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LARVA UDANG (Artemia salina Leach) DENGAN
METODE BRINE SHRIMPLETHALITY TEST (BSLT)
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Abstrak

Buas-buas (Premna serratifolia Linn.) belongs to the family Verbenaceae has been used as a
traditional medicine. The aims of this research are to determine the compound, extract characteristics
and potential toxicity (LCs) of ethanol extract of buas-buas leaves. The used method is Brine Shrimp
Lethality Test (BSLT). The test consisted of six concentration treatments namely 1000, 750, 500, 250,
100 ppm and negative control with three replications. In each concentration used 10 Artemia salina
leach larvae, and observations were made during 24 hours of larvae mortality. The content of
phytochemical compounds from the buas-buas leaves are alkaloids, flavonoids, saponins and tannins.
Characterization extract showed 62,21% contents of ethanol soluble extract, 41,5% contents of water
soluble extract, 14,1% contents moisture and 4,1% contents ash. LCsy value was determined by probit
analysis. The result of LCs is 133,96 ppm. LCs0<1000 ppm showed that the ethanol extract of buas-
buas leaves as toxic.

Kata kunci— Premna serratifolia Linn., Brine Shrimp Lethality Test (BSLT), LCs, Artemia salina
Leach

1. PENDAHULUAN

ndonesia merupakan negara  yang
memilikipotensi  alam  yang  sangat
melimpah. Kekayaanalam Indonesia tersebar
merata baik daratanmaupun lautan. Iklim tropis
dan musim cuacamerupakan faktor penunjang
alam di Indonesiasehingga tidak heran jika
Indonesia menjadi  pusatkeragaman hayati
terbesar dan dijuluki sebagaiparu-paru dunia.
World Conservation MonitoringCenter telah
melaporkan bahwa wilayahIndonesia merupakan
kawasan yang banyakdijumpai beragam jenis
tanaman obat denganjumlah tanaman yang telah
dimanfaatkanmencapai 2.518 jenis [1].
Penggunaan tanaman sebagai bahan
obat sangat berkembang pesat, hampir 80%
penduduk dunia menggunakan tanaman obat.
Obat herbal banyak digunakan untuk mengobati
berbagai macam penyakit karena efek samping
yang ditimbulkan dari obat herbal relatif kecil,

sehingga lebih aman digunakan. Obat tradisional
adalah bahan atau ramuan bahan yang berasal
dari tumbuh-tumbuhan, hewan, dan mineral,
sediaan sarian (galenik) atau campuran dari
bahan tersebut yang secara turun-temurun telah
digunakan untuk pengobatan [2].

Beberapa jenis tanaman herbal telah
banyak digunakan untuk mengobati selama ini
mulai dari penyakit yang ringan seperti diare,
batuk, masuk angin, gatal-gatal sampai penyakit
kronis seperti malaria, demam berdarah, kencing
manis dan kanker. Salah satu tumbuhan yang
digunakan sebagai obat tradisional adalah buas-
buas (Premna serratifolia Linn.) atau di
Sulawesi Tenggara dikenal dengan nama rogo
[3]. Secara tradisional daun buas-buas
digunakan sebagai astringent, anti-inflamasi,
antibakteri dan digunakan untuk gangguan
jantung, batuk, kusta, penyakit kulit, sembelit,
demam, diabetes, obesitas, sakit perut dan
tumor, Kkardiotonik, sifat antihipoglikemik,
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antikoagulan, antiarthritis [4]. Tumbuhan buas-
buas yang dikenal belum diketahui sifat

ketoksikannya  karena  belum  dilakukan
penelitian tentang uji  toksisitas tanaman
tersebut.

