 30
Corrected Total 8.213 29

a. R Squared = .968 (Adjusted R Squared = .949)

Berdasarkan ‘Tabel ' 20, ‘dapat" dilihat 'bahwa-pada’ perlakuan pemberian

ekstrak didapatkan. F-hitung: sebesar: 89,215 dengan signifikansi 0,000. Hipotesa

| REPOSITORY.UB.ACID |

HO' adalah’' ‘bahwa" rata-rata “‘kadar- 'SOD"-untuk' 'tiap ~perlakuan " ‘dengan
penambahan ekstrak-pegagan adalah sama. Sedangkan Hi adalah:bahwa rata-
rata kadar SOD untuk tiap perlakuan dengan penambahan ‘ekstrak pegagan

minimalada satu,yang tidak sama. Jika: nilai: signifikansi >0;05' maka HO diterima
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dan jika:<0,05: maka  HO  ditolak dan.-menerima, Hl. Berdasarkan -hasil .yang
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diperoleh, yaitu F hitung sebesar 89,215 dengan signifikansi 0,000 adalah <'0,05
maka 'dapat--disimpulkan  bahwa untuk tiap -perlakuan. dengan penambahan
ekstrak pegagan memiliki rata-rata kadar SOD yang tidak sama (HO ditolak).

Faktor-kedua pada ujir:ANOVA-adalah pemaparan herbisida dengan :dosis

BRAWIJAYA
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berbeda. Berdasarkan Tabel 20, dapat dilihat bahwa pada perlakuan pemaparan

herbisida didapatkan F hitung sebesar 20:312 dengan signifikansi-sebesar 0,000.

3
ﬁ"!

Hipotesa. HO adalah-bahwa rata-rata, kadar SOD, untuk tiap.perlakuan dengan
pemaparan-herbisida-adalah‘sama. Sedangkan H1 adalah-bahwa rata-rata kadar
SOD,untuk-tiap: perlakuan . dengan pemaparan-herbisida, minimal.ada.satu.yang

tidak 'sama.’ Jika-nilai’ signifikansi >0,05 'maka HO diterima’ dan-jika“<0,05 maka

| REPOSITORY.UB.AC.D |

HO ditolak dan menerima. H1.. Berdasarkan-hasil. yang diperoleh; yaitu. F: hitung
sebesar'20.312 dengan signifikansi 0,000 adalah < 0,05 maka dapat disimpulkan
bahwa ;untuk:tiap- perlakuan; dengan -pemaparan | herbisida 'memiliki; rata-rata
kadar SOD yang tidak sama (HO ditolak).

Interaksi ‘antara-pemberian ekstrak-dan pemaparan herbisida 'memiliki
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nilai F. hitung sebesar 42.187 dengan_signifikansi sebesar 0,000. Hipotesa HO

o
i

adalah bahwa rata-rata‘kadar' SOD untuk tiap ‘interaksi'antara' pemberian  ekstrak
pegagan. dan_pemaparan herbisida adalah sama. Sedangkan:H1 adalah bahwa

rata-rata‘'kadar SOD"untuk tiap interaksi-antara pemberian ‘ekstrak ‘pegagan dan

| REPOSITORY.UB,ACID |

pemaparan- herbisida: minimal, ada satu.yang tidak sama. Jika, nilai signifikansi

>0,05 maka’ HO diterima ‘dan’ jika <0,05 maka HO" ditolak dan menerima ‘H1.