Salah satu metode awal untuk uji

sitotoksik adalah Brine Shrimp Lethality Test
(BSLT). BSLT merupakan salah satu metode
yang banyak digunakan untuk pencarian
senyawa antikanker baru yang berasal dari
tanaman. Metode BSLT telah terbukti memiliki
korelasi dengan aktivitas antikanker. Selain itu,
metode ini juga mudah dikerjakan, murah, cepat,
dan cukup akurat [5]. Suatu ekstrak dinyatakan
bersifat toksik menurut metode Brine Shrimp
Lethality Test (BSLT) jika memiliki LCs
kurang dari 1000 pg/mL [5]. Jika hasil uji
BSLT menunjukkan bahwa ekstrak tumbuhan
bersifat toksik maka dapat dikembangkan ke
penelitian lebih lanjut untuk mengisolasi
senyawa sitotoksik tumbuhan sebagai usaha
pengembangan obat alternatif anti kanker. Jika
hasil uji BSLT menunjukkan bahwa ekstrak
tumbuhan tidak bersifat toksik maka dapat
dikembangkan ke penelitian lebih lanjut untuk
meneliti khasiat-khasiat lain dari ekstrak [5].

2. METODE PENELITIAN

2.1 Bahan Penelitian

Bahan-bahan yang digunakan dalam
penelitian ini adalah daun buas-buas, larva
udang (Artemia salina Leach) umur 48 jam, air
laut, etanol 96%, dimetil sulfoksida, suspensi
tepung jagung, aluminium foil, kloroform (E.
Merck®), kertas saring (Watmann®), air suling,
asam klorida (teknis), besi (I11) klorida (teknis),
bismuth subdinitrat (teknis), kalium iodida
(teknis), asam asetat (teknis), magnesium, asam
sulfat(teknis).

2.2 Alat Penelitian

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian
ini yaitu toples kaca, corong, corong pisah,
pencacah elektrik (Sharp®), cawan porselin,
kertas saring, pisau stainless, Labu Erlenmeyer
(Pyrex®), rotary vacum evaporator (Buchi
Rotavapor R-210), water bath (Stuart®), labu
takar (Pyrex®), oven (Vinco OV 50), botol vial,
timbangan analitik, akuarium mini, aerator,
balon lampu (philips®), pipet tetes, mikropipet
(scorex®), batang  pengaduk,  desikator
(Normax®), lup atau kaca pembesar, tabung
reaksi dan penjepit.

2.3 Ekstraksi Maserasi

Metode ekstraksi yang digunakan adalah
maserasi dengan pelarut etanol 96%. Serbuk
daun buas-buas sebanyak 500 gram dimasukkan
ke dalam wadah tertutup dan direndam dengan
pelarut etanol sebanyak 3500 mL dimaserasi
selama 3 x kali 24 jam. Filtrat dikumpulkan dan
dipekatkan dengan menggunakan vacum rotary
evaporator pada suhu 50°C hingga diperoleh
ekstrak kental etanol. Ekstrak yang diperoleh
kemudian dihitung rendemennya. Rendemen
ekstrak adalah perbandingan bobot ekstrak
dengan bobot simplisia.

Rendemen ekstrak dihitung dengan rumus
[6]:

massa ekstrak kerin
Rendemen= 1222 Seak X9

massa serbuk sampel x 100%

2.4 Skrining Fitokimia

Skrining fitokimia KLT dilakukan dengan
menggunakan plat silika gel GFzs4. Ekstrak daun
buas-buas ditotolkan pada jarak = 1 cm dari tepi
bawah plat dengan menggunakan pipa kapiler
kemudian dikeringkan dan dielusi dengan
menggunakan  eluen  n-heksan:etil  asetat
(8:2).Pemeriksaan Alkaloid, ekstrak dilarutkan
dengan 5 mL HCI. Larutan yang didapat
kemudian dimasukkan dalam tabung reaksi.
Tabung ditambahkan pereaksi Dragendroff
sebanyak 3 tetes. Terbentuknya endapan jingga
pada tabung menunjukkan adanya alkaloid [7].

Pemeriksaan Terpenoid, dilakukan dengan
reaksi  Lieberman-Burchard.  Terbentuknya
larutan  hijau biru  menunjukkan adanya

terpenoid [8]. Pemeriksaan Saponin, ekstrak
ditambahkan dengan 10 mL air panas kemudian
didinginkan, dikocok kuat selama 10 detik.
Terbentuk buih yang mantap selama tidak
kurang 10 menit [9].Pemeriksaan Flavonoid,
ekstrak kemudian ditambahkan etanol. Ke dalam
larutan ditambahkan serbuk magnesium dan
ditambahkan HCI. Terbentuk larutan berwarna
merah jingga menunjukkan adanya flavonoid
[9].Pemeriksaan Tanin, ekstrak ditambahkan
dengan 1 mL larutan Fe(lll) klorida 1%. Jika
terbentuk warna biru tua, biru kehitaman atau
hitam kehijauan menunjukkan adanya senyawa
tannin [7].

2.5 Karakterisasi Ekstrak
Uji Kadar Air

Cawan porselen kosong dikeringkan di
dalam tanur selama 30 menit pada suhu 500°C.
Selanjutnya dimasukkan ke dalam desikator
yang berisi silika gel selama 15 menit. Cawan
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porselen ditimbang hingga diperoleh berat
konstan. Sebanyak 2 g ekstrak dimasukkan ke
dalam cawan porselen kosong yang telah
diketahui beratnya, kemudian dikeringkan dalam
oven selama 6 jam dengan suhu 100-102°C.
Selanjutnya cawan porselen berisi sampel
dimasukkan ke dalam desikator selama 15 menit
atau hingga dingin, lalu ditimbang hingga
diperoleh berat konstan[10].

Uji Kadar Abu

Cawan porselen kosong dikeringkan di
dalam tanur selama 30 menit pada suhu 500°C.
Selanjutnya dimasukkan ke dalam desikator
yang berisi silika gel selama 15 menit. Cawan
porselen ditimbang hingga diperoleh berat
konstan. Sebanyak 0,5 g ekstrak dimasukkan
dalam cawan, kemudian dipijarkan di dalam
tanur pada suhu 900°C sampai menjadi abu,
didinginkan dan ditimbang hingga diperoleh
bobot yang tetap dan stabil[10].

Penetapan Kadar Sari Larut Air

Sebanyak 5 g ekstrak dimasukkan ke
dalam labu bersumbat, kemudian ditambahkan
dengan 100 mL air-kloroform (dicampurkan 2,5
mL kloroform dengan air secukupnya hingga
100 mL, dikocok hingga larut) sambil dikocok
berkali-kali selama 6 jam pertama kemudian
dibiarkan selama 18 jam. Filtrat disaring,
sebanyak 20 mL filtrat dimasukkan ke dalam
cawan dangkal beralas datar yang telah ditara
lalu diuapkan hingga kering, dan sisa penguapan
dipanaskan pada suhu 105 °C hingga bobot
tetap. Kadar sari larut air dihitung terhadap
bahan yang dikeringkan di udara. Kadar ekstrak
yang larut dalam air (atas dasar cuplikan
kering)[10].

Penetapan Kadar Sari Larut Etanol

Sebanyak 5 g ekstrak dimasukkan ke
dalam labu bersumbat, kemudian ditambahkan
dengan 100 mL etanol 96% sambil dikocok
berkali-kali selama 6 jam pertama dan
didiamkan selama 18 jam. Filtrat disaring
dengan cepat untuk menghindarkan penguapan
etanol. Sebanyak 20 mL filtrat diuapkan hingga
kering dalam cawan dangkal berdasar rata yang
telah ditara, sisa penguapan dipanaskan pada
suhu 105 °C hingga bobot tetap. Kadar sari larut
etanol dihitung terhadap bahan yang telah
dikeringkan di udara[10].