Berdasarkan -hasil. yang . diperoleh,  yaitu «F ~hitung sebesar 42.187 . dengan
signifikansi 0,000 adalah < 0,05 maka dapat disimpulkan . bahwa untuk tiap
interaksi antara pemberian ekstrak pegagan: dan pemaparan herbisida memiliki
rata-rata. kadar. SOD yang berbeda atau tidak sama (HO. ditolak). Setelah

melakukan‘uji-anova dua‘arah, jika terdapat perbedaan! (signifikansi'<'0,05) maka
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harus 'dilakukan -uji rlanjutan., dengan: metode - Tukey.- HSD..yang imenunjukkan

bahwa terdapat perbedaan yang signifikan jika dibandingkan dengan kelompok
kontrol,dengan nilai P..<,0,05: Perlakuan-ekstrak C. asiatica-dosis 300-mg/kg bb

menunjukkan hasil yang paling signifikan:.
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6. KESIMPULAN DAN SARAN
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6.1 Kesimpulan

Kesimpulan yang' dapat-diperoleh-dari- penelitian- yang telah-dilakukan
adalah:

o _Ekstrak Centella rasiatica. mengandung, beberapa. senyawa. bioaktif. seperti,

BRAWIJAYA
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flavonoid, alkaloid; terpenoid, tanin, dan-saponin.

3
\:"!

o, -Perlakuan-dengan:ekstrak, C. asiatica-dosis-300 img/kg-bb menunjukkan-hasil
yang paling signifikan. Terdapat perbedaan yang signifikan antara kelompok

yang diberi; ekstrak :C: asiatica jika:dibandingkan;dengan: kelompok: kontrol

| REPOSITORY.UB.AC.ID |

dengan nilai.P < 0,05.

o Penelitian ini:-menunjukkan /bahwa. ‘ekstrak ‘C., asiatica terbukti ‘memiliki- sifat

sebagai hepatoprotektor karena kandungan antioksidannya yang menginduksi

gen Tnrf2. Tnrf2 bertugas ‘untuk mengatur ekspresi'SOD 'pada hati ikan mas:

6.2 Saran

Ekstrak 'pegagan  (C. asiatica) rdengan: menggunakan- pelarut  etanol
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mengandung berbagai senyawa yang bersifat antioksidan dilihat dari uji fitokimia

2
i

dan MS. Oleh karena' itu;, ekstrak pegagan: dapat digunakan dan diaplikasikan

pada ikan dengan dosis efektif sebesar 300 mg/kg.
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LAMPIRAN

Lampiran 1. Uji Antioksidan
1. Pembuatan Larutan DPPH 0,1 mM
Mr (CisH15Ns0s) = (Ar C x:Z Atom C)+ (Ar Hx Z Atom'H) + (Ar-N x Z Atom H)
+ (Ar O'x 2 Atom O)

Mr CisHNs0s 1 & =12 x18) # (1 X 12) + (14X 5) +/(16.x6)

BRAWIJAYA

UNIVERSITAS

=216+ 12+ 70+ 96

3
\:"!

=394'g/mol
Jadi,-dalam. 1 mol:DPPH: CisH12NsQs-terdapat,394 g

2. DPPH 1Mm’'sebanyak 50'ml

Berat DPPH 1000

Konsentrasi = MrDPPH = mlvolume

| REPOSITORY.UB.AC.D |

Berat DPPH = Konsentrasi-x.Mr DPPH x:ml volume

1000

=0,001 Mx394x50 =0,0197'g=19,7mg

1000

Jadi dibutubkan 19;7 mg DPPH dilarutkan dalam'pelarut metanol 50 mi

<
<
-
P
e
o0

UNIVERSITAS

4. Pembuatan Larutan Induk Sampel.600 ppm

2
i

Melarutkan 30-mg-ekstrak'+ 50'ml metanol
5. Pengenceran Larutan.Seri. Sampel

a. 10 pg/mt

600 x V1., =10 x-10-ml

11100 =

V1 — =
600

0,167 ml

| REPOSITORY.UB.ACID |

b. 50 pg/mt

600 x V1. -=50 x-10-ml

Vi1 =390 _9.833 ml
600
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Lampiran 1. Lanjutan

¢. 100 pg/mL
s 600 x V1. -=100x 10 ml
(75 < 1000
e Yl = 1000 _ 1 667 ml
: g 600
(751
5 < d. 150 pg/mL
==
=) 600 x V1. -~= 150% 10.ml
\ \%! === =25l
600
e. 200 pg/mL