2.6 Uji Toksisitas Menggunakan Metode

Brine Shrimp Lethality Test(BSLT)
Penetasan Telur Artemia salina Leach

Penetasan telur Artemia salina dilakukan
dalam wadah penetas telur atau akuarium mini.
Air laut dimasukkan ke dalam wadah, serta
diaerasi menggunakan aerator. Sejumlah telur A.
salina dimasukkan kedalam aquarium dan diberi
cahaya lampu untuk menarik A. salina yang
telah menetas. Telur akan menetas kira-kira
setelah 18-24 jam menjadi larva. Larva yang
berumur 48 jam dapat digunakan untuk uji
toksisitas [11].
Pelaksanaan Uji Toksisitas dengan Metode
BSLT

Pengujiannya dilakukan dengan
menggunakan lima konsentrasi berbeda, yaitu
1000 ppm, 750 ppm, 500 ppm, 250 ppm dan 100
ppm. Pengujian sampel dilakukan dengan cara
memasukkan masing-masing sampel kedalam
vial yang kemudian diuapkan dengan diangin-
anginkan hingga pelarutnya hilang. Selanjutnya
vial diisi air laut 1 mL dan ditambahkan 0,2 mL
dimetil sulfoksida (DMSO), kemudian divotex
kurang lebih selama 1 menit untuk
menghomogenkan  sampel.  Sepuluh  ekor
Artemia salina umur 48 jam yang sehat
(bergerak aktif) dipilih secara acak, dimasukkan
ke dalam vial yang berisi sampel yang bebas
pelarut menggunakan pipet tetes. Satu tetes
suspensi tepung jagung ditambahkan sebagai
makanan Artemia salina kemudian ditambahkan
air laut sampai 10 mL. Untuk kontrol negatif (0
ppm) dilakukan tanpa penambahan ekstrak. Vial
diletakkan dibawah lampu penerangan selama
24 jam dan dihitung jumlah larva Artemia salina
yang mati (tidak bergerak lagi) [12].

Analisis Toksisitas

Efek toksik diperoleh dari pengamatan
dengan menghitung jumlah larva udang
(Artemia salina Leach) yang mati pada tiap
konsentrasi setelah 24 jam. Persen kematian
diperoleh dari hasil perkalian rasio dengan
100%, yaitu larva yang mati dibagi jumlah larva
awal dikali 100%. Menghitung persen kematian
larva uji setelah 24 jam perlakuan dengan

menggunakan rumus berikut [5].
% Kematian = Jumlah larva A. salina mati

100%
Jika terjadi kematian pada kontrol uji
dapat dikoreksi dengan rumus Abbot, yaitu : [5]

% Kematian = Jlarva A. salina mati (uji—kont)

100%

jumlah larva uji

jumlah larva uji
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2.7 Analisis Data

Efek toksisitas terhadap Artemia salina
Leach. ditentukan berdasarkan analis probit
melalui tabel probit dan dibuat persamaan
regresi linier y = bx + a dimana: Yy = angka
probit, dan x = log konsentrasi. Persamaan
tersebut dapat digunakan untuk mengetahui nilai
LCso 24 jam dengan memasukkan nilai probit 5
(50% kematian) ke persamaan tersebut sehingga
diperoleh konsentrasi yang menyebabkan 50%
kematian larva Artemia salina [13].

3. HASIL DAN PEMBAHASAN

3.1 Pembuatan Ekstrak

Hasil ekstraksi berupa maserat dipekatkan
dengan menggunakan vacum rotary evaporator
pada suhu 50°C menghasilkan ekstrak cair.
Prinsip kerja alat ini didasarkan pada titik didih
pelarut dan adanya tekanan yang menyebabkan

tua kehitaman sebanyak 93,2gram. Berdasarkan
hasil ekstrak kental yang diperoleh dari daun
buas-buas (Premna serratifolia Linn.) maka
diperoleh rendamen ekstrak sebanyak 18,64%.
3.2 Skrining Fitokimia

Skrining ini dilakukan untuk memberi
gambaran tentang golongan senyawa Yyang
terkandung dalam ekstrak etanol daun buas-
buas. Skrining fitokimia dilakukan dengan
metode uji tabung menggunakan pereaksi-
pereaksi yang sesuai untuk golongan senyawa
yang diuji yaitu alkaloid, terpenoid flavonoid,
saponin, dan tanin [8]. Hasil uji skrining
fitokimia ekstrak etanol daun buas-buas
(Premna serratifolia Linn.) disajikan pada Tabel
1.

Tabel 1. Hasil pengamatan uji skrining
fitokimia ekstrak etanol daun buas-buas
(Premna serratifolia Linn.)

uap dari pelarut terkumpul, serta adanya Golongan .
kondesor yang menyebabkan uap ini Senya%va Hasil Keterangan
mengembun dan akhirnya jatuh ke tabung Endapan Ada
penerima (receiver flask). Selanjutnya ekstrak Jingga Tidak ada
cair disimpan di dalam cawan porselen (cawan Alkaloid Hijau Ada
penguap) yang kemudian dipekatkan Terpenoid Merah jingga Ada
menggunakan water bath pada suhu 60°C. Flavonoid Busa Ada
Selanjutnya ekstrak kental yang diperoleh Saponin Hijau
dimasukan dalam desikator untuk Tannin kehitaman
menghilangkan kandungan air dari ekstrak,
sehingga diperoleh ekstrak kental berwarna hijau
Tabel 2. Karakteristik ekstrak
Jenis karakterisasi Hasil Standar Literatur
Parameter spesifik
Kadar sari larut etanol 62,21% >9,7% Manoi, 2006
Kadar sari larut air 41,5% >18% Manoi, 2006
Parameter non spesifik
Kadar air 14,1 % 5-30% Voight, 1994
Kadar abu 4,1 % <12% Manoi, 2006

3.3 Uji Toksisitas

Toksisitas merupakan suatu keadaan yang
menandakan adanya efek toksik atau racun pada
suatu bahan atau campuran bahan. Suatu
senyawa kimia dikatakan bersifat racun akut jika
senyawa tersebut dapat menimbulkan efek racun
dalam jangka waktu singkat 24 jam. Uji
toksisitas menggunakan Brine Shrimp Lethality
Test (BSLT) merupakan uji toksisitas akut efek
toksik dari suatu senyawa ditentukan dalam
waktu singkat yaitu rentang waktu selama 24
jam setelah pemberian dosis uji.

Larutan uji ekstrak etanol daun buas-buas
terdiri atas lima konsentrasi yaitu 100 ppm, 250
ppm, 500 ppm, 750 ppm, dan 1000 ppm.
Perlakuan uji toksisitas ini dilakukan sebanyak 3
kali pengulangan (triplo) untuk mendapatkan
data yang akurat. Pelarutan ekstrak dengan air
laut sering menimbulkan masalah karena adanya
perbedaan tingkat kepolaran, ekstrak sukar larut
dengan air laut sehingga digunakan dimetil
sulfoksida (DMSQO) sebanyak 0,2 mL untuk
membantu melarutkannya. DMSO digunakan
sebagai surfaktan karena ekstrak tidak dapat
larut dalam air laut. Penggunaan DMSO
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maksimal 2% untuk mencegah pengaruh lain

Artemia salina Leach [16].

yang dapat menimbulkan toksisitas pada
Tabel 3. Pengaruh berbagai ekstrak etanol daun buas-buas terhadap Larva udang (Artemia salina
Leach)
Konsentrasi Jumlah kematian larva udang (Artemia % Rata-rata
ekstrak etanol salina Leach) pada setiap replikasi (ekor) kematian
daun Buas-buas RI RII RII Rata-rata larva
(ppm)
100 6 2 5 4,3 43,3
250 6 9 5 6,6 66,6
500 7 7 7 7 70
750 8 8 7 7,6 76,6
1000 7 9 10 8,6 86,6
Total kematian  dihitung  dengan dengan teori, bahwa semakin tinggi konsentrasi

menjumlahkan larva yang mati pada setiap
konsentrasi. Rata-rata kematian larva diperoleh
dari total kematian larva pada tiap konsentrasi
dibagi dengan jumlah total larva awal pada
konsentrasi yang sama. Perhitungan persentase
kematian larva pada setiap konsentrasi diperoleh
dengan cara rata-rata kematian pada tiap
konsentrasi dikali 100%.

Jumlah kematian larva terbanyak terdapat
pada konsentrasi 1000 ppm. Hal ini sesuai

ekstrak semakin banyak jumlah larva yang mati.
Setiap zat kimia bila diberikan dengan dosis
yang cukup besar akan menimbulkan toksik.
Selain itu persentase kematian larva tersebut
dapat disimpulkan bahwa semakin tinggi
konsentrasi  ekstrak menghasilkan  jumlah
kematian larva yang semakin tinggi pula [17].