600 x V1.1 <= 200 %10 mi

.
|
|

e
o
<
©
=
=
&
Q
-
v
o
a
I
e

Vi = 2% - 33ml
| 600
|
6. % Inhibisi
= Tabel% Inhibisi Uji-Aktifitas Ekstrak-Sargassum sp. Sebagai Antioksidan
S
v i K trasi ekstrak
. onsentrasi ekstra . o
é B etanol pegagan (ppm) Absorbansi Inhibisi (%)
& Kontrol 0,768 -
w<g 10 0,520 32,292
S 50 0,456 40,625
>0 100 0,403 47,526
= 150 0,337 56,120
o 200 0,327 57,422
Kurva Standart Sampel
|<
12 515 nm
|S
[ & E go Y= 0.12377x +32.668
et = RZ=0.
2 40
:.g ¢ Seriesl
£ 20
< X —— Linear (Series1)
2 0 T T 1
—— 0 100 200 300
§ Konsentrasi (ppm)
<
oc
(28]
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Lampiran, - 2. .+ Perhitungan. . Pengenceran : Herbisida. . Roundup: - -pada. . Uji
Pendahuluan

Pengenceran herbisida’'Roundup ‘dengan bahan aktif Isopropilamina

glifosat;486-mg/l =-486000 mg/l (ppm)-adalah:sebagai berikut;

1. Pembuatanilarutan induk (stok)

BRAWIJAYA

UNIVERSITAS

Stok 1'L-dengan konsentrasi 1000 ppm

A
\_"g'r

V1 x N1=V2xN2

V1 (486000) =:1000 (1000)

| REPOSITORY.UB.AC.ID |

.
[
|
|
|
{
|
|
{
|
{
|
|
{
|

Vit i 1.000.000
486.000
V1 = 2,06 ml
<L
zz' Jadi diperlukan; 2,06 m} Herbisida + Aquades hingga 1.L
V) -
g [o—
A ; 2. Perlakuan Konsentrasi 2. ppm
G <L
=
= V1 (1000) = '=120000(2
Z (1000) @)
L 120x2
vl . 1000
V1 =.0,02 L. =20.ml

Jadidiperlukan 20 ml-dari-larutan stok herbisida untuk 20 L air pada akuarium
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Lampiran 3. Tabel Skala Rand

Skala. konsentrasi ;yang. dapat digunakan; untuk . menentukan  variasi

konsentrasi

pada’ ‘perlakuan ' suatu- ‘bioassay berdasarkan- atas

interval

progressive bisection-pada suatu skala logaritmik-(Guthrie .dan Perry; 1980)

1 2 3 4 5
10 - i -
3 - ] 87
- - 75 -
. : - ] 6.5
! 5.6 : :
; - 472 -
- - - 3.7
- 3.2 - 1 -
[ ; - ! 28
- - - 2.4 -
F - I 2.1
- 18 - :
- - i 1.55
[ E - 1.35 -
- - - 1.15
1 - 4 -
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Lampiran 4. Tabel Transformasi Probit

§ % ) o1 02 03 24 55 [ (i34 08 09
L ) TO8 | 21218 | 2522 | 20478 | 2424z | 2479 | 2547 [ 256N | 2

Y s | 260 | 2706 | L7em | 2778 | 2oy | 28299 | 28556 | 28798 | 29031 | 29251
= - 2 | 208 | 29885 | 23856 | 3oces | 30226 | 30400 | 30569 | 3072 | 308¢ ! 2108
- ; 3| ane | 3137 | 2w | 3ie6 | 3rs | vt | 32008 | 32124 | 3256 | 36
oc e | 320 | 32608 | 3z | 3283 | 324 | 33086 | 3357 | 33253 | 3334 | 334
W < s | 33s | 3% | 3ve | 3% | 338 | 308 | 2007 | 3035 | 30w | 3088
S0C 6 | 3eesz | 3k | e | Jue | 34m | 3em | 3w | 35051 § 350m | 3567
S0 7| 3s0 | 35315 | 35380 | 3ses2 | 35534 | 35605 | 33675 | 35748 | 35813 | 36w
8 | 3%040 | 36006 | 35080 | 358 | 2613 | 36278 | 3842 | 36405 | I6456 | 2650