Tabel 4. Penetapan LCs

Konsentrasi  Log konsentrasi (X)  Persentase Kematian Probit (Y)
100 2 43.3 4.8313
250 2.397940009 66.6 5.4289
500 2.698970004 70 5.5244
750 2.875061263 76.6 5.7257
1000 3 86.6 6.1077
Suatu ekstrak dikatakan toksik dosis tinggi. Daun buas-buas memiliki

berdasarkan metode BSLT jika nilai LCsp< 1000
ppm [5]. Kategori toksik terdiri atas : sangat
toksik < 30 ppm, toksik 30-1000 ppm tidak
toksik > 1000 ppm [1]. Pengujian terhadap
ekstrak etanol daun buas-buas didapatkan
konsentrasi untuk membunuh 50% larva udang
(Artemia salina Leach) (LCsp) adalah 133,96
ppm.

Toksisitas suatu tanaman berkaitan
dengan metabolit sekunder yang terkandung
didalamnya. Berdasarkan hasil identifikasi
kandungan senyawa, dalam daun buas-buas
terkandung senyawaalkaloid, flavonoid, saponin
dan tanin. Senyawametabolitsekunder ini
dalamsuatutanaman memiliki potensi toksisitas
akut yang dapat menyebabkan kematian larva
Artemia salina.

Hampir semua tanaman yang memiliki
kandungan bioaktif akan bersifat toksik pada

kandungan bioaktif senyawaalkaloid, flavonoid,
saponin dan tanin. Senyawametabolitsekunder
yang terkandung dalam daun buas-buas
memiliki potensi toksisitas akut yang dapat
menyebabkan kematian larva Artemia salina
yang ditunjukkan dengan nilai LCs, <1000 ppm
yaitu 133,96 ppm.

Korelasi antara uji toksisitas akut dengan
uji aktivitas sitotoksik adalah jika mortalitas
terhadap Artemia salina yang ditimbulkan
memiliki nilai LCsp< 1000 ppm [18]. Kategori
toksik terdiri atas : sangat toksik < 30 ppm,
toksik 30-1000 ppm tidak toksik > 1000 ppm
[1]. Ekstrak daun buas-buas termasuk dalam
kategori toksik dengan nilai LCsy 133,96 ppm
sehingga dapat dikatakan ekstrak etanol daun
buas-buas pada penelitian ini memiliki aktivitas
sitotoksik atau memiliki potensi toksisitas
terhadap Artemia salina Leach.
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4. KESIMPULAN

Skrining fitokimia menunjuk-kan bahwa
ekstrak etanol daun buas-buas mengandung
senyawa metabolit sekunder vyaitu alkaloid,
flavonoid, saponin dan tanin. Karakteristik
spesifik ekstrak etanol daun buas-buas terdiri
atas kadar sari larut etanol 62,21% dan kadar
sari larut air 41,5% serta karakteristik non-
spesifik terdiri atas kadar air 14,1 % dan kadar
abu 4,1 %. Ekstrak etanol daun buas-buas
memiliki potensi toksisitas akut terhadap larva
Artemia salina Leach yang ditunjukkan dengan
nilai LCso kurang dari 1000 ppm yaitu 133,96

ppm.

5. SARAN

Perlu dilakukan pengujian lebih lanjut
toksisitas secara sub kronis dan kronis ekstrak
etanol daun buas-buas terhadap hewan uji
mencit galur balb/C jantan untuk mengetahui
efek jangka panjang. Serta, profil metabolit
sekunder yang berpotensi toksik dengan
mengisolasi dan mengidentifikasi senyawa aktif
dan menentukan struktur senyawa aktif tersebut,
kemudian dilakukan uji aktivitas antikanker dan
standardisasi untuk dikembangkan menjadi
fitofarmaka sebagai usaha pengembangan obat
alternatif antikanker.
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