I B! 38502 Y6654 | 36718 | 36775 | 36805 | 35804 | 35083 | 37012 | 3707 | 3N
ol 3mes | 37ae0 | 372m | 373se | 37e09 | 37458 | 37519 | 37574 | 37628 | 37

ST T 37735 | 37788 | 378a | 37893 | 37945 | 237996 | 38048 | 38009 | 5 | IM

n) 3w | om | | ) due | 0 | 30S | e | 2o | 0w

12| 387 | 2 3 3 . i
Bl A 19077 | 294 | 330% | 36331 | 39075 | 39419 | 39483 | 29506 | 395 | 3%
g 15| 3083 | 39578 | 3972 | 36763 | 33906 | 39648 | 2989 | 29937 | 39973 | 40014
|8 % | a0085 | 40006 | e0037 | 408 | 20218 | 40260 | 49009 | 40008 | 4037 | 0419
¥ 7| apes | acess | 40837 | <0576 | 20615 | 40654 | 40650 | 4073t | 4077 | 40808
£ 8 | «o8es | eosse | 2052z | aco6 | «00o8 | awms | 40073 | am | aner | oangd
;§ 19 | a1221 | 49258 | 41295 | 41331 | 41367 | 4184 4140 | 40475 | 41512 | 41548
| &= 20 4 1584 4 1619 4585 4159 417% 81751 217% &8N 41856 41301
= 2] areas | avor | 42005 | 42008 | 42070 | 4208 | a2 | amm | a2 | 4224

42278 4/} | 242325 | 47378 | 412 42086 | 42479 | 42512 | 42548 | 42579
42612 4 2644 42677 27 428 42775 42808 | 4284 | 42872 | 42006
42937 42066 | 4300 43033 43065 43097 iNs 4316 | AW | 4324
4255 43287 | 43318 | 43349 4738 43412 43400 | 43474 ; 43505 | 43538
43567 | 43597 | ¢362% | 43659 | 43688 | 43R 4375 | 4378t | 43811 | 43802
43872 43902 | 43632 | 43962 | 43092 4402 | 44052 | 440R2 | s4102 | 402
L4 s | LA 442% 448 44319 | 44380 | 4078 | 4406 | 44T
4 4486 4445 145 158 A48 44612 4 6541 44567 | 44856 ; 47X
447% 44785 | aaB1? | 44882 | 44BN 44809 | 44928 ) 44956 | 44885 | 49013
4504 4507 45008 45126 §515% 45183 45711 § 45200 | 4557 | 45%5
45 45354 45379 | 457 4508 4582 41549 45518 | 45545 @ 45573
45603 45628 | 45655 | 4568& | 45711 45738 | 45760 | 45793 | %871 [ 45848
45875 45500 455 45957 45684 4601 46029 45066 | 45033 } 4612
48547 45v74 | a6 45228 | 45755 46281 46308 | 45335 | 45362 | 46389
48415 454802 4549 | 45495 15850 46540 46575 | 45607 | 45628 | 40855
48881 45708 4574 48781 45787 46814 4684 L5866 | 45853 | 46918
08845 46971 | 453 | 47024 4706 47075 | 47102 | 47720 ) ATISS | 4B
4707 AT20 | 478 | a7es | AT 47337 | 47383 | 479 | 4705 | 47400
47467 4742 47548 4758 4757 4 755% 47622 | are4? | 47673 | 4750
4775 4775 4% 4780 4787 47853 47873 | 47304 | 4750 | 4765
4 738¢ 48007 | 48032 | 48058 | 48083 48109 | 48134 | 4816 | 48185 § 482
48236 4 82862 48767 48013 48338 48363 48089 | 48414 | 4844 ; 13455
4848 48516 | 485¢1 | 48566 | 48592 | 48517 | 48642 | 480568 | 4668G ! 48718
48703 48769 | 48794 | 48819 | 488M 4887 48895 | 4892 | 48045 | 4897
4 8936 4902t 49048 4907 43096 42 [E:al i 49172 | 49197 | a2
49247 28272 49268 43323 49048 49373 45098 40423 | 22448 | 49473
43408 49524 4950 49574 49530 49624 496543 | 49674 | 29638 | 49T
4978 49774 4972 | 498% 4985 49875 1% 4995 | 4955 | 4997
50 000 50025 5005 50075 501 505 5015 | 50175 | 50200 | 5028
50251 5027 | 500 503% | 5005 50076 | 50401 | 50426 | 50451 | 50476
50502 50627 S0852 50877 50602 50627 50852 S0677 | 50702 | 50728
50783 50718 50803 50828 50853 50878 50004 | S0925 | 5094 | S0579
51004 510 51068 5108 Snd 5 S5 | 5181 | 5106 ¢ 5120
51267 | 5122 | 50307 | s3] 54358 | 51383 | 51408 ) 51434 | 51450 | 51484
515 5158 £1% 5% | S1B1 51637 | 51662 § 51689 | 51713 | 5178
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Lampiran, 5. Lanjutan

S840 1 S5 | i | St | Staee | St | S9N | SR 51965 | V80
509 | 5206 | 320 | saee | sam | Sy | sam | sue | s | 578
gr | S0 | s ) s;sa | S | S2e4 | 5200 | 5766 | 52w | 5508
AL | s | sxis | osaen | s | smes | sxm | sars | Ae | 508
s | S | sme | s | 5208 | 4290 | 526 | 52076 | SN | SN
s | swer | s:er | same | 46 | S386 | 53 | S0 | 3¢ | SR
S0 | S04 | S07 | 5308 | S48 | S36r | S34M | L2661 SMN | 608
gms | 536 | 5% | Some | SR | SIMO | SIS | 3WR | SIME | 5NN
g6 | s D 5wy | SX0e | St | SXM | S0% | SKQ | SV | AW
Sy | SO57 | S | ST | S | S4B | S8 | SO | S0 $an
SO | S | Saed | S ¥ 3 S48 | S | S8 | Ser | S

SaI | SO0 | Sem SO | S48 | S4807 | SaMd | S | S92 548
@60 | S | suns | ssu | s50m | SSI | 5519 | 55188 | S8 | 5508
s | SSm | sz | 5% ¢ sswe | ssee | ssa7 | ssue | seae | su
soine | %o | Susr | 55622 | SSEST | SRt . S8 | S5 | 5579 | 55!
SR | SSAGE | S8 | 19018 | S0 | A578 | Se008 | SE008 | 56068 | 6008
SER | SEISB | sEis | Le9 | 68 | S6@ | 56 | 540a | SR | S50
SE03 | Seaba | 5608 | Sem | SESAT | 56580 | SO | 558 | S66R | 467D
SE2es | S675 | oemon | Sebe | seare | sean | ses3s | $967 ! seem | S700
S7060 | Srm6 | Sas | sme | S1 | STZS | ST | 478 | ST | 578
T8 | ST | srca | srae | smn | STSe | S7TSEE | STt | S268S | Shme
s | some | soe | Smpa | Sese | ST | S7026 | SN6r ) S7eA | SM0
Saost | 8098 | sana | Sasp | Sa00 | SA% | S84 | SEM | SAS | Sa0M
saass | a0 | snew | sasa | sa | semE | S0 sm; e | SR
SOTS | S8ME | S5BE3 | SABs | S4907 | 5008 | 590 | 5904 | 59078 | 5516
S§1% | AW | SWo | 59085 | SS007 | S0 | G068 | S84 | S8 | S350
| SO0 L S | SO | 966 | 55N | SST | ST | SR | SS6R) | S04
S90 | SO0 | 60007 | 60085 | 601 | 60wy | Sosd | 8007 | SN | 60
60064 | S04 | fou | soe | 6083 | sooh | 5085 | 60063 ) 6071 | 5078
SOBC | 50848 | S9853 | 60000 | 6008 | 60 | 6007 [ 6n} 17 | 6020
B1264 | 631t | 600 | 6ok | B0a%S | 60500 | 60582 | A0t | 58S | EW
6% | 6% | 6185 ¢ 6090 | 61952 | 82004 | 62085 | 6207 | 52% | s
o | 60 | 67 ) 6208 | 628 | 625% | 629 | SX | STQ | 6279
g% | 59 | e togoom | ENW | 6306 | 638 | SN2 | U | S8
sam | s | enw | ewes | e | svm | ovw | s | 5w | 63w
A%t | sare | e | GA6 | ECXS | BO% | 646 | 5438 | 6t | S
S | s | caw | eS| AEd | By | ASZ | AN | SN | A5
68 | 55X | 6578 | 60 | £5A0 | B | 650 | 66164 | BEXA | £ENQ
BS540 | GEME | 6566 | 0T | dtee | cese | ETB [ AT | ST | 6T
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Lampiran 5. Perhitungan LCso.9sam dengan Analisa Probit

g Konsentrasi Log. > Ulangan Rata-rata!’| Mortalitas Kaoreksi Kpgversi
<
&" e Kematian Probit
é ; (ppm) Kons (x) | Organisme | 1| 2| 3] Mortalitas (%) %) )
W < 0 10 o[o] o 0 0 0 0
= m 1,35 0,130334 10 o]0 0 0 0 0 0
S0 1,8 0,255273 10 010--0 0 0 0 0
- 2,4 0,380211 10 00} 0 0 0 0 0
R 3.2 0,505154 10 01.0 0 0] 0 0 0
4,2 0,623249 10 1] 0 0 1 10 10 3,7184
6,5 0,812913 10 1127 2 2 20 20 4,1584
N 8,7 0,939519 10 6156 6 60 60 5,2533
| o
| § Konsentrasi Konversi
=§ (ppm) Log. Kons:(x) Probit (y) X2 Xy
g 4,2 0,62 3,7184 0,39 2,32
1= 6,5 0,81 4,1584 0,66 3,38
8,7 0,94 5,2533 0,88 4,94
< Jumlah (%) 2,38 13,13 1,93 10,63
S Rata-rata 0,79 4,38 0,64 3,54
<
Q=
=
g ; b _nExy s P Ty
w < n-Yx? = (%x)2
% o _3(10,63) — (2,38)(13,13)
1 = (2,38)?
S . 0'—7135,;913)73 (2,38)
R 018 it
a =y =bx
= 4,38 (4,73 x0,79)
s =.0,64
=
s Y “='a¥bx
g 5/ 210,64+ 4,73x
;% 4,36 =4,73x
’; X =10,92

LCso | = antilog x
=-antilog, (0,92)
=.8,32 ppm
Jadi dapat disimpulkan bahwa toksisitas akut herbisida Roundup berbahan akitif

Isopropilamina glifosat terhadap ikan. mas adalah sebesar 8,32 ppm.
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Lampiran, 7..Perhitungan dosis pada Uji L.Dse

< 1. Jumlah-ekstrak yang dibutuhkan per‘ekorikan'jika tidak‘boleh>1 'ml/100 g'BB
Z
2 = e Berat badan ikan 10 g
5=
& x210ml=0,L'ml
w <L 1000
=
% o) 2.-Kebutuhan ekstrak untuk masing-masing, dosis per /BB ikan
85 » Dosis 5 mg = -7 x & mg = 0,05 mg
¢ Dosis 50. mg = ——x 50 mg = 0,5 mg

1000

« Dosis 300 mg = 13252 x 300 mg = 3 mg

« Dosis 2000.mg = 1;26"9 x 50 mg = 20. mg

| REPOSITORY.UB.AC.D |

3. Pengenceran 120 ekor ikan-@ 0,1 m}

-DOSISSmg— x5/'mg'='0,05 mg

1000
Ekstrak =>:120x 0,05 mg;= 6:mg

Pelarut =>120x 0,1 ml =12 ml

<
<
-
P
e
o0

UNIVERSITAS

Jadiuntuk dosis: 5 mg/kg BB dibutuhkan 6: mg ekstrak + 12 ml pelarut

2
i

e Dosis 50.mg = x.50 mg.= 0,5:mg

1000

Ekstrak => 120 x 0,5 mg-= 60 mg

Pelarut =>.120 x 0;1. ml = 12 ml

Jadiruntuk dosis: 50 mg/kg BB:dibutuhkan-60 mg ekstrak +:12-ml pelarut

| REPOSITORY.UB.ACID |

« Dosis 300 mg = 13259 X'300'mg = 3'mg

Ekstrak =>120'x 3'mg = 360-mg

Pelarut => 120 x 0;1 ml = 12 ml
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Jadi untuk dosis 300.-mg/kg.BB dibutuhkan 360 mg ekstrak +.12 ml.pelarut

Lampiran 7. Lanjutan

10 g

¢'D0sis 2000:mg = o5

X 2000 mg =20img

Ekstrak =>:120x 20 mg =:2400 mg

Pelarut => 120 x 0,1 ml =12 mi

BRAWIJAYA

UNIVERSITAS

Jadiruntuk dosis: 5-mg/kg BB dibutuhkan 2400 mg ekstrak + 12 ml-pelarut
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Lampiran 8..Perhitungan dosis pada Uji In-Vivo

< 1. Jumlah-ekstrak yang dibutuhkan per‘ekorikan'jika tidak‘boleh>1 'ml/100 g'BB
=
2 = e Berat badan ikan 10 g
= ;
& 199y 10ml=0,Lml
w < 1000 g
= e
% o e Berat badan ikan 20 g
R 229_y 10 mi=0,2ml
1000 g

2. Kebutuhan ekstrak-untuk masing-masing dosis per BB ikan

5]
(G
F ¢ Dosis 50-mg/ 10 g BB ikan.= 1;25’9 x-50mg'=0,5mg
8 + Dosis 100 mg/: 109 BB jkan = — 3= x100:mg= 1 mg

0g -
003 x150;:mg=/1,5'mg

¢ D0osis 150 mg/,10/g BBiikan = 1(1)
0

¢+ Dosis 300 mg/:10'g BB ikan = Ofg x:300:mg='3 mg

1
10
3.-Pengenceran => 240.ekor.ikan @ 0;1 mluntukikan.dengan;BB-10:g

¢ Dagsis 50'mg

<
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Ekstrak =>240x 0,5:mg =120 mg

2
i

Pelarut => 240 x 0,1 ml =24 m|
Jadi'untuk dosis 50 mg/kg BB dibutuhkan:-120'mg ekstrak + 24-ml-pelarut

¢ Dosis 100 mg

Ekstrak =>240x 1'mg'=240'mg

Pelarut => 240 x 0;1 ml = 24 ml

| REPOSITORY.UB.ACID |

Jadi untuk dosis 100°'mg/kg- BB dibutuhkan 240'mg ekstrak +224 ml pelarut
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Lampiran-8. Lanjutan

¢ Dosis 150 mg
Ekstrak =>:240:x 1,5:mg =:360 mg
Pelarut => 240 x 0,1 ml =24 mi
Jadi'untuk dosis: 150:mg/kg BB dibutuhkan 360 mg ekstrak +24 ml pelarut

¢ Dosis 300 mg

BRAWIJAYA

UNIVERSITAS

Ekstrak =>240x 3 mg = 720mg

A
\_"g'r

Pelarut =>.240 x 0;1 ml = 24 mi

Jadi untuk dosis' 300‘'mg/kg BB dibutuhkan 720 'mg ekstrak +224 ml pelarut
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